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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zum Erstellen und Durchmustern einer Bank von interes-
sierenden Polynukleotidsequenzen in filamentésen Pilzzellen.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Filamentdse Pilze sind weitgehend als Wirtszellen fur die kommerzielle Herstellung von Polypeptiden
verwendet worden. Wenn es jedoch wiinschenswert ist, eine Variante des Polypeptids mit spezifisch verander-
ten charakteristischen Merkmalen, z. B. Thermostabilitat, pH-Aktivitatsprofil, spezifische Aktivitat, Substratspe-
zifitat, K, V.« UsW., herzustellen, erfordert die Erstellung und das Durchmustern einer Bank von die Variante
kodierenden Sequenzen ublicherweise die Verwendung eines Zwischenwirts, z. B. Bakterienzellen oder Hefe,
aufgrund der geringen Transformationshaufigkeit und einer Variation in der Kopienzahl zwischen unabhangig
voneinander transformierten filamentésen Pilzzellen.

[0003] Es sind mehrere Verfahren fir die Erstellung von Banken von interessierenden Polynukleotidsequen-
zen in Hefe offenbart worden, in welchen die Banken vor der Transformation eines fiir die Produktion relevan-
ten Wirtes, wie zum Beispiel filamentdsen Pilzen, mit den potentiellen interessierenden Varianten-Polynukleo-
tidsequenzen, in Hefe durchmustert werden.

[0004] Haufig jedoch kann eine Polynukleotidsequenz, die durch ein Durchmustern in Hefe oder Bakterien
identifiziert wird, nicht exprimiert werden oder wird bei niedrigem Level exprimiert, wenn sie in fiur die Produk-
tion relevante filamentése Pilzzellen transformiert wird. Dies kann durch eine beliebige Anzahl von Griinden
verursacht werden, einschliellich Unterschieden in der Codonnutzung (Codon usage), in der Regulation des
mRNA-Levels, in dem Translokationsapparat, in dem post-translationalen Modifikationsmechanismus (z. B.
Cysteinbriicken, Glycosylierungs- und Acylierungsmuster) usw.

[0005] Zweitens ist es nicht notwendigerweise vorhersagbar, ob eine interessierende Polynukleotidsequenz
in dem Produktionswirt bei kommerziell verwendbarem Level exprimiert werden wirde. Zum Beispiel unter-
scheiden sich die Protease-Profile, wenn der Organismus, der fir das Durchmustern der Bank verwendet wird,
z. B. eine Bakterien- oder Hefezelle ist, und die fir die Produktion relevante Wirtszelle eine filamentdse Wirts-
zelle ist. Somit kann eine Sequenz, die ein oder mehrere interessierende charakteristische(s) Merkmal(e) ko-
diert, welche in Hefe identifiziert worden ist/sind, durch Proteasen degradiert werden, die in der fir die Produk-
tion relevanten filamentdsen Pilzwirtszelle exprimiert werden. Weiterhin ist eine direkte Manipulation des Pro-
duktionswirtes erforderlich, um optimierte Ausbeuten des exprimierten Produktes durch Verandern der Funkti-
on von regulatorischen Proteinen oder regulatorischen Sequenzen zu erhalten.

[0006] A. Aleksenko und A. J. Clutterbuck (1997. Fungal Genetics and Biology 21: 373-387) offenbaren die
Verwendung von autonom replikativen Vektoren oder sich autonom replizierenden Sequenzen (ARS) fur Gen-
klonierungs- und -expressionsuntersuchungen. AMA1 (autonomous maintenance in Aspergillus) ist eines der
diskutierten Plasmidreplikatorelementen. Es besteht aus zwei invertierten Kopien eines genomischen Repeats
(Wiederholung), das als MATE1 (mobile Aspergillus transformation enhancer) bezeichnet wird, die durch einen
zentralen Spacer von 0,3 kB separiert sind. AMA1 férdert die Plasmidreplikation ohne Umordnung (Reorgani-
sation), Multimerisierung oder chromosomaler Integration. (Siehe ebenfalls D. H. Gems et al., Current Gene-
tics 24: 520-524 (1993). Co-transformation with autonomously replicating helper plasmids facilitates gene clo-
ning from an Aspergillus michelans gene library).

Zusammenfassung der Erfindung

[0007] Es ist herausgefunden worden, dass AMA1-basierte Plasmide zwei Vorteile bei der Klonierung von
Genen in filamentdsen Pilzen bereitstellen. Der erste ist eine hohe Transformationshaufigkeit, welche sowohl
die potentielle Grof3e der Bank erhéht, als auch das Erfordernis der Amplifikation der Bank in einem Zwischen-
wirt, z. B. E. coli, ausschalten kann, so dass ein Empfangerstamm von Aspergillus direkt mit einer Ligations-
mischung transformiert werden kann. Zweitens sind die Eigenschaften der Transformanten einheitlich, da-
durch dass eine stabile und standardgemafe Umgebung fir die Genexpression bereitgestellt wird.

[0008] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, verbesserte Verfahren zum Erstellen und Durchmus-
tern von Banken von interessierenden Polynukleotidsequenzen in filamentdsen Pilzzellen unter Verwendung
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eines episomal replizitierenden DNA-Vektors bereitzustellen, um eine hohe Transformationshaufigkeit und ei-
nen einheitlich hohen Level der Genexpression zwischen unabhangig voneinander transformierten Zellen be-
reitzustellen. Indem die Variation in der Kopienzahl zwischen unabhangig voneinander transformierten Zellen
minimiert wird, kann ein interessierendes Varianten-Polypeptid direkt auf der Basis der Expression des/der in-
teressierenden charakteristischen Merkmals/Merkmale identifiziert werden.

[0009] Demgemal betrifft die vorliegenden Erfindung in einem ersten Aspekt ein Verfahren zum Erstellen und
Selektieren oder Durchmustern einer Bank von interessierenden Polynukleotidsequenzen in filamentdsen Pilz-
zellen, wobei das Verfahren umfasst:
(a) Transformieren der Pilzzellen mit einer Population von DNA-Vektoren, wobei jeder Vektor umfasst:
(i) eine Polynukleotidsequenz, die einen Selektionsmarker fiir Pilze und eine Replikationsinitiationssequenz
fur Pilze kodiert, wobei der Marker und die Replikationsinitiationssequenz innerhalb der Population nicht va-
riieren; und
(i) eine interessierende Polynukleotidsequenz, wobei die Population von DNA-Vektoren mehr als eine Va-
riante der Polynukleotidsequenz enthalt;
(b) Kultivieren der Zellen unter Selektionsdruck;
(c) Selektieren von oder Durchmustern nach einem oder mehreren Transformanten, der/die ein gewunsch-
tes charakteristisches Merkmal exprimiert/exprimieren; und
(d) Isolieren des/der interessierenden Transformanten.

[0010] In anderen Aspekten betrifft die Erfindung die Verwendung einer Replikationsinitiationssequenz fir Pil-
ze zum Erstellen einer Bank von interessierenden Polynukleotidsequenzen und zum Durchmustern oder Se-
lektieren einer Bank von solchen Polynukleotidsequenzen.

Kurze Beschreibung der Figuren

[0011] Eig. 1 zeigt eine Restriktionskarte des Plasmids pENI1298, dessen Erstellung in Beispiel 1 beschrie-
ben wird;

[0012] Fig. 2 zeigt eine Restriktionskarte des Plasmids pENI1299, dessen Erstellung in Beispiel 1 beschrie-
ben wird;

[0013] Eia. 3 zeigt eine Restriktionskarte der Plasmide pDM156.2, pJRoy47 und pDM222 A, die in Beispiel 5
beschrieben werden; und

[0014] Fig. 4 zeigt eine Restriktionskarte des Plasmids pJRoy44, das in Beispiel 5 beschrieben wird.
Ausfuhrliche Beschreibung der Erfindung

[0015] In einer ersten Ausfiihrungsform betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Erstellen und Se-
lektieren oder Durchmustern einer Bank von interessierenden Polynukleotidsequenzen in filamentdsen Pilzzel-
len, wobei das Verfahren umfasst:
(a) Transformieren der Pilzzellen mit einer Population von DNA-Vektoren, wobei jeder Vektor umfasst: (i)
eine Polynukleotidsequenz, die einen Selektionsmarker fur Pilze und eine Replikationsinitiationssequenz
fur Pilze kodiert, wobei der Marker und die Replikationsinitiationssequenz innerhalb der Population nicht va-
riieren; und (ii) eine interessierende Polynukleotidsequenz, wobei die Population von DNA-Vektoren mehr
als eine Variante der Polynukleotidsequenz enthalt;
(b) Kultivieren der Zellen unter Selektionsdruck;
(c) Selektieren von oder Durchmustern nach einem oder mehreren Transformanten, der/die ein gewinsch-
tes charakteristisches Merkmal exprimiert/exprimieren; und
(d) Isolieren des/der interessierenden Transformanten.

[0016] Der Begriff ,eine Bank von interessierenden Polynukleotidsequenzen" bezeichnet eine Sammlung von
Polynukleotidsequenzen, welche die gleiche interessierende Funktion oder Aktivitat kodieren oder besitzen.
Die Bank kann ,eine Bank von Varianten einer interessierenden Polynukleotidsequenz" sein, welche hierin als
eine Sammlung von Varianten definiert wird, wobei die Varianten sich von einer Eltern-Polynukleotidse-
quenz/Eltern-Polynukleotidsequenzen unterscheiden, indem sie eine oder mehrere Modifikation(en) der El-
tern-Polynukleotidsequenz umfassen. Die Polynukleotidsequenzen oder Varianten werden geeigneterweise
von mindestens einer interessierenden Eltern-Polynukleotidsequenz durch Mutagenese, bevorzugt Zufallsmu-
tagene, erzeugt, was in einer Mindestzahl von vier und bevorzugt einem Minimum von 25 verschiedenen Po-
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lynukleotidsequenzen in der Sammlung resultiert. Verschiedenartige Verfahren, die fiir die Mutagenisierung ei-
ner Eltern-Polynukleotidsequenz verwendbar sind, werden in den nachstehenden Abschnitten, die mit ,Zufalls-
mutagenese" und ,Lokalisierte Zufallsmutagenese" bezeichnet werden, beschrieben. Der Begriff ,Modifikati-
on(en)" ist dazu gedacht, eine Substitution, Insertion und/oder Deletion von einem oder mehreren Nukleo-
tid(en) in der Sequenz im Vergleich zu der der Variante anzuzeigen, und kann ein Hybrid aus zwei oder meh-
reren verschiedenen Eltern-Polynukleotiden einschlieRen.

[0017] Die Polynukleotidsequenzen oder Varianten kénnen ebenfalls aus nattrlich vorkommenden allelen Va-
riationen einer Eltern-Polynukleotidsequenz resultieren. Eine allele Variante zeigt jede beliebige von zwei oder
mehreren alternativen Formen eines Gens an, das denselben chromosomalen Ort (Locus) besetzt. Eine allele
Variation entsteht auf natirliche Weise durch Mutation und kann in einem phanotypischen Polymorphismus in-
nerhalb von Populationen resultieren. Genmutationen kénnen still sein (d. h. keine Veranderung in dem kodier-
ten Polypeptid) oder kénnen Polypeptide kodieren, die veranderte Aminosauresequenzen besitzen. Weiterhin
kénnen die Polynukleotidsequenzen der Bank, eher als von einer oder mehreren Eltern-Nukleotidsequenz(en)
erzeugt zu werden, von verschiedenen Quellen abgeleitet werden und verschiedene, jedoch hochgradig ver-
wandte Polypeptide kodieren, welche die gleiche Aktivitat oder Funktion besitzen. Im vorliegenden Zusammen-
hang ist ,hochgradig verwandt" dazu gedacht, anzuzeigen, dass die Polypeptide die gleiche Aktivitat oder
Funktion besitzen und zusatzlich durch Polynukleotidsequenzen kodiert werden, die konservierte Regionen
gemeinsam haben, wie in dem nachfolgenden Abschnitt, der mit ,DNA-Shuffling" bezeichnet wird, definiert.

[0018] Der Begriff ,abgeleitet von" ist dazu gedacht, anzuzeigen, dass die Polynukleotidsequenz von einer
spezifischen Quelle, wie einem Mikroorganismus, isoliert ist. Die Polynukleotidsequenz kann eine sein, die von
einem nicht-kultivierbaren Organismus erzeugt wird. Die Polynukleotidsequenz(en) kann jede beliebige Poly-
nukleotidsequenz sein, die eine interessierende biologische Aktivitat oder Funktion besitzt oder kodiert und
eine Untersequenz von mindestens sechs Nukleotiden umfasst, um die Herstellung einer Varianten-Nukleotid-
sequenz zu erlauben.

[0019] Der Begriff ,die gleiche Aktivitat oder Funktion", wie er bezlglich der Polynukleotidsequenzen, die in
der Bank enthalten sind, verwendet wird, ist dazu gedacht, anzuzeigen, dass die Polynukleotidsequenzen Po-
lypeptide kodieren, welche die gleiche oder ahnliche biologische Aktivitdt oder Funktion (qualitativ bestimmt)
besitzen, oder dass die Polynukleotidsequenzen selbst die gleiche (qualitative) Aktivitat oder Funktion besit-
zen. Zum Beispiel kénnen die Polynukleotidsequenzen Promotoraktivitat besitzen, d. h. in der Lage sein, die
Transkription zu férdern, oder kdnnen Polypeptide mit der gleichen qualitativen Aktivitat oder Funktion, wie der
gleichen enzymatischen Aktivitat oder Funktion, z. B. Protease-, Lipase- oder Amylaseaktivitat, kodieren.

[0020] Der Begriff ,DNA-Vektor" ist eine Polynukleotidsequenz, welche die Fahigkeit besitzt, sich autonom zu
replizieren, und welche fahig ist, eine interessierende Sequenz zu enthalten. Demnach enthalt ein DNA-Vektor
eine Replikationsinitiationssequenz, wie einen (Replikations-) Startpunkt (z. B. ColE1-Startpunkt, F1-Start-
punkt, M13-Startpunkt, 2u-Startpunkt (Hefe), oriP (EB Virus) (pi). Der DNA-Vektor kann beispielsweise ein
Plasmid sein.

[0021] Der Begriff ,wobei die Population von DNA-Vektoren mehr als eine Variante der Polynukleotidsequenz
enthalt" ist dazu gedacht, anzuzeigen, dass die Population von DNA-Vektoren verschiedene Polynukleotidse-
quenzen enthalt, die eine interessierende biologische Funktion oder Aktivitat kodieren oder besitzen.

[0022] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind die interessierenden Polynukleotidsequenzen Polypep-
tid-kodierende Sequenzen. Der Begriff ,Polypeptid" umfasst Peptide, Oligopeptide und Proteine und ist daher
nicht auf eine spezifische Lange des kodierten Produktes beschrankt. Das Polypeptid kann nativ zu der Wirts-
zelle sein oder kann ein heterologes Polypeptid sein. Der Begriff ,heterologes Polypeptid" wird als ein Polypep-
tid definiert, welches nicht nativ zu der Wirtszelle ist. Das Polypeptid kann ebenfalls ein rekombinantes Poly-
peptid sein, welches ein Polypeptid ist, das nativ zu einer Zelle ist, welches durch eine Nukleinsduresequenz
kodiert wird, die eine oder mehrere Kontrollsequenz(en) umfasst, die fremd zu der Nukleinsduresequenz
ist/sind, welche in die Produktion des Polypeptids involviert ist/sind. Die Nukleinsduresequenz, welche das Po-
lypeptid kodiert, kann auf irgendeine Weise, wie infra beschrieben, manipuliert worden sein. Das Polypeptid
kann ein Wildtyp-Polypeptid oder eine Variante hiervon sein, das/die dem Verfahren der vorliegenden Erfin-
dung unterworden wird/werden. Das Polypeptid kann ebenfalls ein Hybrid-Polypeptid sein, welches eine Kom-
bination von teilweisen oder vollstandigen Polypeptidsequenzen enthalt, die von mindestens zwei verschiede-
nen Polypeptiden erhalten werden, wobei eine oder mehrere der Polypeptide heterolog zu der Zelle sein
kann/kénnen. Polypeptide schlieften ferner natirlich vorkommende allele und gentechnisch hergestellte Vari-
ationen der oben erwahnten Polypeptide ein.
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[0023] In einer anderen bevorzugten Ausflihrungsform ist die interessierende Polynukleotidsequenz eine
Kontrollsequenz, die normalerweise mit einer Polypeptid-kodierenden Sequenz assoziiert ist. Kontrollsequen-
zen schlieBen samtliche Bestandteile, die funktionsfahig mit der Nukleinsduresequenz, welche die Polypeptid-
sequenz kodiert, verknupft sind oder auf andere Weise in die Produktion des Polypeptids involviert sind, ein.
Solche Kontrollsequenzen schlie3en ein, sind jedoch nicht hierauf beschrankt, einen Promotor, eine Signalse-
quenz, eine Propeptidsequenz, einen Transkriptionsterminator, einen Leader, eine Promotorerkennungsse-
quenz, eine Enhancersequenz und eine Polyadanylierungssequenz, wie hierin beschrieben. In noch einer wei-
teren Ausfiihrungsform ist die interessierende Polynukleotidsequenz eine Kombination aus einer Polypep-
tid-kodierenden Sequenz (oder einem Teil einer solchen Sequenz) und a) einer Kontrollsequenz (oder einem
Teil einer solchen Kontrollsequenz) oder b) zwei oder mehreren Kontrollsequenzen (oder Teilen solcher Se-
quenzen). Jede der Kontrollsequenzen kann nativ oder fremd zu der kodierenden Sequenz sein.

[0024] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Polypeptid, das durch eine interessierende Polynukleo-
tidsequenz kodiert wird, ein Antikdrper oder Anteile davon, ein Antigen, ein Blutgerinnungsfaktor, ein Enzym,
ein Hormon oder eine Hormonvariante, ein Rezeptor oder Anteile davon, ein regulatorisches Protein, ein struk-
turelles Protein, ein Reporter oder ein Transportprotein.

[0025] In einer starker bevorzugten Ausfihrungsform ist das Enzym eine Oxidoreductase, Transferase, Hy-
drolase, Lyase, Isomerase oder Ligase.

[0026] In einer noch starker bevorzugten Ausflihrungsform ist das Enzym eine Aminopeptidase, Amylase,
Carbohydrase, Carboxypeptidase, Catalase, Cellulase, Chitinase, Cutinase, Desoxyribonuklease, Dextrana-
se, Esterase, alpha-Galactosidase, beta-Galactosidase, Glucoamylase, alpha-Glucosidase, beta-Glucosida-
se, Haloperoxidase, Invertase, Laccase, Lipase, Mannosidase, Mutanase, Oxidase, pectinolytisches Enzym,
Peroxidase, Phytase, Polyphenoloxidase, proteolytisches Enzym, Ribonuclease, Transglutaminase oder Xyla-
nase. Ein spezifisches Beispiel einer Lipase ist eine Lipase, die von Thermomyces lanuginosa abgeleitet ist
oder eine Variante dieser Lipase, z. B. eine Variante, bei der eine N-terminale Verlangerung zu dem reifen Li-
paseenzym hinzugefiigt worden ist, wie in WO 97/04079 offenbart.

[0027] In einer anderen Ausfiihrungsform ist das Polypeptid humanes Insulin oder ein Analog hiervon, huma-
nes Wachstumshormon, Erythropoietin oder Insulinotropin.

[0028] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Kontrollsequenz eine Promotorsequenz, bevor-
zugt eines Promotors von einem Pilz, wie eines Promotors, der von dem Gen abgeleitet ist, das Aspergillus
oryzae TAKA Amylase, NA2-tpi (ein Hybrid der Promotoren von den Genen, welche die neutrale a-Amylase
von A. niger und die Triosephosphatisomerase von A. oryzae kodieren) und Aspergillus niger oder Aspergillus
awamori Glucoamylase kodiert.

[0029] In einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform ist die Kontrollsequenz eine Promotorerkennungsse-
quenz, wie die amyR-Erkennungssequenz (Wo 98/01470), die creA (WO 94/13820) und areA (WO 95/35385).

[0030] Beispiele von weiteren im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung interessierenden Kontroll-
sequenzen werden weiterhin nachstehend aufgelistet, in dem Abschnitt, der mit ,DNA-Vektoren und Kontroll-
sequenzen" bezeichnet ist.

Selektionsmarker fir filamentose Pilze

[0031] Der Begriff ,Selektionsdruck” wird hierin definiert als das Kultivieren einer filamentdsen Pilzzelle, wel-
che einen DNA-Vektor mit einem Selektionsmarkergen fir Pilze und einer interessierenden Polynukleotidse-
quenz enthalt, in der Gegenwart einer wirksamen Menge oder in der Abwesenheit eines geeigneten Selekti-
onsmittels. Die wirksame Menge des Selektionsmittels wird hierin definiert als eine Menge, die ausreichend ist,
um die Selektion von Zellen, welche den Selektionsmarker enthalten, von Zellen, welche den Selektionsmarker
nicht enthalten, zu ermdglichen.

[0032] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist der Selektionsmarker fiir Pilze ausgewahlt aus der Gruppe
von Genen, welche ein Produkt kodieren, das in der Lage ist, eine Resistenz gegentber Biozid- oder viraler
Toxizitat, eine Resistenz gegenuber Schwermetalltoxizitat oder Prototrophie oder Auxotrophe bereitzustellen.

[0033] In einer starker bevorzugten Ausflihrungsform wird die Prototrophie von einem Enzym erhalten, aus-
gewahlt aus der Gruppe von Stoffwechselwegen, bestehend aus Nukleotidsynthese, Cofaktorsynthese, Ami-
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nosauresynthese, Acetamidstoffwechsel, Prolinstoffwechsel, Sulfatstoffwechsel und Nitratstoffwechsel.

[0034] In einer noch starker bevorzugten Ausfiihrungsform ist der Selektionsmarker fur Pilze ein Gen, ausge-
wahlt aus der Gruppe, bestehend aus argB (Ornithincarbamoyltransferase), amdS (Acetamidase), bar (Phos-
phinothricinacetyltransferase), hemA (5-Aminolevulinatsynthase), hemB (Porphobilinogensynthase), hygB
(Hygromycinphosphotransferase), niaD (Nitratreductase), prn (Prolinpermease), pyrG (Orotidin-5'-phosphat-
decarboxylase), pyroA, riboB, sC (Sulfatadenyltransferase) und trpC (Anthranilatsynthase).

[0035] Die Pilzzelle wird in einem geeigneten Medium und unter geeigneten Bedingungen zum Durchmustern
nach oder Selektieren von Transformanten, welche die interessierende Varianten-Polynukleotidsequenz, wel-
che das gewiunschte charakteristische Merkmal besitzt oder kodiert, beherbergen, kultiviert. Die Kultivierung
kann in Ubereinstimmung mit im Stand der Technik gut bekannter Verfahren zum Durchmustern von Polynuk-
leotidsequenzbanken durchgefiihrt werden.

Replikaktionsinitiationssequenzen

[0036] Wie hierin verwendet, wird der Begriff ,Replikationsinitiationssequenz fiir Pilze" als eine Nukleinsaure-
sequenz definiert, welche in der Lage ist, die autonome Replikation eines extrachromosomalen Molekiils, z. B.
eines DNA-Vektors, wie ein Plasmid, in einer Pilzwirtszelle zu unterstitzen, normalerweise ohne strukturelle
Umordnung des DNA-Vektors oder Integration in das Wirtszellgenom. Die Replikationsinitiationssequenz kann
von jeder beliebigen Herkunft sein, solange sie in der Lage ist, die Replikaktionsinitiationsaktivitat in einer Pilz-
zelle zu vermitteln. Zum Beispiel kann die Replikationsinitiationssequenz ein Telomer humaner Herkunft sein,
welches auf das Plasmid die Fahigkeit Ubertragt, in Aspergillus zu replizieren (Aleksenko und lvanova, Mol.
Gen. Genet. 260 (1998) 159-164). Bevorzugt wird die Replikationsinitiationssequenz von einer filamentdsen
Pilzzelle erhalten, starker bevorzugt von einem Stamm von Aspergillus, Fusarium oder Alternaria, und noch
starker bevorzugt von einem Stamm von A. nidulans, A. oryzae, A. niger, F. oxysporum oder Alternaria altena-
ta.

[0037] Eine Replikationsinitiationssequenz fir Pilze kann durch im Stand der Technik gut bekannte Verfahren
identifiziert werden. Zum Beispiel kann die Sequenz unter genomischen Fragmenten, die von dem in Frage
stehenden Organismus abgeleitet sind, als eine Sequenz identifiziert werden, die in der Lage ist, eine autono-
me Replikation in Hefe zu erhalten (Ballance und Turner, Gene, 36 (1985), 321-331), was eine Indikation fur
die Fahigkeit der autonomen Replikation in filamentdsen Pilzzellen ist. Die Replikaktionsinitiationsaktivitat in
Pilzen mit einer gegebenen Sequenz kann ebenfalls bestimmt werden, indem die Pilze mit vorgesehenen Plas-
midreplikatoren transformiert werden und nach Kolonien selektiert werden, die eine unregelmaRige Morpholo-
gie besitzen, was den Verlust eines sekretorischen Plasmids anzeigt, welches wiederum zu einem Wachs-
tumsverlust auf Selektionsmedium fiihren wirde, wenn nach einem auf dem Plasmid befindlichen Gen selek-
tiert wird (Gems et al., Gene, 98 (1991) 61-67). AMA1 wurde auf diese Weise isoliert. Ein alternativer Weg, um
eine Replikationsinitiationssequenz zu isolieren, ist es, natirlich vorkommende Plasmide zu isolieren (z. B. wie
offenbart von Tsuge et al., Genetics 146 (1997) 111-120 fur Alternaria aternata).

[0038] Beispiele von Replikaktionsinitiationssequenzen fir Pilze schlieRen ein, sind jedoch nicht hierauf be-
schrankt, die ANS1- und AMA1-Sequenzen von Aspergillus nidulans, z. B., wie jeweils beschrieben von Cullen,
D., et al. (1987, Nucleic Acids Res. 15: 9163-9175) und Gems, D., et al., (1991, Gene 98: 61-67).

[0039] Der Begriff ,Replikaktionsinitiationsaktivitat" wird hierin in seiner herkémmlichen Bedeutung verwen-
det, d. h., um anzuzeigen, dass die Sequenz in der Lage ist, die autonome Replikation eines extrachromoso-
malen Molekils, wie eines Plasmids oder eines DNA-Vektors, in einer Pilzzelle zu unterstutzen.

[0040] Der Begriff ,ohne strukturelle Umordnung des Plasmids" wird hierin mit der Bedeutung verwendet,
dass kein Teil des Plasmids deletiert wird oder in einen anderen Teil des Plasmids eingefligt wird, noch, dass
irgendeine genomische DNA des Wirtes in das Plasmid eingefugt wird.

[0041] Bevorzugtist die in den Verfahren der vorliegenden Erfindung zu verwendende Replikationsinitiations-
sequenz eine Nukleinsduresequenz, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus:
(a) einer Nukleotidsequenz, welche mindestens 50 % ldentitat mit der Nukleinsduresequenz aus SEQ ID
NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 besitzt, und welche in der Lage ist, die Replikation in einer Pilzzelle zu initiieren;
(b) einer Nukleotidsequenz, welche in der Lage ist, die Replikation zu initileren, welche unter niedrigen
Stringenzbedingungen mit
(i) der Nukleinsauresequenz aus SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 oder
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(ii) den jeweils komplementaren Strangen hybridisiert, wobei die niedrigen Stringenzbedingungen durch
Prahybridisierung und Hybridisierung bei 42 °C in 5 x SSPE, 0,3 % SDS, 200 mg/ml gescherter und dena-
turierter Lachssperma-DNA und 25 % Formamid definiert sind, und Waschbedingungen bei 50 °C fir 30
Minuten in 2 x SSC, 0,2 % SDS definiert sind; und

(c) einer Untersequenz von (a) oder (b), wobei die Untersequenz in der Lage ist, die Replikation in einer
Pilzzelle zu initiieren.

[0042] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform besitzt die Nukleotidsequenz einen Identitdtsgrad mit der in
SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 gezeigten Nukleinsauresequenz von mindestens ungefahr 50 %, starker
bevorzugt ungefahr 60 %, noch starker bevorzugt ungefahr 70 %, noch starker bevorzugt ungefahr 80 %, noch
starker bevorzugt ungefahr 90 % und am starksten bevorzugt ungefahr 97 % Identitat (nachfolgend ,homolo-
ges Polynukleotid"). Das homologe Polynukleotid umfasst ebenfalls eine Untersequenz von SEQ ID NR: 1 oder
SEQ ID NR: 2, welche Replikaktionsinitiationsaktivitat in Pilzzellen besitzt. Fur die Zwecke der vorliegenden
Erfindung kann der Identitatsgrad auf geeignete Weise durch im Stand der Technik bekannte Computerpro-
gramme bestimmt werden, wie GAP, bereitgestellt in dem GCG-Programmpaket (Program Manual for the Wis-
consin Package, Version 8, August 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin,
USA 53711) (Needleman, S. B. und Wunsch, C. D., (1970), Journal of Molecular Biology, 48, 443-45), unter
Verwenden von GAP mit den folgenden Einstellungen fiir einen Polynukleotidsequenzvergleich: GAP Creation
Penalty von 5.0 und GAP Extension Penalty von 0.3.

[0043] Eine Hybridisierung zeigt an, dass durch Verfahren von Southern Blotting-Standardvorgehensweisen
die Replikationsinitiationssequenz mit einer Oligonukleotidsonde, die von der in SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID
NR: 2 gezeigten Nukleinsauresequenz abgeleitet ist, unter niedrigen bis hohen Stringenzbedingungen (d. h.,
Prahybridisierung und Hybridisierung bei 42 °C in 5 x SSPE, 0,3 % SDS, 200 pyg/ml gescherter und denatu-
rierter Lachssperma-DNA und entweder 25, 35 oder 50 % Formamid fir niedrige, mittlere bzw. hohe Stringen-
zen) hybridisiert. Um einen Klon oder eine DNA zu identifizieren, welcher/welche homolog zu SEQ ID NR: 1
oder SEQ ID NR: 2 ist, wird die Hybridisierungsreaktion dreimal fir 30 Minuten, jeweils unter Verwenden von
2 x SSC, 0,2 % SDS, bevorzugt bei mindestens 50 °C, starker bevorzugt mindestens 55 °C, starker bevorzugt
mindestens 60 °C, starker bevorzugt mindestens 65 °C, noch starker bevorzugt mindestens 70°C und am
starksten bevorzugt mindestens 75 °C, gewaschen.

[0044] Die Oligonukleotidsonde kann die Nukleinsduresequenz aus SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 oder
eine jeweilige Untersequenz hiervon sein. Genauer kann die Oligonukleotidsonde betrachtlich kirzer sein als
die gesamte Sequenz, sollte jedoch mindestens 15, bevorzugt mindestens 25 und starker bevorzugt mindes-
tens 40, Nukleotide in der Lange betragen. Es kdnnen sowohl DNA- als auch RNA-Sonden verwendet werden.

[0045] Die Sonden werden typischerweise zum Detektieren des entsprechenden Gens markiert (zum Beispiel
mit 3P, *H, %S, Biotin oder Avidin). Zum Beispiel kénnen Molekiile, mit denen eine *P-, *H- oder *S-markierte
Oligonukleotidsonde hybridisiert, unter Verwenden eines Rontgenfilms detektiert werden.

[0046] Wenn eine Replikationsinitiationssequenz zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung isoliert wird,
wird eine genomische DNA-, cDNA- oder eine kombinatorisch chemische Bank, die von solch einem Organis-
mus, wie oben definiert, hergestellt wird, von dem erwartet wird, dass er die Sequenz beherbergt, nach DNA
durchmustert, die mit der oben beschriebenen Oligonukleotidsonde, die Replikaktionsinitiationsaktivitat be-
sitzt, hybridisiert. Genomische oder andere DNA von solchen anderen Organismen kénnen durch Agarose-
oder Polyacrylamidgelelektrophorese oder anderen Separationstechniken separiert werden. DNA von den
Banken oder die separierte DNA kann auf Nitrocellulose oder einem anderen geeigneten Tragermaterial trans-
feriert und immobilisiert werden. Ein Klon oder DNA, welche homolog zu SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 ist,
kann dann Southern Blotting-Standardvorgehensweisen folgend identifiziert werden.

[0047] Die Techniken, die verwendet werden, um eine Nukleinsauresequenz zu isolieren oder zu klonieren,
die Replikaktionsinitiationsaktivitat besitzt, sind im Stand der Technik bekannt und schlieRen eine Isolation von
genomischer DNA oder cDNA ein. Die Klonierung von solcher DNA kann bewirkt werden, z. B. unter Verwen-
den von Verfahren, die auf einer Polymerasekettenreaktion (PCR) basieren, um klonierte DNA-Fragmente mit
gemeinsamen strukturellen Merkmalen zu detektieren (siehe z. B. Innis, et al., 1990, PCR: A Guide to Methods
and Application, Academic Press, New York). Andere Nukleinsdure-Amplifizierungsvorgehensweisen, wie der
Ligasekettenreaktion (LCR), kénnen verwendet werden.

[0048] In einer bevorzugten Ausflihrungsform besitzt die Replikationsinitiationssequenz die Nukleinsdurese-
quenz, dargestellt in SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 oder eine jeweilige funktionelle Untersequenz hiervon.
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Zum Beispiel ist eine funktionelle Untersequenz von SEQ ID NR: 1 eine Nukleinsduresequenz, die von SEQ
ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 umfasst ist, mit der Ausnahme, dass ein oder mehrere Nukleotid(e) von den 5'-
und/oder 3'-Ende deletiert worden ist/sind. Bevorzugt enthalt eine Untersequenz mindestens 100 Nukleotide,
starker bevorzugt mindestens 1000 Nukleotide und am starksten bevorzugt mindestens 2000 Nukleotide. In
einer starker bevorzugten Ausflihrungsform enthalt eine Untersequenz von SEQ ID NR: 1 mindestens die in
SEQ ID NR: 2 gezeigten Nukleinsduresequenz.

DNA-Vektor und Kontrollsequenzen

[0049] In dem DNA-Vektor, der eine Polynukleotidsequenz umfasst, die einen Selektionsmarker fir Pilze,
eine Replikationsinitiationssequenz fur Pilze und eine interessierende Polynukleotidsequenz umfasst, kann die
Polynukleotidsequenz ein Polypeptid kodieren, in welchem Fall sie funktionsfahig verknupft ist mit einer oder
mehreren Kontrollsequenz(en), welche die Expression der kodierenden Sequenz leitet/leiten. Alternativ ist die
Polynukleotidsequenz eine Kontrollsequenz, in welchem Fall, abhangig von der in Frage stehenden Kontroll-
sequenz, sie normalerweise funktionsfahig verknipft ist mit einer Polypeptid-kodierenden Sequenz, um in der
Lage zu sein, die Aktivitat der Kontrollsequenz festzulegen (und so in der Lage zu sein, Varianten der El-
tern-Kontrollsequenz zu selektieren, die die gewlinschten Eigenschaften besitzen).

[0050] Die Vorgehensweisen, die verwendet werden, um die Elemente des DNA-Vektors zu ligieren, sind dem
Fachmann gut bekannt (siehe z. B. Sambrook et al, 1989, supra).

[0051] Der Begriff ,funktionsfahig verknlpft" wird hierin definiert als eine Konfiguration, in welcher eine Kon-
trollsequenz auf geeignete Weise an einer Position relativ zu der Polypeptidkodierenden Sequenz platziert ist,
so dass die Kontrollsequenz die Expression des Polypeptids leitet oder auf andere Weise in die Produktion des
Polypeptids involviert ist.

[0052] Im Folgenden werden verschiedene Kontrollsequenzen im weiteren Detail diskutiert. Die Kontrollse-
guenzen sind solche, welche funktionsfahig mit den interessierenden Polynukleotidsequenzen verkniipft sind
(wenn die interessierenden Polynukleotidsequenzen ein Polypeptid kodieren), und solche, welche die interes-
sierenden Polynukleotidsequenzen darstellen (wenn die Polynukleotidsequenz eine Kontrollsequenz ist). Es
versteht sich, dass ein und dieselbe Kontrollsequenz entweder als eine interessierende Polynukleotidsequenz
(wenn die Bank eine Bank von Kontrollsequenzen ist) oder als eine Kontrollsequenz, welche in die Produktion
eines Polypeptids involviert ist, das durch eine interessierende Polynukleotidsequenz kodiert wird (wenn die
Bank eine Bank von interessierenden Polynukleotidsequenzen, die ein Polypeptid kodieren, ist) verwendet
werden kann, und dass die folgende Offenbarung dazu gedacht ist, beide Verwendungstypen der Kontrollse-
quenz abzudecken.

[0053] Die Kontrollsequenz kann eine geeignete Promotorsequenz sein, eine Nukleinsauresequenz, welche
durch eine Wirtszelle fiir die Expression einer Polypeptid-kodierenden Sequenz erkannt wird. Die Promotorse-
quenz enthalt Transkriptions-Kontrollsequenzen, welche die Expression des Polypeptids vermitteln. Der Pro-
motor kann jede beliebige Nukleinsduresequenz sein, welche Transkriptionsaktivitat in der gewahlten Wirtszel-
le zeigt, einschlief3lich mutierten, verkirzten und Hybrid-Promotoren, und kann von Genen erhalten werden,
die extrazellulare oder intrazellulare Polypeptide kodieren, die entweder homolog oder heterolog zu der Wirts-
zelle sind.

[0054] Beispiele von geeigneten Promotoren zum Leiten der Transkription einer Polypeptidkodierenden Nu-
kleotidsequenz in einer filamentdsen Pilzwirtszelle sind Promotoren, die von den Genen erhalten werden, die
die TAKA Amylase von Aspergillus oryzae, die Asparaginproteinase von Rhizomucor miehei, die neutrale al-
pha-Amylase von Aspergillus niger, die saurestabile alpha-Amylase von Aspergillus niger, die Glucoamylase
(glaA) von Aspergillus niger oder Aspergillus awamori, die Lipase von Rhizomucor miehei, die alkalische Pro-
tease von Aspergillus oryzae, die Triosephosphatisomerase von Aspergillus oryzae, die Acetamidase von As-
pergillus nidulans, die Trypsin-ahnliche Protease von Fusarium oxysporum (US Patent Nr. 4,288,627) kodie-
ren, und mutierte, verkirzte und Hybridpromotoren hiervon. Insbesondere bevorzugte Promotoren fiir die Ver-
wendung in filamentdsen Pilzwirtszellen sind die TAKA Amylase, NA2-tpi- (ein Hybrid der Promotoren von den
Genen, welche die neutrale alpha-Amylase von Aspergillus niger und die Triosephosphatisomerase von As-
pergillus oryzae kodieren) und glaA-Promotoren.

[0055] Die Kontrollsequenz kann ebenfalls eine geeignete Transkriptionsterminatorsequenz sein, eine Se-

quenz, die von einer filamentdsen Pilzzelle erkannt wird, um die Transkription zu beenden. Die Terminatorse-
quenz ist funktionsfahig mit dem 3'-Terminus der Polypeptidkodierenden Nukleotidsequenz verknipft. Jeder
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beliebige Termiantor, welcher in der filamentosen Pilzzelle funktionell ist, kann fur die vorliegende Erfindung
verwendet werden.

[0056] Bevorzugte Terminatoren werden von den Genen erhalten, welche die TAKA Amylase von Aspergillus
oryzae, die Glucoamylase von Aspergillus niger, die Anthranilatsynthase von Aspergillus nidulans, die al-
pha-Glucosidase von Aspergillus niger und die Trypsin-ahnliche Protease von Fusarium oxysporum kodieren.

[0057] Die Kontrollsequenz kann ebenfalls eine geeignete Leadersequenz sein, eine nicht-translatierte Regi-
on einer mMRNA, welche wichtig fur die Translation durch die filamentdse Pilzzelle ist. Die Leadersequenz ist
funktionsfahig verknlpft mit dem 5'-Terminus der Polypeptid-kodierenden Nukleotidsequenz. Jede beliebige
Leadersequenz, welche in der filamentdsen Pilzzelle funktionell ist, kann fur die vorliegende Erfindung verwen-
det werden.

[0058] Bevorzugte Leader werden von den Genen erhalten, die die TAKA Amylase von Aspergillus oryzae
und die Triosephosphatisomerase von Aspergillus nidulans kodieren.

[0059] Die Kontrollsequenz kann ebenfalls eine Polyadenylierungssequenz sein, eine Sequenz, welche funk-
tionsfahig verknlpft ist mit dem 3'-Terminus der Polypeptid-kodierenden Nukleotidsequenz, welche, wenn sie
transkribiert wird, von einer filamenttsen Pilzzelle als ein Signal erkannt wird, um Polyadenosinreste zu der
transkribierten mRNA hinzuzufiuigen. Jede beliebige Polyadenylierungssequenz, welche in der filamentdsen
Pilzzelle funktionell ist, kann in der vorliegenden Erfindung verwendet werden.

[0060] Bevorzugte Polyadenylierungssequenzen werden erhalten von den Genen, welche die TAKA Amylase
von Aspergillus oryzae, die Glucoamylase von Aspergillus niger, die Anthranilatsynthase von Aspergillus ni-
dulans und die alpha-Glucosidase von Aspergillus niger kodieren.

[0061] Die Kontrollsequenz kann ebenfalls eine Signalpeptid-kodierende Region sein, welche eine Amino-
sauresequenz kodiert, die mit dem Aminoterminus des Polypeptids verknupft ist, welche das kodierte Polypep-
tid in den Sekretionsweg der Zelle leiten kann. Das 5'-Ende der Polypeptid-kodierenden Nukleotidsequenz
kann schon inharent eine Signalpeptid-kodierende Region enthalten, die naturgemal in dem Translations-Le-
serahmen mit dem Segment der kodierenden Region, welche das sekretierte Polypeptid kodiert, verknupft ist.
Alternativ kann das 5'-Ende der kodierenden Sequenz eine Signalpeptid-kodierende Region enthalten, welche
fremd zu der kodierenden Sequenz ist. Die fremde Signalpeptid-kodierende Region kann erforderlich sein,
wenn die kodierende Sequenz normalerweise keine Signalpeptid-kodierende Region enthalt. Alternativ kann
die fremde Signalpeptid-kodierende Region einfach die naturliche Signalpeptid-kodierende Region ersetzen,
um eine verstarkte Sekretion des Polypeptids zu erhalten. Die Signalpeptid-kodierende Region kann von ei-
nem Glucoamylase- oder einem Amylasegen von einer Art von Aspergillus oder einem Lipase- oder Proteina-
segen von einer Art von Rhizomucor erhalten werden. Jedoch kann jede beliebige Signalpeptidkodierende Re-
gion, welche das exprimierte Polypeptid in den Sekretionsweg einer filamentésen Pilzzelle leitet, fir die vorlie-
gende Erfindung verwendet werden.

[0062] Eine effektive Signalpeptid-kodierende Region ist die Signalpeptid-kodierende Region, die von dem
TAKA Amylasegen von Aspergillus oryzae, dem neutrale Amylasegen von Aspergillus niger, dem Asparagin-
proteinasegen von Rhizomucor miehei oder dem Cellulasegen von Humicola lanuginosa erhalten wird.

[0063] Die Kontrollsequenz kann ebenfalls eine Propeptid-kodierende Region sein, welche eine Aminosaure-
sequenz kodiert, die an dem Aminoterminus eines Polypeptids positioniert ist. Das resultierende Polypeptid ist
als ein Proenzym oder Propolypeptid (oder in einigen Fallen ein Zymogen) bekannt. Ein Propolypeptid ist im
Allgemeinen inaktiv und kann durch katalytische oder autokatalytische Spaltung des Propeptids von dem Pro-
polypeptid in ein reifes, aktives Polypeptid umgewandelt werden. Die Propeptid-kodierende Region kann von
dem Asparaginproteinasegen von Rhizomucor miehei oder dem Laccasegen von Myceliophthora thermophila
erhalten werden (WO 95/33836).

[0064] Wo sowohl Signalpeptid- als auch Propeptidregion an dem Aminoterminus eines Polypeptids vorhan-
den sind, ist die Propeptidregion angrenzent an den Aminoterminus eines Polypeptids positioniert und die Si-
gnalpeptidregion ist angrenzend an den Aminoterminus der Propeptidregion positioniert.

[0065] Die Polypeptid-kodierende Nukleotidsequenz kann ebenfalls funktionsfahig verknupft sein mit einer

oder mehreren Nukleinsauresequenz(en), welche einen oder mehrere Faktoren kodiert/kodieren, die vorteil-
haft ist/sind, um die Expression des Polypeptids zu leiten, z. B. ein transkriptionaler Aktivator (z. B. ein
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trans-wirkender Faktor), ein Chaperon und eine Processing-Protease. Jeder beliebige Faktor, der in einer fila-
mentdsen Pilzzelle funktionell ist, kann in der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Die Nukleinsauren,
die einen oder mehrere dieser Faktoren kodieren, sind nicht notwendigerweise in einer Reihe mit der Polypep-
tid-kodierenden Nukleotidsequenz.

[0066] Ein Aktivator ist ein Protein, welches die Transkription einer Polypeptid-kodierenden Nukleotidsequenz
aktiviert (Kudla et al., 1990, EMBO Journal 9: 1355-1364; Jarai und Buxton, 1994, Current Genetics 26:
2238-244; Verdier, 1990, Yeast 6: 271-297). Die Nukleinsauresequenz, die einen Aktivator kodiert, kann von
den Genen erhalten werden, die das Hamaktivatorprotein 1 (hap1) von Saccharomyces cerevisiae, das Galac-
tose-metabolisierende Protein 4 (gal4) von Saccharomyces cerevisiae, das Ammoniakregulationsprotein
(areA) von Aspergillus nidulans und den alpha-Amylaseaktivator (amyR) von Aspergillus oryzae kodieren. Fir
weitere Beispiele siehe Verdier, 1990, supra und MacKenzie et al., 1993, Journal of General Microbiology 139:
2295-2307.

[0067] Ein Chaperon ist ein Protein, welches einem anderen Protein hilft, sich richtig zu falten (Hart1 et al.,
1994, TIBS 19: 20-25; Bergeron et al., 1994, TIBS 19: 124-128; Demolder et al., 1994, Journal of Biotechno-
logy 32: 179-189; Craig, 1993, Science 260: 1902-1903; Gething und Sambrook, 1992, Nature 355: 33-45;
Puig und Gilbert, 1994, Journal of Biological Cbemistry 269: 7764-7771; Wang und Tsou, 1993, The FASEB
Journal 7: 1515-11157; Robinson et al., 1994, Bio/Technology 1:381-384; Jacobs et al., 1993, Molecular Mic-
robiology 8: 957-966). Die Nukleinsauresequenz, die ein Chaperone kodiert, kann von den Genen erhalten
werden, welche die Proteindisulfidisomerase von Aspergillus oryzae oder Calnexin von Saccharomyces cere-
visiae, BiP/GRP78 von Saccharomyces cerevisiae und Hsp70 von Saccharomyces cerevisiae kodieren. Fir
weitere Beispiele siehe Gething und Sambrook, 1992, supra, und Hart1 et al., 1994, supra).

[0068] Eine Processing-Protease ist eine Protease, die ein Propeptid spaltet, um ein reifes biochemisch akti-
ves Polypeptid zu erzeugen (Enderlin und Ogrydziak, 1994, Yeast 10: 67-79; Fuller et al., 1989, Proceedings
of the National Academy of Sciences USA 86: 1434-1438; Julius et al., 1984, Cell 37: 1075-1089; Julius et al.,
1983, Cell 32: 839-852; US Patent Nr. 5,702,934). Die Nukleinsauresequenz, die eine Processing-Protease
kodiert, kann von den Genen erhalten werden, welche die Dipeptidylaminopeptidase von Saccharomyces ce-
revisiae, Kex2 von Saccharomyces cerevisiae, die zweibasig Processing-Endoprotease (xpr6) von Yarrowia
lipolytica und die Metalloprotease (p45-Gen) von Fusarium oxysporum kodieren.

[0069] Es kann ebenfalls wiinschenswert sein, regulatorische Sequenzen hinzuzufligen, welche die Regula-
tion der Expression des Polypeptids relativ zu dem Wachstum der filamentdsen Pilzzelle erlaubt. Beispiele von
regulatorischen Systemen sind solche, welche bewirken, dass die Expression des Gens an- oder abgeschaltet
wird, in Antwort auf einen chemischen oder physikalischen Reiz, einschlief3lich der Gegenwart einer regulato-
rischen Verbindung. Der TAKA alpha-Amylasepromotor, Glucoamylasepromotor von Aspergillus niger und der
Glucoamylasepromotor von Aspergillus oryzae kénnen als regulatorische Sequenzen verwendet werden. An-
dere Beispiele von regulatorischen Sequenzen sind solche, welche die Genamplifikation erlauben, z. B. die
Metallothioneingene, welche bei Schwermetallen amplifiziert werden. In diesen Fallen wirde die Polypep-
tid-kodierende Nukleotidsequenz mit der regulatorischen Sequenz funktionsfahig verknipft sein.

[0070] Die Einfihrung des DNA-Vektors in eine filamentdse Pilzzelle kann einen Prozess involvieren, der aus
einer Protoplastenbildung, der Transformation der Protoplasten und der Regeneration der Zellwand in einer
per se bekannten Weise besteht. Geeignete Vorgehensweisen zur Transformation von Wirtszellen von Asper-
gillus werden in EP 238 023 und Yelton et al., 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences USA
81: 1470-1474 beschrieben. Ein geeignetes Verfahren zum Transformieren von Arten von Fusarium wird von
Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156 oder in WO 96/00787 beschrieben.

Pilzzellen
[0071] Die mit der Population von DNA-Vektoren zu transformierenden Pilzzellen sind filamentdse Pilzzellen.

[0072] ,Filamentdse Pilze" schliel3en alle filamentdsen Formen der Untereinteilung Eumycota und Oomycota
(wie definiert von Hawksworth et al., 1995, supra) ein. Die filamentdsen Pilze sind durch eine myceliale Wand,
die aus Chitin, Cellulose, Glucan, Chitosan, Mannan und anderen komplexen Polysacchariden zusammenge-
setzt gekennzeichnet ist. Vegetatives Wachstum erfolgt durch hyphale Verlangerung (Zellfadenverlangerung)
und der Kohlenstoffkatabolismus ist obligatorisch aerob. Im Gegensatz dazu erfolgt das vegetative Wachstum
bei Hefen, wie Saccharomyces cerevisiae, durch Knospung eines unizellularen Thallus und der Kohlenstoffka-
tabolismus kann fermentativ sein. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die filamenttse Pilzzelle eine Zelle
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einer der Arten von, jedoch nicht hierauf beschrankt, Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Humicola, Mucor,
Myceliophthora, Neurospora, Penicillium, Scytalidium, Thielavia, Tolypocladium und Trichoderma.

[0073] Die in der vorliegenden Erfindung zu verwendenden filamentdse Pilzzelle wird normalerweise auf der
Basis der interessierenden Polynukleotidsequenz gewahlt. Zum Beispiel ist, wenn das interessierende Poly-
nukleotid eine Kontrollsequenz ist, fur die die Verwendung in einer Zelle von Aspergillus beabsichtigt ist, ist die
filamentdse Pilzzelle normalerweise eine Zelle von Aspergillus. Beispiele von filamentdsen Pilzzellen zur Ver-
wendung in der vorliegenden Erfindung schlie3en eine Zelle von Aspergillus, eine Zelle von Acremonium, eine
Zelle von Fusarium, eine Zelle von Humicola, eine Zelle von Mucor, eine Zelle von Myceliophthora, eine Zelle
von Neurospora, eine Zelle von Penicillium, eine Zelle von Thielavia, eine Zelle von Tolypocladium und eine
Zelle von Trichoderma ein.

[0074] Genauer ist die filamentose Pilzzelle eine Zelle von Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Asper-
gillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger oder Aspergillus oryzae;

eine Zelle von Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fu-
sarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum,
Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrici-
oides, Fusarium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium trichothecioides, Fusarium venenatum oder eine
Zelle von Fusarium venenatum (Nirenberg sp. nov); eine Zelle von Humicola insolens oder eine Zelle von Hu-
micola lanuginosa; eine Zelle von Mucor miehei; eine Zelle von Myceliophthora thermophila; eine Zelle von
Neurospora crassa; eine Zelle von Penicillium purpurogenum; eine Zelle von Thielavia terrestris; oder eine Zel-
le von Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei oder
Trichoderma viride.

Selektieren oder Durchmustern der Bank nach interessierenden Transformanten

[0075] Es versteht sich, dass das Verfahren, das fir das Durchfiihren des Selektions- oder Durchmusterungs-
schrittes ¢) des Verfahrens der Erfindung zu verwenden ist, abhangig ist von der in Frage stehenden Polynu-
kleotidsequenz. Der Begriff ,Selektieren oder Durchmustern" nach einem oder mehreren Transformanten, die
ein gewlinschtes charakteristisches Merkmal exprimieren”, wie in Schritt ¢) verwendet, ist dazu gedacht, an-
zuzeigen, dass das Durchmustern oder Selektieren durchgefiihrt wird, um Transformanten zu identifizieren,
welche eine modifizierte interessierende Polynukleotidsequenz enthalten (welche auf der Basis der interessie-
renden Polynukleotidsequenzen wahrend des Kultivierungsschrittes b) erzeugt wurde, welche die gewlinschte
Aktivitat oder Funktion und optional weitere gewlinschte charakteristische Merkmale, wie nachfolgend beispiel-
haft aufgefihrt, besitzt) enthalten.

[0076] Daher, wenn die interessierende Polynukleotidsequenz ein Polypeptid mit einer bestimmten Aktivitat
oder Funktion kodiert, erlaubt es die Selektion lediglich den Transformanten, die ein Polypeptid mit der ge-
wunschten Aktivitat oder Funktion exprimieren, zu wachsen. Demnach, wenn die interessierende Polynukleo-
tidsequenz ein Polypeptid mit einer bestimmten Aktivitat oder Funktion kodiert, wird das Durchmustern durch-
gefihrt, um Transformanten zu identifizieren, die ein Polypeptid mit der gewlinschten Aktivitat oder Funktion
exprimieren. Zum Beispiel, wenn die interessierende Polynukleotidsequenz ein Enzym kodiert, wie eine Lipa-
se, wird der Selektions- oder Durchmusterungsschritt ¢) durchgefihrt werden, um Transformanten zu identifi-
zieren, die eine Lipaseaktivitat exprimieren. Wenn es gewtlinscht wird, dass die zu identifizierende Lipase ein
spezielles charakteristisches Merkmal besitzt, wie eine hohe Thermostabilitat, ist die Durchmusterung unter
Bedingungen durchzufihren (typischen Temperaturen), bei denen Lipasen mit der gewtinschten hohen Ther-
mostabilitat identifiziert werden kénnen.

[0077] Analog hierzu, wenn die interessierende Polynukleotidsequenz eine Kontrollsequenz, wie eine Promo-
torsequenz, ist, wird der Selektions- oder Durchmusterungsschritt ¢) unter Bedingungen durchgefiihrt, bei de-
nen eine Promotoraktivitat festgestellt werden kann. Typischerweise sind die interessierenden Promotorpoly-
nukleotidsequenzen in der Bank mit einer zweiten zu transkribierenden Sequenz (z. B. einer Polypeptid-kodie-
renden Sequenz) funktionsfahig verknipft, so dass die Promotoraktivitat unter Bezugnahme auf die Transkrip-
tion der zweiten Sequenz Uberprift werden kann.

Erstellung einer Bank in Bakterien- oder Hefewirten
[0078] Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls Verfahren zum Erstellen und Durchmustern oder Selektie-

ren einer Bank von interessierenden Polynukleotidsequenzen in filamentdsen Pilzzellen, umfassend:
(a) Transformieren einer Kultur von Bakterien- und Hefezellen mit einer Population von DNA-Vektoren, wo-
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bei jeder Vektor umfasst:

(i) eine Polynukleotidsequenz, die einen Selektionsmarker fir filamentése Pilze, eine Replikationsinitiati-
onssequenz fur filamentdse Pilze, einen Selektionsmarker fir Bakterien oder Hefen bzw. eine Replikations-
initiationssequenz fur Bakterien oder Hefen kodiert, wobei keine von denen innerhalb der Population von
DNA-Vektoren wesentlich variiert und

(i) eine interessierende Polynukleotidsequenz, wobei mehr als eine Variante der Polynukleotidsequenz in
der Population von DNA-Vektoren enthalten ist;

(b) Kultivieren der Bakterien- oder Hefezellen unter Selektionsdruck;

(c) Isolieren der DNA-Vektoren aus den Transformanten aus (b);

(d) Transformieren von filamentdsen Pilzzellen mit den DNA-Vektoren aus (c);

(e) Kultivieren der filamentésen Pilzzellen aus (d) unter Selektionsdruck;

(f) Selektieren von oder Durchmustern nach einem oder mehreren filamentdsen Pilztransformanten, der/die
ein gewunschtes charakteristisches Merkmal exprimiert/exprimieren; und

(9) Isolieren des/der interessierenden filamentdsen Pilztransformanten.

[0079] Der Vorteil der Verwendung von Hefe oder Bakterien als Zwischenwirte ist es, dass die Transformati-
onshaufigkeit 100- bis 1000-fach héher als fir filamentdse Pilzzellen, wie Aspergillus, ist, was in einer grof3eren
Bank resultiert, wenn zuerst die manipulierten und optional ligierten DNA-Vektoren in Hefe oder Bakterien
transformiert werden und dann die isolierten supercoiled Vektoren in die filamentdse Pilzzelle transformiert
wird.

[0080] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Bank von interessierenden Polynukleotidsequenzen
durch Zufallsmutagenese oder naturlich vorkommende allele Varianten von mindestens einer Eltern-Polynuk-
leotidsequenz, welche eine interessierende biologische Funktion besitzt oder kodiert, wie oben beschrieben,
hergestellt.

[0081] In einer anderen bevorzugten Ausflihrungsform ist die Bakterienzelle ein Stamm von E. coli.

[0082] In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Hefezelle ein Stamm von Saccharomyces sp.,
insbesondere Stdmme von Saccharomyces cerevisiae oder Saccharomyces kluyveri oder Schizosaccharomy-
ces sp. Weitere Beispiele von geeigneten Hefezellen sind Stamme von Kluyveromyces, wie K. lactis, Hansenu-
la, z. B. H. polymorpha, oder Pichia, z. B. P. pastoris.

[0083] Gemal dem obigen Verfahren enthalt der Vektor einen Selektionsmarker, welcher die leichte Selektion
von transformierten Bakterien- oder Hefezellen ermoglicht. Beispiele von Selektionsmarkern fir Bakterien
schlieRen ein, sind jedoch nicht hierauf beschrankt, Marker, die eine Antibiotikaresistenz Gbertragen, wie eine
Ampicillin-, Kanamycin-, Erythromycin-, Chloramphenicol- oder Tetracyclinresistenz. Weiterhin kann die Selek-
tion durch Co-Transformation erreicht werden, z. B. wie in WO 91/09129 beschrieben, wo der Selektionsmar-
ker auf einem separaten Vektor vorliegt.

[0084] Geeignete Marker fiir Hefewirtszellen sind ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRP1 und URA3.

[0085] In einer bevorzugten Ausfihrungsform stellt der Selektionsmarker fir Bakterien oder Hefen eine Re-
sistenz gegeniber einem Biozid bereit, wobei das Biozidmittel ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus
Ampicillin, Kanamycin, Tetracyclin, Chloramphenicol, Neomycin, Hygromycin und Methotrexat.

[0086] In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform ist der Selektionsmarker fur Bakterien oder Hefen aus-
gewahlt aus der Gruppe von Genen, die ein Produkt kodieren, welches eine Resistenz gegenuber Biozid- und
viraler Toxizitat, eine Resistenz gegenlber Schwermetalltoxizitat oder Phototrophie oder Auxotrophe bereit-
stellt.

[0087] In einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform wird die Phototrophie von einem Enzym erhalten, aus-
gewahlt aus der Gruppe von Stoffwechselwegen, bestehend aus Nukleotidsynthese, Cofaktorsynthese, Ami-
nosauresynthese, Acetamidstoffwechsel, Prolinstoffwechsel, Sulfatstoffwechsel und Nitratstoffwechsel.

[0088] Fur die autonome Replikation kann der Vektor weiterhin einen Replikaktionsstartpunkt umfassen, wel-
cher es dem Vektor ermdglicht, sich autonom in der in Frage stehenden Bakterien- oder Hefezelle zu replizie-
ren. Beispiele von bakteriellen Replikaktionsstartpunkten sind Replikaktionsstartpunkten der Plasmide
pBR322, pUC19, pACYC177 und pACYC184, welche die Replikation in E. coli ermdglichen.
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[0089] Beispiele von Replikaktionsstartpunkten zur Verwendung in einer Hefewirtszelle sind der 2 Micron Re-
plikaktionsstartpunkt, ARS1, ARS4, die Kombination aus ARS1 und CEN3 und die Kombination aus ARS4 und
CENSG.

[0090] Die Transformation der Bakterien- oder Hefezelle kann zum Beispiel durch Verwenden von kompeten-
ten Zellen, durch Elektroporation oder durch Konjugation von Bakterienzellen bewirkt werden (siehe z. B. J.
Sambrook, E. F. Fritsch, und T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. Auflage, Cold
Spring Harbor, New York). Die Kultivierung dieser Zellen unter Selektionsdruck kann gemaf im Stand der
Technik bekannter Verfahren durchgefiihrt werden.

[0091] Der Selektionsmarker fiir flamentose Pilze, die Replikationsinitiationssequenz fir Pilze und die inter-
essierende Polynukleotidsequenz ist vorzugsweise eine, wie hierin z.B. in den Abschnitten, die mit ,Selektions-
marker fir filamentdse Pilze" und ,Replikaktionsinitiationssequenzen" beschrieben, bezeichnete.

[0092] Die Selektion von oder das Durchmustern nach interessierenden Transformanten kann, wie oben in
dem mit ,Selektion und Durchmustern von Transformanten" bezeichneten Abschnitt, durchgefuhrt werden.

Interessierende Polynukleotidsequenzen

[0093] Es versteht sich, dass die vorliegende Erfindung fiir das Durchmustern oder Selektieren von Banken
von jeder beliebigen Art von interessierender Polynukleotidsequenz verwendbar ist.

[0094] Genauer kénnen die in den Verfahren der vorliegenden Erfindung zu verwendenden interessierenden
Polynukleotidsequenzen von einer Eltern-Polynukleotidsequenz erzeugt werden, welche eine interessierende
biologische Aktivitat oder Funktion besitzt oder kodiert. Zum Beispiel werden die interessierenden Polynukle-
otidsequenzen von einem Gen, welches ein interessierendes Polypeptid kodiert, durch Zufallsmutagenes des
Gens, erzeugt. Alternativ ist die interessierende Polynukleotidsequenz eine Kontrollsequenz, wie oben defi-
niert, zum Beispiel eine Promotorsequenz. Ebenfalls kénnen die interessierenden Polynukleotidsequenzen
von verschiedenen Herkinften abgeleitet werden, wie von verschiedenen natirlich vorkommenden Herkinf-
ten, wie Mikroorganismen, wie weiter oben beschrieben. Die interessierende Polynukleotidsequenz kann eine
Kombination aus einer Polypeptid-kodierenden Sequenz und einer Kontrollsequenz sein.

[0095] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt die Modifikation einer Eltern-Polynukleotidsequenz
durch die Verwendung eines physikalisch oder chemisch mutagenisierenden Mittels, die Verwendung eines
gedopten (,doped") Oligonukleotids, DNA-Schuffling oder indem die Nukleotidsequenz einer PCR-erzeugten
Mutagenese unterzogen wird, oder durch die Verwendung einer beliebigen Kombination davon.

[0096] Alternativ kdnnen die interessierenden Polynukleotidsequenzen erhalten werden, indem die Sequenz
einer Mutagenese durch den Fehleinbau von Nukleotidbasen unter Verwendung einer Fehler-ausldsenden
(werror-prone") Polymerase oder einer Polymerase, die unter suboptimalen Bedingungen arbeitet, um die Bil-
dung von Fehlern zu férdern, d. h. einer Fehler-auslésenden PCR, unterworfen wird. Eine Fehler-ausldsende
DNA-Synthese kann in vitro oder in vivo durchgefiihrt werden, wie durch die Verwendung von verschiedenar-
tigen Mutator-Stammen.

Zufallsmutagenese

[0097] Ein allgemeiner Ansatz, um Varianten-Polynukleotidsequenzen zu erzeugen, die modifizierte Proteine
und Enzyme kodieren, ist auf der Zufallsmutagenese basiert worden, zum Beispiel wie in US 4,894,331 und
WO 93/01285 offenbart. Dieser Ansatz kann ebenfalls in Verbindung mit der vorliegenden Erfindung verwendet
werden. Zum Beispiel kann die Zufallsmutagenese durch die Verwendung eines geeigneten physikalisch oder
chemisch mutagenisierenden Mittels, durch die Verwendung eines geeigneten Oligonukleotids oder indem die
Polynukleotidsequenz einer PCR-erzeugten Mutagenese unterzogen wird, durchgefiihrt werden. Weiterhin
kann die Zufallsmutagenese durch Verwendung einer beliebigen Kombination dieser mutagenisierenden Mittel
durchgefiihrt werden. Das mutagenisierende Mittel kann beispielsweise eines sein, welches Transitionen,
Transversionen, Inversionen, Scrambling, Deletionen und/oder Insertionen induziert.

[0098] Beispiele eines physikalisch oder chemisch mutagenisierenden Mittels, das fiir den vorliegenden
Zweck geeignet ist, schlieRt ultraviolette (UV) Bestrahlung, Hydroxylamin, N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin
(MNNG), O-Methylhydroxylamin, salpetrige Saure, Ethylmethansulfonat (EMS), Natriumbisulfit, Ameisensaure
und Nukleotidanaloga. Wenn solche Mittel verwendet werden, wird die Mutagenese typischerweise durchge-

13/43



DE 699 32 345 T2 2007.07.19

fuhrt, indem die interessierende Polynukleotidsequenz in Gegenwart des gewahlten mutagenisierenden Mit-
tels unter fir das Auftreten der Mutagenese geeigneten Bedingungen inkubiert wird.

[0099] Wenn die Mutagenese unter Verwendung eines Oligonukleotids durchgefiihrt wird, kann das Oligonu-
kleotid wahrend der Synthese des Oligonukleotids, an Positionen, die zu verandern sind, gedopt sein oder mit
drei Nicht-Eltern-Nukleotiden gespickt (,spiked") sein. Das Dopen oder Spicken (,doping or spiking") kann er-
folgen, damit ungewollte Aminosauren vermieden werden. Das gedopte oder gespickte Oligonukleotid kann in
das interessierende Polynukleotid durch jede beliebige verdffentlichte Technik eingebaut werden, beispielswei-
se unter Verwenden von PCR, LCR oder jeder beliebigen DNA-Polymerase und -Ligase, die geeignet er-
scheint.

[0100] Vorzugsweise wird das Dopen unter Verwenden von ,konstantem Zufallsdopen" (,constant random do-
ping") durchgefiihrt, wobei der Prozentsatz von Wildtyp und Mutation an jeder Position vorbestimmt wird. Wei-
terhin kann das Dopen in Richtung auf eine Referenz fir die Einflihrung von bestimmten Nukleotiden und da-
durch einer Praferenz fur die Einfuhrung von einem oder mehreren spezifischen Aminosaureresten gelenkt
werden. Das Dopen kann so vorgenommen werden, dass es beispielsweise die Einflihrung von 90 % Wildtyp
und 10 % Mutationen an jeder Position ermdglicht. Eine weitere Erwagung bei der Wahl eines Doping-Sche-
mas basiert sowohl auf genetischen als auch auf Protein-strukturellen Einschrankungen. Das Doping-Schema
kann unter Verwenden des DOPE-Programms erfolgen (siehe Tomandl, D., et al., 1997, Journal of Compu-
ter-Aided Molecular Design 11: 29-38; Jensen, L J, Andersen, KV, Svendsen, A., und Kretzschmar, T., 1998.
Nucleic Acids Research 26: 697-702), welches unter anderem sicherstellt, dass die Einfiihrung von Stopco-
dons vermieden wird.

[0101] Wenn die PCR-erzeugte Mutagenese verwendet wird, wird entweder eine chemisch behandelte oder
eine nicht behandelte interessierende Eltern-Polynukleotidsequenz einer PCR unterworfen, unter Bedingun-
gen, die den Fehleinbau von Nukleotiden erhéhen (Deshler, J.O., 1992. Genetic Analysis, Techniques and Ap-
plications 9: 103-106; Leung, et al., 1989. Technique 1: 11-15).

[0102] Ein Mutor-Stamm von E. coli (Fowler, et al., 1974. Molec. Gen. Genet. 133: 179-191), S. cereviseae
oder jedem beliebigen anderen mikrobiellen Organismus kann fiir die Zufallsmutagenese der interessierenden
Eltern-Polynukleotidsequenz verwendet werden, indem beispielsweise ein Plasmid, welches die Eltern-Poly-
nukleotidsequenz enthalt, in den Mutator-Stamm transformiert wird, wachsen lassen des Mutator-Stammes mit
dem Plasmid wachsen gelassen wird und das mutierte Plasmid aus dem Mutator-Stamm isoliert wird. Das mu-
tierte Plasmid kann nachfolgend in den Expressionsorganismus transformiert werden.

[0103] Die zu mutagenisierende Polynukleotidsequenz kann geeigneterweise in einer genomischen oder cD-
NA-Bank vorhanden sein, die von einem Organismus hergestellt wird, der die Sequenz beherbergt. Alternativ
kann die Sequenz auf einem geeigneten Vektor vorhanden sein, wie einem Plasmid oder einem Bakteriopha-
gen, der als solcher mit dem mutagenisierenden Mittel inkubiert werden kann oder auf andere Weise dem mu-
tagenisierenden Mittel ausgesetzt werden kann. Die zu mutagenisierende Polynukleotidsequenz kann in iso-
lierter Form vorliegen. Es versteht sich, dass die einer Zufallsmutagenese zu unterwerfende Polynukleotidse-
quenz vorzugsweise eine cDNA- oder genomische DNA-Sequenz ist. Die mutierte DNA-Sequenz kann weiter-
hin eine DNA-Sequenz umfassen, die Funktionen kodiert, welche die Expression der mutierten DNA-Sequenz
erlauben.

DNA-Shuffling

[0104] Alternative Verfahren zur schnellen Herstellung von Varianten einer interessierenden Polynukleotidse-
quenz gemal der vorliegenden Erfindung schlieRen Verfahren des in vivo oder in vitro DNA-Shufflings ein, wo-
bei DNA-Shuffling als eine Rekombination, entweder in vivo oder in vitro, von Nukleotidsequenzfragment(en)
zwischen zwei oder mehreren homologen Polynukleotiden definiert wird, was in einer Ausbeute (Output) an
Polynukleotiden (d. h. Polynukleotiden, die dem Shuffling-Zyklus unterworfen worden sind), die eine Zahl aus-
getauschter Nukleotidfragmente enthalten, im Vergleich zu den eingesetzten (Input) Polynukleotiden (d. h. den
Polynukleotiden, die dem Shuffling unterworfen worden sind) resultiert. Das Shuffling kann erzielt werden, ent-
weder in vitro oder in vivo, durch Rekombination innerhalb einer Zelle anhand von im Stand der Technik be-
schriebenen Verfahren, von denen Beispiele nachfolgend aufgelistet werden.

[0105] Zum Beispiel beschreiben H. Weber und Weissmann, C. (1983. Nucleic Acids Research 11:

5661-5669) ein Verfahren zum Modifizieren von Genen durch eine in vivo Rekombination zwischen zwei ho-
mologen Genen, in welchem die Rekombinanten unter Verwenden eines Resistenzmarkers identifiziert und
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isoliert werden.

[0106] Pompon et al., (1989, Gene 83: 15-24) beschreiben ein Verfahren zum Shuffling von Gendomanen
des Cytochrom P-450 aus Saugetier durch in vivo Rekombination von teilweisen homologen Sequenzen in
Saccaromyces cerevisiae durch Transformieren von Saccaromyces cerevisiae mit einem linearisierten Plas-
mid mit aufgefilliten Enden und einem DNA-Fragment, das teilweise homolog zu den Enden des Plasmids ist.

[0107] In WO 97/07205 wird ein Verfahren beschrieben, in welchem Polypeptidvarianten durch Shuffling von
verschiedenen Nukleotidsequenzen von homologen DNA-Sequenzen durch eine in vivo Rekombination unter
Verwenden von Plasmid-DNA als Template hergestellt werden.

[0108] US Patent Nr. 5,093,257 (Genencor International, Inc.) offenbart ein Verfahren zum Herstellen von Hy-
brid-Polypeptiden durch in vivo Rekombination.

[0109] In einer bevorzugten Ausfiuhrungsform werden die interessierenden Varianten-Polynukleotidsequen-
zen durch eine in vivo Rekombination zwischen zwei oder mehreren homologen interessierenden Nukleinsau-
resequenzen erhalten, umfassend:
(a) Identifizieren von mindestens einer konservierten Region zwischen den interessierenden Polynukleotid-
sequenzen;
(b) Erzeugen von Fragmenten von jeder der interessierenden Polynukleotidsequenzen, wobei die Frag-
mente die konservierte(n) Region(en) aus (a) umfassen; und
(c) Rekombinieren der Fragmente aus (b) unter Verwenden der konservierten Region(en) als (a) homolo-
ge(n) Verknlpfungspunkt(e).

[0110] Bevorzugt kodieren die interessierenden Polynukleotidsequenzen ein Polypeptid oder einen Teil da-
von oder sind Kontrollsequenzen, wie oben definiert, oder eine beliebige Kombination aus beiden.

[0111] Der Begriff ,konservierte Region" zeigt eine Untersequenz an, bevorzugt von mindestens 10 Bp, die
zwei oder mehreren Sequenzen gemeinsam ist, wobei ein Identitdtsgrad zwischen den Untersequenzen von
mindestens ungefahr 50 %, starker bevorzugt mindestens ungefahr 60 %, noch starker bevorzugt mindestens
ungefahr 70 %, noch starker bevorzugt mindestens ungefahr 80%, noch starker bevorzugt mindestens unge-
fahr 90 % und am starksten bevorzugt mindestens ungefahr 97 %, besteht.

[0112] Damit die konservierte Region als ein ,Verknipfungspunkt" zwischen zwei Sequenzen zu verwenden
ist, ist der Identitédtsgrad zwischen den Sequenzen innerhalb der konservierten Region(en) ausreichend hoch,
um eine Hybridisierung, z.B. unter den supra beschriebenen Bedingungen, zwischen den Sequenzen zu er-
mdglichen, wobei die konservierte Region als Verkniipfungspunkt dient.

[0113] Ein Verfahren zum Shuffling von homologen DNA-Sequenzen in vitro ist von Stemmer (Stemmer,
1994. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91: 10747-10751; Stemmer, 1994. Nature 370: 389-391; Crameri, A., et al.,
1997. Nature Biotechnology 15:436-438) beschrieben worden. Das Verfahren betrifft das Shuffling von homo-
logen DNA-Sequenzen unter Verwenden von in vitro PCR-Techniken. Positiv rekombinante Gene, die ,shuf-
fled" DNA-Sequenzen enthalten, werden aus einer DNA-Bank auf Basis der verbesserten Funktion der expri-
mierten Proteine selektiert.

[0114] Das oben genannte Verfahren wird ebenfalls in WO 95/22625 beschrieben in Bezug auf ein Verfahren
zum Shuffling von homologen DNA-Sequenzen. Ein wichtiger Schritt in dem Verfahren ist es, die homologen
doppelstrangigen Polynukleotid-Template in zufallige Fragmente einer gewiinschten GréRRe zu spalten, gefolgt
von dem homologen Wiederzusammenbau der Fragmente zu Volllangen-Genen.

[0115] WO 98/41653 offenbart ein Verfahren des DNA-Shufflings, in welchem eine Bank von rekombinierten
homologen Polynukleotiden aus einer Anzahl von verschiedenen eingesetzten (Input) DNA-Templates und Pri-
mern durch induzierte Template-Shifts wahrend der in vitro DNA-Synthese erstellt wird.

Lokalisierte Zufallsmutagenese
[0116] Die Zufallsmutagenese kann vorteilhafterweise auf einen Teil einer in Frage stehenden Eltern-Polynu-
kleotidsequenz lokalisiert werden. Die zu modifizierende Sequenz kann beispielsweise die kodierende Region

eines Gens oder eines Teils davon, der essentiell fur die Aktivitdt des Genprodukts ist, sein oder eine Kontroll-
sequenz oder ein Teil davon, wie oben definiert. Ein bevorzugtes Beispiel einer solchen Kontrollsequenz ist
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eine Promotorsequenz oder ein funktioneller Teil davon, d.h. ein Teil, der ausreichend ist, um die Expression
der Nukleinsduresequenz zu bewirken.

[0117] Lokalisierte Zufallsmutagenese kann z.B. vorteilhaft sein, wenn bestimmte Regionen der interessie-
renden Polynukleotidsequenz dahingehend identifiziert worden sind, dass sie besondere Bedeutung haben.
Zum Beispiel kann, wenn die interessierende Polynukleotidsequenz ein Polypeptid kodiert, die bedeutende
Region eine sein, die essentiell fur eine gegebene Eigenschaft des Polypeptids ist, wobei von der Modifikation
dieser Region erwartet wird, dass sie in einer Variante resultiert, bei der diese Eigenschaft verbessert worden
ist. Solche Regionen kénnen normalerweise identifiziert werden, wenn die Tertiarstruktur des Eltern-Polypep-
tids aufgeklart worden ist und mit seinen Funktionen in Beziehung gesetzt worden ist. Auf analoge Weise,
wenn die interessierende Polynukleotidsequenz eine Kontrollsequenz ist, wie ein Promotor, kann die interes-
sierende Region eine sein, von der erwartet wird, dass sie essentiell fur oder involviert in die Promotoraktivitat
ist.

[0118] Die lokalisierte oder Region-spezifische Zufallsmutagenese wird zweckmafigerweise unter Verwen-
den von PCR-erzeugten Mutagenese-Techniken, wie oben beschrieben, oder jeder beliebigen anderen geeig-
neten im Stand der Technik bekannten Technik durchgefihrt. Alternativ kann die Nukleotidsequenz, welche
den Teil der zu modifizierenden Polynukleotidsequenz kodiert, isoliert werden, z.B. durch Insertion in einen ge-
eigneten Vektor, und der Teil kann nachfolgend einer Mutagenese unterworfen werden unter Verwendung von
jedem beliebigen der oben diskutierten Mutageneseverfahren.

Verwendung einer Replikationsinitiationssequenz fir Pilze

[0119] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung einer Replikationsinitiationssequenz
fur Pilze, wie hierin definiert, fir das Erstellen und Selektieren oder Durchmustern einer Bank von interessie-
renden Polynukleotidsequenzen in filamentdsen Pilzzellen. Bevorzugt wird die Bank durch das Verfahren ge-
maf dem ersten oder zweiten Aspekt der Erfindung erstellt. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Re-
plikationsinitiationssequenz ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus:
(a) einer Replikationsinitiationssequenz, welche mindestens 50% ldentitat mit der Nukleinsduresequenz
aus SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 besitzt, und welche in der Lage ist, die Replikation zu initiieren;
(b) einer Replikationsinitiationssequenz, welche unter niedrigen Stringenzbedingungen mit (i) der Nuklein-
sauresequenz aus SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 oder (ii) den jeweils komplementaren Strangen hyb-
ridisiert, wobei die niedrigen Stringenzbedingungen durch Prahybridisierung und Hybridisierung bei 42 °C
in 5 x SSPE, 0,3 % SDS, 200 mg/ml gescherter und denaturierter Lachssperma-DNA und 25 % Formamid
definiert sind, und Waschbedingungen bei 50 °C fiir 30 Minuten in 2 x SSC, 0,2 % SDS definiert sind; und
(c) einer Untersequenz von (a) oder (b), wobei die Untersequenz Replikationsinitiationsaktivitat besitzt.

[0120] Bevorzugt wird die Replikationsinitiationssequenz von einer filamentdsen Pilzzelle erhalten, insbeson-
dere von einem Stamm von Aspergillus, wie A. nidulans. In der stérksten bevorzugten Ausfiihrungsform besitzt
die Replikationsinitiationssequenz die in SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 dargestellte Nukleinsduresequenz
oder ist eine jeweils funktionelle Untersequenz davon. Die gemalR diesem Aspekt zu verwendende Replikati-
onsinitiationssequenz kann, wie in dem obigen Abschnitt, der mit ,Replikationsinitiationssequenzen" bezeich-
net ist, sein.

Bank von interessierenden Polynukleotidsequenzen

[0121] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung eine Bank von interessierenden Polynukleotidsequen-
zen, welche Bank filamentdse Pilzzellen umfasst, die mit einer Population von DNA-Vektoren transformiert
sind, wobei jeder Vektor umfasst:
(i) ein Gen, das einen Selektionsmarker fir Pilze und eine Replikationsinitiationssequenz fir Pilze kodiert,
wobei der Marker und die Replikationsinitiationssequenz innerhalb der Population nicht variieren; und
(ii) eine interessierende Polynukleotidsequenz, wobei die Population von DNA-Vektoren mehr als eine Va-
riante der Polynukleotidsequenz enthalt.

[0122] In einer bevorzugten Ausfihrungsform umfasst der Vektor ferner eine Nukleinsauresequenz, die einen
Selektionsmarker fur Bakterien oder Hefe und eine Replikationsinitiationssequenz fiir Bakterien oder Hefe ko-
diert. Bevorzugt wird die Bank durch das Verfahren gemaR dem ersten oder zweiten Aspekt der Erfindung her-
gestellt. Bevorzugt sind die Elemente der Bank, wie der DNA-Vektor und dessen erwahnte Bestandteile, wie
hierin beschrieben.
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[0123] Die vorliegende Erfindung wird weiterhin durch die folgenden Beispiele beschrieben, welche nicht
dazu ausgelegt werden sollten, den Gegenstand (Schutzbereich) der Erfindung zu beschranken.

Beispiele
Materialien

[0124] Die Chemikalien, die als Puffer und Substrate verwendet werden, sind kommerzielle Produkte mit min-
destens Reinheitsgrad.

Plasmide

pMT1505: konstruiert, wie in dem nachfolgenden Beispiel 1 beschrieben

pHelp1: enthalt das pyr-Gen von A. oryzae als Selektionsmarker und die AMA1-Sequenz, welche die autono-
me Replikation in A. nidulans ermdglicht, wie von Gems, D., et al. (1991. Gene 98: 61-67) beschrieben
pToC68: wie beschrieben in EP 0 531 372 (Novo Nordisk A/S)

pAHL: wie beschrieben in WO 92/05249, enthaltend eine Lipase-kodierende Sequenz

pSO2: wie beschrieben in WO 96/29391, enthaltend das pyr-Gen von Aspergillus oryzae

pENI1127: konstruiert, wie in dem nachfolgenden Beispiel 1 beschrieben

pENI1245: konstruiert, wie in dem nachfolgenden Beispiel 1 beschrieben

pENI1246: konstruiert, wie in dem nachfolgenden Beispiel 1 beschrieben

pENI1298: konstruiert, wie in dem nachfolgenden Beispiel 1 beschrieben

pENI1299: konstruiert, wie in dem nachfolgenden Beispiel 1 beschrieben

Stamme

JalL250: ein Derivat von A1560 von Aspergillus oryzae, in welchem das pyr-Gen inaktiviert worden ist, wie in
WO 98/01470 beschrieben

DHb5a: eine Wirtszelle von E. coli, bezogen von GIBCO BRL (Life Technologies, Inc., Rockville MD)

DLM 15: ein Derivat von Fusarium venenatum, wie in dem nachfolgenden Beispiel 5 beschrieben.

Beispiel 1: Konstruktion von pENI1298 und pENI1299

[0125] pMT1466 wurde konstruiert, indem ein Sphil/Narl-Fragment von pHelp1 in pToC68 eingefligt wurde.
pMT1489 wurde konstruiert, indem pMT1466 mit Sphl und Stul verdaut wurde und dann wieder ligiert wurde.
pMT 1500 wurde konstruiert, indem pMT 1489 mit Aatll und Narl verdaut wurde und mit einem Linker ligiert wur-
de. pMT1504 wurde konstruiert, in dem pMT1500 mit Nhel verdaut wurde und wieder ligiert wurde. pMT1505
wurde konstruiert, in dem ein Xbal-Fragment von 2,7 kB, welches das amdS-kodierende Gen von A. nidulans
genomischer DNA enthalt (Corrick, C. M., et al. 1987, Gene 53: 63-71), in pMT 1504, das mit Nhel geschnitten
worden war, eingefugt wurde. pENI1127 wurde konstruiert aus pMT 1505, welches mit Sall verdaut worden war,
um eines der AMA1-Repeats (AMA1-Wiederholungen) und die zentrale Spacerregion zu entfernen.

[0126] pENI1127 und pMT1505 wurden jeweils mit Hindlll geschnitten, welches in Fragmenten von 2408 Bp
bzw. 5253 Bp resultierte, welche aus einem 1 %igen Agarosegel aufgereinigt wurden und in die HindllI-Stelle
in dem Vektor pAHL kloniert wurden, welcher eine Lipase-kodierende Sequenz enthalt. Die resultierenden
Plasmide wurden pENI1245 bzw. pENI1246 genannt.

[0127] Ein Stul/Bbul-Fragment von 3527 Bp, welches das pyr-Gen enthalt, wurde aus pSO2 ausgeschnitten
und in eine Stul/Bbul-Stelle von sowohl pENI1245 als auch pENI1246 eingefligt. Die resultierenden Plasmide
wurden pENI1298 bzw. pENI1299 genannt. Die Restriktionskarte fir pENI1298 wird in Fig. 1 und fir pENI1299

in Fig. 2 gezeigt.

Beispiel 2: Expressionslevel von Lipase in unabhangig voneinander gewachsenen Transformanten von Asper-
gillus oryzae

[0128] JaL250 wurde mit pENI1298 und pENI1299 unter Verwenden von Standardvorgehensweisen transfor-
miert, sieche wie in WO 98/01470 beschrieben. Die Zellen wurden dann auf Cove-Platten bei 37 °C kultiviert.

[0129] Nach drei Tagen Inkubation erschienen Transformanten bei einer Transformationshaufigkeit von 10*
bis 10%/ug DNA, einem 100- bis 10.000-fachen Anstieg gegenlber der Transformationshaufigkeit in Abwesen-
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heit einer AMA1-Sequenz.

[0130] DreiRig unabhangige Transformanten aus den pENI1298- und pENI1299-Transformationen wurden
auf Cove-Platten isoliert und zur gleichen Zeit in eine 96-Well-Mikrotiterschale inokuliert, die 200 pl Minimal-
medium von 1*vogel, 2 % Maltose (z.B. Methods in Enzymology, Band 17, S. 84) in jeder Vertiefung enthielt.

[0131] Nach drei Tagen Inkubation bei 34 °C wurden die Medien von den Kulturen in den Mikrotiterschalen
auf eine Lipaseaktivitat hin untersucht. Ein Aliquot von 10 pl der Medien aus jedem Well (Vertiefung) wurde zu
einem Mikrotiter-Well hinzugefligt, das 200 pl eines Lipasesubstrats aus 0,018 % p-Nitrophenylbutyrat, 0,1 %
Triton X-100, 10 mM CaCl,, 50 mM Tris pH 7,5 enthielt. Die Aktivitdt wurde spektrophotometrisch in 15-Sekun-
den-Intervallen Uber einen Zeitraum von funf Minuten hinweg untersucht unter Verwenden eines kinetischen
Mikroplattenlesegerates (Molecular Device Corp., Sunnyvale CA) unter Verwenden eines Standardprotokolls
fur Enzyme (z.B. Enzyme Kinetics, Paul C. Engel, Herausgeber, 1981, Chapman und Hal1 Ltd.). Kurz beschrie-
ben wird die Produktbildung wahrend der Anfangsrate des Substratumsatzes gemessen und wird definiert als
der Anstieg der Kurve, die aus der Absorbanz bei 405 nm alle 15 Sekunden fir 5 Minuten berechnet wird. Die
willkirlichen Lipaseaktivitadtseinheiten werden gegen den Transformanten normiert, der die hdchste Lipaseak-
tivitat zeigt. Fir jede Gruppe der dreilRig Transformanten wurde ein durchschnittlicher Wert und die Standard-
abweichung berechnet.

[0132] Zur gleichen Zeit wurden die Transformanten, welche auf den Cove-Platten fir drei Tage bei 37 °C kul-
tiviert worden waren, auf eine zweite Cove-Platte reisoliert und in einen Mikrotiter-Well reinokuliert, wie zuvor
beschrieben. Die Vorgehensweise der Untersuchung, Reisolierung und Reinokulierung wurde noch einmal
nach weiteren drei Tagen Kultivierung wiederholt.

[0133] Die Ergebnisse, die in nachfolgender Tabelle 1 zusammengefasst sind, zeigen die Menge der produ-
zierten Lipase, relativ zu der Menge, die von den pENI1298-Transformanten sechs Tage nach der Transforma-
tion produziert wurde. Wie durch die geringen Werte fir die Standardabweichung angezeigt wird, liegt dort eine
geringe Variation in dem Lipase-Expressionslevel zwischen den 30 unabhangig voneinander wachsenden
Transformanten vor. Normalerweise ist, wenn eine Transformation von filamentdésen Pilzen vorgenommen
wird, eine viel gréRere relative Standardabweichung zu sehen (70 % bis 100 %) aufgrund von sowohl zufalliger
Integration in das Genom des Vektors als auch Unterschieden in der Zahl von Vektoren, die integriert werden.
Es kann ein 100- bis 1000-facher Unterschied in den Expressionsleveln zwischen den am schlechtesten und
am besten produzierenden Pilztransformanten liegen.

Tage Plasmid % Expression Standardabweichung
6 pENI1298 100 17
6 pENI1299 62 20
9 pENI1298 100 17
9 pENI1299 55 37
12 pENI1298 82 27
12 pENI1299 47 57

Tabelle 1. Die durchschnittlichen Expressionslevel von Lipase von 30 unabhangig voneinander gewachsenen
Transformanten relativ zu pENI1298, sechs Tage nach der Transformation, und die jeweilige Standardabwei-
chung.

Beispiel 3: Uberpriifen der Umordnung des Plasmids

[0134] Transformanten von Jal250, die entweder pENI1298 oder pENI1299 enthielten, wurden in YPD-Medi-
um Uber Nacht wachsen gelassen.

[0135] Die DNA von jedem der Transformanten wurde unter Verwenden eines QlAprep® Minprep Kits (QIA-
GEN, Venlo, Niederlande) prapariert, wobei die von dem Hersteller bereitgestellte Vorgehensweise modifiziert
worden war. Kurz beschrieben wurde jeder Stamm in 5 ml YPD fur drei Tage wachsen gelassen. Die Mycelien
wurden durch Filtration gesammelt und mit 200 ml Wasser gewaschen, dann in ein 2 ml Mikrofugenrdéhrchen
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transferiert und durch Zentrifugation unter Vakuum fir drei Stunden bei 60 °C lyophilisiert. Die getrockneten
Mycelien wurden dann verrieben und einem ml Lysispuffer (100 mM EDTA, 10 mM Tris pH 8,0, 1 % Triton
X-100, 500mM Guanidin-HCI, 200 mM NacCl) resuspendiert, gefolgt von einem grtindlichen Mischen (Mixen).
Zwanzig mg RNAse wurde zu jedem Rdhrchen hinzugefigt, welches dann bei 37 °C fir 10 Minuten inkubiert
wurde. Einhundert pg Proteinase K wurde hinzugefugt und die Reaktion wurde fiir 30 Minuten bei 50 °C inku-
biert. Jedes Réhrchen wurde dann fir 15 Minuten bei Hochstgeschwindigkeit in einer ,standard bench top" Mi-
krofuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine QIAprep® Drehséule (spin column) appliziert, dann zentri-
fugiert und das Filtrat wurde verworfen. Als nachstes wurde die Saule in 0,5 ml PB, das in dem Kit bereitgestellt
war, gewaschen und wiederum fur eine Minute zentrifugiert. Nachdem das Filtrat verworfen wurde, wurde die
Saule in 0,75 ml PE, das in dem Kit bereitgestellt war, gewaschen, dann ein weiteres Mal mehr fir eine Minute
zentrifugiert. Die Saule wurde an der Luft getrocknet und die DNA wurde durch Zugabe von 100 pl TE-Puffer
eluiert, gefolgt von einer einminitigen Enddrehung (,final spin").

[0136] Es wurden Transformanten erhalten, wenn die DNA in E. coli DH5a transformiert wurde, was bestatig-
te, dass die Plasmide episomal in A. oryzae verblieben. Die Plasmid-DNA wurde aus den Bakterienzellen unter
Verwenden des QlAprep® Miniprep Kits (QIAGEN) aufgereinigt, geman den Instruktionen des Herstellers.

[0137] Die aufgereinigte Plasmid-DNA wurde dann mit Scal verdaut und das Restriktionsmuster wurde unter
Verwenden von Standardtechniken flir Agarosegel-Fraktionierung analysiert.

[0138] Die Resultate zeigten, wenn sie mit dem Restriktionsmuster des originalen Plasmids verglichen wur-
den, keine Umordnung in funf pENI1299-JaL250-Transformanten und lediglich eine in acht
pENI1298-JalL250-Transformanten, was die Seltenheit von Plasmid-Umordnungsereignissen anzeigt.

Beispiel 4: Durchmustern einer Bank

[0139] Um Varianten-Polypeptide mit verbesserten funktionellen charakteristischen Merkmalen, die bei einem
Level exprimiert wurden, der mit dem Eltern-Polypeptid vergleichbar ist, zu identifizieren, wurde eine Bank von
Varianten-Polynukleotidsequenzen erstellt und durchmustert in Aspergillus oryzae. Polymerasekettenreaktio-
nen unter Verwenden von pENI1298 als Template und 2 pmol/ml von jedem Primer: oligo 19670 als ein Primer,
und als ein zweiter Primer gedoptes Oligo 23701, 23702 oder 23703, wie nachfolgend beschrieben, liefen unter
den folgenden Bedingungen laufen gelassen: 94 °C, 5 Minuten; 30 Zyklen mit (94 °C, 30 Sekunden; 50 °C, 30
Sekunden; 72 °C, 1 Minute) und 72 °C, 5 Minuten. Eine kommerzielle Tag-Polymerase, AmpliTaqg, wurde ver-
wendet, wie von dem Anbieter empfohlen (Perkin-Elme Corp., Branchburg NJ, USA).

19670: SEQ ID NR: 3.
23701: SEQ ID NR: 4.
23702: SEQ ID NR: 5.
23703: SEQ ID NR: 6.

[0140] Die resultierenden Produkte wurden unter Verwenden von Mikrofugen-Spinsdulen 5300 (Pharma-
cia-LKB, Uppsala SE) aufgereinigt. Die aufgereinigten Produkte, einschliellich der pENI1298-DNA wurden
dann einer zweiten PCR-Amplifikationsrunde unterworfen, unter den folgenden Bedingungen: 94 °C, 5 Minu-
ten; 30 Zyklen mit (94 °C, 1 Minute; 50 °C, 10 Minuten; 72 °C, 2 Minuten und 72 °C, 7 Minuten) unter Verwen-
den des folgenden Primers:

19671: SEQID NR: 7.

[0141] Die Produkte wurden danach einer Verdauung mit Dpnl unterworfen, um Template-DNA zu entfernen
und wurden dann bei 94 °C fur 30 Minuten inkubiert, um das Dpnl-Enzym zu inaktivieren.

[0142] JalL250 wurde unter Verwenden von 2 pg pENI1298, das mit Ball und SgrA1 verdaut worden war, um
den groften Teil der Lipase-kodierenden Sequenz zu entfernen, und 5 pg von einem der PCR-Fragmente, das
aus den Reaktionen mit gedoptem Oligo 23701, 23702 oder 23703 stammt, transformiert. Dem Vektor und dem
PCR-Fragment wurden ermdglicht in vivo zu rekombinieren, wie in WO 97/07205 beschrieben. JaL250-Zellen
wurden ebenfalls mit dem verdauten pENI1298 oder jedem der PCR-Produkte allein transformiert. Es wurde
ein Transformant erhalten, wenn die Zellen mit dem Vektor allein transformiert wurden, und es resultierten kei-
ne Transformanten aus der Transformation mit dem PCR-Fragment allein.
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[0143] 15, 12 und 26 Transformanten wurden von den 23701-, 23702- bzw. 23703-Banken in Mikrotiterplatten
inokuliert, die 200 pl 1*vogel, 2 % Glucosemedium enthielten und fur 72 Stunden inkubiert. Jal250-Transfor-
manten von pENI1298 wurden ebenfalls als eine Kontrolle inokuliert. Die Kulturen wurden dann auf Cove-Plat-
ten ausgestrichen. Die Lipaseaktivitat in den Mikrotiterkulturen wurde untersucht, wie in dem obigen Beispiel
2 beschrieben, und in einem Detergent-enthaltenden Assay, in welchem in Mikrotiterwells 10 pl der Mikrotiter-
kultur zu 200 pl eines Lipasesubstrats hinzugefligt wurden, das unter Verwenden eines kommerziellen Wasch-
detergenz hergestellt wurde. Die Aktivitat wurde spektrophotometrisch bei 405 nm gemessen und, wie oben in
Beispiel 2 beschrieben, berechnet.

[0144] Jeder der Transformanten, der eine Aktivitat in dem Detergent-enthaltenden Assay zeigte, wurde auf
einer Cove-Platte reisoliert. Von jeder der Cove-Platten, die flr 72 Stunden bei 37 °C inkubiert worden waren,
wurden zwei Kolonien in einer Mikrotiterschale, wie oben beschrieben, zusammen mit zehn pENI1298-Trans-
formanten inokuliert, dann fiir 72 Stunden bei 34 °C kultiviert. Sdmtliche Klone wiesen eine Aktivitat in dem
Detergent-Assay auf, wahrend die pENI1298-Transformanten dies nicht taten. Ferner zeigten die Transfor-
manten, die als voneinander unabhangige Doppelkulturen wuchsen, relativ ahnliche Aktivitatslevel. Die Resul-
tate werden in nachfolgender Tabelle 2 zusammengefasst.

Pnp-Butyrat-Aktivitét Detergentaktivitit
Bank Klon | Durchschnitt | Standard- Durchschnitt | Standard-
abweichung abweichung
pENI1298 96 16 3 80
Kolonie 1 Kolonie 2 | Durchschnitt | Kolonie 1 Kolonie 2 | Durchschnitt
23701 1 97 114 105,5 45 53 49
2 60 87 73,5 12 19 15,5
3 53 68 60,5 9 14 11,5
23702 1 58 55 56,5 16 15 15,5
2 62 71 66,5 16 21 18,5
3 47 65 56 17 17 17
4 49 45 47 16 17 16,5
5 35 42 38,5 11 13 12
6 34 40 37 17 14 15,5
7 80 79 79,5 30 28 29
8 49 56 52,5 17 23 20
23703 1 111 122 116,5 28 28 28
2 122 110 116 32 28 30
3 106 98 102 32 29 30,5
4 55 32 43,5 11 6 8,5

Tabelle 2. Lipaseaktivitdt gegeniber pnp-Butyrat und einem herkdmmlichem Waschdetergent.

[0145] Da der Klon 23701.1 sowohl eine ausgezeichnete Expression als auch Leistung sowohl in dem
pnp-Butyrat- als auch dem Detergent-Assays zeigte, wurde die DNA isoliert, um die abgeleitete N-terminale
Sequenz des Polypeptids zu bestimmen, welche mit SPPRRPP bestimmt wurde. Die natlrlich vorkommende
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N-terminale Sequenz ist SPIRRE, welche ein Propeptid kodiert, das durch eine kex2-ahnliche Protease abge-
spalten wird. DNA von einigen der anderen Transformanten wurde sequenziert, was die folgenden abgeleite-
ten N-terminalen Sequenzen ergab: 23701.2 (SPPRRRR), 23702.1 (SPPRPRRR), 23702.7 (SPPRPRRP),
23703.1 (SPPRRRRRP), und 23703.4 (SPPRRPRRR). Demnach wurde an Varianten-Polypeptid mit verbes-
serten funktionellen charakteristischen Merkmalen, welches bei einem Level exprimiert werden kann, der mit
dem des Eltern-Polypeptids vergleichbar ist, in einem Produktionswirt identifiziert.

[0146] Die hierin beschriebene und beanspruchte Erfindung ist in ihrem Gegenstand (Schutzbereich) nicht
durch die hierin offenbarten spezifischen Ausfiihrungsformen zu beschranken, da diese Ausfliihrungsformen
als lllustrationen von mehreren Aspekten der Erfindung gedacht sind. Jede beliebigen aquivalenten Ausfiih-
rungsformen sind dazu gedacht, in dem Gegenstand (Schutzbereich) dieser Erfindung zu liegen. In der Tat
werden dem Fachmann verschiedenartige Modifikationen der Erfindung zusatzlich zu solchen, die hierin ge-
zeigt und beschrieben sind, aus der vorangehenden Beschreibung offensichtlich werden. Solche Modifikatio-
nen sind ebenfalls dazu gedacht, unter den Gegenstand (Schutzbereich) der angefiigten Anspriiche (Paten-
tanspruche) zu fallen.

[0147] Alle hierin erwahnten Publikationen sind hierin durch Bezugnahme zum Zwecke des Beschreibens
und des Offenbarens der besonderen Information, fur welche die Publikation zitiert worden ist, eingeschlossen.
Die oben diskutierten Publikationen werden einzig fur ihre Offenbarung vor dem Anmeldedatum der vorliegen-
den Anmeldung bereitgestellt. Nichts hierin ist als ein Zugestandnis (admission) auszulegen, dass die Erfinder
nicht berechtigt sind, eine solche Offenbarung aufgrund einer friheren Erfindung vorwegzunehmen.

[0148] Es ist zu verstehen, dass diese Erfindung nicht auf die besonderen Verfahren beschrankt ist, und dass
Zusammensetzungen, die als solche beschrieben werden, selbstverstandlich variieren kénnen. Es versteht
sich ebenfalls, dass die hierin verwendete Terminologie lediglich dem Zweck der Beschreibung von besonde-
ren Ausfiihrungsformen dient und nicht dazu gedacht ist, beschrankend zu sein, da der Gegenstand (Schutz-
bereich) der vorliegenden Erfindung lediglich durch die angefligten Anspriiche (Patentanspriiche) beschrankt
wird.

[0149] Sofern sie nicht anderweitig definiert werden, besitzen sdmtliche hierin verwendeten technischen und
naturwissenschaftlichen Begriffe dieselbe Bedeutung, wie sie von einem Fachmann, in dessen Bereich diese
Erfindung fallt, ublicherweise verstanden wird. Obwohl alle beliebigen Materialien oder Verfahren, die ahnlich
oder &quivalent zu solchen sind, die hierin beschrieben werden, in der Praxis oder dem Uberpriifen der vorlie-
genden Erfindung verwendet werden kdnnen, werden die bevorzugten Verfahren und Materialien hierin be-
schrieben.

Beispiel 5: Erstellung von Stdmmen von Fusarium venenatum Stamm DLM15

[0150] Der Stamm A3/5 von Fusarium, nunmehr neu klassifiziert als Fusarium venenatum (Yoder und Chris-
tianson, 1998, Fungal Genetics und Biology 23: 62-80; O'Donnell et al., 1998, Fungal Genetics und Biology
23: 57-67) wurde von Dr. Anthony Trinci, University of Manchester, Manchester, England oder von der Ameri-
can Type Culture Collection, Manassas, VA, als Stamm ATCC 20334 von Fusarium erhalten. Eine morpholo-
gische Mutante von Fusarium venenatum A3/5, die als CC1-3 bezeichnet wird (Wiebe et al., 1992, Mycological
Research 96: 555-562; Wiebe et al., 1991, Mycological Research 95:1284-1288; Wiebe et al., 1991, Mycolo-
gical Research 96: 555-562) ist eine hochverzweigte Kolonie-bildende Variante. Der in diesem Experiment ver-
wendete Stamm MLY3 wurde von der morphologischen Mutante CC1-3 von Fusarium venenatum A3/5 abge-
leitet. Er besitzt identische identische charakteristische Komplementationsmerkmale mit CC1-3.

Medien und Lésungen
[0151] Minimalmedium war pro Liter aus 6 g NaNO,, 0,52 g KClI, 1,52 g KH,PO,, 1 ml COVE-Spurenmetall-
I6sung, 1 g Glucose, 500 mg MgSO,-7 H,0, 342,3 g Saccharose und 20 g Noble-Agar bei pH 6,5 zusammen-
gesetzt.
[0152] RA-Sporulationsmedium war pro Liter aus 50 g Succinsaure (Bernsteinsaure) 12,1 g NaNQ;, 1 g Glu-
cose, 20 ml 50 x Vogels und 0,5 ml einer 10 mg/ml NaMoO,-Stamml6sung, pH eingestellt auf 6,0, zusammen-

gesetzt.

[0153] YEPG-Medium war pro Liter aus 10 g Hefeextrakt, 20 g Pepton und 20 g Glucose zusammengesetzt.
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[0154] STC war zusammengesetzt aus 0,8 M Sorbitol, 25 mM Tris pH 8, 25 mM CacCl.,.

[0155] SPTC war zusammengesetzt aus 40 % PEG 4000, 0,8 M Sorbitol, 25 mM Tris pH 8, 25 mM CacCl,.

[0156] COVE-Spurenmetallldsung war pro Liter aus 0,04 g NaB,O,-10 H,O, 0,4 g CuSO,-5 H,0, 1,2 g
FeSO,-7 H,0, 0,7 g MnSO,-H,0, 0,8 g Na,M00O,-2H,0 und 10 g ZnSO,-7 H,0 zusammengesetzt.

[0157] 50 x COVE-Salzlésung war pro Liter aus 26 g KCI, 26 g MgSO,-7 H,O, 76 g KH,PO, und 50 ml CO-
VE-Spurenmetallen zusammengesetzt.

[0158] COVE-Top-Agarose war pro Liter zusammengesetzt aus 20 ml 50 x COVE-Salzen, 0,8 M Saccharose,
1,5 mM Césiumchlorid, 1,0 mM Acetamid und 10 g niedrig schmelzender Agarose, pH eingestellt auf 6,0, zu-
sammengesetzt.

[0159] COVE-Medium war pro Liter aus 342,3 g Saccharose, 20 ml 50 x COVE-Salzlésung, 10 ml 1 M Acet-
amid, 10 ml 1,5 M CsCl, und 25 g Noble-Agar zusammengesetzt.

[0160] 50 x Vogels-Medium war pro Liter aus 150 g Natriumcitrat, 250 g KH,PO,, 10 g MgSO,- 7 H,0, 10 g
CaCl, 2 H,0, 2,5 ml Biotin-Stammlésung und 5,0 ml AMG-Spurenmetallldsung zusammengesetzt.

[0161] Vogel's/Acetamid-Agar war pro Liter aus 30 g Saccharose, 1 x Vogel's-Salzen, 10 mM Acetamid, 15
mM CsCl und 25 g Noble-Agar zusammengesetzt.

[0162] Fluoracetamidmedium war pro Liter zusammengesetzt aus 12 g Natriumacetat, 2 g Natriumchlorid, 0,5
g MgSoO,, 3 g KH,PO,, 0,3 g Harnstoff, 2 g Fluoracetamid, 1 ml 50 x Vogels-Salzen und 15 g Agarose | (Am-
resco; Solon, Ohio), pH 6,1, zusammengesetzt.

Deletion des pyr-Gens in Fusarium venenatum MLY3

[0163] Eine unmarkierte Deletion von pyrG in dem Genom des Expressionswirts MLY 3 von Fusarium venen-
atum wurde erzeugt, indem anfanglich das pyr-Gen deletiert wurde und durch das amdS-Gen von Aspergillus
nidulans ersetzt wurde, das von repeted (wiederholten) DNA-Sequenzen flankiert wurde, die aus der Region
stromaufwarts des pyr-Gens von Aspergillus oryzae isoliert wurden. Isolate, die von dem amdS Gen geheilt
waren (,cured of the amdS gen"), wurden dann durch Wachstum auf Platten, die Fluoracetamid enthielten, se-
lektiert.

[0164] Das Plasmid pDM156.2 wurde konstruiert, indem ein genomisches EcoRI pyrG-Fragment, das von
dem Stamm ATCC 20334 von Fusarium venenatum kloniert wurde, in die EcoRI-Stelle von pUC 118 eingefligt
wurde. Das pyrG-Fragment enthielt die gesamte kodierende Region plus 1,3 kB des Promoters und 1,5 kB des
Terminators (Eig. 3). Das native pyr-Gen von Fusarium venenatum MLY3 wurde Gber homologe Rekombinati-
on durch ein Fragment von 4,4 kB ersetzt, von welchem der gesamte offene Leserahmen von pyrG deletiert
wurde und durch das amdS-Gen ersetzt wurde, das von 230 bP repeated (wiederholten) Sequenzen flankiert
wird, wie in Eig. 3 gezeigt.

[0165] pJRoy47 wurde erstellt, indem zunachst pJRoy43 erstellt wurde, welches zusammengesetzt ist aus
pNEB193 (New England Biolabs), in welchem die Pacl- und Xbal-Stellen durch eine Swal-Stelle ersetzt wur-
den. Um dies zu erreichen, wurde ein Linker erzeugt, der eine BamHI-Stelle an dem 5'-Ende, eine Swal-Stelle
in der Mitte und eine Sall-Stelle an dem 3'-Ende enthalt, indem die folgenden zwei Oligos miteinander annealed
(verbunden) wurden:

Primer 1: SEQ ID NR: 8.
Primer 2: SEQ ID NR: 9.

[0166] Der resultierende Linker wurde in pNEB193 ligiert, welcher mit BamHI und Sall verdaut worden war,
um pJRoy43 zu erzeugen.

[0167] Dann wurde eine Region mit 230 Bp stromaufwarts des pyr-Gens von Aspergillus oryzae als eine Re-
peat-Sequenz (Wiederholungssequenz) in Fusarium venenatum ausgewahlt. Diese Region wurde als zwei
verschiedene Produkte von dem Aspergillus oryzae pyrG Plasmid pJaL335 (WO 98/12300) amplifiziert, unter
Verwenden der folgenden zwei Primerpaare, Primer 3 und 4 und Primer 5 und 6:
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Primer 3: SEQ ID NR: 10.
Primer 4: SEQ ID NR: 11.
Primer 5: SEQ ID NR: 12.
Primer 6: SEQ ID NR: 13.

[0168] Die Amplifikationsreaktionen (50 pl) wurden unter Verwenden von ungefahr 40 bis 50 ng genomischer
DNA, die unter Verwenden des DNeasy Plant Mini Kit hergestellt wurde, als Template hergestellt. Jede Reak-
tion enthielt die folgenden Bestandteile: 40 bis 50 ng genomische DNA, 50 pmol jeweils der Primer 3 und 4
oder der Primer 5 und 6, 200 pM jeweils von dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 1 x Tag-DNA-Polymerasepuffer
und 2,5 Einheiten Tag-DNA-Polymerase. Die Reaktionen wurden in einem Perkin-Elmer-Modell 480 Thermal
Cycler inkubiert, der wie folgt programmiert wurde: Zyklus 1 bei 94 °C fir 2,5 Minuten und 72 °C fir 2,5 Minu-
ten; Zyklen 2 bis 26 jeweils bei 94 °C fiir 45 Sekunden, 50 °C fur 45 Sekunden und 72 °C fur 2 Minuten; und
Zyklus 27 bei 94 °C fur 45 Sekunden, 50 °C fiir 45 Sekunden und 72 °C fur 10 Minuten.

[0169] Die Reaktionsprodukte wurden Uber ein 1 %iges Agarosegel isoliert, wobei Fragmente von ungefahr
230 Bp isoliert wurden. Das erste PCR-Produkt (ein Fragment von ungefahr 230 Bp) enthielt eine Swal-Stelle
an dem 5'-Ende und eine EcoRV-Stelle an dem 3'-Ende, wahrend das zweite PCR-Produkt (ein Fragment von
ungefahr 230 Bp) eine EcoRV-Stelle an dem 5'-Ende und eine Pmel-Stelle an dem 3'-Ende enthielt. Die zwei
aufgereinigten Repeat-Fragmente (Wiederholungs-Fragmente) wurden zunachst mit EcoRV verdaut und mit-
einander ligiert. Nach der Aufreinigung (Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolprazipitation) wurde das Li-
gationsprodukt dann mit Pmel und Swal verdaut, um ein Fragment von ungefahr 500 Bp herzustellen, welches
mittels Agarosegelelektrophorese und Agarasebehandlung aufgereinigt wurde.

[0170] Das resultierende Fragment wurde in mit Pmel und Swal verdautes pJRoy43 kloniert, um pJRoy44 zu
erzeugen (Fig. 4). Dieser Vektor enthalt die zwei Repeats (Wiederholungen), die durch eine EcoRV-Stelle se-
pariert werden und von Swal- und Pmel-Stellen flankiert werden.

[0171] Ein EcoRI-Fragment, welches das amdS-Gen und eine regulatorische Region enthalt, wurde von ei-
nem Subklon (Unterklon) von p3SR2 isoliert (Kelly und Hynes, 1985, EMBO Journal 4: 475-479) mit dem Kle-
now-Fragment mit glatten Enden versehen (,made blunt") und in mit EcoRV verdautem pJRoy44 ligiert, um
pJRoy47 zu erzeugen (Fig. 3).

[0172] Das amdS-Gen, welches von den repeated (wiederholten) Sequenzen von 230 Bp flankiert wird, wur-
de von pJRoy47 als ein Swal/Pmel-Fragment erhalten und in mit EcoRV/Stul verdautem pDM156.2 eingefugt,
um pDM222.A zu erzeugen (Fig. 3). pDM222.A wurde mit EcoRI verdaut und das EcoRI-Fragment von 4,4 kB,
welches die pyrG-Deletionskassette enthalt, wurde unter Verwenden des Qiaquick Gelextraktionskits (Qiagen,
Chatsworth, CA) vor der Transformation Gel-aufgereinigt.

[0173] Sporen von MLY3 von Fusarium venenatum wurden erzeugt, indem ein Kolben, der 500 ml RA-Sporu-
lationsmedium enthielt, mit drei 1 cm? Mycelien-Plugs von einer Platte mit Minimalmedium inokuliert wurde und
bei 28 °C, 150 upm fur 2 bis 3 Tage inkubiert wurde. Die Sporen wurden mittels Miracloth (Calbiochem, San
Diego, CA) geerntet und 20 Minuten bei 7.000 upm in einer Sorvall RC-5B Zentrifuge (E. |. DuPont De Nemours
und Co., Wilmington, DE) zentrifugiert. Die pelletierten Sporen wurden zweimal mit sterilem destilliertem Was-
ser gewaschen, in einem kleinen Volumen Wasser resuspendiert und dann unter Verwenden eines Hemocy-
tomers gezahlt.

[0174] Protoplasten wurden durch Inokulieren von 100 ml YEPG-Medium mit 4 x 107 Sporen von MLY3 von
Fusarium venenatum hergestellt und fiir 16 Stunden bei 24 °C und 150 upm inkubiert. Die Kulturen wurden fir
7 Minuten bei 3500 upm in einer Sorvall RT 6000D (E. I. DuPont De Nemours und Co., Wilmington, DE) zen-
trifugiert. Die Pellets wurden zweimal mit 30 ml 1 M MgSO, gewaschen und in 15 ml 5 mg/ml NOVOZYME
234™ (Charge PPM 4356, Novo Nordisk A/S, Bagsveerd, Danemark) in 1 M MgSO, resuspendiert. Die Kultu-
ren wurden bei 24 °C und 150 upm inkubiert, bis sich Protoplasten bildeten. Ein Volumen von 35 ml 2 M Sorbitol
wurde zu dem Protoplastenverdau (,protoplast digest") hinzugefiigt und die Mischung wurde bei 2500 upm fir
10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde resuspendiert, zweimal mit STC gewaschen und bei 2000 upm fiir
10 Minuten zentrifugiert, um die Protoplasten zu pelletieren. Die Protoplasten wurden mit einem Hemocytome-
ter gezahlt und in einer 8 : 2 : 0,1-Lésung STC : SPTC : DMSO zu einer Endkonzentration von 1,25 x 107 Pro-
toplasten/ml resuspendiert. Die Protoplasten wurde bei —80 °C gelagert, nach Geschwindigkeits-kontrolliertem
Gefrieren in einem Nalgene Cryo 1 °C Gefrierbehalter (VWR Scientific, Inc., San Francisco, CA).

[0175] Die gefrorenen Protoplasten von MLY3 von Fusarium venenatum wurden auf Eis aufgetaut. Ein ug des

23/43



DE 699 32 345 T2 2007.07.19

EcoRI-Fragments von 4,4 kB von pDM222.A, oben beschrieben, und 5 pl Heparin (5 mg pro ml STC) wurden
zu einem 50 ml sterilen Polypropylenréhrchen hinzugefugt. Einhundert pl Protoplasten wurden hinzugefugt,
vorsichtig gemischt und auf Eis fir 30 Minuten inkubiert. Ein ml SPTC wurde hinzugefugt und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von 25 ml 40 °C COVE-Top-Agarose plus 10 mM Uridin, wurde
die Mischung auf eine Platte mit einem Durchmesser von 150 mm gegossen, die COVE-Agar enthielt, um nach
dem Einbau des amdS-Gens zu selektieren.

[0176] Das native EcoRI-Fragment von 3,9 kB des pyr-Gens von MLY3 von Fusarium venenatum wurde Uber
homologe Rekombination durch das Fragment von 4,4 kB, welches die pyrG-flankierende Sequenz und das
amdS-Gen, flankiert von den repeated (wiederholten) Sequenzen von 230 Bp enthielt, ersetzt. Dieses resul-
tierte in der Deletion der gesamten pyrG-kodierenden Region plus 0,78 kB der 5'-nicht-translatierten und 0,8
kB der 3'-nicht-translatierten Regionen. Der Ersatz des nativen pyr-Gens durch die Deletionskassette wurde
durch Southernhybridisierung bestatigt. Southernhybridisierungen wurden unter Verwenden der Amersham
(Arlington, IL) Vistra und Rapid Hyb-Protokolle oder des Boehringer Mannheim DIG-System-Protokolls, bereit-
gestellt durch den Hersteller, durchgefiihrt. Die genomische DNA von Pilzen von putativen Deletanten wurde
unter Verwenden des DNeasy Plant Mini Kits (Qiagen Chatsworth, CA) hergestellt und mit EcoRI verdaut.
Southern Blots wurden unter Verwenden einer Magnagraph-Membran (Micron Separations, Inc; Westborough,
MA) und molekularbiologischen Standardtechniken hergestellt. Die Membranen wurden entwickelt, indem den
Instruktionen des Herstellers gefolgt wurde und unter Verwenden von STORM 860 (Molecular Dynamics, Sun-
nyvale, CA) fur Fluoresceinmarkierte Sonden gescannt oder fiir DIG-markierte Sonden auf einem Film belich-
tet. Die pyrG-Sonde von 3,2 kB enthielt die gesamte pyrG-kodierende Region 0,64 kB 5'-Region und 1,42 kB
3'-nicht-translatierte Region.

[0177] Ein Deletantenstamm wurde in RA-Medium plus 10 mM Uridin fir ungeféhr 3 Tage bei 28 °C, 150 upm
sporuliert und einzelne Sporen wurden unter Verwenden eines Mikromanipulators isoliert. Die Sporenisolate
wurden auf Vogel's/Acetamid-Agar plus 10 mM Uridin wachsen gelassen. Ein Sporenisolat wurde in RA-Medi-
um plus 10 mM Uridin sporuliert. Die Sporenkultur wurde tber Miracloth filtriert, um die Mycelien zu entfernen.
Eine Selektion nach dem Verlust des amdS-Markers erfolgte durch Verteilen von 9,5 x 10° Sporen des besta-
tigten pyrG-Deletanten auf jede von fiinf 150 mm Platten, die Fluoracetamidmedium plus 10 mM Uridin enthiel-
ten. Diese Platten wurden bei Raumtemperatur fir bis zu 2 Wochen inkubiert. Resultierende Kolonien wurden
subkultiviert auf COVE-Platten und Fluoracetamid-Platten plus 10 mM Uridin. Kolonien, die gut auf Fluoracet-
amid wuchsen und kaum oder gar nicht auf COVE wuchsen, wurden weiter analysiert. Sporenisolate von drei
dieser Stdmme wurden Southern Blot-Analysen unterworfen. Genomische DNA wurde mit EcoRI geschnitten
und mit der pyrG-Sonde sondiert, wie oben beschrieben. Einige der Sporenisolate ergaben eine Hybridisie-
rungsbande von 1,4 kB, was einen amdS ,loop-out" anzeigte. Ein Sporenisolat wurde ausgewahlt und wurde
als DLM 15 von Fusarium venenatum bezeichnet.

Beispiel 6: Expressionslevel von Lipase in unabhangig voneinander gewachsenen DLM15-Transformanten
von Fusarium venenatum

[0178] Der pyrG minus Stamm DLM15 von Fusarium venenatum, beschrieben in Beispiel 5, wurde mit
pENI1298 (beschrieben in Beispiel 2) transformiert unter Verwenden von Standardvorgehensweisen, wie be-
schrieben in Royer et al. 1995, Biotech. 13 1479-1483, wobei Acetamid durch Natriumnitrat (25 mM) ersetzt
wurde. Die Zellen wurden dann auf Minimalplatten bei Raumtemperatur kultiviert. Nach zwei Wochen Inkuba-
tion erschienen Transformanten bei einer Transformationshaufigkeit von 50 bis 100/ug DNA, einem 10- bis
100-fachen Anstieg gegenuber der Transformationshaufigkeit in der Abwesenheit einer AMA1-Sequenz. 20
Transformanten wurden auf Platten mit Minimalmedien isoliert und fiir weitere 2 Wochen bei Raumtemperatur
wachsen gelassen. Die Transformanten wurden in eine Mikrotiterschale in 20 pyl Vogel-Medien (wie in Beispiel
2), entweder mit 20 mM Uridin erganzt oder ohne Uridin, inokuliert und bei Raumtemperatur wachsen gelas-
sen. Die Transformanten, bei denen Uridin erganzt wurden, wuchsen gut, waren jedoch nicht in der Lage, zu
wachsen, wenn sie auf Platten mit Minimalmedien ohne Uridin isoliert wurden, was anzeigt, dass das Plasmid,
welches das pyr-Gen enthalt, verloren worden war, und somit, dass das Plasmid autonom replizierend war. Es
konnte keine Lipaseaktivitat von Transformanten detektiert werden, die in Medien, die mit Uridin erganzt wa-
ren, wuchsen. Eine Lipaseaktivitat konnte detektiert werden in den Medien von Transformanten, die in Mini-
malmedien wuchsen, die nicht mit Uridin erganzt waren. Die durchschnittliche willkurliche Aktivitat betrug 34,8
mit einer relativen Standardabweichung von 15 %, wenn sie mit unabhangig voneinander gewachsenen Fusa-
rium-Transformanten verglichen wurde. Demnach kann dieses Plasmid potentiell fir die Erzeugung von Ban-
ken in Arten von Fusarium verwendet werden.
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Beispiel 7: Uberpriifen der Cotransformation von PCR-Fragmenten

[0179] Das folgende Experiment wurde ausgefiihrt, um zu bewerten, ob mehrere PCR-Fragmente in vivo mit
einem geschnittenen Vektor (wie in Beispiel 4) in derselben Zelle rekombinieren wiirden und die Expression
von mehreren Enzymen von demselben Klon beibehalten wiirden. Es wurden zwei PCR-Fragmente herge-
stellt, die entweder das Lipasegen oder das AMG-Gen (einschlief3lich Promoter und Terminator) enthielten un-
ter Verwenden von PCR-Standardbedingungen (94 °C, 5 Minuten; 30 Zyklen mit (94 °C, 30 Sekunden; 50 °C,
30 Sekunden; 72 °C, 1 Minute) und 72 °C, 5 Minuten) Oligo 115120 (SEQ ID NR: 14), oligo 134532 (SEQ ID
NR: 15) und entweder einem pAHL-Derivat (Lipasevariante in pAHL) oder einem pENI1543-Derivat (AMG-Va-
riante) als Template. pENI1543 wurde durch Erzeugen eines PCR-Fragments erstellt, das das Glucoamylase-
gen (cDNA) von Aspergillus niger (EMBL:AC:X00548 als Template) enthalt unter Verwenden von Oligo 139123
(SEQ ID NR: 16) und 139124 (SEQ ID NR: 17), das mit Bglll und Sall geschnitten wurde und in pAHL kloniert
wurde, welches mit BamHI und Xhol geschnitten worden war.

[0180] Ungefahr 1 ug von jedem PCR-Fragment wurde in Jal250 (wie in Beispiel 4 beschrieben) zusammen
mit pENI1299 (1 pg), das mit Ball und SgrAl geschnitten worden war, transformiert und mit Kélberdarm-Phos-
phatase behandelt. 20 Transformanten wurden isoliert und in Minimalmedien (wie in Beispiel 4) inokuliert.
Nach 72 Stunden Inkubation wurden die Kulturmedien auf die Gegenwart von Lipase (pnp-Butyrataktivitat) und
Glucoamylase (pnp-Glucopyranosidaktivitat), hin untersucht. Keine Transformanten zeigten sowohl Lipase-
als auch Glucoamylase-Aktivitat, was somit anzeigt, dass die Cotransformation und Expression von mehreren
Varianten in derselben Zelle ein sehr seltenes Ereignis ist, und damit kein Problem bei dem Durchmustern von
Banken von filamentdsen Pilzen darstellt.

Beispiel 8: Erstellung von pJerS2801 und pHPOD1

[0181] Eine Drei-Stlick-Ligation wurde durchgefiihrt unter Verwenden eines Bglll/Sphl-Fragments von 5,8 kB
von pENI1298, eines BssHII/Sphl-Fragments von 4,0 kB von pENI1298 und eines BssHI/Bglll-Fragments von
0,75 kB von pBANe6 (TAKA/NA2/TPI-Promoter/AMG-Terminator; beschrieben in WO 98/11203), womit pJers
2801 erzeugt wurde. Ein PCR-Fragment, welches die Haloperoxidase von Curvularia verruculosa (Patent WO
974102-A1) enthielt, wurde unter Verwenden des Oligos 1029fwp (SEQ ID NR: 18) und 1029rev (SEQ ID NR:
19) erzeugt. Das PCR-Fragment wurde mit Swal und Notl geschnitten und in pJers2801, welches mit den glei-
chen Restriktionenzymen geschnitten wurde, kloniert, womit pHPOD1 erzeugt wurde.

Beispiel 9: Expressionslevel von Haloperoxidase in unabhangig voneinander gewachsenen Transformanten

[0182] pHPOD1 wurde in Jal250 transformiert, wie in Beispiel 2. Es wurde ungefahr die gleiche Transforma-
tionshaufigkeit erhalten, wie flir pENI1298 (Beispiel 2). 10 unabhangige Transformanten von Aspergillus wur-
den auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte inokuliert, die 200 pl G2-Gly-Medium in jedem Well enthielt und fir 72
Stunden wachsen gelassen. Die Haloperoxidaseaktivitat wurde flr jeden der 10 Transformanten bestimmt, im
Wesentlichen wie von De Boer et al (1987; Vanadium containing bromoperoxidase: An example of an oxidore-
ductase with a high operationel stability in aqueous and organic media, Biotechnol. Bioeng. 30: 607-610) be-
schrieben. Der durchschnittliche Expressionslevel betrug 82,5 + 9,1 (willkurliche Einheiten). Die relative Stan-
dardabweichung bei dem Expressionslevel zwischen voneinander unabhéangigen Transformanten betragt un-
gefahr 11 %, welches Uberraschend niedrig ist. Demnach ist diese Erfindung nicht nur auf eine Lipase anwend-
bar, sondern ebenso auf andere Enzyme.

Beispiel 10: Co-Transformation von zwei Plasmiden, die zwei verschiedene Enzyme kodieren, in Jal250

[0183] Das folgende Experiment wurde durchgefiihrt, um zu bewerten, ob zwei Plasmide, die zwei verschie-
dene Enzyme kodieren und in derselben Zelle transformiert werden wahrend des Wachstums verbleiben, und
somit zu der extrazelluldren Co-Expression von mehr als einem Plasmid-kodierten Enzym fuhren kénnen.

[0184] Jal250 wurde co-transformiert mit sowohl 0,1 uyg pENI1299 als auch 0,1 yg pHPOD1 (wie in Beispiel
2). 40 unabhangige Transformanten wurden isoliert und in Minimalmedien (wie in Beispiel 4) inokuliert. Nach
72 Stunden Inkubation wurden die Kulturmedien auf die Anwesenheit von Lipase- (wie in Beispiel 4) als auch
Haloperoxidase-Aktivitat (wie in Beispiel 8) hin untersucht. Keine Transformanten zeigten sowohl Lipase als
auch Haloperoxidase-Aktivitat, was anzeigt, dass eine Co-Transformation und -Expression von mehreren Va-
rianten in derselben Zelle ein sehr seltenes Ereignis ist, und damit kein Problem in dem Durchmustern von
Banken von filementdsen Pilzen darstellt.
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SEQUENZPROTOKOLL

Polynukleotidsequenzen in filamentdsen Pilzzellen

<130> 5579.204-WO PWL/Lils

<140>
<141>

<160> 19

<170> Patentln Ver. 2.1

<210>1
<211> 5259
<212> DNA

<213> Aspergillus nidulans

<400> 1

aagcttatte
aaatatatat
aacacacaag
gcttgtattt
atctcaggtt
ctagatatce
agttagaagc
caactagata
tactagttag
tcaccactgt
ctagtcagtg
cacttccteg
gactgtgact
tcattgcttg

tagtccgacg

tttgtatact
ttgtggegag
caagctactt
attattacaa
tgcgttaaac
gggtagggaa
tagttccagg
gattctagat
tatctagtct
tcagctgege
actagcaata
ggctcagecag
agtcaaagac
tectetttege
aggacttgcet

gttttgtgat
cttacctaca
tagggtaaaa
ttaaaggtgg
taaatcagag
acaaaaaaaa
actaggaaaa
tgaggccaaa
cctataactc
aaacggagtg
actaacaagg
ccttttecte
tagtccagaa
attatccatg
tgtctecgga

agcacgaagt
_tcaaattaat
gtttataaat
atagaaaacc
ecccgagaggt
aaaacaagac
taaaagacaa
gtctctgaga
tgaagctaga
attgcaaggt
tattaaccta
ctcattttca

ttttccacgyg
aagagactaa
gcttttgacyg
tagagactag

taacagaacc

agccacatat

‘tgataccaca

tccaggttag
ataacttact
gttcagagac
ccatgf:ct:gc
tgctcatttt

ccacaaagga gaaatgtett

tctgcaacta

gttagagtct

tatcttgtaa
ttataaacta
tataaacgtt
ttagaaacta

‘tagaagggga

tagggagact
gtctagttga
ttgcaactaa
actattatce
ugtﬁattga
catcaccectg
ccttgtttda

accactttet
agttagtgac

ttgttggagg aactctccag ggcctcaaga
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tccacaacag
cttacgaggt
ctecgcaatat
gcttggatag
tctcaccage
tagaggttat
tcteatecgeg
cgtacggacc
tacttacggg
tagttagtga
ccecrtagtat
actcacagaa
agtgecttca
taatctagat
tgcaatgtaa
ctgttggecag
gactcactgt
caggeacgcc
ggcttactat
gacagtacte
ctgttgacta
agagtgagac
aagtatctag
gatataggaa
ggtaactcta
ttagagttag
caaagaatce
ggcgttgcag
gcaagagtgt
tgcttgatgt
cctaggtata
acacgggceg
gtcgcagata
tagcgectcee
tceececttac
gtcgaaatct
tagcctttga
atcctttteg

ataacgataa

agccttctag
tgcatacteg
ggctttgaac
cttacctttg
tgatttaget
aaattagcac
cggcaagaca
acttgaacta
ccctegecat
ctagtcaagg
tgtggtcett
acttacgcag
aacaagcctt
aggacttgec
actccatgec
agggaacctg
acgettgagg
aétgtcgtcc
cttgaaatce
tggggacttt
gtettggact
aaagagcgaa
ttcttgacta
tgtgttgtgg
agtcggecat
ctcagggaat
cgatggagcet
gcgggactgg
tggaagtgat
tatccaaagt
agagtttttg
gcatttgatyg
actccctaaa
caaaaaggaa
atttegttac
ctttaaatct
agctecttatt
ctcggg§cta

cgatctccega
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aagactggtc
ctceetttge
cacacggtgc
ccetttgegt
gccttgectac
tgatcctagg
ggettgetca
gtcacagatt
tgtcctgatce
actagttgaa
ggacttggtg
ctcgettgeg
cataccatgc
tttggectee
gtgggagttc
tcaactagtt
catcccttea
tgtggacrag
ggcagcgtaa
cggagatcgt
agtccegage
ataagagctt
gatttaaaga
taacgaaatg
tcctttttgg
ttagggagtt
ctagetggcyg
atacttogta
agcatgatgt
gtgagagagg
agtagaacgce
gctatgttag
ttccctgage
tggccgactt
cacaacacat
agtcaagaac
tecgectetttg
gtccaagact

aagtccccag

aataactagt
ctegtoaate
tgagactagt
tgcgacaggt
cctcacggeg
tacggggetg
aattcctacc
agttagcaac
atttccaget
atgggagaag
ctgctatata
cttcttggta
tacttgacta
atcagttect
ttgtecttca
aataactagt
ctcggcagta
tcagtaacta
gecteceegte
tatcgttate
aaaaaggatt
caaaggctat
gatttecgact
taagggggag
gaggcgctaa
atctgegace
gttgacaacc
gaaccagaaa
gcctitgttaa
aaggtccaaa
atgtgagecce
taccccaatyg
taactctaag
agagttacct
tcetatatce
tagatactta
teteactete
agtcaacagt

agtactgtca
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tggtctttgt
gatgagaaaa
tagaatctag
cttgcagggt
gatctgeeat
aatgtaactt
agtcacaggyg
tagtetgeat
tcaccotegt
aaactcacga
ttagctaata
ggagtcgggg
gtcagggact
tcatagtggg
agtgcttgac
Cagaaactat
gacttcatat
ggcttaaage
cttaactgee
gcgaatgcete
ggaggaggag
ctctaagcag
agttatgtac
gaaagaaaaa
ccataaacygg
accgaggaac
ccaccttttyg
ggcaaggcayg
ctaggtacea
catacacgat
agécatcteg
gaaacggtga
tegaccatge
cttgacgact
aaactccagg
accttecatac
acctteetee
tagtatgceg
ctatectegag

19

ctgagtctga
agcgccaaaa
tcecaaacta
atggttcett
aaagagtgge
gcetttectt
gtatgcacgg
tgaatggctg
tgctgcaaag
attctegact
cactagttag
ttgggagaac
agtcaccaag
aggaccattg
caatatgttt
gatagcagta
ggatggatat
tagtcgggtce
tcgagatagt
ggcatactaa
gaggaaggtyg
tatgaaggtt
ctggagtteg
gtecgtecaaga
catggtcgac
ggceggaatgce
gegtttetge
aacgcgectca
atctgecagta
tgggagaggg
aggagattaa
gagtccagtg
cgtttatggt
tettctetee
tacataacta
tgcttagaga
tcctccfcca
agcattegeg
gcagttaagy

%60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
isso
2040
2100
2150
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240



acggggagct
agttactgac
actgccgagt
ctagttatta
gaaggacaag
ggaactgatg
agtcaagtag
accaagaagc
atatagcagce
ttctececatt
gctggaaatg
ttgctaacta
gtaggaattt
agcccegtac
gcecgtgaggg
cctgtcgcaa
ctagtctcag

attgacgagg

ctagttatcg

ctccaacaat
agttgcagac
cctttgtggt
gaaaatgagg
aggttaatac
écttgcaatc
ctagcttceag
ctcagagact
thcttttat
tcttgttttt
cectetegygge
gttttctatc

tttataaact.

ttaatttgat
cttegtgeta

<210>2
<211> 2400
<212> DNA

tacgctgccg.

tagtccacag
gaagggatgc
actagttgac
aactcccacg
gaggccaaag
catggtatga
gcaagegage
accaagtcca
tcaactagte
atcaggacaa
atetgtgact
gagcaagcct
ctaggatcag
tagcaaggca
cgcaaagggc
caccgtgtgg
caaagggagce
accagtctte

ccggagacaa

‘atggataatg

tctggactag
aggaaaaggc
cttgttagtt
actcegtitg
agttatagga
ttggcctcaa
tttcctagtc
ttettttgtt
tctgatttag
cacdetttaat

tttaccctaa

gtaggtaagc’

tcacaaaaca

DE 699 32 345 T2 2007.07.19

gatttcaaga

gacgacaatg
ctcaagcgta
aggttcccte
gcatggagtt
gcaagtccta
aggcttgttt
tgcgtaagtt
ﬁggaccacaa
cttgactagt
tggcgaggge
agttcaagtg
gtcttgeege

tgctaattta

gctaaatcag
aaaggtaage
ttcaaagceca
gagtatgcaa
tagaaggcte
gcaagtecte
caaaagagac
tetttgacta
tgctgagecce
attgctagtc
cgcagctgaa
gactagatac
tctagaatct
ctggaactag
teccctaccey
tttaacgecaa
tgtaataata
agtagcttgce
ccgccacaaa

gtatacaaaa

tagtaagccg
gegtgeetga
cagtgagtct
tgccaacaga
tacattgcac
tctagattac
gaaggcactg
tetgtgagte
tactaaggga
cactaactac
ccgtaagtac
gtccgtacge
gcgatgagaa
taacctetag
ctggtgagaa
tatccaaget
tattgcgagt
cctecgtaagt
tgttgtggat
gtcggactag
aagcaatgaa
gtcacagtet
gaggaagtgc
actgactagt
cagtggtgag
taactagtat
atctagttgt
cttctaacta
gatatctagt
aéctgagatt
aatacaagca
ttgtgtgtet
tatatatttt
aataagcett
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acccgactag
tatccatcea
actgctatca
aacatattgg
aatggtccte
ttggtgacta
ttcteccaac
taactagtgt
gtcgagaatt
tttgcagcaa
agccattcaa
cgtgeatacc
aggaaaggca
ccactcettta
aggaaccata
agtttgggac
tttggcgett
cagactcaga
cttgaggeece
tcactaacta
gaaagtggta
taaacaagga
agggtgatgg
caataactag
gataatagta
tagttgcaac
caactagact

gtctcectaa

cccettetag

agtttctaac

acgtttatac

agtttataat

tacaagatac

ctttaageet 3300

tatgaagtct
tagtttctga
tcaagcactt
ccactatgaa
gtccctgact
ccecgacteet
attagctaat
ecgtgagtttc
cgagggtgaa
tgcagactag
cctgtgactg
agttacattc
tggcagatce
ccctgcaaga
tagattctaa
tttctcatcg
caaagaccaa
tggagagttc
gactctaact
agacatttct
aaatgagcat
cagacatggt
tctctgaaca
gtaagttatt
taacctggat
gtggtatcat
tatgtggctg
gttctgttaa
tagtctctag
gtcaaaagca
tagtctctta

cgtggaaaaa

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5259
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<223> Aspergillus nidulans

<400> 2

aagcttattt
aaatatatat
aacacacaag
gcttgtattt
atctcaggtt
ctagatatce
agttagaagce
caactagata
tactagttag
tcaccactgt
ctagtcagtg
cacttcecteg
gactgtgact
tcattgceteg
tagtccgacg
tccacaacag
cttacgaggt
ctcgcaatat
gcttggatag
tctcacecage
tagaggttat
tctcategeg
cgtacggace
tacttacggg
tagttagtga
cccttagtat
actcacagaa
-agtgccttca
taatctagat
tgcaatgtaa
etgttggcag
gactcactgt
caggcacgee
ggcttactat
gacagtactc
ctgttgacta

tttgtatact
ttgtggcgag
caagctactt
attattacaa
tgcgttaaac
gggtagggaa
tagttccagg
gattctagat
tatctagtcet
tcagetgege
actagcaata
ggctcagcag
agtcaaagac
tetettttge
aggacttgct
agccttctag
tgcatactcg
ggcetttgaac
cttacctttg
tgatttagct
aaattagcac
cggcaagaca
acttgaacta
cccteogecat
ctagtcaagg
tgtggtcett
acttacgcag
aacaageccett
aggacttgce
actccatgce
agggaacctg
acgcttgagg
attgtegtece
cttgaaatce
tggggacttt
gtettggact

gttttgtgat
cttacctaca
tagggtaaaa
ttaaaggtgg
taaatcagag
acaaaaaaaa
actaggaaaa
tgaggccaaa
cctataacte
aaacggagtyg
actaacaagg
ccttttecte
tagtccagaa
attatccatg
tgtctecgga
aagactggte
cteectttge
cacacggtgc
ccectttgegt
gcettgetac
tgatcctagg
ggcttgctca
gtcacagatt
tgtcctgatc
actagttgaa
ggacttggtg
ctecgcecttgey
cataccatge
tttggectee
gtgggagtte
tcaactagtt
catcccttca
tgtggactag
ggcagcgtaa
cggagategt
agtcecgage

agcacgaagt
tcaaattaat
gtttataaat
atagaaaacc
cccgagaggt
aaaacaagac
taaaagacaa
gtctctgaga
tgaagctaga
attgcaaggt
tattaaccta
ctcattttca
ccacaaagga
tctgcaacta
ttgttggagg
aataactagt
ctcgtcaate
tgagactagt
tgcgacaggt
¢ctcacggey
tacggggetyg
aattectace
agttagcaac
attteccagct
atgggagaag
ctgctatata
cttcttggta
tacttgacta
atcagttcct
ttgtecttea
aataactagt
ctcggcagta
tcagtaacta
gctcccégtc
tatcgttatc
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ttttccacgg
aagagactaa
gcttttgacg
taéagagtag
taacagaacc
agccacatat
tgataccaca
tccaggttag
ataacttact
gttcagagac
ccatgtectge
tgcteatett
gaaatgtctt
gttagagtct
aactctccag
tggtettegt
gatgagaaaa
tagaatctag
cttgcagggt
gatctgccat
aatgtaactt
agtcacaggg
tagtctgeat
tcaccctegt
aaactcacga
ttagctaata
ggagtcgggg
gtcagggact
tcatagtggg
agtgcttgac
cagaaactat
gacttcatat
ggcttaaage
cttaactgce

gcgaatgcte

tatcttgtaa
ttataaacta
tataaacgtt
ttagaaacta
tagaagggga
tagggagact
gtctagttga
ttgcaactaa
actattatcc
tagttattga
catcaccctyg
ccttgtttaa
accactttct
agttagtgac
ggcctcaaga
ctgagtectga
agcgccaaaa
tcccaaacta
atggttcctt
aaagagtggc
geetttectt
gtatgcacgg
tgaatggctg
tgctgcaaag
attctcgact
cactagttag
ttgggagaac
agtcaccaag
aggaccattg
caatatgttt
gatagcagta
ggatggatat
tagtegggte
tcgagatagt

ggcatactaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

aaaaaggatt ggaggaggag gaggaaggtg 2160
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agagtgagac aaagagcgaa ataagagctt caaaggctat qtctaagcag tatgu.lgg'tt. 2220
aagtatctag ttcttgacta gacttaaaga gatttcgact agttatgtac ctggagtttg 2280
gatataggaa tgtgttgtgg taacgaaatg taagggggag gaaagaaaaa gtcgt:qaaga 2340
ggtaactcta agtcggccat tectttttgg gaggegctaa ccataaacgg catggt:cggc 2400

<210>3
<211>21
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 19670

<400> 3
ccccatectt taactatage g

21

<210> 4
<211> 53
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 23701

<400> 4

cgtggacggce cttggetage cetectesac sacsacsagt ctcgeaggat ctg
53

<210>5
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<211> 68
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 23702

<400> 5
ctgegtggac ggeettgget ageectecte sacsacsacs acsagtcteg caggatctgt
60

ttaaccag
68

<210> 6
<211>74
<212>DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 23703

<400> 6
tctetgegtg gacggecettg getageecte ctesacsacs acsacsacsa gtetcgeagg
60

atctgtttaa ccag
74

<210>7
<211>24
<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz
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<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 19671

<400> 7
ctcecttete tgaacaataa accc
24

<210>8
<211>13
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 1

<400> 8
gatcgattta aat
13

<210>9
<211>13
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 2
<400>9

tcgaatttaa atc
13
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<210>10
<211> 40
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 3

<400> 10
cgaatttcat atttaaatgc cgaccagcag acggeccteg
40

<210> 11
<211> 30
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 4
<400> 11

gcgatatcat gatctctctg gtactcttcg

30

<210>12

<211>30

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz
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<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 5

<400> 12
gcgatatcat cgaccagceag acggecctcg
30

<210> 13
<211> 32
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 6

<400> 13
gegtttaaac atgatctcte tggtactett cg
32

<210> 14
<211>19
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 115120

<400> 14
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getttgtgea gggtaaatc
19

<210> 15
<211> 22
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 134532

<400> 15
gagcaatatc aggecgegea cg
22

<210> 16
<211>33
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 139123

<400> 16

cgcacgagat ctgcaatgtc gttccgatct cta
33

<210> 17
<211>33
<212> DNA
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<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 139124

<400> 17

cagceggteg actcacagtg acataccaga geg
33

<210> 18
<211> 35
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 1029fwp

<400> 18

caactggatt taaatatgat ggggtecgtt acacc
35

<210> 19
<211> 36
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 1029rev

<400> 19

ctagatctge ggecgcetega gttaattaat cactgg
36

Patentanspriiche
1. Verfahren zum Erstellen und Selektieren oder Durchmustern einer Bank von interessierenden Polynuk-

leotidsequenzen in filamentdsen Pilzzellen, wobei das Verfahren umfasst:
(a) Transformieren der Pilzzellen mit einer Population von DNA-Vektoren, wobei jeder Vektor umfasst:
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(i) eine Polynukleotidsequenz, die einen Selektionsmarker fur Pilze und eine Replikationsinitiationssequenz fur
Pilze kodiert, wobei der Marker und die Replikationsinitiationssequenz innerhalb der Population nicht variieren;
und

(ii) eine interessierende Polynukleotidsequenz, wobei die Population von DNA-Vektoren mehr als eine Variante
der Polynukleotidsequenz enthalt;

(b) Kultivieren der Zellen unter Selektionsdruck;

(c) Selektieren von oder Durchmustern nach einem oder mehreren Transformanten, der/die ein gewlinschtes
charakteristisches Merkmal exprimiert/exprimieren; und

(d) Isolieren des/der interessierenden Transformanten.

2. Verfahren nach Anspruch 1, in welchem die Bank von interessierenden Polynukleotidsequenzen durch
Zufallsmutagenese oder naturlich vorkommende allele Variationen von mindestens einer Eltern-Polynukleotid-
sequenz, die eine interessierende biologische Aktivitat oder Funktion besitzt oder kodiert, hergestellt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, in welchem die Polynukleotidsequenz ein Polypeptid kodiert oder
eine Kontrollsequenz ist; oder in welchem die Polynukleotidsequenz ein Polypeptid oder einen Teil davon ko-
diert und weiterhin eine Kontrollsequenz, die in die Expression des Polypeptids involviert ist, oder einen Teil
einer solchen Kontrollsequenz, umfasst.

4. Verfahren nach Anspruch 3, in welchem das Polypeptid ein Hormon, ein Enzym, ein Rezeptor oder ein
Anteil davon, ein Antikdrper oder ein Anteil davon oder ein Reporter oder ein regulatorisches Protein ist.

5. Verfahren nach Anspruch 4, in welchem das Enzym eine Oxidoreductase, eine Transferase, eine Hydro-
lase, eine Lyase, eine Isomerase oder eine Ligase ist.

6. Verfahren nach einem beliebigen der Anspriiche 4 oder 5, in welchem das Enzym eine Aminopeptidase,
Amylase, Carbohydrase, Carboxypeptidase, Catalase, Cellulase, Chitinase, Cutinase, Cyclodextringlycosyl-
transferase, Desoxyribonuclease, Esterase, alpha-Galactosidase, beta-Galactosidase, Glucoamylase, al-
pha-Glucosidase, beta-Glucosidase, Invertase, Laccase, Lipase, Mannosidase, Mutanase, Oxidase, ein pek-
tinolytisches Enzym, Peroxidase, Phytase, Polyphenoloxidase, ein proteolytisches Enzym, Ribonuclease,
Transglutaminase oder Xylanase ist.

7. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, in welchem die Kontrollsequenz eine Enhancersequenz, eine Lea-
dersequenz, eine Polyadenylierungssequenz, eine Propeptidsequenz, ein Promotor, eine Replikationsinitiati-
onssequenz, eine Signalsequenz, ein Transkriptionsterminator oder ein Translationsterminator ist.

8. Verfahren nach Anspruch 7, in welchem der Promoter von dem Gen abgeleitet ist, das Aspergillus ory-
zae TAKA Amylase, NA2-tpi und Aspergillus niger oder Aspergillus awamori Glucoamylase kodiert.

9. Verfahren nach einem beliebigen der Anspriiche 1 bis 8, in welchem der Selektionsmarker ausgewahlt
ist aus der Gruppe von Genen, die ein Produkt kodieren, welches eine Resistenz gegenuber Biozid- oder vira-
ler Toxizitat, eine Resistenz gegenluber Schwermetalltoxizitat oder Prototrophie oder Auxothrophe bereitstellt.

10. Verfahren nach Anspruch 9, in welchem die Phototrophie von einem Enzym erhalten wird, ausgewahlt
aus der Gruppe von Stoffwechselwegen, bestehend aus Nukleotidsynthese, Cofaktorsynthese, Aminosaure-
synthese, Acetamidstoffwechsel, Prolinstoffwechsel, Sulfatstoffwechsel und Nitratstoffwechsel.

11. Verfahren nach Anspruch 9, in welchem der Selektionsmarker ein Gen ist, ausgewahlt aus de Gruppe,
bestehend aus argB (Ornithincarbamoyltransferase), amdS (Acetamidase), bar (Phosphinothricinacetyltrans-
ferase), hemA (5-Aminolevulinatsynthase), hemB (Porphobilinogensynthase), hygB (Hygromycinphospho-
transferase), niaD (Nitratreductase), prn (Prolinpermease), pyrG (Orotidin-5'-phosphatdecarboxylase), pyroA,
riboB, sC (Sulfatadenyltransferase) und trpC (Anthranilatsynthase).

12. Verfahren nach einem beliebigen der Anspriiche 1 bis 11, in welchem die Replikationsinitiationsse-
quenz eine Nukleinsauresequenz ist, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus:
(a) einer Replikationsinitiationssequenz, welche mindestens 50 % ldentitat mit der Nukleinsauresequenz aus
SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 besitzt, und welche in der Lage ist, die Replikation zu initiieren;
(b) einer Replikationsinitiationssequenz, welche unter niedrigen Stringenzbedingungen mit (i) der Nukleinsau-
resequenz aus SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 oder (ii) den jeweils komplementaren Strangen hybridisiert,
wobei die niedrigen Stringenzbedingungen durch Prahybridisierung und Hybridisierung bei 42 °C in 5 x SSPE,
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0,3 % SDS, 200 mg/ml gescherter und denaturierter Lachssperma-DNA und 25 % Formamid definiert sind, und
Waschbedingungen bei 50 °C fir 30 Minuten in 2 x SSC, 0,2 % SDS definiert sind; und
(c) einer Untersequenz von (a) oder (b), wobei die Untersequenz Replikationsinitiationsaktivitat besitzt.

13. Verfahren nach Anspruch 12, in welchem die Nukleinsduresequenz mindestens 50 % ldentitat, starker
bevorzugt ungefahr 60 %, noch starker bevorzugt ungefahr 70 %, noch starker bevorzugt ungefahr 80 %, noch
starker bevorzugt ungefahr 90 % und am starksten bevorzugt ungefahr 97 % Identitat mit der Nukleinsaurese-
quenz aus SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 besitzt.

14. Verfahren nach Anspruch 12, in welchem die Replikationsinitiationssequenz aus einer filamentdsen
Pilzzelle erhalten wird.

15. Verfahren nach Anspruch 14, in welchem die filamentdse Pilzzelle ein Stamm (von einem Stamm) von
Aspergillus ist.

16. Verfahren nach Anspruch 15, in welchem der Stamm von Aspergillus von einem Stamm von A. ni-
dulans erhalten wird.

17. Verfahren nach einem beliebigen der Anspriche 12 bis 16, in welchem die Replikationsinitiationsse-
quenz die in SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 dargestellte Nukleinsduresequenz besitzt oder eine jeweils funk-
tionelle Untersequenz davon ist.

18. Verfahren nach Anspruch 2, in welchem die Modifikation der Eltern-Polynukleotidsequenz durch Muta-
genese, bevorzugt Zufallsmutagenese, unter Verwendung eines physikalisch oder chemisch mutagenisieren-
den Mittels, Verwendung eines gedopten (,doped") Oligonukleotids, DNA-Shuffling oder, indem die Nuklein-
sauresequenz einer PCR-erzeugten Mutagenese unterzogen wird, oder Verwendung einer beliebigen Kombi-
nation davon, durchgefiihrt wird.

19. Verfahren nach Anspruch 18, in welchem die interessierenden Polynukleotidsequenzen durch in vivo
Rekombination zwischen zwei oder mehr homologen Nukleinsduresequenzen, die ein Polypeptid oder eine re-
gulatorische Sequenz oder eine beliebige Kombination aus beidem kodieren, erhalten wird, umfassend:

(a) Identifizieren von mindestens einer konservierten Region zwischen den interessierenden Polynukleotidse-
quenzen;

(b) Erzeugen von Fragmenten von jeder der interessierenden Polynukleotidsequenzen, wobei die Fragmente
die konservierte(n) Region(en) aus (a) umfassen; und

(c) Rekombinieren der Fragmente aus (b) unter Verwenden der konservierten Region(en) als (a) homologe(n)
Verknipfungspunkt(e).

20. Verfahren nach einem beliebigen der Anspriiche 1 bis 19, in welchem die filamentdse Pilzzelle, die mit
der Population von DNA-Vektoren transformiert wird, eine Zelle von einem Stamm von Acremonium, Aspergil-
lus, Coprinus, Fusarium, Humicola, Mucor, Myceliopthora, Neurospora, Penicillium, Thielavia, Tolypocladium
oder Trichoderma ist.

21. Verfahren nach Anspruch 20, in welchem die Zelle eine Zelle von Aspergillus oryzae, Aspergillus niger,
Aspergillus nidulans, Coprinus cinereus, Fusarium oxysporum oder Trichoderma reesei ist.

22. Verfahren zum Erstellen und Durchmustern oder Selektieren einer Bank von interessierenden Polynu-
kleotidsequenzen in einer filamentdsen Pilzzelle, wobei das Verfahren umfasst:
(a) Transformieren einer Kultur von Bakterien- oder Hefezellen mit einer Population der DNA-Vektoren, wie in
einem beliebigen der Anspriiche 1 bis 21 beschrieben, wobei der Vektor weiterhin eine Nukleinsduresequenz
umfasst, die einen Selektionsmarker fur Bakterien oder Hefen und eine Replikationsinitiationssequenz fur Bak-
terien oder Hefen kodiert;
(b) Kultivieren der Bakterien- oder Hefezellen unter Selektionsdruck;
(c) Isolieren der DNA-Konstrukte aus den Transformanten aus (b);
(d) Transformieren von filamentdsen Pilzzellen mit den DNA-Konstrukten aus (c);
(e) Kultivieren der filamentdsen Pilzzellen aus (d);
(f) Selektieren von oder Durchmustern nach einem oder mehreren filamentdsen Pilztransformanten, die ein ge-
wilinschtes charakteristisches Merkmal exprimieren; und
(9) Isolieren des/der interessierenden filamentdsen Pilztransformanten.
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23. Verfahren nach Anspruch 22, in welchem der Selektionsmarker flir Bakterien oder Hefen ausgewanhlt
ist aus der Gruppe von Genen, die ein Produkt kodieren, welches eine Resistenz gegenuber Biozid- oder vira-
ler Toxizitat, eine Resistenz gegenluber Schwermetalltoxizitat oder Prototrophie oder Auxothrophe bereitstellt.

24. Verwendung einer Replikationsinitiationssequenz fur Pilze bei der Erstellung einer Bank von interes-
sierenden Polynukleotidsequenzen.

25. Verwendung nach Anspruch 24, wobei die Replikationsinitiationssequenz fir Pilze eine Nukleinsaure-
sequenz ist, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus:
(a) einer Replikationsinitiationssequenz, welche mindestens 50 % ldentitat mit der Nukleinsauresequenz aus
SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 besitzt, und welche in der Lage ist, die Replikation zu initiieren;
(b) einer Replikationsinitiationssequenz, welche unter niedrigen Stringenzbedingungen mit (i) der Nukleinsau-
resequenz aus SEQ ID NR: 1 oder SEQ ID NR: 2 oder (ii) den jeweils komplementaren Strangen hybridisiert,
wobei die niedrigen Stringenzbedingungen durch Prahybridisierung und Hybridisierung bei 42 °C in 5 x SSPE,
0,3 % SDS, 200 mg/ml gescherter und denaturierter Lachssperma-DNA und 25 % Formamid definiert sind, und
Waschbedingungen bei 50 °C fir 30 Minuten in 2 x SSC, 0,2 % SDS definiert sind; und
(c) einer Untersequenz von (a) oder (b), wobei die Untersequenz Replikationsinitiationsaktivitat besitzt.

26. Verwendung nach Anspruch 25, wobei die Replikationsinitiationssequenz aus einer flamentésen Pilz-
zelle, insbesondere von einem Stamm von Aspergillus, wie A. nidulans, erhalten wird.

27. Verwendung nach Anspruch 25 oder 26, wobei die Replikationsinitiationssequenz die in SEQ ID NR: 1
oder SEQ ID NR: 2 dargestellte Nukleinsauresequenz besitzt oder eine jeweils funkionelle Untersequenz da-
von ist.

28. Bank von interessierenden Polynukleotidsequenzen, welche Bank filamentdse Pilzzellen umfasst, die
mit einer Population von DNA-Vektoren transformiert sind, wobei jeder Vektor umfasst:
(i) ein Gen, das einen Selektionsmarker fir Pilze und eine Replikationsinitiationssequenz fur Pilze kodiert, wo-
bei der Marker und die Replikationsinitiationssequenz innerhalb der Population nicht variieren; und
(ii) eine interessierende Polynukleotidsequenz, wobei die Population von DNA-Vektoren mehr als eine Variante
der Polynukleotidsequenz enthalt.

29. Bank nach Anspruch 28, wobei der Vektor weiterhin eine Nukleinsauresequenz umfasst, die einen Se-

lektionsmarker fir Bakterien oder Hefen und eine Replikationsinitiationssequenz fiir Bakterien oder Hefen ko-
diert.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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