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Patentanspriche:

1. Methode zur Herstellung eines Polypeptids, dadurch gekennzeichnet, daB ein Hybridvektor, der
eine DNA-Folge aufweist, die das Expressionssystem der Pektinlyasen PLA, PLB, PLC, PLE oder PLF
oder deren Derivat codiert, in einem geeigneten Wirt expressiert wird.

2. Methode nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR ein Hybridvektor mit einem Strukturgen,
das heterolog zu Aspergillus niger ist, in einem geeigneten Wirt expressiert wird.

3. Methode nach Anspruch 1 fiir die Uberproduktion der Pektinlyasen PLA, PLB, PLC, PLE oder PLFin
Aspergillus-Spezies, gekennzeichnet durch die Kultivierung eines Aspergillus-Wirts, der mit einem
Expressionshybridvektor fiir die Expression dieser Pektinlyasen transformiert wurde.

4. Methode nach Anspruch 2 fiir die Produktion von Hybrid-Interferon-BDBB in Aspergillus-Spezies,
gekennzeichnet durch die Kultivierung eines Aspergillus-Wirts, der mit einem
Expressionshybridvektor fur die Expression dieses Hybrid-Interferons transformiert wurde.

5. Verfahren flr die Herstellung der Pektinlyasen PLA, PLB, PLC, PLE oder PLF in reiner Form.

6. Pektinlyasen PLA, PLB, PLC, PLE oder PLFin reiner Form.

Hierzu 32 Tabellen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft das Gebiet der Gentechnik und beschreibt neue DNA-Molekiile, die aus DNA-Folgen gebildet sind, welche
fiir verschiedene Pektinlyasen von Aspergillus niger und/oder deren Promotor-, Signal- und Terminatorsequenzen codieren. Die
neuartigen DNA-Molekiile sind von Nutzen fiir die Uberproduktion von Pektinlyasen in Aspergillus und/oder fiir die Konstruktion
von Hybridvektoren, welche Fremdgene in Faden- und anderen Pilzen expressieren. Es istnun maglich, eine einzelne Pektinlyase
zu produzieren, die nicht mit anderen Pektinlyasen kontaminiert ist.

Ausgangssituation der Erfindung

Obwohl auf dem Gebiet der Gentechnik bereits zahlreiche Polypeptidexpressionssysteme flr prokaryotische und eukaryotische
Wirte bekannt sind, besteht weiterhin ein Bedarf an neuartigen Systemen, die Vorteile gegentiber den bekannten Systemen
aufweisen.

Sehr verbreitet eingesetzt werden der prokaryotische Wirt Escherichia coli und der eukaryotische Hefewirt, z.B. Saccharomyces
cerevisiae, fiir welche eine groRe Zahl unterschiedlicher Hybridexpressionsvektoren, vor allem Plasmide, entwickelt worden ist.
Die Nachteile von E.coli-Wirten bestehen darin, daB sie das gebildete Polypeptid nicht glykosylieren kénnen und dal3 sich auf
Grund fehlender Sekretion das Fremdpeptid innerhalb der Wirtszelle akkumulieren und ein weiteres Wachstum verhindern kann.
Die Hefewirte glykosylieren, aber wie E. coli scheiden sie die Polypeptide, von ganz kleinen abgesehen, nichtin das Nahrmedium
aus. Hefen sekretieren nur in den periplasmatischen Raum. Hhere eukaryotische Wirte sind Krebszellen von Saugetieren, diein
derLage sind, zu glykosylieren und in das Nahrmedium zu sekretieren, ihre Kultivierung erfolgt jedoch sehrlangsam undistsehr
teuer, und es besteht die Gefahr, dal zusammen mit dem gewiinschten Peptid onkogene Nukleinsauren isoliert werden, von
denen das Peptid nicht befreit werden kann.

Bei der Suche nach anderen Wirten wurden auch Fadenpilze, beispielsweise Neurospora crassa, Aspergillus nidulans und
Aspergillus niger, untersucht. Solche Pilze werden fir industrielle Zwecke bereits verbreitet angewendet, ihre Anwendung in der
Gentechnik dagegen blieb zuriick, vor aliem auf Grund des Fehlens entsprechender Transformationssysteme. Im Gegensatz zu
Saccharomyces cerevisiae enthalten Fadenpilze keine Plasmide, welche fiir die Einfithrung von Fremdgenen und fiir die
Phanotypauswahl genutzt werden kdnnten. Es ist jedoch méglich, Fadenpilze mit Fremdplasmiden, welches ein wéhlbares
Markergen enthalten, zu transformieren. Alle bisher fiir Fadenpilze beschriebenen Vektoren replizieren nicht autonom, wie das
bei Hefen der Fall ist, sondern werden in das Pilzchromosom integriert. Das geschieht nur mit einer sehr geringen Frequenaz.
Vorteilhaft ist es dagegen, daB die integrative Transformation die Transformanten mitotisch sehr stabil macht, selbst unter
nichtselektiven Bedingungen. Es wurde (iber die stabile integration von mehr als einhundert Kopien berichtet.

Der erste beschriebene Vektor fiir Fadenpilze enthielt als selektierbaren Marker das ga-2-Genvon Neurosporacrassa, Dieses Gen
codiert die enzymkatabolische Dehydrochinase und kann als funktionelle Komplentierung von Aro-Mutanten von N.crassa
verwendet werden (Case, M.E., Schweizer, M., Kushner, S.R., und Giles, N.H. {1979], Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 5259-5263).
Aro-Mutanten kdnnen ohne ein aromatisches Aminosiurensupplement nicht auf Minimalmedium wachsen. Die Transformation
von N.crassa durch den ga-2-Vektor erfolgte durch Integration einer einzelnen Kopie des Plasmids in das Chromosom. Bei 30%
der stabilen Aro*-Integranten war das integrierte qa-2-Gen noch an die bakteriellen Plasmidfolgen gebunden {Case, M.E., [1982]
in Genetic Engineering of Microorganismus for Chemicals [Gentechnik von Mikroorganismen fur Chemikalien] [Hollander, A.,
DeMoss, D., Kaplan, S., Konisky, J., Savage, D., und Wolfe, R.S., Hsg.), S.87-100, Plenum). Durch diese Beobachtung wurde die
Kotransformation von nichtselektiven DNA-Folgen zusammen mit selektiven zu einer realisierbaren Aufgabe.

Bei Aspergillus nidulans, das einen Sexualzyklus hat und damit fiir klassische genetische Manipulationen geeignet ist, wurden
sowohl negative als auch positive Selektionssysteme identifiziert. Unter Verwendung von heterologer DNA von N.crassa oder
homologer DNA wurde die funktionelle Komplementierung von A.nidulans-pyrG-Mutanten durch Transformation mit
Plasmiden, welche das pyrG-Gen enthielten, erreicht (Ballance u.a., BBRC 112, 284 [1983]; Tilburn u.a., Gene 26, 205, 1983). Bei
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anderen Systemen wurden Mutationen am trpC- oder argB-Lokus durch Transformation mit den geeigneten Plasmiden
funktionell komplementiert. {Yelton, u.a., PNAS 81, 1470, 1984; Yelton et Timberlake, J. Cell Biochem. Suppl. 8C 173, 1885;
Johnstone u.a., EMBO J. 4, 1307, 1983)

Ein dominantes positives Selektionssystem wurde auch unter Verwendung des amdS-Gens entwickelt, das aus A.nidulans
isoliert wurde und es ermoglicht, daR damit transformierte A.niger auf Azetamid als der einzigen Stickstoffquelle wachsen
(Tilburn u.a., Gene 26, 205, 1983; Wernars u.a., Curr. Genet. 9, 361, 1985; Kelly, J.M., u.a., EMBO J. 4, 475, 1985).

Im Vergleich zu N.crassa oder A. nidulans ist A. niger der bei weitem wichtigere Organismus. Er wird verbreitet bei der
industriellen Produktion von Enzymen eingesetzt, z. B. zum Einsatz in der Nahrungsmittelindustrie. A.niger unterscheidet sich
von A.nidulans dahingehend in seiner sekretorischen Kapazitat, dag es eine Vielfalt von hydrolytischen Enzymen sekretiert, 2. B.
Glukoamylase, a-Amylase, Pektinase, Zellulase, 8-Glukanase, B-Galaktosidase, Naringinase, Pentosanase, Séureprotease und
Lignase, wobei der Glukoamylase- und Pektinasekomplex die wichtigsten sind.

A.niger hat keinen bekannten Sexualzykius. Mutationen kénnen daher nicht liber meiotische Rekombinationen eingefihrt
werden. Durch klassische Mutations- und Selektionsverfahren sind jedoch umfassende Stammverbesserungen in der Sekretion
von hydrolytischen Enzymen erreicht worden.

Von den Genen der A.niger-Enzyme wurden nur die von Glukoamylase (Boel u.a., EMBO J. 3, 1581, 1984) und Alkchol und
Aldehyddehydrogenase (WO 86/06097) zusammen mit ihren Promotor- und Signalsequenzen charakterisiert und bei
Transformationsexperimenten mit A. nidulans bzw. A. niger eingesetzt. Als Selektionsmarker fiir A. niger wurden das heterogene
amds-Gen (Kelly und Hynes, EMBO J. 4, 475, 1985) und das argB-Gen (Buxton u.a., Gene 37, 207, 1985; EP 184438; WO 86/
06097), die beide von A.nidulans gewonnen wurden, verwendet.

A. niger ist der wichtigste Organismus fir die industrielle Produktion von pektinabbauenden Enzymen. Pektine sind
Polygalakturonide mit hohem Molekulargewicht (20000 bis 40000 D), die aus a-1,4-glykosidisch gebundenen D-
Galakturonsaurepolymeren bestehen und in der Natur als Bestandteile von hoheren Pflanzenzellen vorkommen, wo sie an
Zellulosemolekiile gebunden werden und wo sie vor allem in der Priméarzellenwand und der mittleren Lamelle vorkommen. Zu
den reichsten Pektinquellen gehéren Zitronen- und Orangenschale, die etwa 30 % dieses Polysaccharids enthalten. Pektinenzyme
bauen das Kohlehydratpolymersubstrat entweder durch Hydrolyse der a-1,4-Glykosidbindung (Polygalakturonase) oder durch
Transelimination des a-4,5-ungesittigten galakturonischen Restes des Pektinmolekiils (unterschiediiche Pektinlyasen) ab. Der
Systemname von Pektinlyase ist Pektintranseliminase (EC 4.2.2.10).

In A.niger werden die Proteine des Pektinkomplexes nicht konstitutiv expressiert. Unterinduzierenden Bedingungen expressiert
A.niger bei Verwendung von Pektin oder dessen Abbauprodukten die oben genannten Enzyme, einschlieBlich PLI, wenn andere
Kohlenstoffquellen, wie Glukose oder Sukrose, begrenzend sind. Bei Oberflachenkulturen besteht fiir Pektinenzyme die Tendenz,
der duReren Zellwand zugeordnet zu bleiben. Eine Zunahme der Pektin- und der Ca?*-Konzentration im Medium fithrt zur
vollstindigen Sekretion.

Pektinasen, beispielsweise PLI, werden von der Nahrungsmittelindustrie vor allem zum Kléren von Fruchtséaften eingesetzt.
Aus A.niger wurden zwei verschiedene Pektinlyasen, PLI und PLII, gereinigt und teilweise von F.E.A. Van Houndenhoven (22)
charakterisiert. PLI enthalt vier Mannosereste, wiihrend PLI jeweils zwei Mannose- und Glukosereste enthélt. Die Enzyme haben
unterschiedliche Molekulargewichte (PLI: 37,5kD, PLIi: 36kD). Die Aminoséurefolge von PLI wurde bestimmt undin

EP 88101397.3 offengelegt. Diese Erfindung basierte auf einer partiellen Strukturbestimmung von Pektinlyase I (PL1), was die
Synthese von DNA-Sonden mit einer Codierung fiir relevante Teile des Proteins ermdglichte. Mit Hilfe der DNA-Sonden war es
méglich, auf DNA-Codierung fiir PLI zu screenen und diese, eventuell zusammen mit deren Vor- und Nachfolgen, aus einer
Genbibliothek von A, niger zu isolieren.

Durch Hybridisieren von Teilen des PLI-Gens auf eine genomische Bibliothek von A.niger konnten weitere PL-Gene entdeckt
werden, die Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind. Das PLI-Strukturgen mit dem N-Endflankierungsbereich, das von
A.niger N 756 gewonnen wurde, ist am N-Ende mitdem PLD-Gen identisch, das von A, niger N 400 gewonnen wurde. Demzufolge
ist letztgenanntes nicht Teil der vorliegenden Erfindung. Das vorliegende PLA scheint Teil des friiher gereinigten PL-Gemisches
mit der Bezeichnung PLII zu sein.

Nachstehend wird PLI auch als PLD bezeichnet, und das PLI-Strukturgen hat die Bezeichnung pe 1D.

Ziele der Erfindung

Ziel der Erfindung sind rekombinante DNA-Molekiile, die aus DNA-Folgen bestehen, welche neuartige
Pektinlyaseexpressionssysteme und deren Derivate codieren, wie die Strukturgene dieser Pektinlyasen und entsprechende
regulatorische Sequenzen, z.B. Promotor-, Signal- und Terminatorsequenzen, und Hybridvektoren, die aus entsprechenden
DNA bestehen, einschlieBlich Hybridvektoren mit einer DNA-Codierung fiir homologe oder heterologe Polypeptide, Wirte, vor
allem Fadenpilze, z.B. Aspergillus-Wirte, welche durch diese Vektoren transformiert wurden, Methoden zur Herstellung dieser
rekombinanten DNA-Molekiile und dieser Wirte und der Einsatz der rekombinanten DNA-Molekiile fiir die Herstellung von neuen
Expressionssystemen. Ein weiteres Ziel ist die Herstellung von Polypeptiden mittels dieser DNA und dieser Wirte.

Die neuartigen Pektinlyaseexpressionssysteme bestehen aus DNA-Folgen mit der Codierung fiir die Promotoren, die
Signalsequenzen, die Strukturgene und die Terminatoren dieser neuartigen Pektinlyasegene. Die neuartigen Pektinlyasen
werden als PLA, PLB, PLC, PLE und PLF bezeichnet.

Insbesondere ist es ein Ziel der vorliegenden Erfindung, Hybridvektoren zu konstruieren, die aus DNA-Folgen mit der Codierung
fiir die Promotoren von PLA, PLB, PLC, PLE und PLF bestehen, wahlweise fiir die Signalsequenzen dieser Proteine und wahlweise
fiir deren Terminatoren. Diese Hybridvektoren werden fiir die Einbeziehung von Genen mit der Codierung fur bestimmte
Proteine und fiir die Transformation von Fadenpilzen, wie Aspergilius, Penicillium und Cephalosporium verwendet. Die
Kotransformation von A. niger mit zwei verschiedenen Plasmiden kann durchgefithrt werden, wobei eines der Plasmide aus der
Gruppe der neuartigen Hybridvektoren der Erfindung ausgewahlt wird und das andere ein speziell konstruiertes
Selektionsplasmid ist, das in Verbindung mit einem mutierten Stamm eines Fadenpilzes wirksam wird.
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Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Uberproduktion dieser neuartigen Pektinlyasen in den Aspergillus-Spezies und die
Produktion von einzeinen PL, die durch andere PL unkontaminiert sind, oder von deren festgelegten kinstlichen Gemischen.
AuRerdem betrifft die vorliegende Erfindung die Produktion jedes Proteins, dessen Strukturgen bei Vorhandensein oder unter
Kontrolle der vorliegenden rekombinanten PL-DNA expressiert werden kann.

Die verschiedenen Ziele der Erfindung werden aus der folgenden detaillierten Beschreibung der Erfindung ersichtlich.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

Die rekombinanten DNA-Molekile

Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere ein rekombinantes DNA-Molekiil, das aus einer DNA-Folge mit der Codierung
fur die Expressionssysteme der Pektinlyasen PLA, PLB, PLC, PLE oder PLF oder deren Derivate besteht.

Unter dem Begriff Expressionssystem” versteht man eine DNA-Folge, die in der Lage ist, ein Polypeptid zu expressieren, und
aus dem Promotor, der Signalsequenz, dem Strukturgen und dem Terminator besteht.

Wird der Begriff , Derivat” in Verbindung mit den neuartigen DNA-Folgen verwendet, soll er gréRere Derivate oder Ableitungen *
mit Flankierungssequenzen, Fragmente der genannten DNA-Folge, Mutanten, vor allem natiirlich vorkommende Mutanten, und
DNA-Folgen einschlieBen, die entsprechend dem genetischen Code degeneriert sind.

GréRere Derivate der neuartigen rekombinanten DNA-Molekiile sind die, welche aus dem A.niger-Genom herausgeschnitten
werden kénnen und aus den DNA-Folgen bestehen, die in den Abbildungen 1bis 3,5 und 6 gezeigt werden, wie sie -
beispielsweise in einer genomischen Bibliothek von A.niger N400 gefunden werden, gewonnen durch Fragmentierung der
Nukleinsiuren, Behandiung der Fragmente mit einem geeigneten Restriktionsenzym, 2.B. EcoRl, BamH! oder Hindlil, Ligierung
in einen geeigneten Vektor, 2.B. das Lambda-Phag und Plasmid pBR 322, Klonieren, z.B. in E. coli, und erneutes Schneiden mit
dem gleichen Restriktionsenzym. Solche Derivate sind z.B. die Inserte der Plasmide pGW 820, pGW 830, pGW 840, pGW 850,
pGW 860 und pGW 880, die in den Abbildungen 1,2,3,4,5 und 6 gezeigt werden.

Fragmente der DNA-Folge mit der Formel 1 (Abb.9) sind die, welche sich zwischen zwei Restriktionsstellen dieser Plasmide
befinden und Promotor-, Signal-, Struktur- oder Terminatorfunktionen beibehalten.

Bevorzugte Fragmente sind die, welche die Promotorsequenz, die Signalfrequenz, das Strukturgen eines neuartigen PLoder die
Terminatorsequenz oder jede Kombination dieser Elemente enthalten.

Die Fragmente der DNA-Folge kdnnen Linker enthalten, die eine erfolgreiche Bindung an andere DNA-Molekiile ermdglichen.
Die PL-Promatorfolge istim DNA-Bereich vor dem Strukturgen enthalten und besteht aus bis zu 2000, vorzugsweise bis zu etwa
1000 bis 1400 Nukleotiden. In pGW 820 befindet sich der Promotor auf der Sequenz zwischen Sall {1240) und Pstl (2420) als
Restriktionsstellen. Fur die Promotorsequenz sind die TATAA-Boxen als die RNA-Po‘ymeraseerkennungsstellen wichtig. Auf
PelA befindet sich die TATAA-Boxan der Position 1221 (Abb.10), auf pelB in Position 951 (Abb.11}und auf pelC bei Position 1261
{Abb. 12). Die kurzen Promotoren etwa von den TATAA-Boxen bis zum Beginn der Signalsequenzen sind fir die nichtinduzierte
Expression der Polypeptide von besonderem Interesse. Wenn eine pektininduzierte Expression erforderlich ist, sind die
Sequenzen oberhalb der TATAA-Boxen fur die Regulierung der Starke des Promotors erforderlich. Diesen Fragmenten kdnnen
geeignete Linker angefligt werden.

DerPromotordes PLIvon A.niger istinduzierbar, d.h., die Expression des diesem angefligten Strukturgens, z. B.das Strukturgen
mit der Codierung fiir ein PL oder ein Fremdgen, wird durch den Zusatz von Pektin oder Pektinabbauprodukten zum Medium
induziert. Fehlt Pektinund ist ausreichend Glukose vorhanden, wird der Promotor nicht wirksam. Fehlen die oberhalb gelegenen
regulatorischen Sequenzen, wird der Promotor konstitutiv.

Die DNA-Codierung fiir die Signalsequenz erstreckt sich zwischen dem Ende des Promotors und dem Beginn der Sequenzmitder
Codierung fiir das reife Protein. Bei PLA und PLB enthélt die Signalsequenz etwa 20 Aminosauren, bei pelC sind es etwa

18 Aminosauren. Der entsprechende Codierungsbereich erstreckt sich bei pelAvom ATG-Codon in der Position 1361 bis
hinunter zur Pstl-Schneidestelle in der Position 1420, bei pelB von der Position 1134 bis wenigstens zur Position 1191 und bei
pelC von der Position 1368 bis zur Position 1422,

Wie aus den Formeln I, [} und il hervorgeht, enthalten die Strukturgene von PLA, PLBund PLC mehrere Introns. Die Strukturgene
kdnnen auch geeignete Linker enthalten.

Die Terminatoren beginnen mit den Stoppcodons, z.B. TAA, und kénnen bis zu einer der Restriktionsstellen innerhalb dieser
Sequenzen reichen. Das Terminatorfragment enthalt wenigstens 300bp und kann geeignete Linker enthalten.

Geeignete Linker fur die obigen Fragmente haben eine DNA-Folge, dieindie Restriktionsstelle der DNA pafit, an die das Fragment
gebunden ist. Sie konnen eine festgelegte Restriktionsstelle enthalten.

Fragmente der DNA-Folge der Erfindung sind auch die, welche aus kleineren Fragmenten zusammengesetztsind, z.B. solche, die
den Promotor, den Promotor und die Signal- oder Struktursequenz, das Signal und die Struktursequenz oder das Strukturgen
ohne die Introns und @hnliche, enthalten.

Mutanten der DNA-Folge der Erfindung sind z.B. natiirlich vorkommende Mutanten. Die Erfindung beinhaltet auch natirliche
oder synthetische Mutanten der Signalsequenz mit einem shnlichen oder identischen Hydrophobizit‘étsprofil, 2.B.,wenn Codons
fur die polaren Aminoséuren Lysin (K®*), Tyrosin {Y®")und Arginin (R®*) ausgetauscht werden durch Codons fiir andere
Aminosauren mit dhnlichen Ladungen und die hydrophoben Aminosauren Alanin (A), Leuzin (L) und Threonin (T) ersetzt
werden durch Codons fir andere hydrophobe Aminoséuren. Beispielsweise kann das Codon fiir das positiv geladene Lysin
durch einen Codon fiir Arginin ersetzt werden und umgekehrt, das Codon fiir das negativ geladene Tyrosin durch ein Codon flr
Glutamat oder Aspartat und/oder das Codon fiir das nichtpolare, hydrophobe Alanin durch eines der Codons fur Threonin,
Prolin, Valin, Isoleuzin, Leuzin, Methionin oder Phenylalanin und dhnliches. Andere Mutationen sind , schweigende Mutationen”,
bei denen ein oder wenige Nukleotide, 2.B. bis zu etwa 30, durch ein oder mehrere andere Nukleotide ersetzt werden, wodurch
die neuen Cadons die Codierung fiir dieselbe(n) Aminosaure(n) aufweisen.

DNA-Folgen der Erfindung, die abgebaut werden, sind wie die schweigenden Mutationen solche, die innerhalb der Bedeutung
des genetischen Codes dahingehend abgebaut werden, daR eine unbegrenzte Zah! von Nukleotiden durch andere Nukleotide
ersetzt wird, ohne die Aminosaurenfolge zuveréndern, fur die sie codieren. Solche degenerierten DNA-Folgen kénnen aufGrund
ihrer unterschiedlichen Restriktionsstellen von Nutzen sein.
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Rekombinante DNA-Molekiile, die eine DNA-Folge der Erfindung oder deren Derivat enthalten, sind vor allem rekombinante
Vektoren, auch als Hybridvektoren bezeichnet, welche diese DNA-Folgen als Inserts enthalten. Sie kénnen zum Klonieren in
Wirten, wie Bakterien, Pilzen oder tierischen Zellen, verwendet werden. Solche Hybridvektoren werden von jedem Vektor
abgeleitet, der auf dem Gebiet der Gentechnik eingesetzt wird, beispielsweise von Phagen, Cosmiden, Plasmiden oder
Chromosomal-DNA, wie die Derivate von Phag A, 2.B. NM 989, oder von PhagM 13,2.B. M13mp 8-Phag-DNA {Lit. 15}, linearisiert
durch BamH!-Verdauung, bakterielle Plasmide, z.B. pBR322, pUN 121, pUC18, oder Hefeplasmide, z.B. Hefe-2u-Plasmid, oder
auch Chromosomal-DNA, abgeleitet z.B. von Aspergillus, z. B. A.niger, z.B. die durch EP 184438 offengelegten, oder defekte
Phage oder defekte Plasmide bei Vorhandensein eines Helferphags oder eines Helferplasmids, welche die Replikation dieser
defekten Phage oder Plasmide ermdglichen, z.B. M13(+)KS-Vektor bei Vorhandensein von z.B. dem Helferphag M 13K07.

Ein Hybridvektor nach der Erfindung enthilt, neben den DNA-Folgen nach der Erfindung oder deren Derivat, eine
Replikationsstelle und wahlweise, in Abh#ngigkeit vom Typ des DNA-Derivats, eine Expressionssteuerungssequenz, wie eine
Erweiterungssequenz, oberhalb der Aktivierungsstelle, eine Promotor- und Signalsequenz und/oder ein Strukturgen, das sich
von dem unterscheidet, das in A. niger-abgeleiteten Sequenzen vorhanden ist. Eine solche Erweiterungssequenz kann von der
extrachromosomalen ribosomalen DNA von Physarum polycephalum (PCT/EP 8500278) abgeleitet sein, oder es kann die
FluRaufwarts-Aktivierungsstelle des Saurephosphatase-PH05-Gens (EP Appl. Nr.86111820.6) oder das PHO5, trp PH05-GAPDH-
Hybrid (EP Appl. Nr.86111 820.6) oder der shnliche Promotor sein.

Strukturgene, die mit den vorliegenden Promotor-, Signal- und/oder Terminatorsequenzen ligiert sind, sind neben denen mitder
Codierung fiir die Pektinlyasen PLA, PLB, PLC, PLE und PLF mit oder ohne Introns auch andere homologe Pektinlyasegene, z.B.
das PLD- (oder PLI-) Gen, oder andere Aspergillus-Gene und heterologe Strukturgene, die von genomischer DNA odervon aDNA
abgeleitet wurden, die Uber die mRNA-Route hergestelit oder chemisch synthetisiert werden kénnen, mit einer Codierung fir
eine breite Vielzah! von niitzlichen Peptiden, einschlieBlich glykosylierten Polypeptiden, vor allem von hherem eukaryotischen,
besonders Sdugetier-, wietierischem oder speziell menschlichem, Ursprung, wie Enzymen, die beispielsweise fir die Produktion
von Nahrungsmitteln und flr die Durchfithrung von enzymatischen Reaktionen in Chemie eingesetzt werden kdnnen, oder
Polypeptide, die niitzlich und wertvoll fir die Behandlung von Krankheiten bei Mensch und Tier oder fiir deren Verhinderung
sind, beispielsweise Hormone, Polypeptide mit immunmodulatorischen, antiviralen und Antitumoreigenschaften, Antikérper,
Virenantigene, Vakzine, Gerinnungsreaktoren, Nahrungsmittel und dhnliche.

Beispiele fir solche heterologe Strukturgene sind z.B. die mit der Codierung fiir Hormone wie Sekretin, Thymosin, Relaxin,
Calcitonin, luteinisierende Hormone, Parathyroidhormon, Adrenokortikotropin, melanozytstimulierendes Hormon, B-Liptropin,
Urogastron oder Insulin, Wachstumsfaktoren, wie epidermaler Wachstumsfaktor, insulinartiger Wachstumsfaktor ({GF), 2.B.
|GF-1 und IGF-il, Mastzellenwachstumsfaktor, Nervenwachstumsfaktor, gliaabgeleiteter Nervenzellenwachstumsfaktor oder
transformierender Wachstumsfaktor (TGF) wie TGFB, Wachstumshormone wie Menschen- oder Rinderwachstumshormone,
Interleukin wie Interleukin-1 oder -2, menschlicher makrophagmigrationshemmender Faktor (MIF), Interferone wie menschliches
a-Interferon, beispielsweise Interferon-aA, aB, aD oder oF, B-Interferon, y-interferon oder ein Hybrid-Interferon, beispielsweise
ein aA-aD- oder ein aB-aD-Hybridinterferon, vor allem das Hybridinterferon BDBB, Proteinaseinhibitoren wie a-Antitrypsin,
SLPI und dhnliche, Hepatitisvirusantigene, wie Hepatitis-B-Virus-Oberflachen- oder -Kernantigen oder Hepatitis-A-Virusantigen
oder Hepatitis-NonA-NonB-Antigen, Plasminogenaktivatoren wie Gewebeplasminogenaktivator oder Urokinase,
Tumornekrosefaktor, Somatostatin, Renin, B-Endorphin, Immunoglobuline wie die leichten und/oder schweren Ketten von
immunoglobulin D, E oder G oder Mensch-Maus-Hybridimmunoglobuline, immunoglobulinbindungsfaktoren wie
Immunoglobulin E-Bindungsfaktor, Calzitonin, menschliches calzitoninverwandtes Peptid, Blutgerinnungsfaktoren, wie die
Faktoren IX oder Vlilc, Erythropoietin, Eglin wie Eglin C, Hirudin, Desulfatorhirudin, wie Desulfatorhirudinvariante HV1,HV2
oder PA, menschliche Superoxiddismutase, Virenthymidinkinase, B-Laktamase, Glukoseisomerase. Bevorzugte Gene sind die
mit einer Codierung fiir ein menschliches a-Interferon oder Hybridinterferon, menschlichen Gewebeplasminogenaktivator
(t-PA), Hepatitis-B-Virus—Oberﬂéchenantigen {HBVsAG), insulinghnlichen Wachstu msfaktor | und I}, Eglin Cund
Desulfatohirudin, z. B. Variante HV 1. Bei den Hybridvektoren der vorliegenden Erfindung sind die vorliegende Promotor-
und/oder Signalfolge operabel mit dem Polypeptidcodierungsbereich verbunden, um so die effektive Expression des
Polypeptids zu gewéhrleisten.

Die DNA-Molekiile nach der vorliegenden Erfindung kénnen in Abhingigkeit von dem Wirt, der transformiert, selektiert und
Kloniert werden soll, selektive Marker enthalten. Es kann jedes Marker-Gen verwendet werden, welches die Auswahlvon
Transformanten auf Grund der ph&notypen Expression des Markers erleichtert. Geeignete Marker sind vor allem solche, die eine
antibiotische Resistenz expressieren, 2.B. gegen Tetrazyklin oder Ampizillin oder, bei auxotrophen Hefemutanten, Gene, die
Wirtslisionen komplementieren. Entsprechende Gene (ibermitteln beispielsweise Resistenz gegenlber dem Antibiotikum
Zykloheximid oder vermitteln Prototrophie in einem auxotrophen Hefemutanten, beispielsweise die Gene ura3, leu2, his3 oder
trp 1. Méglich ist es auch, als Marker Strukturgene einzusetzen, die mit einem autonom replizierenden Segment assoziiert sind,
vorausgesetzt, dafd derzu transformierende Wirt fiir das Produkt, das durch den Marker expressiert wird, auxotrophiist.

Von besonderer Bedeutung sind Markergene, welche A, niger-Wirtstésionen komplentieren, sie dasargB-Gen mit der Codierung
fiir Ornithinkarbomoyltransferase, z.B. abgeleitet von A.niger oder A.nidulans (EP 184438), oder A. nidulans-DNA-Fragmente,
die zum N. crassa-pyr4-Gen homolog sind {26).

Bevorzugte Ausfiihrungsbeispiele fir die vorliegende Erfindung sind Hybridvektoren, bei denen das Strukturgen, insbesondere
das heterologe Strukturgen, operativ an die Promotor- und Signalsequenzen der vorliegenden Erfindung gebunden ist. Ein
solcher bevorzugter Hybridvektor ist 2.B. pUC19/pel;—IFN AM119. Ein anderer bevorzugter Hybridvektor istz.B. M 13(+)KS/
pelA-IFN AM119.

Bei einem anderen bevorzugten Ausfiihrungsbeispiel nach der vorliegenden Erfindung ist das Strukturgen, insbesondere das
heterologe Strukturgen, operativ direkt mit den Promotorsequenzen nach der vorliegenden Erfindung verbunden. Ein solcher
bevorzugter Hybridvektor istz.B. M 13(+)KS/pelA-ss-IFN AM119.

Die DNA-Molekiile nach der Erfindung und deren Derivate, einschlieBlich Fragmente, kénnen zum Screenen von DNA-
Genbanken oder mRNA nach weiteren jhnlichen DNA oder mRNA genutzt werden.
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Verfahren fur die Hersteliung der rekombinanten DNA-Molekile

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren fir die Herstellung eines rekombinanten DNA-Molekils mit einer Codierung fiir das
Expressionssystem von Pektinlyase PLA, PLB, PLC, PLE oder PLF oder dessen Derivat, welches darin besteht, einen Wirt zu
ziichten, der mit einem DNA-Molekiil transformiert wurde, das eine DNA-Folgencodierung fir das
Pektinlyaseexpressionssystem oder dessen Derivat enthélt, und das gewlinschte rekombinante DNA-Molekiil oder dessen
Derivat zu isolieren oder dieses durch In-vitro-Synthese herzustellen.

Die Ziichtung der Wirte erfolgtin einem herkdmmilichen Ndhrmedium, das durch chemische Verbindungen, welche eine positive
oder negative Selektion der Transformanten ermdglichen, ergénzt odervon diesen befreit werden kann, d.h., solchen Wirten, die
das gewiinschte DNA-Molekiil zusammen mit einem Selektionsmarker aus den Nichttransformanten, d.h., solchen Wirten,
denen das gewiinschte DNA-Moleki! fehit.

E£s konnen alle auf diesem Gebiet anwendbaren Wirte eingesetzt werden, z. B. Bakterien wie E. coli, Pilze wie Saccharomyces
cerevisiae oder vor allem Fadenpilze wie Aspergilius, 2.B. A.nidulans, A.oryzae, A.carbonarius, A. Awamori und vor allem
A.niger. Ein bevorzugter Wirt ist A.niger An8, ein neuartiger Mutant ohne das pyrA-Gen, wie weiter unten beschrieben wird. Die
Transformation der Wirte erfolgt nach herkdmmlichen Methoden.

Die DNA-Folgecodierung fiir das PL-Expressionssystem erhaitmanaus Fadenpilzen, die ein solches System enthalten, vor allem
aus deren genomischer Bibliothek, oder auch liber die mRNA.

Nachfolgend wird die Herstellung der vorliegenden PL-Expressionssysteme ausfihrlicher beschrieben.

Eine genomische Bibliothek kann hergestellt werden 2.B. durch partielle Verdauung von genomischer DNA eines A.niger-
Stammes, z.B. N756 oder N400, mit z.B. Sau3 Al oder Mbol und Klonierung der DNA-Fragmente mit hohem Molekulargewicht
in einen geeigneten Wirtsvektor, 2.B. das E.coli-Plasmid pUN 121, oder einen Lambda-Vektor, 2.B. EMBLA.

Jeder andere A. niger-Stamm, der die gewiinschten PL erzeugt, kann ebenfalls als Quelle fiir die genomische Bibliothek dienen,
und ebenso kann jeder andere geeignete Vektor als Rezipient fur die Fragmente eingesetzt werden.

Um die genomische Bibliothek erfolgreich nach DNA-Folgen mit der Codierung fur PL screenen zu konnen, wird eine
hybridisierende DNA-Sonde gebraucht. Das kann eine synthetische DNA-Sonde sein, wenn die Folge des gewiinschten PL
bekanntist, oder es kann ein bekanntes PL-Gen oder Teile davonkénnenes sein. Die erste Methode wurde angewendet, um das
PLI-Gen zu finden, wie das in EP 88101397.3 beschrieben wird. Die zweite Methode wurde in der vorliegenden Erfindung
angewendet. Da die gesamte DNA-Folge des PLI-Gens verfligbar wurde, knnen nun entweder DNA-Folgen, die das gesamte
Gen enthalten, oder jeder Teil davon mit wenigstens 14bp zum Screenen verwendet werden, was auch das Screenen nach
mRNA mit Codierung fiir das PL-System einschlieft.

Fiir Screening-Zwecke werden die DNA-Sonden 5'-radioaktiv nach den bekannten Methoden unter Verwendung von v32P-ATP
und T4-Kinase markiert. Wirtsmikroorganismen, welche die Nukleinsduren nach der vorliegenden Erfindung tragen, alsInsert,
werden durch Hybridisierung mit der markierten DNA-Sonde auf Filterkopien der Genbibliothek identifiziert.

Klone, die eine Hybridisierungsreaktion auf eine oder mehrere DNA-Sonden aufweisen, werden isoliert und vermehrt.

Die angewendeten Hybridisierungsbedingungen kénnen mehr oder weniger streng sein, z.B. einfach durch Wahl
unterschiedlicher Temperaturen, und in Kombination mit dem Einsatz unterschiedlicher DNA-Sonden, die vom PLI- (oder PLD-)
Gen abgeleitet wurden, z.B. durch Messung der verschiedenen Hybridisierungsreaktionen auf das komplette 1,6 kbp-BamHI/
Pstl-Fragment, das 649 bp-BamH!/Xhol-Fragment (das N-Endfragment) und das 244 bp-Xhol/Pstl-Fragment(das C-Endfragment}
von pCG3B11oder pGW 840 (Abb. 4}, kénnen die Klonein verschiedene Klassen aufder Grundlage ihres Grades von Homologie
eingeteilt werden (Tabellen Il oder V). Fnf A-Vektoren {(A-PL113,A-PL122, A-PL109, A-PL102 und A-PL116) wurden schlieBlich
identifiziert, restriktiert und in pBR 322 Subklone ihre pel-Gene hergestellt, was zu den Plasmiden pGW 820, pGW 830, pGW850,
pGW 860 und pGW 880 fithrte (Abbildungen 1 bis 3, 5 und 6). Die fiinf Gene dieser Klone werden als pelA, pelB, pelC, pelE bzw.
pelF bezeichnet.

Die Gene kénnen sequenziert werden. Vollstindige Sequenzen von pelA, pelB und pelC werden durch die Formeln |, Itund !l
dargestellt {Abbildungen 10, 11 und 12}.

Eine rechnergestiitzte Suche nach Konsensus-Sequenzen von Exon/lntron-Sp!eiSverbindungsstellen sowie nach Intron-
innensequenzen (Boel, E., u.a. {24} und Mount S. M. [25]) fiihrt dazu, wie in pelD das Vorhandensein von vier introns in pelAund
pelB (Abbildungen 10 und 11) und von drei Introns in peiC (Abb.12} 2u postulieren.

Die Plasmide pGW 820, pGW 830, pGW 850, pGW 860 und pGW 880 werden zur Herstellung anderer rekombinanter DNA-
Molekiile nach der Erfindung verwendet. Diese anderen DNA-Molekiile werden auf herkémmliche Weise durch Anwendung
herkdmmlicher Restriktionsenzyme, Linker, Ligierungs-, Vermehrungs- und Isolierungsprozesse hergestelit.

Beispielsweise wird das Plasmid pGW820 mit Hindlll restriktiert. Das 3,9kbp-Hindlll-Fragment wird in die Hindill-Stelle von
pBR 322 subkloniert. Das 3,3-kbp-BamHI-Hindlll-Fragment des gewonnenen Plasmids pGW822 mit dem pelA-Gen wird in die
BamH!- und HindHlI-Stelle des Vektors pUC 18 kloniert und ergibteinen als pUC19/pelA bezeichneten Vektor. Das Strukturgen
von pelA wird durch Verdauung mit Sall und Psti herausgeschnitten. in das verbleibende Fragment, das die pelA-Promotor-,
-Signal- und -Terminatorsequenzen enthalt, wird zwischen die Signal- und die Terminatorsequenz ein Gen mit einer Codierung
fiir der Interferonhybrid 8DBB durch einen geeigneten Linker ligiert. Das gewonnene Plasmid wird als pUC 19/pelA-IFN AM119
{Abb.11) bezeichnet und enthilt die Promotor- und Signalsequenz von pelA, das IFN-BDBB-Gen und den pelA-Terminator, der ¢
an das Hind!ll-BamHI-Fragment von pUC 18 angeflgt ist. Dieses Plasmid wird mit pCG 59D 7 in den uridinauxotrophen A.niger-
Mutanten An8(DSM3817) kotransformiert. Transformanten werden in Minimalmedium, das Arginin und Bacto-Agar enthalt,
selektiert und auf Interfereon-Expression analysiert.

Bei einem anderen Ausfiihrungsbeispiel der Erfindung kann die Signalsequenz von pelA geldscht werden. Das gewonnene .
Plasmidwird als M1 3(+)KS/pelAAss-IFN AM118 bezeichnet und enthait die Promotersequenz van pelA, das {FN-BDBB-Genund
den pelA-Terminator, der an das Hindll-BamHI-Fragment des Bluescript-M 13({+)KS-Vektors angefiigt ist. Dieses Plasmid wird
mit pCGBID7 inden uridinauxotrophen A.niger-Mutanten An8(DSM3917) kotransformiert. Transformanten werden in
Minimalmedium, das Arginin und Bacto-Agar enthalt, selektiert und auf interferon-Expression analysiert.

Mutanten, die neue Restriktionsstellen enthalten, kénnen beispielsweise in vitro durch stellengerichtete Mutagenese nach
herkémmlichen Methoden hergestelit werden {siehe Ubersichtsartikel von M.J. Zoller und M. Smith, Methods Enzymol. 100, 468
[1983]; D.Botstein und D.Shortle, Science 228, 1193 [1985) oder K. Norris u.a., Nucl. Acids Res. 11,5103 [1983}).

Fiir hohere Expressionsraten kann jede eukaryotische Terminatorsequenz an das Ende des Strukturgens ligiert werden.
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Bakterien werden nach einer herkémmlichen Methode transformiert, und die Transformanten werden durch ihre Resistenz, z.B.
gegen Tetrazyklin, identifiziert.

Speziell werden die beschriebenen Expressionsvektoren in geeigneten E. coli-Wirtsstimmen, wie HB 101, vermehrt,
transformiert und nach gebrauchlichen Methoden fiir das Fachgebiet selektiert. Die vermehrte Plasmid-DNA wird nach
herkdmmlichen Methoden, wie sie vor allem von Birnboim und Doly {23) beschrieben wurden, von den Bakterien isoliert.

Auf dhnliche Weise kénnen andere Plasmide mit anderen homologen oder heterologen Genen konstruiert werden.,

Die DNA-Molekiile nach der vorliegenden Erfindung kénnen auch nach herkdmmlichen Methoden durch eine In-vitro-Synthese
hergestellt werden. Die In-vitro-Synthese kann vor allem fiir die Herstellung kleinerer Fragmente des PL-Expressionssystems
eingesetzt werden, z.B. von DNA-Folgen mit der Codierung fiir die Promotor- oder die Signalsequenz der PL oder deren
Mutanten.

DNA-Molekiile nach der vorliegenden Erfindung, die einen PL-Promotor und wahlweise eine PL-Signalsequenz, ein
PL-Strukturgen, jedes andere heterologe Strukturgen und/oder einen PL-Terminator enthalten, kénnen auch fiir die
Transformation von Fadenpilzen wie Aspergillus, Penicillium oder Cephalosporium, z.B. A. nidulans, A.oryzae, A. carbonarius,
A.awamori und vor allem A.niger, eingesetzt werden.

Um die Selektion der transformierten von den nichttransformierten Pilzen zu ermaglichen, tragen die DNA-Molekiile der
Erfindung einen Selektionsmarker oder werden als Alternative die Pilze mit einem zweiten Vektor, der einen solchen Marker
enthélt, kotransformiert. Wie in anderen Systemen ist ein solcher Selektionsmarker ein expressierbares Strukturgen, dessen
expressiertes Polypeptid (ein Enzym) Resistenz gegen Verbindungen vermittelt, die fiir den Transformanten toxisch sind, oder
welches das Enzymsystem eines Mutanten vervollstandigt, dem ein solch wesentliches Polypeptid fehlt. Solche Markergene
sind beispielsweise die bekannten qa-2-, pyrG-, pyr4-, trpC-, amdS- oder argB-Gene.

Wie in EP 88101397.3 beschrieben wird, wurde aus der genomischen Bibliothek von A. niger ein neuartiges Markergen mit der
Bezeichnung pyrA isoliert, das mit pyrG von A.nidulans und pyrd von N. crassa verwandt ist und dhnliche Funktion hat, namlich
die Produktion des Enzyms Orotidin-5"-phosphatdekarboxylase. Dieses Enzym katalysiert die Dekarboxylierung von Orotidin-5'-
phosphat in Uridylsdure (Uridin-5’-phosphat) und auch von Fluoroorotinsiure in das toxische Fluorouridin. Ein E.cali-Klon, der
das pyrA-Gen enthilt, wurde durch Hybridisieren mit dem 1,1kb-HindllI-Fragment von pDJB 2 (24), welches einen Teil des
pyr4-Gens enthilt, identifiziert, es kann jedoch auch DNA von jedem anderen pyr-Gen, das Orotidin-5'-phosphatdekarboxylase
codiert, verwendet werden. Aus einem positiven Klon mit der Bezeichnung E. coli B75183/pCG 59D 7 wurde das Plasmid
pCG59D7 mit dem pyrA-Gen isoliert und flir die Kotransformation eines A. niger-pyrA~-Mutanten verwendet. Einem solchen
pyrA~-Mutanten fehlt das Orotidin-5’-phosphatdekarboxylasegen, und es ist daher nicht in der Lage, das entsprechende Enzym
zu produzieren, Ein solcher Mutant wurde durch Behandlung von Konidiosporen von A. niger N 756 unter einer mutierenden
UV-Bestrahlung hergestellt, und die bei Vorhandensein von Fluoroorotinsiure und Uridin Gberlebenden Kolonien wurden
ausgewidhlt. Kolonien, die bei Vorhandensein von Fluoroorotinsiure und Fehlen von Uridin {iberleben, wurden ausgeschaltet.
Die verbleibenden uridinbendtigten Mutanten gehéren nach ihrer Fahigkeit, transformierbar zu sein, zu zwei
Komplementationsgruppen pyrA und pyrB, die durch die Mutanten An8 bzw. An 10 dargestelit werden. Sie werdenin Formihrer
Protoplaste unter transformierenden Bedingungen mit dem pyrA-haitigen Plasmid pCG 59D 7 behandelt. Es wurde festgestellt,
daB nurdie An8-Kolonien transformiert worden waren und das pyrA-Gen enthalten, wie durch die Hybridisierungsfahigkeit von
verdauter DNA mit DNA von pUN 121 ausgewiesen wird.

Die Erfindung betrifft auBerdem Wirte, die mit den Hybridvektoren der Erfindung transformiert werden, und Methoden zu ihrer
Herstellung. Solche Transformanten sind beispielsweise Bakterien wie E. coli oder Fadenpilze wie Aspergillus, Penicillium oder
Cephalosporium und insbesondere A.nidulans, A.oryzae, A.carbonarius, A.awamori und vorzugsweise A, niger, z.B. A. niger
An8. Die Erfindung betrifft auch eine Methode fiir die Herstellung solcher Transformanten, welche die Behandlung eines Wirts
unter transformierenden Bedingungen mit einem rekombinanten DNA-Molekiil, insbesondere einem Hybridvektor, nach der
Erfindung, wahlweise zusammen mit einem Selektionsmarkergen, und die Selektion der Transformanten einschlieRt.

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der rekombinanten DNA oder deren Derivate fiir die Herstellung von Hybridvektoren,
welche niitzliche homologe oder heterologe Polypeptide expressieren. Beispiele fir Gene, welche solche niitzlichen Polypeptide
codieren, werden vorstehend gegeben.

Die Erfindung betrifft auBerdem eine Methode flir die Herstellung von Polypeptiden, die dadurch gekennzeichnet sind, daf in
einem geeigneten Wirt ein Hybridvektor nach der Erfindung expressiert wird. Bei Bedarf wird das Polypeptid auf herkommliche
Weise isoliert. in Abhdngigkeit von der Konstruktion des Vektors werden die Produkte entweder expressiert oder, wenn eine
Signalsequenz vorhanden ist, expressiert und sekretiert.

Diese Methode beinhaltet die Produktion von ntitzlichen homologen oder heterologen Proteinen in einem geeigneten Wirt, z.B.
den Aspergillus-Spezies, durch Kultivierung eines mit einem Expressionshybridvektor transformierten Wirts. Beispiele flir Gene,
welche solche Proteine codieren, werden vorstehend gegeben.

Es ist nun auch mdéglich, einzelne Polypeptide PLA, PLB, PLC, PLD, PLE oder PLF zu produzieren, d. h., in reiner Form und nicht
durch andere PL kontaminiert, wobei verschiedene Methoden angewendet werden kénnen. Beispielsweise ist eine Methode fur
die Produktion eines einzelnen Polypeptids, das aus der von PLA, PLB, PLC, PLD, PLE und PLF gebildeten Gruppe ausgewéhit
wird, dadurch gekennzeichnet, daB ein Wirt, der nichtin der Lage ist, eine Pektinlyase PL zu expressieren, mit einem
DNA-Expressionsvektor transformiert wird, der das Produkt von PLA, PLB, PLC, PLD, PLE oder PLF expressiert.

Ein Wirt, der nicht in der Lage ist, eine Pektinlyase PL zu expressieren, ist entweder ein Mikroorganismus ohne ein
entsprechendes Gen, z.B. ein PL™-Aspergillus-Stamm, ein anderer, nicht zu den Aspergillus gehérender Pilz oder jedes andere
eukaryotische oder prokaryotische Mikroorganismus oder ein Aspergitlus-Stamm, dessen Produktion von PL in einem
entsprechend konditionierten Wachstumsmedium unterdriickt wird. Beispielsweise kann ein einzelnes PL-Gen expressiert
werden unter der Kontrolle des Glukoamylasepromotors in A.niger oder A, awamori, unter der Kontrolle des PHO5-Promotors
in S. cerevisiae oder unter der Kontrolle eines PL-Promotors in einem PL™-A. niger-Stamm.

Die Erfindung wird veranschaulicht durch die beigefligten Zeichnungen, in denen

Abb.1 eine Restriktionskarte von pGW 820 mit dem pelA-Gen zeigt;
Abb. 2 die Restriktionskarte von pGW 830 mit dem pelB-Gen zeigt;



Abb.3 die Restriktionskarte von pGW 850 mit dem pelC-Gen zeigt;
Abb.4 die Restriktionskarte von pGW 840 mit dem pelD-Gen zeigt;
Abb.5 die Restriktionskarte von pGW 880 mit dem pelE-Gen zeigt;
Abb. 6 die Restriktionskarte von pGW 860 mit dem pelF-Gen zeigt;
Abb.7 die Sequenzierungsstrategie fiir das pelA-Gen zeigt;
Abb. 8 die Sequenzierungsstrategie fiir das pelB-Gen zeigt;
Abb.9 die Sequenzierungsstrategie fir das pelC-Gen zeigt;
Abb. 10 die Sequenz eines DNA-Molekiils pelA mit der Forme
Abb. 11 die Sequenz des DNA-Mole
Abb. 12 die Sequenz des DNA-Molekdis
Abb. 13 die Homologie beim Aminosaurefolgenpegel zwischen PL
Abb. 14 die Konstruktion des Vektors pUC10/pelA-IFN AM1 19 mit
Abb. 15 den nichtcodierenden Strang eines Teils der pelA-
Signalsequenz zeigt, die mit dem
Signalsequenz verwendet wird.

tzei

Die folgenden Beispiele dienen der Veranschaulichung der Erfindung,

betrachten.

Die Abkiirzungen haben folgende Bedeutung:

Amp Ampizillin

ATP Adenosintriphosphat

BSA Rinderserumalbumin

cip Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm
DNA Deoxyribonukleinsdure

D17 1,4-Dithiothreitol

EDTA Ethy|endiamintetraessigs‘éuredinatriumsah
EGTA Bis-(Aminoethyl)glykolether)N,N,N',N'-tetraessigséure
kbp Kilobasenpaar

LMP Niedriger Schmelzpunkt

mOsm  Milliosmole

PEG Polyethylenglykol

RNA Ribonukleinséure

rpm Umdrehungen/min

SDS Natriumdodekylsulfat

Tc Tetrazyklin

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

U Einheiten

Vv Volt

puffer, Medien, Reagenzien:
HHAB/g 10facher Restriktionsenzympuffer,
verwendetwird und 60 mM Tris-HCI {pH
0,1%BSA, 0,1 % Gelatine enthalt
Sfacher Restriktionsenzympuffer, der fir
{pH-Wert7,2),25mM MgCl,, 250 mM NaCl, 0,0
100 mM lsopropyl-B-thio-galaktopyranosi
1% Tryptikasepepton (BBL), 0,5 % Hefeextrak:
1,05 % K,HPO,, 0,45 KH,PO,4, 0.1 % (NH,
1 mM Thiamin-HC}, 0,2 % Glukose

EcoRl!-Puffer

IPTG
LC-Medium
Minimalmedium

kiils pelB mit der Formet i zeigt,
pelC mit der Formel lll zeigt,

der fiir BamHl-, Bglit-, Hindlll-, Mbaol-, Pstl-und Xhol
Wert 7,4), 60 mM B-Merkaptoethanol, 60 mM MgCly,

),50.,0,05% fUrE. coli Natr
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gt, welches die Gencodierung fur PLA enthalt;
welches die Gencodierung fur PLB enthalt;
welches die Gencodierung fiir PLC enthalt;
D, PLA und PLC zeigt;

der Gencodierung fiir das Hybridinterferon BDBB zeigt;

IEN-Fusion am Plasmid pelA-IFN AM 119 mit herausgezogener
Oligonukleotidstarter ausgerichtet ist, der fiir die Deletionsmutagenese des pelA-

sind jedoch in keiner Weise als Einschréankung zu

-Verdauungen
500 mM NaCl,

EcoRl-Verdauungen verwendet wird und 500 mM Tris-HCI

5% BSA, 0,05 % Gelatine enthalt

d(23.8mg/ml)inH0

{BBL),0,8% NaCl, 1 ml Tris-HCl, pH-Wert 7,5, je Liter

iumazitrat. 2 H,0, 1mM MgSO0.,

5M EDTA (pH-Wert8,0)

in Dimethylformamid

-7 H,0,4,0gNH,CL, 10,09 Glukose, Spuren von FeSOq,

2 XTY-Medium je Liter 16 g Tryptikasepepton (BBL), 10 g Hefeextrakt, 5gN aCl
TBE-Puffer 1 Liter enthalt 10,8 g Tris, 5,5 g Borsdure, 4mlo,

TE-Puffer 10 mM Tris-HC! {pH-Wert 8,0), 1 mM EDTA (pH-Wert8,0)
geringer 10 mM Tris-HCl {(pH-Wert 8,0), 0.1 mM EDTA (pH-Wert 8,0)
TE-Puffer

X-gal 2%(5-B romo-4-chIoro—3-indolyl—B-ga|aktosid)

SSC 0,55M NaCl,0,015M Natriumzitrat

Minimalmedium  1Literenthdlt1,5g KH,PO,, 0,5 g KCl, 0,59 MgSOs

flir A. niger MnS0,, ZnCl,, mit NaOH aufeinen pH-Wertvon 6,5 abgestimmt

Komplettmedium
fiir A. Niger
Vitaminloésung

{BBL), 0,05
je 100mI10mg Thiamin,
10 mg p-Aminobenzoesaure,

% Ribonukleinsaurenatriumsalz fur
100 mg Riboflavin, 10

Minimalmediumplus 0,2 % Tryptikasepepton fur (BB

L) 0,1 % Kasaminosduren (Difco), 0,1 % Hefeextrakt
Hefe (ICN, Cleveland, USA), 2 ml Vitaminldsung je Liter
mg Panthoteinséure, 2 mgBiotin,

100 mg Nikotinamid, 50 mg Pyridoxin-HC!



-g- 296 699

Far Platten werden alle Medien durch den Zusatzvon 1,5 % Agar (BBL) verfestigt, fir Topagar(ose)werden0,7% Agar (BBL) oder
Agarose (SEAkem) verwendet.

PBS je Liter 0,37 g NaH,PO,, 2,7 g Na;HPO,, 8,5gNaCl
PSB 10 mM Tris-HCl (pH-Wert 7,6), 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 0,05 % Gelatine
LDB 10 mM Tris-HCl (pH-Wert 7,6), 100 mM NacCl, 10mM MgCl;

Es wurden folgende Stamme verwendet:

A. niger Wildtyp N 400

A.niger N593 cspA, pyrA

A. niger N756 ausgewahlt fiir die starke Produktion von Pektinasekomplexenzymen

A.nigerAn8 DSM 3917, uridinauxotropher Mutant von A. Niger N756

E. coliNM 539 metB, supE, hsdM*, hsdR™, supF, (P 2cox 3)

E.coliMH 1 araD 139, AlacX 74, galU, galK, hsr™ hsm™, strA

E.coliJM 103 alac-pro, thi, strA, supE, endA, sbeB, hsdR4 F',traD 36, proAB, laclg, ZAM 15

E.coliJM 108 Allac-proAB), recAl, endAl, gyrA 86, thi, hsdR 17, supE 44, relAl, A, [F', traD 36, proAB, laclq, ZAM 15]
E.coliCJ 236 (dut-1, ung-1, thi-1, relA-1; pCJ 105(Cm’); BIO-RAD Muta-Gene M 13 In-vitro-Mutagenesesatz)

E.coliMV 1190 [Allac-proAB), thi, supE, A(srl-recA)360:Tn 10(tet’) (F':traD 36, proAB, lac 19ZAM 15)]. Stamm MV 1180 wird
im Handbuch fiir den BIO-RAD MUTA-GENE M 13-In-vitro-Mutagenesesatz beschrieben.

Es werden folgende Vektoren verwendet:

EMBL4

EMBL4 ist ein Lambda-Austauschvektor mit einer Klonierungskapazitét von 8-23kbp (Frischaufu.a., Lit.2). Er enthélt einen
Mehrfachklonierungsbereich zwischen den Lambda-Armen und der nichtwesentlichen Fiillregion. Das ermdoglichtdie
Durchfuihrung mehrfacher Restriktionsenzymverdauungen in giner Weise, bei der die Relegation des Fillelementes an die
Vektorenarmen verringert wird, da interessierende Fremd-DNA eingefiigt wird. Der Vektor nutzt auch den Spi-Phanotypus, um
eine direkte Selektion fiir Rekombinanten zu erméglichen (Zissler u.a., Lit. 20).

pCG3B11
Dieses Plasmid wurde in der européischen Patentanmeldung 88101397.3 beschrieben, es enthalt das pelD- (PLI) Gen von
A.niger N756, kloniert in pBR322.

pPL29-5
Dieses Plasmid wurde in der europdischen Patentanmeldung 88 101397.3 beschrieben, es enthilt das N-Terminal-EcoRI-
Fragment des pelD- (PLI-) Gens.

pPL35-5
Dieses Plasmid wurde in der europdischen Patentanmeldung 88101397.3 beschrieben, es enthilt das C-Terminal-EcoRl-
Fragment des pelD- (PLI-) Gens.

pBR322

Plasmid pBR322 trigt Gene fur die Resistenz gegeniiber den Antibiotika Ampizillin (amp®) und Tetrazyklin {tet®). Das Plasmid
weist mehrere eindeutige Klonierungsstellen auf, von denen sich einige entweder im amp- oder tet-Gen befinden, so daf die
Insertion von klonierter DNA zu antibiotikasensitiven Bakterien fihrt.

pEMBL 18 und pEMBL 18
Diese Plasmide wurden von Dente u.a. (Lit. 7, 8) beschrieben.

pGW&513
Dieses Plasmid wurde von Goosen u.a. {Lit. 12} beschrieben.

Phag M13 mp

Die Vektoren M13mp 18 und M13mp 19 (Norrander u.a., Lit. 21) sind Derivate des einzelstringigen DNA-Bakteriophagen M13
und wurden zur Erleichterung der DNA-Sequenzierung aufgebaut, da sie die Klonierung von DNA-Fragmenten an einer
vielseitigen Polylinkerstelle und die Klonierung desselben Restriktionsfragments in beiden moglichen Orientierungen gestatten.
Sequenzen, welche in diese Vektoren kloniert werden, kénnen leicht als Matrizen fiir Sequenzierungsreaktionen oder fur die
Produktion von einzelstrdngigen Sonden unter Verwendung eines OIigodeoxyribonukleotid-Standardstarters und des Kienow-
Fragmentes von E. coli-DNA-Polymerase | genutzt werden. Die Vektor-DNA trégt den E.coli-lac-operon-Promotor und die
genetische Information der ersten 145 Aminosiuren von B-Galaktosidase. Die Polylinkersequenzen, welche die
Mehrfachrestriktionsstellen enthalten, werden in die Sequenz lacZ eingefiigt. Der Polylinker erhalt das lacZ-Leseraster, und der
Vektor gibt die allelische Komplementierung eines LacZa-Wirtstammes, was auf den Platten blaue Plaques ergibt, die IPTG und
X-gal enthalten. Rekombinante Phage, welche Inserts enthalten, die das Leseraster zerstoren oder anderweitig die Expression
des Peptids lacZa beeintréchtigen, erscheinen als farblose Plaques {Flecken).

pCG59D7
Dieses Plasmid wird in EP 88101397.3 beschrieben und kann aus Escherichia coli BJ5183/pCG§8D7 (DSM3968) gewonnen
werden. Das Plasmid beinhaltet das pyrA-Gen und wird fir die Kotransformation von A. niger-pyrA~-Mutanten verwendet.
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M 13(+)KS (Bluescript} (STRATEGENE, San Diego, CA, USA) dsDNA-Vektor, den Replikationsursprung von Phag M 13
umfassend. Bei Vorhandensein eines Helfer-Phags, z.B. M 13KO7 (Lit. 29) oder R408 (Lit. 9) wird der (+)-Strang des Vektors
repliziert, gepackt und in das Medium freigesetzt.

M13KO7
Helfer-M13-Phag fiir M 13(+)KS. Von Mead u.a. (Lit. 29) beschrieben.

R408
Helfer-M 13-Phag fir M13(+)KS. Von Russell u.a. (Lit.9) beschrieben.

Beispiel 1
Konstruktion einer genomischen Bibliothek von Aspergillus niger

Beispiel 1.1

Isolierung der hochmolekulargewichtigen DNA aus A.niger

Konidiosporen von Aspergillus niger-Stamm N400 werden in 200 ml Minimalmedium mit einer abschliefenden Sporendichte
von 108 Sporen/mi inokuliert und in einem Erlenmeyer-Kolbenvon 11 Fassungsvermdgen 24 Stunden lang bei 28°C mit 300U/
min unter Verwendung eines Rotationsschittlers von New Brunswick geschittelt. Das Myzel wird unter Verwendung eines
Biicher-Trichters mit Myracloth durch Filtern geerntet, mit kalter, steriler Salziésung gewaschen, in flissigem Stickstoff
eingefroren und entweder bei —60°C aufbewahrt oder direkt verwendet. Die Methode, die fiir die Isolierung der DNA zur
Herstellung der genomischen Bibliothek angewendet wird, basiert auf dem Verfahren, das von Yelton u.a. (Lit. 1) beschrieben
wurde. Der DNA-Ertrag betragt bei dieser Methode etwa 50-100pg/g Myzel.

Fiir die Konstruktion der Bibliothek werden 10g Myzel in fliissigem Stickstoff in Portionen zu je 1g in einem Braun-
Mikrodosismembrator gemahien. Das gemahlene Myzel wird in einen sterilen Erlenmeyerkolben von 11 Fassungsvermaogen
gebracht, der 200m! Extraktionspuffer (50mM EDTA, pH-Wert 8,5, 0,2% SDS) und 200l Diethylpyrokarbonat enthéit. Das
Gemisch wird langsam auf Zimmertemperatur erhitzt und dann 20 min auf 68°C unter gelegentlichem Schtteln erhitzt. Die
Suspension wird auf Zimmertemperatur abgekiihitund 15 Minutenlang bei 12000x g zentrifugiert. Der obenaufschwimmenden
Schichtwerden /16 Volumen einer 8M Kaliumazetatldsung, pH-Wert 4,2, zugesetzt, und man 1aRt das Gemischeine Stunde lang
auf Eis. Der Niederschlag wird durch Zentrifugieren (20min; 16000xg; 4°C) entfernt. Die Nukleinsduren werden aus der
obenaufschwimmenden Schicht durch Inkubation mit 0,6 Volumen Isopropanol auf Eis fiir die Dauer von 15min ausgeféllt. Das
Pellet wird durch Zentrifugieren (10min; 6000xg; 4°C) aufgefangen, mit 70% Ethanol gewaschenund kurz getrocknet. Das Pellet
wirdin 10ml TE, das 20ug/mi RNase A {(Boehringer, Mannheim) enthalt, suspendiert und 15min bei 37°C inkubiert. Die DNAwird
mit nukleasefreier Pronase (1mg/ml Endkonzentration) behandelt (Kochlight, Coinbrook), Dauer 1 Stunde bei 37°C. Die
Pronasevorratsldsung in TE-Puffer enthélt 20 mg/m! Enzym, das eine Stunde lang bei 37°C inkubiert wird, um die Nukleasen zu
verdauen.

In 9m!I DNA-Lésung werden 8,59 CsCl aufgeldst, es werden 0,2ml 10mg/ml Ethidiumbromid zugesetzt, und diese Losung wird
entweder in einem Beckman-Rotor SW41 60 Stunden bei 33000 U/min zentrifugiert oder in einem Beckman-Rotor 50Ti mit
Schnellverschlurohren 40 Stunden lang bei 45000 U/min. Das DNA-Band wird durch Seitdurchschlagen des Rohres
aufgenommen. Ethidiumbromid wird durch Mehrfachextraktion mit wasser-und NaCl-gesdttigtem Isopropanol entfernt. Es
werden 5 Volumen TE zugesetzt, die DNA wird mit TE-gesattigtem Phenol, Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol, 25:24:1, und
Chloroform/lsoamylalkohol, 24:1, extrahiert. Die DNA wird durch den Zusatz von 0,1 Volumen von 3M Natriumazetat, pH-Wert
5,2, 2,5 Volumen Ethanol und Inkubation bei —20°C iiber Nacht ausgefalit. Der Niederschlag wird durch Zentrifugieren (1h;
30000xg; 4°C) aufgefangen, mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 400 pl geringerem TE-Puffer aufgelost.

Beispiel 1.2

Partielle Verdauung von A. niger-DNA mit Mbol und Isolierung der Fragmente

Um die Mbol-Konzentration, die die grofite Menge an Fragmenten swischen 13,6 und 23kbp ergibt, zu bestimmen, werden
Portionen von 1ugvon A.niger N400-DNA in einem geeigneten Puffer mit abnehmenden Mengen an Mbol {0,5-0,001 Einheiten)
fiir die Dauer von einer Stunde bei 37°C in einem Volumen von 10l verdaut. Die Reaktion wird durch den Zusatz von 1111 0,25 M
EDTA gestoppt, und die Proben werden auf ein 0,6%iges Agarosegel in TBE gebracht, das 1pg/ml Ethidiumbromid enthélt.
Geeignete Marker sind ein Gemisch aus Lambda-DNA und mit Bgilil verdauter Lambda-DNA, die Bander von 49, 22,8, 13,6, 9.8,
2,3kbp und ein nichtsichtbares Fragment von 0,45kbp ergibt. Die erforderliche Mbol-Konzentration, bei der ein hoher Ertrag der
gewdiinschten Fragmente von 13,6-23kbp erzielt wird, betrégt 0,02 Einheiten/pg DNA. Folglich werden 200ug DNA in einem
gesamten Volumen von 2 ml verdaut und unmittelbar nach Zusatz des Enzyms in 20 Portionen von gleicher Grofie geteilt. Nach
einer Stunde bei 37°C werden diese Portionen auf Eis gegeben und eine Probe von 1 ug wird auf einem Gel erprobt, um die
richtige Verdauung zu testen. Wenn das Ergebnis positiv ist, wird EDTA auf eine Endkonzentration von 25 mM zugesetzt, um die
Reaktion zu stoppen, das Enzym wird bei 65°C iiber 10 min warmeinaktiviert, die Proben werden zusammengefaidt und die DNA
wird ausgefallt, gewaschen, getrocknet und in 400l TE-Puffer aufgeldst.

Die fragmentierte DNA wird Gber Nacht auf einem 0,4%igen praparativen Agarosegel (Mittelvertiefung 120 x 1,5mm) getrennt.
Mit Bglll verdaute Lambda-DNA wird als Marker verwendet, um die GroRe der partiell verdauten DNA-Fragmente nach
Elektrophorese bei 4°Cund40V (3V/cm) zu bestimmen. Der Gelbereich, welcher die Fragmente mit der richtigen GréBe enthélt,
wird aus dem Gel herausgeschnitten, und die DNA wird aus dem Gelin einem sterilen Dialyse-Rohrin2ml TBE-Puffer Uiber 2 bis

3 Stunden bei 100V elektroeluiert. Der Strom wird 30s umgekehrt, und der die DNA enthaltende Puffer wird aufgefangen. Dann
werden die Fragmente durch Ethanolausfillung konzentriert und in 100 ul geringem TE-Puffer aufgelost.

A
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Beispiel 1.3

Herstellung von Vektor-DNA und Klonierung der hochmolekulargewichtigen DNA-Fragmente von A. niger in EMBL4

Die genomische Bibliothek des A. niger-Stammes N 400 wird in den Lambda-Vektor EMBL4 konstruiert. Der Vektor, der eine
Klonierungskapazitit von 8 bis 23kbp hat, wird von Frischaufu.a. (Lit. 2) und vonKarn u. a. {Lit. 3} beschrieben und wurde von der
Promega Biotechn. Inc. bezogen. Um Doppelinserts mitUrsprungin unterschiedlichen Teilen des Genoms zu vermeiden, wurde
beim Klonieren mit einer minimalen Fragmentldnge von 13,6kbp gearbeitet.

Es werden 10 g Lambda-EMBL4-DNA vollstandig mit 50 Einheiten BamHl in einem geeigneten Puffer in einem Volumen von
10yl iiber die Dauer von 2 Stunden bei 37°C verdaut. Das Enzym wird Giber 10min bei 65°C inaktiviert. Die NaCl-Konzentration
wird auf 150 mM erhéht, und es werden 50 Einheiten Sall zugesetzt, anschlieRend wird weitere 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
Nach dem Zusatz von EDTA auf 25mM und der Inaktivierung des Enzyms {10 min, 65°C) wird die Lésung mit gleichen Mengen
von Phenol (TE-geséttigt), Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol, 25:24:1, und Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert. Um die
kleinen BamHI/Sall-Polylinkerfragmente auszusondern, wird die DNA mit 0,6 Volumen Isopropanol ausgeféllt, nachdem

0,1 Volumen 3M Natriumazetat, pH-Wert 5,2, zugesetzt worden waren. Nach 15min auf Eis und 15min Zentrifugieren bei
12000x g und 4°C wird der Niederschlag griindlich mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 40 pi geringem TE-Puffer
aufgelost.

Beispiel 1.4

Ligation und In-vitro-Verpackung von genomischen A. niger-DNA-Fragmenten

Es ist wesentlich, daR die cos-Stellen des Vektors, der nach Beispiel 1.3 hergestellt worden ist, vor der Ligationsreaktion
hybridisiert werden. Der Vektor in 100mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5, und 10mM MgCl, wird tiber 10min auf 65°C erhitzt und dann
eine Stunde lang bei 42°C hybridisiert. Aus Probeligationen wird ein Verhaltnis von Vektor zu Fragmenten von etwa 1:1
(Gewichtsgrundlage) ermittelt, das ein Maximum von Rekombinanten ergibt. Die Ligation erfolgtin 50mM Tris-HCl, pH-Wert 7.5,
10mM MgCl,, 10mM DTT und 1mM ATP, wobei 9,5 ug Vektor und 10 g DNA-Fragmente in einem Gesamtvolumen von 100 ul
eingesetzt werden. Dann wird DNA-Ligase (BRL) mit einer Konzentration von 0,5 Einheiten/pg DNA zugesetzt, und das
Ligationsgemisch wird (iber Nacht bei 14°C inkubiert. Um auf Ligation zu priifen, wird eine Probe der ligierten DNA auf einem
Agarosegel erprobt. AuBerdem wird eine Menge von 0,51g Vektor ohne den Zusatz von Fragmenten in einem Volumen von 5l
ligiert.

Das Ligationsgemisch mit dem groBen Volumen wird durch Ethanolausfaliung konzentriert und in 20 ul geringem TE-Puffer vor
der In-vitro-Verpackung aufgeldst. Die In-vitro-Verpackung erfolgt mit Promega Packagene-Extrakten nach den Anweisungen
des Herstellers unter Verwendung von 10-pl-Portionen zum Verpacken von 1ug der DNA. Von dem hochmolekulargewichtigen
Lambda-cl857-Sam 7, das mit den Extrakten mitgeliefert wird, werden 1ug getrennt verpackt, um eine Kontrolle zu schaffen.
Nach dem Verpacken werden 500ul Phagldsungspuffer {(PSB) und 5l Chloroform zugesetzt. Die rekombinanten Phag-Vorrate
kénnen bei 4°C gelagert werden. Die gewonnene Bibliothek wurde aus zwei getrennten Ligationsexperimenten konstruiert.

Beispiel 1.5

Titration und Amplifikation der genomischen Bibliothek des A. niger-Stammes N 400

Zellen von E. coli NM 539 werden auf einem LC-Medium, das 0,2% Maltose, 10mM MgSO, und 1mM CaCl; enthalt, auf eine
optimale Dichte von 1,0 (600nm) gezogen. Dann werden Aliquote dieser Kultur zu 0,2ml 0,1 ml einer Phag-Verdinnungsreihe in
PSB zugesetzt. Nach der Adsorption der Phage tiber 20min bei 37°C werden 3ml 0,6%iges LC-Topagar zu 45°C zugesetzt, das
Gemisch wird auf LC-Agar-Platten plattiert, und diese werden bei 37°C Uber Nachtinkubiert, Die Titrationsergebnisse,
ausgedriicktals Anzahlder plaquebildenden Einheiten (pfu) je ml Phag-Suspension, lauten 12 X 10%und 4,2 x 10°pfu/mifiir die
beiden Phag-Vorratsldsungen, die nach Beispiel 1.4 hergestellt worden sind. Nach der Subtraktion des Hintergrundes, deraus
den Kontrolligationen ohne Fragmente berechnet wird (17% bzw. 40%), betragt die absolute Zahl der Rekombinanten 6 x 10%,
was mehr als das 200fache der Genomlénge ist.

Um die Bibliothek zu erweitern, werden Portionen zu 80pl von beiden Phag-Vorratsldsungen verwendet, um E.coliNM533-Zellen
zu infizieren, die in LC-Topagarose auf LC-Agaroseplatten plattiert und dann bei 37°C Gber Nacht inkubiert werden. Die Phage
werden aus der Agarose durch sanftes Schitteln der Platten mit 5m! PSB je Platte iiber eine Stunde bei Zimmertemperatur
eluiert. PSB wird aufgefangen, zur Entfernung der Bakterien zentrifugiert {10 min bei 6000xg), und es wird Chloroformzugesetzt
{Endkonzentration 0,6%). Beide Phag-Vorratsiésungen, die etwa im gleichen Umfang erweitert werden, werden dann gemischt
{40ml Vorrat), titriert (8 X 10°pfu/ml) und bei 4°C aufbewahrt.

Beispiel 2
Screening der genomischen Bibliothek van A. niger N40C auf das Pektinlyase-D-Gen (pelD) und Isolierung des Gens

Beispiel 2.1

Screening der Bibliothek

Zur Isolierung des pelD-Gens aus der Lambda-genomischen Bibliothek, die nach der Beschreibung in Beispiel 1 gewonnen
wurde, werden 2,5 X 10* Phage mit verfliissigter LC-Topagarose gemischt und auf 5LC-Agarplatten plattiert. Die Platten werden
tiber Nacht bei 37°C inkubiert und 2 Stunden lang bei 4°C abgekiihlt. Auf jeder Platte werden nach Benton und Davis (Lit. 4) und
ihrer Plaque-Hybridisationsmethode 2 Replikate hergestelit. Der erste Filter {Schleicher und Schiill, BA85, oder Millipore, HATF
085) wird fiir eine Minute oben auf die Platte gelegt, das zweite Replikat fiir 2min, und die Position der Replikate wird unter
Verwendung von Ausziehtusche markiert.

Nach der Entfernung der Filter werden sie in eine Schale gegeben, die 100ml einer Denaturierungsldsung (1M NaCl, 0,5 M NaOH)
enthalt, dort bleiben sie 1min, anschlieBend gibt man sie ebenfalls fiir eine Minute in 100 m| Renaturierungsldsung (0,5M
Tris/HCI, pH-Wert 7,5, 1,5M NaCl). Dann werden die Filter in eine Schale gegeben, die 3x SSC enthélt (SSC = 0,15M NaCl,
0,015 M Natriumzitrat, pH-Wert 7,0). Die Filter werden vorsichtig mit einer behandschuhten Hand geschrubbt, um
Bakterientriimmer zu entfernen, in eine frische Schale mit 3x SSC gegeben und 20min bei Zimmertemperatur vorsichtig



-11- 296 699

geschttelt. Die Filter werden auf Whatman-Papier 3MM (bertragen und 10min bei Zimmertemperatur getrocknet. Die Filter
werden auf 3 Whatman-Papier MM in einem Ofen bei 80°C flir die Dauer von 2 Stunden gebacken. AnschlieBend werden sie
0,5 Stunden in 6x SSC bei Zimmertemperatur gewaschen und dannauf 50ml vorgewarmtes (56°C) Vorhybridisierungsgemisch
{ibertragen, das aus 50mM Tris-HCl, pH-Wert 7,5,10mMEDTA, 1M NaCl, 0,5% SDS, 0,1% Natriumpyrophosphat, 10X Denhardt-
Lésung (50S Denhardlésung = 1% BSA, Boehringer-Fraktion V; 1% Polyvinylpyrrolidon —40; 1% Ficoll 400) besteht. Dem
Vorhybridisationsgemisch werden frisch zugesetzt: 0,1 mg/ml denaturierte Lachssperma-DNA (Maniatis u.a., $.327; Lit.5) und
0,01 mg/miPoly-rA. Die Vorhybridisierung erfolgt unter sanftem Schitteln bei 56°C iiber die Dauer von 4 Stunden. Als Sonde flir
die Hybridisierung wird das einzelstrangbruchtranslaterierte 3,5kbp-EcoRl-Fragment von pPL35-5 verwendet, welches den
C-Terminalbereich des pelD-Gens des A. niger-Stammes N 756 (erhiltlich von E.coli BJ5183/pCG3B11, DSM3916,

EP 88101397.3) enthalt. Das Fragment wird vorher aus einem niedrigschmelzenden Agarosegel isoliert, und 0,3 ug des
Fragments werden einzelstrangbruchtranslateriert (Maniatis u.a., S.109-112; Lit.5}. Die Einzelstrangbruchtranslaterierte DNA
wird 10 min lang in einem siedenden Wasserbad denaturiert, auf Eis gekihlt und 50ml vorgewdrmtem
Vorhybridisationsgemisch zugesetzt. Die vorhybridisierten Filter werden einer nach dem anderen auf das
Hybridisierungsgemisch {ibertragen. Die Hybridisierung erfolgt unter sanftem Schiitteln tber Nacht bei 56°C. Die Filter werden
bei 56°C gewaschen: 2x 30min mit 0,51 4% SSC, 0,1% SDS und 2x 30min mit 2X SSC, 0,1% SDS. Die Filter werden auf 3MM-
Papier Ubertragen und Gber eine Stunde durch Luft getrocknet. Nachdem sie auf 3 MM-Papier gekiebt wurden und eine
entsprechende Markierung mit radiomarkierter Tusche erfolgt ist, werden die Filter mit Saran-Deckmaterial abgedeckt und iber
Nacht bei —70°C autoradiografiert, wozu Konica-Rontgenfilme und rontgen-omatische Kodak-Kassetten sowie normale
Intensivierungsschirme verwendet werden. Auf diese Weise erhilt man 44 positive Signale von den 5 gescreenten Platten.
Positive Plaques werden miteiner sterilen Pasteur-Pipette aufgenommen, wozu die Platten auf dem Autoradiogramm sorgféltig
in der richtigen Weise positioniert werden und die Tuschemarkierungen genutzt werden. Die Agarstlcke, welche die positiven
Plagues enthalten, werden in 1ml PSB dispergiert. Man laRt die Phage {iber eine Stunde bei Zimmertemperatur unter
gelegentlichem Wirbeln aus dem Agar diffundieren. Das Agar und die bakteriellen Zelltrimmer werden durch finfmintitiges
Zentrifugeren entfernt, es werden 104l Chloroform zugesetzt und die Phag-Vorratsidsungen bei 4°C aufbewahrt. Die positiven
Klone erhalten die Bezeichnungen A-PL1 bis A-PL44. Da Phage in hoher Dichte plattiert werden, missen die positiven Plaques
zweimal gereinigt werden, wozu sie in geringer Dichte (£100Phag je Platte; 0,1 ml einer 10°-Verdiinnung der Phag-
Vorratsldsung) plattiert und das gesamte Verfahren der Replikatplattierung, Hybridisierung und Aufnahme der positiven Plaques
wiederholt werden.

Beispiel 2.2

Isolierung der Lambda-DNA

Um DNA aus den rekombinanten Klonen zu isolieren, wird zuerst eine Amplifikation der Phage durch Infektion von E. coli NM 539
mit0,1mlder Phag-Vorratslésungen, dievon gereinigten Klonen stammen, wie im Beispiel 1.6 vorgenommen und werden dann
die Zellen in LC-Topagarose auf LC-Agar-Platten plattiert. Dadurch erhélt man Platten mit konfluenter Lysis der
Indikatorbakterien. Uber die Platten werden 5ml PSB gegeben, und die Phage werden liber einen Zeitraum von zwei Stunden
durch sanftes Schitteln eluiert. Die eluierten Phage werden geerntet, Zelltrimmer werden durch Zentrifugieren entfernt, und es
wird Chloroform bis zu 1% zugesetzt. Das resultierende Plattenlysat wird bei 4°C aufbewahrt. Es hat in der Regel ein Titer von
etwa 10" pfu/ml.

Da Isolierungsverfahren im kleinen MaRstab aus Plattenlysatvorratsidsungen und aus kleinangelegten fliissigen Kulturen
{Maniatis, u.a., S.65-68; Lit.5) nicht immer verdauungsfahige DNA ergeben, werden Phage aus 250-ml-Lysaten isoliert. Diese
werden hergestellt durch Ztichten des Wirts, E.coli NM539, aufeinen O.D.g0 von 0,3inLC + 0,2% Maltose, 10 mMMgS0, 1mM
CaCl, und anschlieBendes Zufiigen von etwa 10" pfu des Plattenlysats. Nach weiterem Wachstum I3sen sich die Bakterien
innerhalb von 4 Stunden auf.

RNase und DNase werden den Lysaten bis zu einer Endkonzentration von 2ug/ml zugesetzt, und man 4Rt das Lysat bei
Zimmertemperatur eine Stunde stehen. Zelltrimmer werden durch Zentrifugieren (20 min, Zimmertemperatur, 10000x g)
entfernt. In der obenaufschwimmenden Schicht werden 14,89 NaCl und 25g PEG6000 aufgeldst, um Endkonzentrationen von
1M NaClund 25% PEG zu erhalten. Man laBt die Phage liber eine Stunde aufEis oder {iber Nacht bei 4°C ausfallen und erntetsie
durch Zentrifugieren (20 min; 10000xg; 4°C}. Die Pellets werden in 3ml Lambda-Verdiinnungspuffer (LDB = 10mM Tris/HCI,
pH-Wert7,5,20mM MgClz, 100 mM NaCl)suspergiert. In4mider Phagsuspensionwerden 2,59 CsClaufgeldst, und das Gemisch
wird mit der Pipettein 5-ml-Beckman-SchnelischluBréhrchen gegeben, die dann bis zur selben CsCl-Konzentrationin LDB gefiillt
werden. Die Réhrchen werden verschiossen und tiber Nacht in einem Beckman-Rotor VTi65.2 bei 50000U/min und 4°C
zentrifugiert. Das triibe Phagband, das unter einer normalen Lampe sichtbarist, wird von der Seite des Rérchens punktiert. CsCl
wird durch Dialyse in sterilen Réhren anhand von 2110mM Tris/HCl, pH-Wert 7,5, 19mM MgCly, 50mM NaCl bei 4°C Uber die
Dauervon4 Stunden entfernt. Der Puffer wird einmal ausgewechselt. Phagewerden in sterilen Greiner-Rohren aufgefangen, das
Volumen wird mit dem Dialysepufferauf iml abgestimmt, es werden 50t 10% SDS, 50l 0,5M EDTA, pH-Wert 8,0, und 25ulvon
20mg/ml-nukleasefreier Pronase zugesetzt und die Réhrehen 1 Stunde lang bei 37°C inkubiert. Das Volumenwird mit TE auf3ml
erhoht, und diese Ldsung wird mit gleichem Volumen von TE-geséttigtem Phenol, Phenol/Chloroform/isoamylalkohol, 25:24:1,
und Chloroform/lsoamylalkohol, 24:1, extrahiert. Nachdem 0,1 Volumen von 3 M Natriumazetat, pH-Wert5,2,und 2,5 Volumen
Ethanol zugesetzt worden sind, wird die DNA bei —20°C ber Nacht ausgefallt und durch Zentrifugieren {1h, 20000x g bei 4°C)
aufgefangen. Das Pellet wird mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 200l geringem TE-Puffer aufgelost. Die
Ausbeute an Phag-DNA betrégt etwa 200p19/250 ml Lysat.

Beispiel 2.3

Restriktionsanalyse von pelD-Klonen

Von den positiven Phagen wurden 10 willkiirlich fiir die weitere Analyse ausgewahlt. Es wird 1pg Phag-DNAmit 10 Einheiten
EcoRl oder Bglll in einem Volumen von 20yl fur die Dauer von 2 Stunden bei 37°Cin den Puffern verdaut, die vom Hersteller
empfohlen werden. Die Proben werden auf einem 0,6%igen Agarosegel getrennt, wozu 1pg Lambda cl857-Sam 7-DNA
verwendet wird, die mitHind Il (Lambda x Hind 11y verdaut wurde, als Marker, und EMBL4-DNA und pCG 3B 11-DNA, verdaut mit
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EcoRl, dient als Kontrolle. Das Gel wird auf einem UV-Transilluminator unter Verwendung von Polaroid-Filmen 667 (4 s, Blende 8)
fotografiert. Die DNA wird auf Nitrozellulosefilter von Schieicher und Schll, BA85, nach der Methode von Southern {1975), wie
das von Maniatis, S.382—386 (Lit. 5) beschrieben wurde, libertragen. Die Filter werden mit einem Gemisch von *?P-markierten
(einzelstrangbruchtranslaterierten} Fragmenten des pelD-Gens, die den Bereich des gesamten Gens erfassen, markiert. Diese
Fragmente sind das 2,9kbp EcoRI-Fragment von pPL29-5 und das 3,5 kbp EcoRI-Fragment von pPL 35-5. Die Hybridisierungs- und
Waschbedingungen sind mit den im Beispiel 2.1 beschriebenen identisch.

Die Bandlingen werden aus den Fotografien und Autoradiogrammen durch grafischen Vergleich auf einfachlogarithmischem
Papier mit den bekannten Marker-Bandern errechnet. Die Restriktionskarten der Klone werden in der Abb.1 gegeben. Die Klone
A-PL4,-14, und -40 enthalten sowohl das 2,9- als auch das 3,5-kbp-EcoRI-Hybridisierungsfragment, wie esin pCG 3B 11 gefunden
wird. A-PL5, -6, -10 und -33 enthalten das 3,5-kp-EcoRI-Fragment zusammen mit einem anderen hybridisierenden EcoRI-
Fragment. Die Klone A-PL 26 und -28 enthalten das 2,9-kbp-EcoRI-Fragment zusammen mit einem anderen hybridisierenden
Fragment, wihrend A-PL9 nur ein kleines hybridisierendes EcoRI-Fragment von 1,2kbp enthélt. Das vollstédndige 5,0-kbp-Bglil-
Fragment von pCG3B 11, welches das gesamte pelD-Strukturgen enthalt, ist nurinden Klonen A-PL4, -14 und -40 enthalten. Das
3,7-kbp-Hybridisationsband, das in den Klonen A-PL5, -6,-10,-14, -33 und -40, nicht aber in pCG3B 11 vorhanden ist, befindet sich
fluRabwarts des pelD-Gens im 5,0-kbp-Fragment. Einige hybridisierende Bglll-Fragmente enthalten noch 1,2kbp des rechten
Armes des Vektors. Alle Klone enthalten auch nichthybridisierende Fragmente, die identisch sind. Da es also offensichtlich den
Anschein hat, daB die Restriktionsmuster sowohl des Strukturgens als auch den Gensin der Umgebung in allen Klonen identisch
sind, wird geschluBfolgert, daB sie ihren Ursprung im selben Gen haben, dem pelD-Gen des A. niger-Stammes N400. Aus der
Anzahl der plattierten Klone und der angenommenen Genomlange von 3 x 107bp wird abgeleitet, daB bei 25000 Klonen mit
einer durchschnittlichen Insert-Lénge von 15kbp wenigstens 12 pelD-Klone gefunden werden. Da nur 2 der 10 analysierten Klone
identisch sind, ist die Komplexitdt der Bibliothek sogar noch héher als angenommen (siehe Beispiel 3).

Beispiel 2.4

Subklonieren von pelD-Fragmenten

Die 5,0-kbp-Bglli-Fragmente von A-PL4 und pCG 3B 11, welche die pelD-Gene von A.niger N400 bzw. N756 enthalten, werden in
die BamHlI-Stelle von Plasmid pBR 322 subkloniert (siehe Klonierungsvektoren). In 20l werden 4pug A-PL4 und 2ug pCG3B11
mit 10 Einheiten Bglll iiber zwei Stunden bei 37°C bis zur Kompletion verdaut. Die Fragmente werden auf einem 1%igen
Agarosegel mit niedrigem Schmelzpunkt (BRL) in TBE + 1ug/mi Ethidiumbromid bei 50V getrennt. Das 6,0-kbp-Fragment wird
aus dem Gel herausgeschnitten, mit 0,4ml TE verdiinnt, es wird ein gleiches Volumen Phenol zugesetzt, und das Gemisch wird
10min auf 65°C erhitzt, um die Agarose zu schmelzen. Nach einem fiinfminditigen Zentrifugieren bei 12000 U/min in einer
Eppendorf-Tischzentrifuge 5414S wird die wiRrige Phase mit Phenol/Chloroform und Chloroform extrahiert, mit Ethanol
ausgefallt, gewaschen, getrocknet und schlieRlich in 10 ul geringem TE-Puffer aufgeldst.

Es werden 1 g pBR322-DNA, die nach der Plasmidherstellungsmethode im groRBen MaRstab (Manlatls, u.a., S.86; Lit.5)
hergestellt wurde und durch CsCl-Gradientenzentrifugation gereinigt worden ist, mit 5 Einheiten BamHl fiir die Dauer von

2 Stunden bei 37°C in einem Volumen von 20 il verdaut. Es werden 2 il von 10 x CIP-Puffer und 0,02 Einheiten von CIP zugesetzt
und weitere 30 min inkubiert. EDTA wird auf eine Endkonzentration von 25 mM zugesetzt, und das Gemisch wird flr 10min auf
65°C erhitzt. Die Losung wird mit TE auf 200 ul verdiinnt und dreimal mit TE-gesé&ttigtem Phenol, einmal mit Phenol/Chloroform
und einmal mit Chloroform extrahiert. Nach der Ethanolausfaliung wird die DNA in 50 ul geringen TE-Puffer aufgeldst.

Ein DNA-Fragmentzu 100 ng wird mit 20ng der Vektor-DNA in einem Volumen von 20l unter den in Beispiel 1.4 beschriebenen
Bedingungen ligiert. Die Halfte des Ligationsgemischs wird fiir die Transformation von E. coli-MH 1-kompetenten Zellen
verwendet, die nach der CaCl,-Methode (Maniatis, u.a., S.250; Lit.5) hergestelit wurden. Die Zellen werden auf LC-Agar-Platten,
die 50 ug/m! Ampizillin enthalten, plattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Transformanten werden auf ihre
Tetrazyklinsensitivitat getestet, wozu sie in Kolonien zuerst auf LC-Platten mit 20 ug/ml Tc und dann auf LC+amp-Platten
gestrichen werden. Die Transformanten werden (iber Nacht bei 37°C in 5 ml von LC+amp gezogen und die DNA wird unter
Anwendung der alkalischen Lysis-Miniprep-Methode (Maniatis, u.a., S.368; Lit.5) aus 1,5ml der Kultur isoliert.

Die Miniprer-DNA werden mit BamH] und Pstl verdaut, und die Fragmente werden auf einem 1%igen Agarosegel analysiert. Zwei
Plasmide mit ihrem Ursprung von A-PL 4, welche das 5,0-kbp-Bglll-Fragment in entgegengesetzten Orientierungen enthalten,
werden mit pGW 840 und pGW841 bezeichnet. Weitere Plasmide, die von pCG3B 11 stammen, werden mit pGW 870 und

pGW 871 bezeichnet. Die MH1-Zellen, welche sie aufnehmen, werden bei —70°C auf Glyzerol gehalten. Plasmid-DNA von
0,5-1-Kulturen dieser Klone wird im groBen MaRstab isoliert (Maniatis u.a., S.86; Lit.5), durch CsCl-Zentrifugation gereinigt,
phenolisiert, mit Ethanol ausgefallt und in 400l geringen TE-Puffer aufgeldst. Die Ausbeute betrégt etwa 500ig. Die Plasmide
werden der Restriktionskartierung unterzogen. Die Karte fiir Plasmid pGW 840 wird in der Abb. 2 gezeigtund ist nichtvon der fur
pGW 870 zu unterscheiden. Auch die Plasmide pGW 841 und pGW 871, welche das Fragment in der entgegengesetzten
Orientierung enthalten, sind nichtunterscheidbar, was auf die Identitét der pelD-Gene von den A. niger-Stimmen N400 und

N 756 hinweist.

Beispiel 3
Screenen nach, Isolierung und Charakterisierung von pelD-verwandten Genen

Beispiel 3.1

Schaffung der Hybridisationsbedingungen durch Analyse von genomischen Ubertragungen von A. niger-N 400-DNA

In einem Volumen von 204l werden bei 37°C {iber die Dauer von 4 Stunden 2-ug-DNA-Proben des A, niger-Stammes N400, die
wie im Beispiel 1.1 isoliert worden sind, unter Verwendung von BamHI1 (BRL) oder Hind il (BRL) in HHA BOg Puffer verdaut. Die
verdauten Proben werden auf 0,6%igen Agarosegels bei 40V Giber die Dauer von 18 Stunden elektrophoretisch getrennt. Die
DNA wird auf Nitrozellulosefilter transferiert und wie im Beispiel 2.3 gebacken. Die {Vor-}Hybridisationsiésungen sind mitdenim
Beispiel 2.1 beschriebenen identisch.
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Die bei der Vorhybridisation angewandte Temperatur ist immer die gleiche wie die Hybridisationstemperatur. Das
einzelstrangbruchtranslaterierte BamHl/Pstl-Fragment von pGW 840, das den Codierungsbereich des pelD-Gens enthilt, wurde
als Sonde verwendet. Die Hybridisation wird {iber 16 Stunden und Uber 40 Stunden bei unterschiedlichen Temperaturen (52°C,
60°C und 68°C) ausgefihrt. Bei den drei unterschiedlichen Temperaturen wird mit den beiden folgenden Waschbedingungen
gearbeitet: 2% 30min5x SSC,0,1% SDS, gefolgtvon 2% 30min3x SSC,0,1% SDSim Vergleichzu4Xx 30min5x SSC,0,1% SDS.
Bei 68% wird auBerdem eine Waschung sweimal mit 2x SSC, 0,1% SDS und zweimal mit 0,2 SSC, 0,1% SDS einbezogen. Bei
68°C und Verwendung der 0,2X SSC-Waschungen tritt nur homologe Hybridisation ein. Werden hohere Salzkonzentrationen
angewendet, treten einige andere schwache Signale auf. Bei 52°C ist der Hintergrund stark und die Hybridisation schwach. Die
besten Bedingungen fir eine heterologe” Hybridisation erreicht man bei 60°C iber die Dauer von 40 Stunden bei Anwendung
der Waschkombination 5x SSC und 3% SSC. Diese kénnen noch weiter optimiert werden, wennman 4x SSCinVerbindung mit
2% SSC anstelle von 5x SSCin Verbindung mit 3% SSC anwendet. Die Signale, die bei diesen genomischen Ubertragungenvon
A.niger N400 bei einer Sondierung mit dem 1,6-kbp-BamHI:Pstl-Fragment von pGW 840 sichtbar werden, werdeninderTabelle |
zusammengefaBt.

Tabelle 1
Hybridisationssignale in genomischer DNA von A. niger N 400, sondiert mit dem 1,6-kb-BamHI/Pstl-Fragment von pGW 840

BamHl Hindill

7.5 kbp stark homolog; pelD 21,0 kbp stark homolog; pelD

4,3kbp stark 3,9kbp stark

4,1 kbp schwach 7,1 kbp schwiécher
18,0 kbp schwach 4,4 kbp schwach

8,4kbp sehr schwach 4,6 kbp schwach

1,5 kbp sehrschwach

Beispiel 3.2

Screenen der Bibliothek

Auf 5 Platten werden 2,5 X 10* Phage der N400-Lambda-Bibliothek plattiert und von jeder Platte 3 Nitrolzellulosereplikate
gemacht, wiedasim Beispiel 2.1 beschrieben wurde. Auch der (Vor-) Hybridisationspufferwird im Beispiel 2.1 beschrieben. Das
erste Replikat von jeder Platte wird bei 60°C iiber 40 Stunden mitdem 1,6-kbp-BamHIi/Pstl-Fragment von gGW 840 hybridisiert
und zweimal bei dieser Temperatur {iber 30min mit4x SSC,0,1% SDS, und zweimal tiber 30 min mit2x SSC, 0,1% SDS
gewaschen, wie das im Beispiel 3.1 beschrieben wurde. Diese Bedingungen werden als heterologe Bedingungen bezeichnet.
Das zweite Replikat von jeder Platte wird bei 68°C mit dem gleichen Fragment hybridisiert und zweimal {iber 30 min mit2x SSC,
0,1% SDS, und zweimal Uber 30 min mit 0,2x SSC, 0,1% SDS, gewaschen. Diese Bedingungen werden als homogene
Bedingungen bezeichnet. Das dritte Replikat von jeder Platte wird homolog mit dem 0,35-kbp-BamHl-Fragment von pGW840
hybridisiert, das sichim Promotorbereich von pelD direktim AnschluR an das 1,G-kbp-BamHl/Pstl-Fragment befindet. Man erhalt
29 Plaques, die heterolog hybridisieren, nicht aber (oder sehr schwach) homolog. Sie werden als A-PL 101 bis A-PL 128 bezeichnet.
Man erhilt 19 Plaques, die stark homolog und heterolog mit der BamHI/Psti-Sonde hybridisieren. Sie werden als A-PL130bis
A-PL 148 bezeichnet und als pelD-Klone betrachtet. Davon hybridisieren 2 nur schwach mit der 0,35-BamH|-Sonde (A\-PL145 und
A-PL146) und enthalten daher wahrscheinlich nureinen Teil des Promotorbereiches. Die anderen hybridisieren stark. Man erhalt
nur einen Kion, der nur mit der 0,35-kbp-BamHI-Sonde hybridisiert (\-PL149).

Alle Klone werden aufgenommen und zweimal durch Plattieren und heterologes Hybridisieren mit der 1,6-kbp-BamHI/Pstl-
Sonde gereinigt. Bei einem zweiten Screening-Experiment wurden 2usitzlich 23 pelD-Klone und 25 andere Klone ermittelt
(\-PL151 bis A-PL198).

Beispiel 3.3

Charakterisierung von Lambda-Kionen durch Plaque-Hybridisierungssignal mit unterschiedlichen, von pelD abgeleiteten
Sonden

Bei diesem Experiment wird eine Klassifizierung der isolierten Klone unter Verwendung unterschiedlicher Teile des
Codierungsbereichs von pelD als Sonde beschrieben, Einbezogen werden A-PL101 bis-130, wihrend \-PL4 als positive Kontrolle
verwendet wird. Einbezogen wird auch A-PL 145. Die Klone werden plattiert, und es wird nur ein Replikat hergestelit, das in6 Teile
unterteilt wird. Auf diese Weise sollen Unterschiede im Hybridisationssignal swischen Replikaten ausgeschlossen werden.
Getrennte Teile der Replikate werden mit den folgenden 3?P-markierten Sonden sowohl homolog als auch heterolog hybridisiert:

1: das komplette 1,6-kbp-BamHl/Pstl-Fragment von pGW840
2. das 649-bp-BamHI/Xhol-Fragment von gWGB40 (N-Terminalcodierungsbereich von pelD)
3: das 244-bp-Xhol/Pstl-Fragmentvon pGW 840 {C-Terminalcodierungsbereich von pelD).

Wie fir pelD-Klone erwartet wurde, hybridisieren A-PL4, 130 und -145 sowie A-PL 101 unter homologen und heterologen
Bedingungen stark mit diesen Sonden. Der letztgenannte Klon, A-PL101, befindet sich am Rand eines Filters in Beispie! 3.2 und
wird daher beim ersten Screening nicht als pelD aufgefiihrt. Die eben genannten Kione werden als (pelD-) Klone der Kiasse !
klassifiziert. Alle anderen Klone kénnen in zwei andere Klassen unterteilt werden: Kiasse It hybridisiert nicht nur heterogen mit
der gesamten Sonde, sondern auch mit der N-Terminalsonde. Die homologe Hybridisation ist mitdem gesamten pelD-Gen als
Sonde nur schwach. Klone der Klasse lll hybridisieren iiberhaupt nicht mitder N-Terminalsonde und auch nicht homolog mitder
gesamten Sonde. Die C-Sonde hybridisiert nicht mit Klonen der Klasse Il und lll. Aus diesen Experimenten wurde die
SchluRfolgerung gezogen, daB wenigstens zwei verwandte Gene bei den isolierten Kionen sind.

Zu den Klonen der Kiasse Il gehoren: A-PL104,-105, -109, -113,-114,-115,-119, -1 22,-124,-125,-128 und -129.

Die Klone der Klasse !ll sind: A-PL102,-103,-106, -107,-108, -110,-111, -116,-117,-118, 2120, -121 und -123.



-14- 296 699

Beispiel 3.4

Restriktionsanalyse der isolierten Lambda-Klone (Klasse |, 1l)

Plattenlysatvorratslésungen, 250ml fliissige Lysate und Phag-DNA-Préparate im groRen Mal3stab aus diesen Lysaten werden
wie im Beispiel 2.2 hergestellt. Das geschieht fiir 24 Klone, von denen 3 pelD-Klone {A-P14, -130, -145) sind. Eine Klon-DNA geht
wiéhrend der DNA-Isolierung verloren (A-PL124). Die aus diesen Klonen isolierte DNA wird in 1-pug-Proben in insgesamt 20yl mit
10 Einheiten Enzym verdaut. Alle Klone werden mit EcoRI, BamHI, Hindlll, EcoRl/BamHl, BamHI/Hind I, EcoRI/Hind [ll und
EcoRl/BamHI/Hind Ill verdaut. Die Fragmente werden auf 0,6%igem Agarosegel getrennt und wie im Beispiel 2.3 auf
Nitrozellulosefilter Gbertragen. Ubertragungen werden heterolog mit dem 1,6-kbp-BamHI/Pstl-Fragment von pGW 840
hybridisiert, wie das im Beispiel 3.1 beschrieben wurde.

Zwei Klone (A-PL 112 und A-PL 129} hybridisieren nicht. Die Bandlangen werden sowoh! aus den Fotografien wie auch aus den
Autoradiogrammen berechnet. Vom Klon A-PL113 abgesehen, enthalten alle Klone zu viele Fragmente, um eine vollstindige
Karte abzuleiten.

Es ist jedoch moglich, eine Karte des Hybridisierungsbereiches abzuleiten und durch Kombination von Daten zu anderen
nichthybridisierenden Béandern zuzuweisen, welche Klone vom selben Gen abgeleitet sind. Es ist klar, daf8 von den restlichen 18
analysierten Klonen der Klassen Il und lli 5 Gene vorhanden sind. Sie werden als pelA, pelB, pelC, pelE und pelF bezeichnet. Die
Zuweisung von Klonen zu diesen Genen wird in der Tabelle ll zusammengefal3t.

Tabelle Il
Zuweisung von isolierten Klonen zu unterschiedlichen pel-Genen
{part heiRRt, daR die Hybridisierungsbander nur teilweise in diesen Klonen vorhanden sind)

Klasse Gen -Klone
l. pelD PL4,PL 130, PL145(part)
i, pelA PL113,PL104,PL115,PL125(part)
pelB PL119,PL122,PL 128, PL 105 (part)
pelC PL109
1I. pelE PL116,PL 107 (part)
pelF PL102,PL103,PL110,PL120,PL 121 {part), PL 123 {part)
Tabelle Hli

Vergleich der Hybridisationsbéander in Chromosomaliibertragungen und isolierten Genen
Die Bandlange wird in kbp angegeben.

EcoRl BamHi Hindlll
Chromosomal 29+35 7,5 21,0 homologes Signal pelD
+ gréBBere 4,3 3,9 stérkste heterologe
Bénder Signale
18,0 7.1 schwéchere Signale
4,4 schwache Signale
8,4 4,6 schwache Signale
4,1 : 1,6 schwache Signale
pelD 2,9+35 7.5 groR
pelA 7,5 4,3 3,8
pelB 8,7 grof3 71
pelC 5,0 groB3 4,4
pelE 6,2 8,4 4,6
pelF grof3 4,1 1,5+ 2,8 (sehr schwach)

Ein Vergleich der Ldnge des Hybridisierungsfragmentes der isolierten Gene und der Ldnge der Hybridisationsfragmente von
genomischen DNA-Ubertragungen wird in der Tabelle lil gegeben. Aus diesen Daten wird geschluBfolgert, dai3 alle Bander, die
in den genomischen Ubertragungen hybridisieren, in den isolierten Kionen vorhanden sind und da® unter diesen
Hybridisationsbedingungen keine anderen verwandten Gene isoliert werden kénnen. Die Plaque-Hybridisationsergebnisse
(Beispiel 3.3) zeigen, daB jedes Gen, wenn man partielle Klone nicht ber{icksichtig, ein spezifisches Hybridisationsmuster mitden
getesteten Sonden hat. Das wird in der Tabelle IV zusammengefafit.
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Tabelle IV

Vergleich der Signalstirke von unterschiedlichen Genen bei der homologen und heterologen Plaque-Hybridisation mit
unterschiedlichen pelD-Sonden nach dem Experiment in Beispiel 3.3

Der Grad der Hybridisation wird durch die Anzahl der +-Zeichen ausgedriickt. Das homologe pelD-Gen hybridisiert mit
wenigstens 10 +-Zeichen; £ sehr schlechte Hybridisation, — keine Hybridisation

Heterologe Hybridisation Homologe Hybridisation

Sonde Ganzes N-Term. C-Term. Ganzes N-Term. C-Term.
Gen Gen

pelA ++++ +4+++ + +++ + -

pelB ++++ ++++ + + + -

pelC +++ ++++ - - - -

pelE +++ - - - - -

pelF ++++ + x +n - -

Beispiel 3.5

Subklonieren von peiD-verwandten Genen in pBR322

Subklone der Hybridisationsfragmente, die aus den im Beispiel 3.3 gewonnenen A-Klonen gewonnen werden, werden im Vektor
pBR322 hergestelit, der durch EcaRl, BamHl oder Hindll verdaut und anschlieRend dephosphoryliert wird. Fragmentisolierung
aus LMP-Agarosegels, Vektorherstellung, Ligation, Transformation von E. coli MH1, Miniprep-DNA-Isolierung und
groBangelegte Plasmidisolierung werden nach den Standardverfahren durchgefiihrt, die im Beispiel 2.4 beschrieben worden
sind.

Die Fragmente werden in den geeigneten Vektor ligiert, wie das im Beispiel 2.4 beschrieben wurde. Transformierte E.coli

MH 1-Zellen werden auf LC + 50pg/mlamp plattiert. Die Transformanten werden auf Tetrazyklinsensitivitét getestet. Die
EcoRI-Klone sind alle resistent. Dann werden Miniprep-DNA mit geeigneten Enzymen verdaut, um auf die richtigen Inserts zu
priifen und die Orientierung der Fragmente zu bestimmen. Die ausgewihlten Plasmide werden in der Tabelle V
zusammengefaft. Zellen, welche diese aufgenommen haben, werden bei —70°C auf Glyzerol gelagert.

Tabelle V
Subklone von pel-Genen in pBR322

Plasmid Gen Fragment Ursprung Orientierung
pGW 820 pel A 7,5EcoRl A-PL113 2
pGW821 4,3 BamHl 2
pGW 822 3,9 Hindlll 2
pGW823 7,5 EcoRl 1
pGW 824 4,3BamHl 1
pGW 825 3,9 Hindlil 1
pGW830 pelB 7,1 HindHl A-PL122 1
pGW 850 pelC 5,0 EcoRl A-PL10S 1
pGW 851 5,0 EcoRl 2
pGW 860 pelF 4,1BamHl A-PL102 1
pGW 880 pelE 4,6 Hindlll A-PL10S 1
pGW 881 4,6 Hindll 2

Die Plasmide pGW820, -830, -860 und -880 wurden im groRBen Malstab isoliert und einer Restriktionskartierung unterzogen.
Karten dieser Plasmide werden in den Abbildungen 1 bis 6 gegeben.

Um die Genlage und -orientierung zu pestimmen, werden Southern-Transfers von Plasmidverdauungen heterolog mit dem
1,6-kbp-BamHI/Pstl-Fragment von pGW 840 hybridisiert, und identische Transfers werden heterolog mit einem N-
Terminalfragment desselben Plasmids hybridisiert, welches das 649-bp-BamHI/Xhol-Fragment fur die Kartierung von pGW 820
und -830 und das 766-bp-BamH!/EcoRI-Fragment fiir pGW 850 und -860 ist.

Die Plasmide pGW 820, pGW 830, pGW 850, pGW 860 und pGW 880 wurden in E.coli HB 101 kloniert und am 1.Februar 1988 bei
der Deutschen Sammlung far Mikroorganismen, Grisebachstr.8, 3400 Gottingen, hinterlegt. Sie erhielten die DSM-Nr.4388,
4389, 4390, 4391 bzw. 4392.

Beispiel 4
Sequenzbestimmung der Gene pelD, pelA, pelB und pelC

Beispiel 4.1

Partielle Sequenz des pelD-Gens des A. niger-Stammes N400 und deren Identitat mit pel | von A. niger-Stamm N756
Nachder LMP-Agarosegel-Elektrophorese,wie sieim Beispiel 2.4 beschrieben, wurde, werden geeignete Restriktionsfragmente
von pGW 840 isoliert. Diese werden nach dem BRL-M 13-CIoning/Dideoxysequenzierungshandbuch (S.26, 27; Lit6) in die
Vektoren M13mp 18 RF und M13mp 19RF kloniert. Die Transformation von E. coli JM103, die Plattierung auf Minimal-X-gal-
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Indikatorplatten und die Isolierung von einzelstrangiger DNA aus rekombinanten Phagen erfolgen nach den Anweisungen im
gleichen Handbuch {S. 29-34). Einige Klone werden nach der Dideoxykettenterminationsmethode nach Sanger sequenziert, die
auf den Seiten 3874 des BRL-Handbuches beschrieben wird.

Die zwischen den Nukleotiden —457 und +100 bestimmten Sequenzen sind mit der entsprechenden Sequenz des PLI-Gens
identisch, das von A. niger N756 abgeleitet wurde und im Plasmid pCG3B 11 (EP88101397.3) vorhanden ist. Die Sequenz, die
aus BamHlvon der Position —457 bis zur Position +100 bestimmtwurde, besteht aus 457 Nukleotiden der Promotorsequenz, den
57 Nukleotiden mit der Codierung der Signalsequenz und 43 Nukleotiden mit der Codierung flir die ersten 13N-Terminal-
Aminoséauren des reifen PLD-Proteins.

Auf Grund der identischen Restriktionskarten des N400-pelD-GEns in pGW 840 und des N756-pelD-Gens in pCG3B 11 und der
vollstandigidentischen Daten der N-Terminalsequenz wird angenommen, daf} die beiden Gene identisch sind. Demzufolge wird
angenommen, dall das PLD-Protein mit dem friiheren PLi-Protein identisch ist.

Beispiel 4.2

Sequenzbestimmung des pelA-, pelB- und pelC-Gens

Fragmente von pGW 820, pGW 830 und pGW 850 werden in M13mp 18 RF und M13mp 19RF (siehe Beispiel 4.1} oder in die
Plasmide pEMBL 18 und pEMBL 19 {Dente u.a., Lit. 7, 8) subkloniert, Einzelstrangige DNA von den Plasmidkionen erhalt man
durch Infektion mit dem Helfer-Phag R408 (Russell u.a., Lit.9).

Exonuklease-lll-Deletionsklone wurden aus pGW 850 nach der Methode von Henikoff (Lit. 28) hergestellt. Das 3,0kb-Smal-Bglll-
Fragment von pGW 850, an dem sich das pelC-Gen befindet, wird in pEMBL 19 subkloniert. Mit Sam! und Sacl werden 50 ug
dieses Klons verdaut und nach der Extraktion mit Phenol/Chloroform und der Ethanclausfallung mit Exonuklease lll verdaut. Zu
unterschiedlichen Zeitintervallen werden Proben genommen, die Exonuklease lll wird durch den Zusatz von NaCl und EDTA
inaktiviert, und es wird 10min bei 70°C inkubiert. Uberstehende ssDNA-Enden werden durch S 1-Nuklease entfernt, und die
kohisiven Enden werden mit T4-DNA-Polymerase glatt gemacht. Nach der Selbstligierung und der Transformation von E. coli
JM 103 mit diesen Deletionsklonen erhilt man einzelstrangige DNA durch Infektion mit dem Helfer-Phag R408. pGW 820 wird
von der Pvull-Stelle an Position 1000 bis zur Clal-Stelle an Position 4175 sequenziert (siehe Abb. 1). Bei pGW 830 wird das 2774 bp-
Xhol-Fragment sequenziert {sieche Abb. 2). pGW 850 wird von der EcoRl-Stelle in Position O bis zur Position 3168 sequenziert
{siehe Abh.3).

Die Sequenzstrategien fiir diese Gene werden in den Abbildungen 7, 8 und 9 angegeben. Es werden mehrere Oligonukleotide
unter Anwendung der Phosphoramiditmethode von Caruthers (Lit. 10) bei Einsatz eines Oligonukieotidsynthesiziers von Applied
Biosystems (Modell 380B) synthetisiert. Sie werden als Sequenzierungsstarter verwendet, ihre Position wird in den Abbildungen
7 und 8 angegeben.

Die gesamte Sequenz des pelA-Gens wird in der Abb.8 in der 5—3'-Richtung gegeben. Die 3175bp-Sequenz beginnt mitdem
ersten Nukleotiden der Pvull-Stelle in der Position 1000 von pGW 820 und endet beim letzten Nukleotiden der Clal-Stelle in der
Position 4175in pGW820.

Die pelA-Sequenz besteht aus 1360 Nukleotiden des Promotorbereichs, 1355 Resten des Strukturteils und 360 Nukleotiden des
Terminatorbereichs.

Der Aminosaurefolge von PLA (siehe Beispiel 6.3) geht eine Signalsequenz von 20 Aminos&uren voraus, wie aus der
Nukleotidfolge abgeleitet werden kann.

MET-LYS-TYR-SER-THR—-ILE-PHE-SER-ALA~ALA-ALA-ALA-VAL-PHE-ALA-GLY-SER-ALA-ALA-ALA

* * * * * * * * * *

Die Homologie mit der Signalfolge des pelD-Gens wird durch ein Sternchen angegeben. Auch die ersten 5 Reste des reifen
Proteins haben dieselbe Aminosdurefolge in pelA und pelD.

Die gesamte Folge des pelB-Gens wird in der Abb. 10 gegeben, ebenfalls in der 5'—3’-Richtung. Die 2774 bp-Sequenz beginnt mit
dem ersten Nukleotid der Xho!-Stelle in pGW 830 und endet am letzten Nukleotiden der zweiten Xhol-Stelle.

Die pelB-Sequenz umfaflt 1133 Nukleotide des Promotorbereichs, 1373 Reste des Strukturteils und 268 des Terminatorbereichs.
Das pelB-Gen codiert eine Signalfolge von wenigstens 20 Aminoséuren.

Die pelC-Sequenz besteht aus 1367 Nukleotiden des Promotorbereichs, 1340 Resten des Strukturteils und 461 des
Terminatorbereichs. Das pelC-Gen codiert eine Signalsequenz von 18 Aminoséuren.

pelC MET-LYS-VAL-PRO X~ X ~PHE-LEU-GLN-LEU-LEU-CYS~LEU

pelB = *
pelA = * *
pelD = * * *

pelC ASN-ALA-ALA

pelB *
pelA *
pelD *

pelC LEU-ALA-SER-ALA

pelB * *
pelA * *
pelD = * *

Die Homologie mit der Signalsequenz des pelA-, pelB- und pelD-Gens wird an den einzelnen Positionen mit einem Sternchen
bezeichnet. Die X's werden zur Ausrichtung der Sequenzen einbezogen.
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Die Suche nach Konsensus-Sequenzen fiir Pilz-Exon/Intron-SpleiBungsverbindungen in Intron-Innensequenzen (Ballance, Lit.
11) fihrt dazu, das Vorhandensein von vier Introns in den Genen pelA, B und C zu postulieren. Die Positionen, an denen sich die
Introns innerhalb der Codierungsbereiche dieser pel-Gene befinden, bleiben in dem Sinne erhalten, daf potentiell finf Intron-
Positionen vorhanden sind, in jedemn Gen aber ein anderes Intron fehlt. Fir das pelC-Gen werden jedoch nur drei Introns
postuliert. Von diesen befindet sich nur eines in einer Position, die einer Position eines Introns in pelD und pelA (Intron 5)
entspricht. Die Positionen dieser Introns und ihre entsprechende Lange werden in der Tabelle Vla zusammenfassend gegeben.

Tabelle Vla
Positionen von Introns in den Sequenzen von pelD, pelA, pelB und pelC

Die Positionen beziehen sich auf die Codierungssequenzen in den Abbildungen 10, 11 und 12 und auf die Sequenz von pelD

Gen pelD pelA pelB pelC

Intron Positionslange, bp Positionslange,bp  Positionsldnge,bp  Positionslénge, bp
1 202-26766 fehlen 1337-139862 fehlen

2 410-47162 1708-175952 1543-1598 66 fehlen

3 598-660 63 1886-193348 1725-178157 fehlen

4 fehlen fehlen fehlen 1853-193078

5 1446-1502 57 2031-2094 64 fehlen 1998-2062 65

6 fehlen fehlen fehlen 2232-229463

7 fehlen 2329-238254 2113-216957 fehlen

Die Linge der Exons zwischen den Introns ist in diesen Féllen bei den vier pel-Genen dieselbe. In der Abb. 13 werden die
ausgerichteten, abgeleiteten Aminos3urefolgen von PLA, PLB, PLC und PLD gezeigt. Im N-Terminalteil der Codierungsbereiche
von pelA, pelB und pelD wird auf der Grundlage der Nukleotidfolgenhomologie eine Homologie von etwa 80% becbachtet und
von mehr als 80% auf der Grundlage der Aminoséurefolgenhomologie. Dieser Prozentsatz ist bei pelC weit geringer. Im C-
Terminalteil von pelA, pelB und pelD geht jenseits von des Restes 285 des reifen Proteins (was dem Rest 305 in der Abb.13
entspricht) die Homologie zum groRen Teil verloren und kehrt erst in der N&he des C-Terminus zurlick.

Abgesehen von den Konsensus-Sequenzen des SpleiRungssignals und von den 5'- und 3'-SpleiBungssteilen (Tabelle VIb) wird
bei den Introns keine Homologie festgestellt.

Tabelle Vib
Vergleich von Intron-Konsensus-Sequenz

intron Donor Lasso Akzeptor
Exon1 Intron Intron Exon2
pelD 1 AAGAC GTGAGTTT..32 GGCTGACC..12..TGCCAG TTTCG
pelB 1 AGAAC GTAGGTCG..32..GCCTAACA...8..ATCCAG CTTICG
pelD 2 ACCTA GTAAGTTG..37..TGCTGACA...3..GGATAG CAACA
pelA 2 GAATA GTATGTCC..29..ATCTAACT...1..GGATAG CTACA
pelB 2 | ACTTA GTATGTTG..31..TGCTGATA...3..GTATAG TGATA
pelDd 3 ATCCA GTATGCAT..32..AACTAACC...S..CCACAG GAACA
pelA 3 ATCCA GTAGGTTA..25..CTCTAACG...1..AATCAG GAACA
pelB 3 ATCCA GTGAGTGC..33..TGCTAATA...2..GGCCAG GAACA
pelD 5 TTACT GTAAGTCG..31..CACTAATG...4..CTTCAG ACTGC
pelA 5 TTACT GTACGTCT..40..AGTTAACA...2..TGACAG ACCGC
pelC 5 GCGAG GTAAGACA..39..CGTTGACT...4..GATTAG ACCTC
pelC 6 CCAGA TACGTGT. .30..AACTAACA..11..TCACAG ACAAC
pelA 7 ACTGT GTAAGTTG..24..ACCTGACT...8..TTGCAG GTCAA
pelB 7 ACGCC GTATGTCG..28..TACTGACA...7..CTACAG GTGAA
CONSENSUS | =~=—=—=- GTA-GT--..24..--CTAAC—-...1..-=~CAG —-——--—

g ¢ 40 t Gt 12 T

a
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Die abgeleiteten Aminosaurefolgen fiir die Proteine PLA, PLB, PLCundPLD geben eine Gesamtzahlvon 359 Resten fur die ersten
beiden Proteine, 360 fir POC und 354 fiir PLD an. Im Zusammenhang mit der N-Glykosylation ist in allen vier Proteinen eine
potentielle Glykosylationsstelle an Position 108 (im reifen Protein) vorhanden {bei PLC entspricht das der Position 105 in der
nichtausgerichteten Folge). Bei PLBistin der Position 232 eine zweite potentielle Stelle vorhanden, wihrendbei PLD zwei andere
potentielle Glykosylationsstellen an den Resten 255 und 329 vorhanden sind.

Beispiel 5
Kotransformation von A. niger unter Verwendungdes A. niger pyrA-Gens als Selektionsmarker und von verschiedenen A.niger
pel-Genen als kotransformierenden Plasmiden

Beispiel 5.1

Fortpflanzung und Reinigung von Plasmiden, die fiir die Transformation von A.niger verwendet werden

Alle Plasmide werden im E.coli-Stamm MH 1 vermehrt, und die Plasmid-DNA wird aus 500-m!-Kulturen, die iber Nacht gebildet
wurden, nach der Methode von Maniatis u.a. (S. 90-91, Lit.5) gewonnen. Zu 2,5ml DNA-Losung in TE, der bis zu 1mg DNA
enthielt, wurden 2,2g CsCl und 1ml Ethidiumbromid (10mg/ml in Wasser) gegeben. Die Lésung wird in Schnellschiuréhrchen
gegeben, die so gefllit und verschlossen werden, wie das der Hersteller {Beckman) empfiehlt. Das Zentrifugieren erfolgtin
einem Rotor VTi 65.2 bei 20°C tiber die Dauervon 16 Stunden mit 45000 U/min. Von den beiden fluoreszenten Béndern, die unter
Ultraviolettlicht sichtbar sind, wird das untere, indem sich die Plasmid-DNA befindet, durch seitliches Punktieren des Réhrchens
isoliert. Die DNA-Losung (etwa 1ml) wird fiinfmal mit wassergesittigtem Butanol extrahiert, um das Ethidiumbromid zu
entfernen. Dann wird die DNA durch Ethanol ausgefallt, wieder in TE zur Suspension gebracht, einmal mit Phenol/Chloroform
und Chloroform extrahiert, erneut ausgefallt und bei —20°C gelagert.

Das Plasmid pGW613, welches das OMP-Dekarboxylase-Gen (pyrA) auf einem 5kbp-DNA-Fragment von A.niger trégt, wird dazu
genutzt, Transformanten auszuwihlen (Goosen u.a.; Lit.12).

Die Plasmide pGW 820, pGW 830, pGW 840, pGW 850, pGW 860 und pGW 880, die im Beispiel 3.5 beschrieben wurden, werden
als kotransformierende Plasmide verwendet.

Beispiel 5.2

Herstellung von Protoplasten und Transformation des uridinauxotrophen Mutanten A. niger-Stammes N593

Der A.niger-Stamm N593 (cspA, pyrA), der ein Derivat des Parentalstammes N 400 ist, wurde durch positive Selektion anhand
des toxischen, 5-fluoroorotinsauregleichen Analogs in Hefe (Boeke u.a.; Lit.13) bei Vorhandensein von Uridin gewonnen, wie
das von Goosen u. a. (Lit.12) beschrieben wurde.

Fliissiges Minimalmedium, ergdnzt mit 0,5% Hefeextrakt, 0,2 Kacasaminos3uren, 10mM Uridin {Janssen Chimica) und 50mM
Glukose, wird mit 10° Konidiosporen von A.niger N 593 inokultiert und 20 Stunden bei 30°Cin einem Orbitalschittelapparatvon
New Brunswick inkubiert. Myzel wird durch Filtern durch Miracloth geerntet, mitisoosmotischem Minimalmedium (STS STC)
mit folgender Zusammensetzung gewaschen: 1,33M Sorbitol, 10mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5, 50mM CaCl,, abgestimmt auf
1,7mOsm. Eine Menge von 1g Myzel wird in 20 ml STC wieder zur Suspension gebracht. innerhalb von 2 Stunden werden aus
dem Myzel durch den Zusatz von 250mg filtersterilisiertem Novozym 234 {Novo Industries, Danemark) und Inkubation des
Gemischs bei 30°C in einem Schittelapparat mit 95 U/min Protoplasten freigesetzt. Die Protoplasten werden vom restlichen
Myzel durch Filtern unter Verwendung eines Trichters mit einem Stépsel aus Glaswolle getrennt und durch Zentrifugieren

{10 min 2500 U/min) gereinigt, pelletiert und erneut in STC zur Suspension gebracht.

Zur Transformation werden 5 X 10° Protoplaste in 200l gegeben, die dann zusammen mit 1 pg pGW 631 und 10pg eines der
Plasmide pGW 820, pGW 830, pGW 850, pGW 860 oder pGW 880 (Volumen weniger als 20 pl) inkubiert werden. FlurpGW 840 wird
ein Verhiltnis von 1:3 unter Verwendung von 61g pGW613 angewendet. Nach dem Zusatz von Plasmid-DNA zu den
Protoplasten werden 50l PCT {10mM Tris-HCI, pH-Wert7,5,50mM CaCl, 25% PEG 6000) zugesetzt, und das Inkubationsgemisch
wird 20 min auf Eis gehalten.

Dann werden weitere 2ml PCT zugesetzt, und das Gemisch wird weitere 5min bei Zimmertemperatur inkubiert. Abschliefend
werden 4ml STC zugesetzt und gemischt. Aliquote von 1ml dieser abschlielenden Transformationslésung werden mit4mi
verfliissigtem isoosmotischem MM-Top-Agar gemischt, das durch 0,95 M Sukrose stabilisiert worden war {abgestimmt auf
1,7mOsm). Das Protoplastgemisch wird sofort auf Agar-Platten plattiert, die das gleiche isocosmotische Minimalmedium
enthalten, und diese werden bei 30°C inkubiert. Entsprechende Kontrollexperimente beinhalten Protoplaste, die ebenso, aber
ohne Plasmid-DNA, und auf nichtstabilisiertem Minimalmedium mit 2,5mM Uridin behandelt wurden.

Nach 3 Tagen Wachstum bei 30°C erscheinen gut wachsende Transformanten, die Sporen bilden (50-150 Transformantenje g
pGW613). AuBerdem erscheint eine groRe Zahl von vermutlich abortiven Transformanten. Die Sporen von einzelnen
Transformanten werden dann genommen und getrennt auf 50-mM-Glukose-Minimalmedium plattiert, um einzelne Kolonien zu
erhalten, die zur Vermeidung der Sporen fiir die weitere Analyse der Transformanten verwendet werden,

In jedem Fall werden wenigstens zehn Transformanten auf fiiissigem Minimalmedium gezogen, die DNA wird extrahiertund auf
das Vorhandensein von kotransformierendem Plasmid-DNA analysiert. Pilz-DNA wird nach einem Verfahren isoliert, das
gegenlber dem Verfahren zur Isolierung von Pflanzen-RNA leicht modifiziertist (Slater; Lit. 14). Das Myzel wird mit Salzldsung
gewaschen, in flissigem Stickstoff gefroren, und 0,5g werden unter Verwendung eines Mikrodismembrators (Braun)
aufgebrochen. Das Myzelpulver wird mit frisch hergestelltem Extraktionspuffer extrahiert. Der Extraktionspuffer wird
folgendermafen hergestelit: 1 ml Triisopropylnaphthalensulfonsdure {TNS), 20mg/ml, wird mit Tmi p-Aminosalizylsdure
(PAS), 120mg/ml, und 0,5ml 5x RNB-Puffer (5x RNB-Puffer enthilt 121,1g Tris, 73,049 NaClund 95,1 EGTAin 11, pH-Wert 8,5)
gemischt. Nach dem Zusatz von 1, 5ml Phenol wird der Extraktionspuffer fir die Dauer von 10min bei 55°C dquilibriert. Der
warme Puffer wird dann dem Myzelpulver zugesetzt, und die Suspension wird eine Minute lang mit einem Vortex-Mischer
griindlich gemischt. Dann wird ein Milliliter Chloroform zugesetzt, und es wird 1 min lang gemischt.

Durch Zentrifugieren {10min, 10000 X g) wird die wiRrige Phase abgetrennt und ein weiteres Mal mit einem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform (1:1} und anschlieBend zweimal mit Chloroform extrahiert.
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Die wilrige Phase enthélt sowoh! RNA als auch DNA. Die DNA wird bei Zimmertemperatur mit 2 Volumen Ethanol ausgefalit
und durch Zentrifugieren {10min, 10000 X g) aufgefangen, zweimal durch Auflésen in destilliertem, sterilen Wasser und
erneutes Ausfillen mit Ethanol gewaschen. Die RNA wird durch den Zusatz von RNase A (20ug/ml} zur Endldsung entfernt. Das
Verfahren ergibt hochmolekulargewichtige DNA {100 bis 200kbp) in einer Ausbeute von etwa 300ug DNA/g Myzel, die weiter
gereinigt wird durch CsCl/Ethidiumbromid-Dichtegradientenzentrifugation, wie das im wesentlichen von Maniatis u.a., S.93;
Lit. 5, beschrieben wurde.

Verdauungen von Chromosomal-DNA (2 pg) werden durch Inkubation bei 37°C mit EchoRl fiir pelA-(pGW820) und pelC-

(pGW 850) Transformanten, Hindlll fiir pelB-{(pGW 830) Transformanten und EcoR! oder Bglll fiir pelD-Transformanten tiber die
Dauer von 2 Stunden hergestellt. In allen Fallen werden anfangs 20 Einheiten Restriktionsenzym verwendet, anschlieBend wird
die Inkubation durch den Zusatz von erneut 20 Einheiten Restriktionsenzymen um weitere 2 Stunden verlangert. Die
Verdauungen werden in den geeigneten Reaktionspuffern ausgefiihrt, die von BRL geliefert werden.

Dann wird die DNA auf 0,6 % Agarose fraktioniert, auf Nitrozellulose Gibertragen und im wesentlichen so hybridisiert, wie das von
Maniatis u.a. (Lit.5), S.382-386 beschrieben wurde, wozu die entsprechend [a-*’P]-markierten Sonden eingesetat werden.
Eswerden folgende Kotransformationshiufigkeiten gefunden: pGW 820 (pelA) 70%; pGW 830 (pelB) 70%; pGW 840 (pelD) 15%;
pGW 850 {pelC) 60 %.

Das Massenverhiltnis von pGW 613 zum kotransformierenden Plasmid pGW 820, pGW 830, pGW 950 (1:10) und pGW 840 {1:3)
fihrtin der Mehrzahl der beobachteten Félle zur Mehrfachkopie der chromosomalen Integration von kotransformierenden
Plasmiden.

Beispiel 5.3

Genomische Analyse des pelA-transformierten A. niger-Stammes A15

Eine Reihe der Mehrfachkopietransformanten, die in Beispiel 5.2 beschrieben worden sind, wurde analysiert, und die Analyse
des pelA-Transformanten A15 wird als ausfiihrliches Beispiel gegeben.

DNA des A. niger-Stammes N 533 und des mehrfachkopietransformierten pelA-Stammes A15 werden isoliert und durch
Hybridisierung von Southern Transfers analysiert, wie das im Beispiel 3.1 beschrieben wurde. Als pelA-Sonde wird das 7,5kbp-
EcoRl-Fragment verwendet (siehe Abb.3a). In der genomischen Ubertragung findet man ein intensives Band von 7,4kbp im
transformierten Stamm A 15, das aus Integrationsereignissen vom Typ {und/oder Typ Il resultiert [siehe Hinnen u.a.; Lit. 14a).
Es werden auch einige kleinere Bédnder von unterschiedlicher Lange gefunden, die Genzfragmente von Integrationsereignissen
Typ Il von Umstellungen darstellen.

Die optischen Dichten der 7,4 kbp-EcoRI-Bénder in den A. niger-pelA-Transformanten A15 und den A. niger N593-
Autoradiogrammen werden unter Verwendung eines Gerits Ultroscan XL (LKB) abgetastet. Die Werte werden flr geringe
Unterschiede in der DNA-Konzentration zwischen N593 und dem Transformanten A15 durch Abtasten der ermittelten Dichten
mit einer zweiten Sonde korrigiert, welche mit dem Pyruvatkinasegen hybridisiert, das als Einzelkopie in beiden Stémmen
vorhanden ist. Aus diesen Daten wird berechnet, daB im pelA-Transformanten von A15 etwa 19 intakte Kopien des pelA-Gens
vorhanden sind.

Unter Verwendung des Hindlll-Inserts von pGW830 (Abb.3b) als Sonde, zeigt die Analyse des Southern-Transfer des
transformierten Stammes A 15, daB die Integration der pelA-Sequenzen nicht an der pelB-Stelle erfolgt ist. Ebenso ergibt die
Analyse des transformierten pelB-Stammes B13, des pelC-Stammes C 16 und des pelD-Stammes D12 mit entsprechenden,
geeigneten Sonden Kopiezahlen von etwa 15, 50 und 10.

Beispiel 5.4

Northern-Transfer-Analyse von induzierten und nichtinduzierten Myzelien des pelA-transformierten A. niger-Stammes A15
und von A. niger N400

Minimalmedium (250ml), das 50mM Glukose oder 1 % Apfelpektin {(Brown Ribbon, d.e. 72,8 %, Obipektin AG, Bischofszell)
enthalt, wird mit einer Sporendichte von 10° Sporen/ml mit Sporendes Transformanten A 15 oder Sporen des Wildtypstammes
N 400 inokuliert, und nach 30 Stunden Wachstum bei 30°C wird geerntet. Es werden auch Proben des Kulturmediums {2ml)
aufgenommen, anhand von 2110 mM Natriumphosphatpuffer, pH-Wert 7,0, bei 4°C dialysiert und bei —20°C aufbewahrt.

Aus dem Myzel werden Nukleinséuren isoliert, wie das im Beispiel 5.2 beschrieben wurde. Die RNA wird aus der waBrigen Phase
nach Chloroformextraktion durch den Zusatz von 1/3 Volumen von 8 M LiCl ausgefallt. Die RNA wird durch Zentrifugieren

{300 U/min, 30 min) unter Verwendung einer Zentrifuge MSE Spuer-Minor aufgefangen und dann einmal mitkaltem (=20°C}2M
LiCl und einmal mit kaltem (—20°C), 96%igen Ethanol gewaschen. AbschlieBend wird die RNA in destilliertem Wasser mit einer
Konzentration von etwa 1 mg/mi aufgeldst. Die Praparate sind im wesentlichen frei von DNA und ergeben eine Ausbeutevon
1—2mg RNA je Gramm Myzel. Mengen von etwa 10 g RNA werden behandelt nach Maniatis u.a., S.202-203 (Lit. 5} auf
denaturiertem Formaldehyd-1 %-Agarosegel unter Verwendung von Hindlll-verdauter Lambda-DNA oder der RNA-Leiter von
BRL als Molekulargewicht-Marker. Die Gels werden bertragen und auf Nytran {Schleicher und Schuell) gebacken, wie das vom
Hersteller empfohlenwird,und 16 Stunden lang bei 68°C mitder 7,4 kbp-EcoRI-pelA-DNA-Sonde hybridisiert. Die Hybridisations-
und Waschverfahren sind die gleichen wie bei der DNA-Hybridisation unter homologen Bedingungen nach Beispiel 3.2.

Beide A. niger-Stamme erzeugen eine pektininduzierbare mRNA mit einer Linge von etwa 1,6kbp. Das Abtasten der optischen
Dichte der beiden Autoradiogramme weist eine 15- bis 20fache Differenz in der Intensitét zwischen dem A15-Transformanten
und dem Wildtypstamm auf, was in Korrelation mit der Zunahme der Kopienzahl steht, die aus der Analyse des Southern-
Transfer berechnet wurde.

Beispiel 5.5

Pektinylaseproduktion durch den transformierten A. niger-Stamm D 12

Der A. niger-pelD-Transformant D12, der nach Beispiel 5.2 gewonnen wurde, wird in einem zweistufigen Kultivationsverfahren
shnlich dem Verfahren gezogen, das von Hermersdarfer u.a. (27) fir die Produkiion von Polygalakturonase beschrieben wurde.
Oben auf einer fliissigen Kultur wird eine Myzelschicht gebildet durch Modulation von 10° Sporen je Milliliter des
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Vorkultivationsmediums (PCM), das aus Zuckerriibenbrei (4%) und NH4;NO; (1 %), pH-Wert 4,5, besteht. Nach einer
Wachstumsperiode von & Tagen bei 30°C wird das in 30ml Medium gezogene Myzel mit Salzlésung gewaschen und auf 50ml
Hauptkultivationsmedium (MCM) tibertragen. Diese Kultur wird bei 30°Cin einem Orbitalschiittelapparat bei 100U/min gezogen.
Das Hauptkulturmedium ist je Liter Medium zusammengesetzt aus Glukose (5%}, Pektin (d.e. 72,8%,; 0,1 %]}, NHsNO; (0,75%),
KH,PO, (0,5%), FeSO, - 7 H,0 (0,03 %), MgSO; - 7 H,0 (0,03 %), CaCOj; (0,03%), NaNO; (0,03%}, pH-Wert 4,5. Innerhalb von

24 Stunden werden zu unterschiedlichen Zeitintervallen Proben genommen und durch SDS-Polyakrylamid-Gel-Elektrophorese
analysiert. Die Expression von pelD ist bereits von 7 Stunden nach Kultivierungsbeginn maximal. Das Protein wandert identisch
wie PLI, das als Referenz verwendet wurde.

Beispiel 5.6

Produktion von Pektinlyase A durch den transformierten A. niger-Stamm A 15 und durch A, niger N400

Die dialysierten Kulturfiltrate (Beispiel 5.4) werden lyophiliert, in 0,2ml destilliertem Wasser resuspergiert und einer SDS-
Polyakrylamid-Gelelektrophorese {10% Gel) nach Standardmethoden (Laemmli; Lit. 15} unterzogen. Die abgetrennten Proteine
werden auf Nitrozellulose Gibertragen (Towbin u. a.; Lit. 16). Die Ubertragungen werden fiinf Stunden lang bei Zimmertemperatur
mit 1% BSA-Lésungin 10 mM Tris-HCI-Puffer, pH-Wert 7,5, mit 0,35 M NaCl gesattigt. Daran schlieBt sich eine sechszehnstiindige
Inkubation bei Zimmertemperatur mit polyklonalem Antikdrper (0,1 %) an, gezogen anhand von zwei Pektinylasen, die nach van
Houdehoven (1975) in 50ml des gleichen Puffers gereinigt wurden, der 150 mM NaCl, 0,5% BSam 1% Triton X100, 0,5%
Deoxycholat und 0,1% SDS enthilt. Die Ubertragungen werden dann fiinfmal mit 200m| PBS gespiilt, bevor die Inkubation mit
30l Ziegen-Antikaninchen-lgG-HRP (Sigma) als 2. Antikorper je 50 ml erfolgt, und anschlieBend erneut 5mal mit PBS
gewaschen. AbschlieBend werden die Ubertragungen unter Verwendung von 4-Chloro-1-naphthol als Substrat gefarbt. Es
werden 40mg des Substrats in 0,5 m! 96%igem Ethanol aufgelést und mit 100mi 50 mM Tris-HCl, pH-Wert 7,5, und 30 pl 30%igem
Wasserstoffperoxid gemischt und dann den Ubertragungen zugesetzt.

Beispiel 5.7

Screenen der pelA-transformierten Stimme durch Halobildung auf pektinhaltigen, festen Medien

Conidia von pelA-transformierten Stimmen werden mit einer Sporendichte von etwa 40 Kolonien je Petrischale auf steriles
Filterpapier {Schleicher und Schuell} inokuliert, das oben auf 1%-agarverfestigtes Minimalmedium aufgebracht wird, welches
0,01% Triton-X 100 und Apfelpektin (1%, D.e. 72,8%, Obipektin) als Kohlenstoffquelle enthélt. Die Inkubationszeit betrégt

72 Stunden bei 30°C und ergibt einzelne Kolonien (2—4mm). Das Filterpapier wird auf eine andere sterile Petrischale tibertragen,
und das Medium in dieser Schale wird mit wenigstens 5ml einer Ruthenium-Rot-L&sung {0,1%) in destilliertem Wasser gefdrbt,
2 Stundeninkubiert und dann mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen, um den nichtadsorbierten Farbstoff zu entfernen,
gefolgt von im wesentlichen dem Verfahren, das von Ried und Collmer (Lit. 17) fiir Polygalakturonat beschrieben wurde, um die
bakterielle Pektatlyaseenzymaktivitdt zu charakterisieren.

Transformanten mit einer Uberproduktion an PL A-Protein werden anhand einer Zunahme ds Halodurchmessers um die
einzelnen Kalonien im Vergleich zum Parentalstamm N400 festgestellt.

Beispiel 6
Isolierung, Reinigung und Charakterisierung von Pektinlyase A (PLA) vom A. niger-pelA-Transformanten A15

Beispiel 6.1

Kulturbedingungen zur Herstellung von Pektinlyase A

Ein A. niger-pelA-Transformant A15, wie er im Beispiel 5 beschrieben wurde, wird auf Komplettmedium in Petrischalen fir die
Dauer von 3 Tagen bei 28°C gezogen, um Conidia zu produzieren. Die Conidia werden von diesen Platten durch Suspendieren
der Sporen in 5ml steriler Salzlésung, die 0,005% Tween 80 enthilt, geerntet. Die Suspension wird auf einem Griffin-
Schiittelapparat 20min stark geriihrt. Minimalmedium (Lit. 21), das 1% Apfelpektin {Brown Ribbon, d.e. 72,8%; Obipektin AG,
Bischofzell) enthalt, wird mit einer Sporendichte von 10° Sporen/ml unter Verwendung von 250ml Medium in
1I-Erlenmeyerkolben, die silikonisiert sind, inokuliert. Das Myzel wird 40 Stunden lang bei 30°C auf einem Gallenkamp-
Oribtalschiittelapparat bei 200 U/min gezogen. Nach dem Kultivieren wird das Myzel durch Filtern Giber Miracloth unter
Verwendung eines Biicher-Trichters entfernt. Das Kulturfiltrat {Lit. 21) wird mit destilliertem Wasser verdiinnt (Lit. 21 ), der
pH-Wert des Filtrats {pH-Wert 3,7) wird unter Verwendung von 1N NaOH auf 6,0 gebracht, anschlie®end wird erneut mit
Filterpapier Whatman 1 gefiltert.

Beispiel 6.2

Reinigen der PLA

Das verdiinnte Kulturfiltrat (4 1) wird in eine SchnellfluRkolonne DEAE-Sepharose (Pharmacia) (10cm X 2,6¢cm) gebracht, die mit
20mM Natriumphosphatpuffer, pH-Wert 6,0, voréquilibriert wurde. Die Kolonne wird mit dem gleichen Puffer eluiert, bis die
Absorbanz bei 280nm einen Wert von 0,1 OD erreicht. Die Pektinylaseaktivitat wird dann aus der Kolonne unter Anwendung
eines linearen Gradienten eluiert, derr sich aus 20 mM Natriumphosphatpuffer (150 ml) und 20mM Natriumphosphatpuffer mit
1M NaCl (150 ml) zusammensetzt.

Die Fraktionen werden auf das Vorhandensein von aktiver Pektinylase nach dem Verfahren Giberpriift, das von van Houdenhoven
{Lit. 18, S.11) beschrieben wurde, wozu Pektin von Brown Ribbon (d.e. 72,8%) als Substrat verwendet wurde. Die Aktivitat
erscheintum eine Konzentration von 0,43 M NaClim Salzgradienten. Die aktiven Fraktionen werden dann zusammengefaftund
zweimal anhand von 11 20 mM Piperazin-HCI-Puffer, pH-Wert 5,5, dialysiert (Probengré3e 45,5ml).

Im nachsten Schritt wird die dialysierte Probe in 3 Portionen von gleicher GréBe unterteilt, die einer anionischen
Austauschchromatografie in drei getrennten Durchgéingen unter Verwendung einer Standardkolonne MONO Q von Pharmacia
in Verbindung mit dem FPLC-System von Pharmacia unterzogen werden. Die Kolonne wird mit 20mM Piperazin-HCI-Puffer,
pH-Wert 5,5, voraquilibriert. Nach der Einfiihrung der Enzymprobe wird die Kolonne mit dem gleichen Puffer bei einer FluBirate
von 1 mi/min eluiert, bis erneut die Grundlinienabsorbanz erreicht ist. Dann wird ein linearer Salzgradient angelegt. Im Rahmen
von 22ml des der Kolonnen zugefiihrten Eluierungspuffers wird eine Endkonzentration von 0,6 M NaCl erreicht.
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Die aktiven Fraktionen {4,4 ml) werden aufgefangen, unter Verwendung des Aquilibrationspuffers auf 26 ml verdiinnt, und es
wird dasselbe Chromatographieverfahren wiederholt. Zwei Fraktionen, die das aktive Enzym enthalten {Gesamtvolumen 3ml)
werden dann anhand von 25mM Piperazin-Puffer, pH-Wert 5,0, dialysiert und in 1-ml-Portionen auf eine Kolonne MONOP
(Pharmacia) gespritzt, die mit dem gleichen Puffer vordquilibriert wurde. Nach den Injektionen wird unter Verwendung einer
5%igen Losung von Polypuffer TM 74 (in destilliertem Wasser, das unter Verwendung von 4N HCl auf einen pH-Wert von 3,0
gebracht wurde) ein pH-Wert-Gradient geschaffen. Das aktive Enzym (3,2 ml) tritt um einen pH-Wert von 3,2 auf. Das Praparat
wird extensiv anhand von 50mM Natriumphosphatpuffer, pH-Wert 6,0, dialysiert und bei —20°C aufgehoben. Die
Reinigungsergebnisse werden in der Tabelle Viia zusammengefalRt und mit den Daten einer dhnlichen Reinigung von
Pektinlyase, die durch den A, niger-Stamm N 400 produziert wurde, verglichen {Tabelle VIIb).

Tabelle Vilaund VIlb
Reinigungsschema fiir Pektinlyase A ausdem A. niger-pelA-Transformanten N593 und fiir Pektinlyase aus dem A, niger-Stamm
N400

vila
Schritt Volumen Gesamtakti- Spezifische Pek-
ml vitat {l.U.) tinlyaseaktivitat
{l.U./mg Protein)
DEAE-Sepharose 45,5 39,8 49
MONO Q-Chromatografie (2x} 2,3 19,9 18,4
MONO P-Chromatogr. 3,2 17,4 28,6
Vilb Wildtyp
Schritt Volumen Gesamtakti- Spezifische Pek-
ml vitdt (1. U.) tinlyaseaktivitat
{I.U./mg Protein)
DEAE-Sepharose 43,0 10,1 0,9
MONO Q-Chromatografie (2x) 1,1 2,5 6.3
MONO P-Chromatogr. 1.4 1,7 10,0

Proteinkonzentrationen wurden unter Verwendung des BCA-Proteinprobereagens (Pierce) nach den Anweisungen des
Herstellers bestimmt.

Die Gesamtaktivitat von A. niger N 593, transformiert mit pGW820 hat im Vergleich zur Gesamtaktivitit des Wildtyps nach der
Reinigung etwa um das Zehnfache zugenommen, die spezifische Aktivitat etwa das Dreifache.

Beispiel 6.3

Bestimmung der Aminosiurenfolgen des N-Terminalteils von Pektinlyase A

Es werden 500 g Pektinlyase (PLA), die nach Beispiel 6.2 gereinigt wurden, dreimal anhand von 11 destilliertem Wasser, das
durch Millipore gefiltert wurde, dialysiert und lyophiliert. Die Aminoséurefolgen werden mit einem Proteinsequenziergerat von
Applied Biosystems, Modell 470A, das direkt miteinem 120A-PTH-Analysegerat verbunden ist, nach der von Hunkapiller (Lit.1 7)
beschriebenen Methode bestimmt.

Fiir das Enzym wird folgende N-Terminataminoséurefolge bestimmt:

VAL-GLY-VAL-SER-GLY-SER-ALA-GLU-GLY-PHE-ALA-GLU-?-VAL-THR-GLY-GLY-GLY-ASP-ALA.

Die so bestimmte Aminoséurefolge entspricht genau der auf der Grundlage der Nukleotidfolge des pelA-Gens (siehe
Beispiel 4.2).

Beispiel 6.4

Eigenschaften der Pektinlyase A

Der A. niger-Stamm N400 und der pelA-Transformant A15 werden wie im Beispiel 6.1 kultiviert, und das Enzym wird aus dem
Kulturfiltrat nach dem Verfahren in Beispiel 6.2 gereinigt. Die so gewonnenen zwei Enzympraparate werden mit Pektinlyase |l
verglichen, die nach van Houdenhoven {Lit. 18) gereinigt wurde.

SDS-Polyakrylamid-Gel-Elektrophorese unter Verwendung von 10%igem Gel ergibt ein einziges Band mit identischem
Molekulargewicht in allen drei Fallen wenn in jedem Fall 2 bis 5ug Protein eingesetzt werden.

Unter Anwendung von Standardverfahren (siehe z.B. Anweisu ngsblatt von Pharmacia, Isoelectric Focussing, 1982) wurde eine
isoelektrische Fokussierung durchgefiihrt. Es wurden ein Gerat FSBE-3000 und die entsprechende Stromversorgung ECPS 3000/
150 (Pharmacia) eingesetzt. Die gewonnene PLA ist nach dem isoelektrischen Fokussieren homogen und hat einen niedrigeren
isoelektrischen Punkt (0,2 pH-Einheiten) als PLIL, der nach van Houdenhoven (Lit. 18) mit 3,75 angegeben wird. Die aus dem

N 400-Filtrat gereinigte PLIl ist nach dem isoelektrischen Fokussieren heterogen. Das Hauptband stimmt in der Position mit
PLA-Protein tiberein. Zwei kleinere Binder sind geringfligig nach der Kathode verschoben. Folglich fehlen beim A. niger-
Mehrfachkopietransformanten A15 die kleineren Enzymformen, die bei N400 sichtbar sind.

Ein direkter Vergleich der kinetischen Parameter von PLA und PLH, die im letzteren Fall von van Houdenhoven (Lit. 18) ermittelt
wurden, unter Verwendung von 85%igem veresterten Apfelpektin als Substrat, zeigt identische K- und Vpa,-Werte flr beide
Enzyme.
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Beispiel 7
Isolierung, Reinigung und Charakterisierung von Pektinlyase D (PLD) aus dem A. niger-pelD-Transformanten D12

Beispiel 7.1

Kulturbedingungen fir die Herstellung von Pektinlyase D

Der A. niger-peiD-Transformant D12, der nach Beispiel 5.2 gewonnen wurde, wird anfangs nach Beispie! 5.5 in Aliquoten von
300 ml gezogen. Nach einer Wachstumsperiode von 5 Tagen in PCM bei 30°C wird die Myzelmatte auf 20mM
Natriumphosphatpuffer (pH-Wert 6,0), der 0,1 M Natriumchlorid enthélt, Gibertragen. Durch Schiitteln des Myzels in 150 ml auf
einem Orbitalschiittelapparat mit 200 U/min fiir die Dauer von 2 Stunden wird der groBte Teil der Pektinlyase in das Medium
freigesetzt.

Beispiel 7.2

Reinigung von PLD

Nach der Entfernung des Myzels durch Filtern wird die Enzym!dsung einer DEAE-Sepharose-SchnellfluBkolonne {Pharmacia)
(25¢cm X 1,25cm) zugefiihrt, die mit 20 mM Natriumphosphatpuffer (pH-Wert 6,0), der 0,2 M Natriumchlorid enthalt,
voraquilibriert war. DieKolonne wird mit dem gleichen Puffer eluiert, bis die Absorbanz bei 280 nm einen Wert von < 0,1 erreicht.
Die Pektinlyaseaktivitat wird aus der Kolonne durch Anwendung eines linearen Natriumchloridgradienten (0,2 bis 0,7 M) in
20mM Natriumphosphatpuffer {pH-Wert 6,0) (800 mi Gesamtvolumen) eluiert. Die Fraktionen werden nachdem Vorhandensein
von Pektinlyase D durch SDS-Polyakrylamid-Gel-Elektrophorese und Western-Transfer (Towbin u.a., Lit. 16) screeniert, wie das
im Beispiel 5.6 beschrieben wurde. Die Fraktionen, die Pektinlyase D enthalten, werden zusammengefaltund dialysiertanha nd
von 20 mM Natriumphosphatpuffer (pH-Wert 6,0), der 0,15 M Natriumchiorid enthalt, und einer
Anionenaustauschchromatografie unter Verwendung einer Standard-MONO Q-Kolonne von Pharmacia in Verbindung mit
FPLC-System unterzogen. Nach der Beschickung wird die Kolonne mit dem gleichen Puffer gewaschen, bevor ein linearer
Nariumchloridgradient zu 50mlin 20mM Natriumphosphatpuffer (pH-Wert 6,0) angewendet wird. Die aktiven Fraktionen
werden aufgefangen, und Aliquote zu Tml werden einer Superose-12-Gel-Permeationskolonne zu 100 mi zugefiihrt, diein 20mM
Natriumphosphat {pH-Wert 6,0} gquilibriert wurde, das 0,2M Natriumchlorid enthalt, und mit dem FPLC-System verbunden.
Aktive Enzymfraktionen (jeweils 1mi), die von der GPC-Kolonne gewonnen wurden, werden durch SDS-Polyakrylamid-
GelElektrophorese analysiert, um die Reinheit der gewonnenen Pektinlyase zu tiberprafen.

Tabelle Vil

Reinigungsschema von Pektinlyase D aus dem A. niger-pelD-Transformanten D12

Schritt Volumen Aktivitat Spezifische Pektin-
{mb) {(1.u.) lyaseaktivitdt

{I.U./mgProtein)

Kulturfiltrat 1950 109 0,096

DEAE-Sepharose FF 103 32,2 5,65

MONO Qund GPC 14,5 10,4 75

Beispiel 7.3

Bestimmung der Aminosaurenfolge des N-Terminalteils von Pektinlyase D

Es werden 500g Pektinlyase D, gereinigt nach Beispiel 6.2, dreimal anhand von destilliertem Wasser, 11, gefiltert durch
Millipore, gereinigt und lyophiliert. Die Aminosiurefolgen werden mit einem Proteinsequenziergerét Applied Biosystems
Modell 470 A bestimmt, das direkt miteinem Analysegeridt 120APTH verbunden wurde, dabeiwurde die von Hunkapillar (Lit.19)
beschriebene Methode angewendet.

Fiir das Enzym wird folgende N-Terminalaminosaurefolge bestimmt:

VAL-GLY-VAL-SER-GLY-THR-PRO-VAL-GLY-PH E-ALA-SER-SER-ALA-THR-GLY-GLY-GLY-ASP-ALA-THR
Die bestimmte Aminoséurefolge stimmt genau mit der auf der Grundlage der Nukleotidsequenz des pelD-Gens iberein.

Beispiel 8
Isolierung, Reinigung und Charakterisisierung von Pektinlyase B (PLB) aus dem A. niger-Transformanten B 13

Beispiel 8.1

Kulturbedingungen fir die Herstellung von Pektinlyase B

Der A. niger-pelB-Transformant B13, der nach Beispiel 5.2 gewonnen wurde, wird nach Beispiel 5.3 auf seinen
Mehrfachkopiecharakter analysiert. Die Northern-Transfer-Analyse nach dem im Beispiel 5.4 beschriebenen Verfahren zeigt,
daR eine pektininduzierbare mRNA miteiner Lingevonetwa 1,6kb hergestellt wird. Nach einem Wachstum iiber 35 Stunden bei
30°Cin einem Minimalmedium, das 1% Zitruspektin (d.e. 72,8%)und 1 % Weizenkleie enthilt, wird das Enzym wieim Beispiel 5.4
produziert. Das Enzym wird auch unter Verwendung eines Mediums erzeugt, das aus 4% Zuckerriibenbreiund 1% NH4HO3

besteht.

Beispiel 8.2

Reinigung der PLB

Das Kulturfiltrat wird zweifach mit destilliertem Wasser verdiinnt, und der pH-Wert wird mit 1N NaOH auf 6,0 gebracht,
anschlieBend wird mit Filterpapier Whatman 1 erneut gefiltert. Das verdinnte Filtrat {21) wird dann einer DEAE-Sepharose-
SchnellfluBkolonne (Pharmacia) (Scm X 3,2cm) zugefiihrt, die mit 50mM Natriumazetatpuffer, pH-Wert 5,0,
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voraquilibriertwurde. Ein Teil der Pektinlyaseaktivitatistim Eluat vorhanden, wie durch das Verfahren gezeigtwerdenkann, das
von van Houdenhoven (Lit. 18, S.11) beschrieben wurde, dabei wird Brown-Ribbon-Pektin {d.e. 72,8%) oder stark verestertes
Pektin (d.e. 94%) eingesetzt. Die Mehrheit der Pektinlyaseaktivitit kann durch Zufiihrung eines Salzgradienten eluiert werden.
Diese Aktivitit erscheintim Salzgradienten, und es wird festgestellt, daB sie mit PLA auf der Grundlage des Eluierungsverhaltens
und des scheinbaren Molekulargewichts bei SDS-Polyakrylamid-Gel-Elektrophorese identisch ist, wie das im Beispiel 6
beschrieben wurde.

Das Eluat aus der DEAE-SchnellfluBkolonne wird anhand destillierten Wassers dialysiert und einer Kolonne MONO S
{Pharmacia) zugefiihrt, die vorher mit einem 20mM Natriumazetatpuffer, pH-Wert 4,6, dquilibriert wurde. Das Enzym wird aus
der Kolonne durch Einsatz eines Natriumchlorid-Salzgradienten von 0~ 1,0M in dem gleichen Puffer eluiert. Das Enzym wird
beinahe sofort aus der Kolonne eluiert. Die aktiven Fraktionen werden zusammengefa3t und dann mit destilliertem Wasser etwa
vierfach verdiinnt. Die Rechromatografie der Enzymldsung ergibt Fraktionen, die auf der Grundiage der SDS-Polyakrylamid-Gel-
Elektrophorese das reine PLB-Protein enthalten.

Beispiel 8.3

Eigenschaften von Pektinlyase B

Die Eigenschaften des Enzyms, das nach Beispiel 8.2 aus dem pelB-Transformanten B 13 gereinigt wurde, werden bestimmt und
mit denen der Pektinlyase A und D verglichen.

SDS-Polyakrylamid-Gel-Elektrophorese unter Verwendung von 10% Gelen fihrtzu einem einzelnen Band mit einer scheinbaren
Molekularmasse von 39,7 kDa. Unter den gleichen Bedingungen ist die scheinbare Molekularmasse von PLAund PLD 49,1 kDa
bzw. 52,3kDa.

Die isoelektrische Fokussierung wird so durchgefiihrt, wie das im Beispiel 6.4 beschrieben wurde. Der isoelektrische Punktvon
PLB ist 6,0, wenn mit einem pH-Wert-Gradienten zwischen pH-Werten von 3und 7 gearbeitet wird. Die Probe wird etwa in einer
Position zugefiihrt, die einem pl von 5,0 entspricht.

Das gereinigte Enzym PLB ist auch mit polyklonalen Antikdrpern reaktiv, die anhand von PLI und PLII hergestellt wurden, wie
durch die Western-Transfer-Analyse geprift wurde. PLD, A und B kénnen auf diese Weise leicht anhand der Werte ihrer
scheinbaren Molekularmasse unterschieden werden.

Beispiel 8.4

Kinetische Eigenschaften von PLB

Das nach Beispiel 8.2 gereinigte Enzym wird kinetisch charakterisiert. Das Enzym katalysiert eine Pektinlyasereaktion und ist
{iber einem breiten Bereich von pH-Werten {pH-Wert 5-9,5) aktiv, wie in einem Mcllvaine-Puffer (u = 0,5) mit unterschiedlichen
pH-Werten getestet wurde (van Houdenhoven; Lit. 18). Das pH-Wert-Optimum ist breit (pH-Wert 7,5-8,5). Bei einem pH-Wert
von 6,0 betrigt die Aktivitat etwa 55%; bei einem pH-Wert von 9,5 betrégt sie immer noch 85% der Aktivitat bei einem pH-Wert
von 8,0. Sowohl stark verestertes Pektin (d.e. [= Veresterungsgrad] = 94%] als auch Pektine mit einem niedrigeren
Veresterungsgrad, wie Brown Ribbon-Apfelpektin (d.e. 72,8 %; Obipektin AG, Bischoffzell), kénnen als Substrat verwendet
werden. Die hdchste Aktivitat erreicht man jedoch mit stark verestertem Pektin. Das Enzym reagiert nicht mit Polygalakturomat.
Die Pektinlyasereaktion, die durch PLB katalysiert wird, kann durch den Zusatz von EDTA zum Reaktionsgemisch (es wird mit
einer Endkonzentration von 3mM gearbeitet) unterbunden werden; reaktiviert wird das Enzym durch den Zusatz eines
Uberschusses an Ca?*-lonen. Also codiert pelB eine Ca’*-abhingige Pektinlyase. Bei 25°C hat das Enzym eine angendherte
Umschlagzahl von 6500 und einen Kn-Wert von 2,5mM, wenn stark verestertes Pektin als Substrat eingesetzt wird. Diese Werte
werden nach dem Verfahren von van Houdenhoven (Lit. 18) unter Einsatz eines Mclivaine-Puffers, pH-Wert 8,0 {L = 0,5),
bestimmt.

Beispiel 9

Expression und Sekretion von Fremdgenen unter der Kontrolle des pelA-Promotors

Das 3,9kb-Hindlll-Fragment von Plasmid pGW 820 wird in die Hindlll-Stelle von pBR 322 subkloniert. Die Plasmid-DNA von
ampizillinresistenten Transformanten wird durch Hindill- und Sall-Restriktionsverdauungen analysiert. Ein Klon, der das pelA-
Insert in Uhrzeigerorientierung enthalt, wird als pGW 822 bezeichnet. Der induzierbare Promotor von pelA wird dazu genutzt, in
A. niger Fremdgene zu expressieren. Auf Plasmid pGW 822 ist das vollstindige pelA-Gen vorhanden. Der Promotor und die
pelA-Signalsequenz befinden sich auf einem 1kb-BamHI-Psti-Fragment. Die Pstl-Schneidestelle in der Nukleotidposition 1420
(Abb. 10) fallt mit dem 3'-Ende der Signalsequenz zusammen und kann fiir die Rahmenfusion an die Codierungssequenz eines
Fremdgens genutzt werden. Die Transkriptionterminationssignale von pelA befinden sich auf einem 1,3kb-Sall-Hindlll-
Fragment.

Beispiel 9.1

Subklonieren des pelA-Gens in den Vektor pUC13

Das 3,3kb-BamHI-Hindlli-Fragment von Plasmid pGW 322 enthilt das pelA-Gen. Das Fragment wird in den Vektor pUC19
{Pharmacia) kloniert, der mit BamH! und Hindill geschnitten wurde. Die gereinigten Fragmente werden ligiert, Ein Aliquot des
Ligationsgemischs wird dazu verwendet, Ca?"-behandelte, kompetente JM 109-Zellen zu behandeln. Die erfoigreiche Klonierung
des 3,3kb-BamHI-Hindlll-Fragmentes in pUC 19 wird nach Wahl auf Ampizillinplatten bei Vorhandensein von X-Gal und IPTG
vorgenommen (T.Maniatis u. a., in ,Molecular Cloning, A Laboratory Manual® (Molekularklonierung, ein Laborhandbuch), Cold
Spring Harbor Laboratory, 1982, S.52). Weile, ampizillinresistente Transformanten werden herausgegriffen. Die Plasmid-DNA
dieser Kalonien wird durch BamHI/Hind!ll-Doppelverdauung analysiert. Ein Transformant mit einer korrekten Einfligung wird als
pUC 19/pelA bezeichnet. Eine analoge Konstruktion mit pUC 18 ergibt pUC18/pelA.
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Beispiel 9.2

Expression von Humanhybridinterferon-BDBB unter der Kontrolle des pelA-Promotors

9.2.1: Konstruktion des Plasmids pUC 19/pelA-IFN AM 118 (siehe Abb.14)

Plasmid pUC 19/pelA wird mit Sall verdaut. Die kohisiven Enden des linearen Fragments werden in einer Reaktion mit Klenow-
DNA-Polymerase | (BRL) bei Vorhandensein von jeweils 0,1mM dCTP, dGTP, dATP, dTTP, 60mM Tris-HCI, pH-Wert 7.5, und
10mM MgCl, Uiber die Dauer von 30min bei Zimmertemperatur gefiillt. Die Reaktion wird durch den Zusatz von EDTA aufeine
Endkonzentration von 12,5mM gestoppt. Die DNA wird mit Ethanol ausgefélit. Daslineare Fragm ent wird mit Pstl verdaut. Nach
der Phenol/Chloroform-Extraktion wird die DNA mit Ethanol ausgefalit.

Ein Oligodesoxynukleotid-Linker mit der Formel

Pstl
(I) 5'- TGTGATCTGCC -3
(II) 3'-ACGTACACTAGACGGAGT =5

Ddel

wird in die Pstl-Stelle des linearisierten Plasmids ligiert. Der Linker fillt das 3'.rezessierte Ende der Pstl-Stelle, die mitdem Ende
der pelA-Signalsequenz zusammenfillt, und gewdhrleistet die Im-Rahmen-Fusion an die Codierungssequenz von Interferon-
BDBB. {I) stelit die 5°-Terminalnukleotidsequenz des Interferon-BDBB-Gens bis zur Ddel-Restriktionsstelle dar.

Es werden jeweils 200pMol der Oligonukleotide (I} und (1} phosphoryliert und hybridisiert. Das Pstl-geschnittene pUC 19/PelA-
Plasmid und ein einhundertfacher MoliiberschuB® der doppelstrangigen Linker-DNA werden in 60mM Tris-HCl, pH-Wert 7.5,
10mM MgClz, 1mM ATP, 5mM DTT und 400 Einheiten T4-DNA-Ligase {iber 16 Stunden bei 15°C ligiert. Die DNA-Ligase wird
{iber 10min bei 85°C inaktiviert. Die Gberschiissigen Linker werden durch Ausfallung bei Vorhandensein von 10mM EDTA,

300 mM Natriumazetat, pH-Wert 6,0, und 0,54 Volumen Isopropanol entfernt.

Das groRe 5kb-Fragment wird auf einem 0,6%igen praparativen Agarosege! isoliert. Das Fragment enthilt den pelA-Promotor
und die Signalsequenz {BamHI[Psti]/Linker) und den pelA-Terminator ({Sall]glatt-HindHl) im Vektor pUC189.

Das Plasmid pJDB207/PHO05-IFN AM 119 (EP 205404) enthélt das Gen fiir Hybrid-a-Interferon-BDBB unter der Kontrolle des
regulierten Promotors der Hefesidurephosphatase (PHO5). Die Plasmid-DNA wird mit BamHl und Hindill verdaut. Das 1,3kb-
BamHi-Hindlll-Fragment wird isoliert, welches den PHO 5-Promotor, die Codierungssequenz von {FN BDBB und die PHO5-
Transkriptionsterminationssequenzen enthalt. Das Fragment wird durch DE §2-Chromatografie und Ethanolausféllung gereinigt
und weiter mit Tag! verdaut. Die kohé&siven Enden der Taqi-Restriktionsfragmente werden in einer Reaktion mit Klenow-DNA-
Polymerase | (BRL) bei Vorhandensein von 0,1 mM von jeweils dCTP und dGTP, 60 mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5, 10 mM MgCl, fr
die Dauer von 30 min bei Zimmertemperatur geflit. Die Reaktion wird durch den Zusatzvon EDTA bis zueiner Endkonzentration
von 12,56mM gestoppt. Die DNA-Fragmente werden mit Ethanol ausgefalit und weiter mit Ddel verdaut. Die DNA-Fragmente
werden auf einem 0,8%igen préparativen Agarosegel getrennt. Das 549 bp-Ddel-[Taql]l-glatte Fragment wird aus dem Gel
elektroeluiert, durch DE 59-lonenaustauschchromatografie gereinigt und mit Ethano! ausgefilit. Das DNA-Fragment wird inH,0
mit einer Konzentration von etwa 0,1 pMol/ul wieder zur Suspension gebracht.

Es werden 0,2 pMol des 549bp-Ddel-[Taql]-glatten Fragmentes und 0,1pMol des 5 kb-Vektorfragmentes in 10 pl von 60mM
Tris-HCl, pH-Wert 7,5, 10mM MgCly, 3,5 mM ATP, 5mM DTT und 200 Einheiten von T4-DNA-Ligase (Biolabs) iber 16 Stunden
bei 15°C ligiert. Eine Menge von 1yl des Ligationsgemischs wird zur Transformation von Ca?”-behandelten, kompetenten

HB 101-Zellen verwendet.

Plasmid-DNA wird aus 12 ampizillinresistenten, transformierten Kolonien hergestelit und durch EcoRl-, Pvull-, Clal- und EcoRl/
Hindlll-Verdauung analysiert. Es wird ein Klon mit dem erwarteten Restriktionsmuster ausgewahlt. Die korrekte in-Rahmen-
Fusion der peA-Signalsequenz und der reifen Codierungssequenz von Interferon-BDBB wird durch DNA-Sequenzierung
bestitigt. Die Plasmid-DNA des ausgewahiten Kions wird als pUC 19/pelA-IFN AM 119 bezeichnet.

Eine analoge Konstruktion mit pUC 18/pelA ergibt das Plasmid pUC 18/pelA-IFN AM 118.

Beispiel 9.2.2

Kotransformation des Aspergillus niger-Mutanten An8 mitpCG59D7 und pUC 19/pelA-IFN AM 119

Der uridinauxotrophe Mutant AN8 (2 DSM 3917, offengelegt in EP88101397.3) wird mit Plasmid pCG 59D 7 transformiert, um
Uridinprototrophe zu ergeben. Zusammen mit dem transformierenden Plasmid wird das nichtselektive Plasmid pUC 19/pel A-IFN
AM 119 zugesetzt, um bei Kotransformation zufallige Kointegranten zu ergeben.

Conidialsporen von A. niger An8 werden 4 Tage lang bei 28°C bis zur vollstandigen Sporenbildung in einem Komplettmedium
gezogen. Es werden 2 X 10° Conidiosporen eingesetzt, um 200 mi Minimalmedium, das mit 1g/! Arginin und Uridin erganzt
wurde, zu inokulieren.

Nach 20 Stunden Wachstum bei 28°C und 180U/min wird das Myzel durch Filtern durch Miracloth geerntet, zweimal mit 10m! 0,8M
KCl, 50mM CaCl, gewaschen und wieder zur Suspension gebrachtin 20ml 0,8M KCl, 50mM CaCl,, 0,5mg/ml Novozym 234 (Novo
Industries). Das Gemisch wird in einem Riittel-Wasserbad (30°C, 50U/min} inkubiert, bis mikroskopisch eine maximale
Protoplastenfreisetzung festgestellt werden kann {90-120min). Die Protoplastsuspension wird durch einen Glaswollstépsel in einem
Trichter gefiltert, um Myzeltrimmer zu entfernen. Die Protoplaste werden durch sanftes Zentrifugieren (10min, 2000 U/min) bei
Zimmertemperatur pelletiert und zweimal mit 10mi0,8MKCl, 50mM CaCl, gewaschen. Abschlieend werden die Protoplaste in 200
bis 5001 0,8M KCl, 50mM CaCl, wieder zur Suspension gebracht, wobei eine Konzentration von 1 x 10%/ml erreicht wird.

Zur Transformation wird ein Aliquot von 200l der Protoplastdispersion mit5ug pCG53D7u nd 10pug pUC 19/pelA-IFN AM1 19-DNA,
50ul PCT (10mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5, 50mM CaClz, 25% PEG 6000) inkubiert, Das Inkubationsgemisch wird 20min auf Eis gehalten,
eswerden weitere 2mi PCT zugesetzt, und das Gemisch wird weitere 5min bei Zimmertemperatur inkubiert. Es werden 4ml 0,8 M KCl,
50mM CaCl, zugesetzt, und Aliquote zu 1 m! der abschlieBenden Transformationslosung werden mit lignifiziertem Minimal-Agar-
Medium (Minimalmedium + 1g/ Arginin + 10g/! Bacto-Agar [Difco), stabilisiert mit 0,8 M KCl, gemischt. Das Gemisch wird sofort
auf Agar-Platten mit dem gleichen Medium gegossen und bei 28°C inkubiert.

Nach zwei bis drei Tagen Wachstum bei 28°C erscheinen stabile Transformanten als kréftig wachsende und sporenbildende Kolonien
auf einem Hintergrundwachstum von vielen hundert kleinen, vermutlich abortiven Transformanten.
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Beispiel 9.2.3

Expression des Hybrid-Interferon-BDBB-Gens unter der Kaontrolle des pelA-Promotors

Es werden 37 Transformanten des Kotransformationsexperimentes (Beispiel 9.2.2) herausgenommen und auf
interferonexpression analysiert. Die Interferonaktivitit wird nach dem Verfahren von Armstrong (J.A.Armstrong, Appl.
Microbio. 21, 732 [1971]) unter Verwendung von menschlichen CCL-23-Zellen und des vesikularen Stomatitisvirus (VSV als
Herausforderungsvirus durchgefihrt.

Conidialsporen von Transformanten werden einzeln in 50 ml eines Vorkulturmedium vorkultiviert (Pectin Slow Set | [Unipectin,
SA, Redon, Frankreichl, 3g/l, NH,Cl, 2g/1, KH,PO,, 0,5g/l, NaCl, 0,5g/1, Mg2S04 - 7 H,0, 0,5g/1, Ca,S0, - 2 H,0, 0,59/l
pH-Wert 7,0). Die Vorkultur wird 72 Stunden lang bei 250U/min und 28°C inkubiert. Es werden 10% der Vorkultur dazu genutzt,
50ml des Hauptkulturmediums (Sojabohnenmehl, 20g/1, Pectin Slow Set, 5g/1) zu inokulieren. Die Kultur wird iber 72 bis

96 Stunden bei 250 U/min und 28°C gezogen.

Zu verschiedenen Zeitpunkten (alle 20 Stunden) werden Proben genommien, die Zellen werden durch Zentrifugieren pelletiert
und durch Ultraschalldesintegration aufgebrochen. Die obenaufschwimmende Schicht und die Zellextrakte werden beide auf
ihre Interferonaktivitat untersucht, wie das beschrieben wurde (siehe oben). Es wird festgestellt, daB die Masse der
interferonaktivitit in das Medium sekretiert wird.

Beispiel 10

Konstruktion von Plasmid M 13({+)KS/pelA,ss-IFN AM 119

Die 2,8 kb-umfassende Expressionskassette von Plasmid M13(+)KS/pelA,ss-IFN AM 119 beinhaltet den induzierbaren pelA-
Promotor, die Codierungssequenz von Hybrid-Interferon-BDBB und den pelA-Transkriptionsterminator auf dem Bluescript-

M 13(+)KS-Vektor. Hybrid-Interferon-BDBB wird expressiert und befindetsichin der Wirtszelle. Plasmid M 13(+)KS/pelA-sss-IFN
AM 119 wird von pUC 18/pelA-IFN AM 119 (siehe Beispiel 9.2.1) abgeleitet. Die pelA-Signalsequenz (ss) wird durch seitlich
gerichtete Mutagenese ausgeschaltet {siehe Abb.15). Es wird erwartet, daB sich Hybrid-Interferon, das ohne Signalsequenz aus
der Konstruktion expressiert wurde, im Zytosol befindet.

Beispiel 10.1

Subklonieren der pelA-IFN AM 119-Kassette in den Bluescript-M 13{+)KS-Vektor

Plasmid pUC 18/pelA-IFN AM 119 {siehe Beispie! 9.2.1) wird mit BamHI und Hindlll verdaut. Das 2,8 kb-BamHi-Hindlll-Fragment
enthilt den pelA-Promotor, die Signalsequenz, die IFN-BDBB-Codierungssequenz und den pelA-Terminator. Das BamHi-Hindlli-
Fragment wird isoliert und an den Bluescript-M 13(+)KS-Vektor {Stratagene), der mit BamHI| und Hindill geschnitten wurde,
ligiert. Ein Aliquot des Ligationsgemisches wird zur Transformation von Ca?*-behandelten, kompetenten JM109-Zellen
verwendet. Das erfolgreiche Klonieren des 2,8kb-BamHlI-Hindll-Fragments in M 13(+)KS wird fiir Ampizillinplatten bei
Vorhandensein von X-Gatund IPTG au sgewihlt. Es werden 12 weile, ampizillinresistente Kolonien aufgenommen. Die Plasmid-
DNA dieser Kolonien wird durch BamH!/Bglil-Doppelverdauung analysiert. Ein Transformant mit dem korrekten Insert wird als
M 13(+)KS/pelA-IFN AM 119 bezeichnet.

Beispiel 10.2

Gewinnung von einzelstrangiger DNA aus Zellen, die das Bluescript M13(+)KS-Plasmid enthalten

Plasmid M 13(+)KS/pelA-IFN AM 119 wird dazu genutzt, den kompetenten E. coli-Stamm CJ 236 zu transformieren (dut-1, ung-1,
thi-1, relA-1; pCJ 105 (Cm'); BIO-RAD Muta-Gene M 13-In vitro-Mutagene-Satz). Dieser Stamm ermoglicht die Einbeziehung von
Urazilin die DNA.CJ 236 wird in 10ml LB-Medium gezogen, das 100mg/| Ampizillin enthilt. Bei ODgoo von 0,5 werden die Zellen
mit Phag M13KO7 (Mead u.a.; Lit 29) mit einer Infektionsmultiplizitat von 50 tiberinfiziert. Nach einer Stunde bei 37°C wird
Kanamyzin (50mg/l) zugesetzt, und die Kultur wird bei 37°C 5 bis 6 Stunden lang auf einem Schiittelapparat inkubiert. Der
nichtcodierende Strang in bezug auf das pelA-IFN AM119-Insert von Plasmid M 13(+)KS/pelA-IFN AM 119 wird synthetisiert,
verpackt und an das Medium freigesetzt. Aus der obenaufschwimmenden Schicht der Kultur wird einzelstrangige DNA nach
Kunkel u. a. (Lit.30) hergestellt.

Beispiel 10.3

Seitlich gerichtete Oligonukleotidmutagenese an der einzelstringigen DNA-Matrize

Eine seitlich gerichtete Deletionsmutagenese wird an der nichtcodierenden, einzelstrangigen pelA-IFN AM 118-Matrize
durchgefiihrt, um die pelA-Signalsequenz herauszuldsen {Abb. 15).

Dermutagene Starter bestehtaus einem Teil der pelA-Promotorsequenz, einschlieRlich ATG {Nukleotidpositicnen 1343 bis 1363
in der Abb.10), und 21 Nukleotiden mit der Codierung fir die Aminoséuren 1 bis 7 des reifen IFN-BDBB.

Fir die Mutagenese werden 200 pMol des mutagenen Starters in 20 pl von 50mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5,10mM MgCly, 5mM DTT
und 0,5mM ATP unter Verwendung von 8 Einheiten Ts-Polynukleotidkinase (Boehringer) phosphoyliert. Nach einer Stunde bei
37°C wird die Reaktion durch Erhitzen auf 65°C fiir die Dauer von 10min gestoppt.

Es werden 0,2 pMol der einzelstréngigen Matrize mit 10 pMol des phosphorylierten, mutagenen Oligodeoxyritonukleotidstarters  ~
und 10 pMol des universellen Sequenzierungsstarter M13 in 301 20mM Tris - HCI, pH-Wert 7,5, 10mM MgCl;, 50mM NaCl,
1mM DTT bei 80°C iiber §min inkubiert. Man 15Rt die Lésung langsam {iber eine Zeitspanne von 30min auf Zimmertemperatur
abkihlen: dem hybridisierten Gemisch werden 10p! der Enzym-dNTP- (-dATP-, -dGTP-,-dCTP-,-dTTP-) Lésung zugesetzt, die 1 pl
Puffer (0,2M Tris - HCI, pH-Wert 7,5,0,1M MgCly), 5ul 2mM dNTP-Gemisch, 0,5p1 20mM ATP, 111 0,2M DTT, 0,5l T4-DNA- v
Ligase (Biolabs, 400 Einheiten/ul) und 1,2pl Klenow-DNA-Polymerase (BRL, 5 Einheiten/pl) enthilt. Das Gemisch wird bei 15°C
16 Stunden lang inkubiert. Die Reaktion wird durch Inkubation bei 85°C {iber die Dauer von 10 min gestoppt.

Es werden 1plund 3l des Ligationsgemisches zur Transformation von 0,2ml der kompetenten Zellen des Reparatur-Minus-
Stammes E. coli MV 1190 [Allac-proAB), thi, supE, Alsri-recA)306: :Tn10 {tet") (F": traD36, proAB, lac 19ZAM 15)] verwendet.
Stamm MV 1180 wird im Handbuch fiir den In-vitro-Mutagene-Satz BIO-RAD MUTA-GENE M 13 beschrieben. Es werden

12 ampizillinresistente Kolonien aufgenommen. Es wird Plasmid-DNA hergestellt und durch Scal-Verdauung analysiert. Das
erfolgreiche Auslosen der pelA-Signalsequenz entfernt eine Scal-Stelle. Korrekte Plasmide werden an der Scal-Stelle im
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Bluescript-Vektor linearisiert. Ein Plasmid wird weiter analysiert. Die ko rrekte Verbindung zwischen dem pelA-Promotor und der
Codierungssequenz flir Hybrid IFM BDBB mit ATG wird durch DNA-Sequenzierung bestatigt. Eine korrekte Konstruktion wird als
M13(+)KS/pelAAss-IFN AM 118 bezeichnet.

Beispiel 10.4

Kotransformation von A. niger und Expression von Hybrid-Interferon

Die Plasmide M 13({+)KS/pelAass-IFN AM119 und pCG59D7 werden zur Kotransformation des A. niger-Mutanten An8 nach
Beispie! 8.2.2 verwendet. Die Transformanten werden wie im Beispiel 8.2.3 kultiviert. Zu verschiedenen Zeitpunkten (alle

20 Stunden) werden Proben genommen, die Zellen werden durch Zentrifugieren pelletiert und durch Ultraschalldesintegration
aufgebrochen. Die Zellextrakte werden auf Interferonaktivitéit getestet (siche oben). Die Masse der Interferonaktivitat wird
intrazellular gefunden.

Deponierung der Mikroorganismen
Die folgenden Mikroorganismen wurden nach dem Budapester Vertrag bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen,
Grisebachstr.8, D-3400 Gottingen, deponiert:

Mikroorganismen Dep.-Nr. Deponierungsdatum
Escherichia coli HB 101/pGW 820 DSM 4388 1.Februar 1988
Escherichia coli HB 101/pGW 830 DSM 4389 1.Februar 1988
Escherichia coli HB 101/pGW 850 DSM 4390 1.Februar 1988
Escherichiacoli HB 101/pGW 860 DSM 4391 1.Februar 1988
Escherichia coli HB 101/pGW 880 DSM 4392 1.Februar 1988
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Abb. 1: Restriktionskarte von Plasmid pGW820 mit pell
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Abb. 2: Restriktionskarte von Plasmid pGW830 mit pelB
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: Abb: 3: Restriktionskarte von Plasmid pGW&50 mit pell
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) Abb. 4: Restriktionskarte von Plasmid pGW840 mit
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Abb. 5: Restriktionskarte von Plasmid pGWS80 mit pels
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Abb. 6: Restriktionskarte von Plasmid pGW860 mit pelF
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Abb. 7: Secuenzierungsstrategie flr das pelA-Gen

Das pelA-Gen wird als Stab gezeigt, der fiir nichtcodierende
Bereiche offen und fiir codierende Bereiche schraffiert ist.
ss: Signalsequenz; 1 - 5 Intronpositionen.

Die Positionen der Restriktionsstellen werden auf der Linie
gezeigt, die Zahlen unter der Linie beziehen sich auf Posi-~
tionen auf pGW820 (4bb. 1), die Zahlen hinter den Enzymna-
men auf Positionen auf der bestimmten Sequenz (4bb. 10).

Die erzuegten Subklone werden durch eilnen Doppelpfeil ge-
zeigt(————~—~>), n1-n13 in der 5'-3'- und r1-r14 in der
31_5t_Richtung im Verh&ltnis zum Gen. Die mit dem universel-
len Sequenzierungsstarter bestimmten Sequenzen werden durch
einen einfachen Pfeil gezeigi (——> ). Xleine, gefiillte
Boxen beziehen sich auf speziell synthetisiert
mit diesen gelesene Sequenzen und Richtungen w

len g=zeigt.
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Abb. 8: Sequenzierungssirategie des pelB-Gens

Das pelB-Gen wird als Stab gezeigt, der fiir nichtcodierende
Bereiche offen und fir codierende Zereiche schraffiert ist.
ss: Signalsequenz: 1-5 Intronpositionen.

Die Positionen der Restriktionsstellen werden auf der Linie
gezeigt, die Zahlen unter der Linis beziehen sich auf Posi-
tionen auf pGW830 (Abb. 2), die Zehlen hinter den Enzymna-
men auf Positionen auf der bestimmten Sequenz (Abb. 11).

Die erzeugten Subklone werden durcn Doppelpfeil (:::::j ),
nl-n13 in der 5'=3'- und ri-r12 in der 3'-5'-Richtung im Ver-
h&l:inis zum Gen gezeigt. Die mit dem universellen Sequenzie~
rungsstarter bestimmten Sequenzen werden durch einfachen

e

Pfeil (——>5 ) gezeigt. Kleine, gefilllte Boxen bezeichnen
s

e}
(]
2
}_l

i211 synthetisierte Starter, mit diesen ge elesene Sequen-
zen und Richtungen werden mit Pieilen gezeist
A: ZR5767, B: HR 5770, C: HR5826, D: HR5827, E:HRS5828,

HR5829. Pfeile mit gestrichelten Teilen bezeichnen Sequan-
9!

ey

~

zen, die nach der Erweiterten Klerow-Sequenzierungsmethole
~ . 5 = o -
(Givco BRL Focus 9:3,1-4) bestimmt wurden. Steristelle

des inneren li13-Sequenzierungssiarters (14 von 17 3asen) zn
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Abb. 9:
Das pelC-Gen wird als Stab gezeigt. Die Orientierung des Gens

_}é

Seguenzierunsssirategie

fur das pnelC-Gen

geht von links nach rechts, von ATG in Position 1368 bis zum

Stoppkodon in Position 2708. Die Nummerierung der Positionen

der Restriktionsstellen ist gegeniiber der Nummerierung der

Positionen auf pGW850 (Abb. 3) umgekehrt, entspricht jedoch

der Nummerierung in der Sequenz (Abb. 12). Die erzeugten Sub-

klone werden durch Doppelpfeill

(———), n1-n17 in der

5t-3'- und r1-r12 in ler 3'-=-5'-Richfung im Verh&litnis zum

Gen gezeigt. Die LEnge der bestimmten Folgen wird durch Sté&-
be gezeigt. Klone von Exonuklease IIT

verden durch massive

Pfeile (mwww— ), el-eld, gezeigt.
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Abb. 10 (Formel I): pelA

Pvull .
CAGCTGGACCGGAAATATGATTGATAGGGGCAACGTCACTCCAICTCCCCTGATTCGTGA

10 . 30 50

TAAAAATGAGTTATGATTGATGCCTACGGAGTCCGAGATACTCCCACCTTAICGIGACCA

70 90 110

GTCACCCGTTCAGACTGGATGACAAAATCATCAGTCAACCAACTAGATCGGTGCTAAAAA

130 150 . 170

Xhol Sall
TGGACGGCTAAATTTCTGCACTGGATTCGAAACTCGAGGAGCAATAGCTGCCCGGAGGTC

190 210 230

EcoRV :
GACTTGATGGGTGGTGTCCTGATATCGCCGAAGCCCGAAGGTTCCACTGTCGCCCACTTG

-

250 270 290

ACCGGCGTTCCTGGCGCCTTACCAAGAACGCCTAATTCGTGGCTTTTTTCTTTTCTTTTT

310 330 350

Pvull
TITTTCTTTACTTTGCGCAGCTTTTCCAGCTGCTCTCATTTGACTAGAAGACCGACTGGA

- .

370 390 410
) BamHI
GATATAGAGAGGCGTGGGGAGATACTGGATCCATTAATAATCGAAACGGAAACGGTCTCA

430 450 - 470

GGTGGAGGCTAAACCTTTCAAAGAAGCTGGATTCGTGATGCAAAATTGTTICCCCCCCGG

490 510 530 °

TTCCCCTCTTCTTCTTCACCACTGATGAACAGCCCIAACIGTCGAGCACGTCCAGCCTTC

550 570 590

(fortgeset

2,

L



Abb. 10 (fortgesetzt)

CATCCGTAACATCCTCAAACTACTAGCTACACCCTGATGGTCGGATTCGGTATTTTCCCG

- . - -

610 630 650

ACTATCATTGCCACAAGGACTCTGCCAAGACGGAGGAATTGCTTCTTTACAGAATTTCAA

- - . .

670 690 710

TCGCGAGGTCCACCAGCCCGAGTGGATGGACTAGTTACTTTAGACTACCGTGACTAAGTC

730 750 770

GCCGGCGCGGGCATCAIGAAACGCCGTAAATCCCCCGACTCCCTCCTAAGATCCACCTAT

790 810 830

GACCTTCAACAGCCTGCAAGACAGTGGGCTGTCCAGCTCAGTGTCCACGAACAGGGGCCA

850 870 890

TCACCGTGATGGACAACCATGTGGCTACGACTCCTCCCICCCCCTTCCAATCTTGGTTGT

910 230 930

Clal
CATCGATGCCTATCACTCCATCCATGGTCCGATACGATGGACCCCCTTCAATCTACTTGC

- -

970 990 1010

TCGGCCAGTACCCACTTTAGCGCCGGTGGACTGACCGAGAAGAATCAACGGTTTTGCTCA

1030 1050 1070

-

ATCGCCCTTGGCTACTAATCAAAGATGCACTTGGCCGTTTCATACCGAICACCCGTCCAA

- -

1090 1110 1130

TTTACCCAGAATGGTCTGAGCCAGAGGGGAAGCTCTATCAGATTCTTIGTCAAATGCTTCC

1150 1170

- .

1190

GTCAACGAGTCAGTCTTICCCTATAAAAGGCCCCAATCCCATCCGTATTGACCTCTTCTCT

- .

1250

(forzgzesetst

1210 : 1230

BN AY

R
7

v

Xy
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Abb. 10 (fortgesetzt)

GCTATCAAACCATTCCTTICCTITTICTITCCTTITICTCTTCATACCTCTATCTTCACCTITAG

1270 1290 1310

M XK Y s T I F
TCTTITCTITCCCCTITCATAGCTGGTTCTACACACTTCACCATGAAGTACTCTACTATCTT

1330 1350 1370
Pstl
S A A A A V F A G S A A AV G V s G s A

CAGCGCTGCTGCCGCTGTTTITCGCTIGGTTCCGCCGCTGCAGTCGGCGTGTCCGGCTCTIGC

1390 1410 1430

E G F A E G V T GG G G D A T P V Y P D T
TGAGGGTTTCGCCGAGGGCGTCACCGGTIGGCGGTGATGCCACCCCCGTCTACCCCGACAC

1450 1470 1490

Clal
I D F L V $ Y L 6D D EAU RV I Vv L T K
TATCGATGCAGCTGGTCTICTTACCTTGGAGACGATGAGGCCCGCGTCATTGTCCTGCGACCAA

1510 1530 1550

Kpnl Kpnl
T F pDF TDJSESGTTTSGTGC A P WG
GACCTTCGACTTCACCGACAGCGAAGGTACCACCACTGGCACTGGTTGCGCTCCCTIGGGG

-

1570 1590 1610

T A S A C Q VvV A I D QDD W CENYEP?P
TACCGCTTCCGCCTGCCAGGTTGCTATTGACCAGGACGACTGGTGCGAGAACTACGAGCC

1630 1650 1670

D AP S V S V E Y
CGATGCTCCCTCTGTCAGCGTTGAATAGTATGTCCTTGGGGATTGTCACCCGCTTCGATC

1650 1710 1730

Y ¥ A GV L 66 I T Vv T s N K
TIGTATCTAACTTGGATAGCTACAACGCTIGGTGTICCTCGGTATCACCGTCACCTICCAACA

1750 1770 . 1790

(fortgesetzt)



Abb. 10 (fortgesetzt)

s L I 6 E G S S G A I K.G K G L R I Vv S
AGTCCCTCAICGGTGAGGGCTCCTCTGGTGCAATCAAGGGCAAGGGICTCCGTATTGTCA

1830 . 18350

1810

G A E N I I I Q
GCGGTGCTGAGAACATCATCATCCAGTAGGTTATGCTCGGTGTCATTAGGAATTTGCTCT

- - -

1870 1890 1510

N I AV T b I X P K Y V W G G D
CTAACGAAATCAGGAACATCGCGGTTACCGACAICAACCCCAAGTACGICTGGGGTGGTG

1930 1950 1970

A I T L DD OCD L.V W I DUHVT
ATGCTATTACTCTTGATGACTGCGACCTGGTCTGGATCGACCATGTTACTGTACGTCTTC

1990 2010 2030

T A
ATCTTAITCAACTACTACATTAIATTTCAAGAGCATTGAGTTnACATATGACAGACCGCC

- . . . -

2050 2070 2090

R I 6 R Q H YV LGTSADNR RV S L T
CGCATCGGTCGCCAGCACTACGTCCTTGGAACCAGCGCCGACAACCGCGTCICTCTCACC

2110 2130 2150

N ¥ Y I DGV S DY S ATTCDGYHYW
AACAACTACATTGACGGTGTCTCCGACTACTCCGCCACCTGCGATGGCTACCACTACTGG

2170 2190 2210

G I Y L D G D ADULV T MK G VN Y I Y H
GGCATCTACCTCGATGGTGACGCCGACTTGGTCACCATGAAGGGCAACTACATCTACCAC

2230 2250 2270

T s 6 R S P KV QDUNTTLTLEHGC
ACCTCCGGCCGTAGCCCCAAGGTCCAGGACAACACTCTCCTCCACTGTGTAAGTTGCCTT

. - -

2290 2310 2330

ey,

(N

N
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Tabelle 10 (fortgesetzt)

V N N Y F ¥
TTCTCTGCTGGCCGCTTCCGACCTGACTAATCATTGTTGCAGGTCAACAACTACTTICTAC

2350 2370 2390

D I S G H A F E I G E G G Y V L A E G N
GACATCTCCGGCCACGCTTTTGAGATCGGTGAGGGTGGCTACGTCCTGGCTGAGGGCAAC

2410 » 2430 2450

Sall
vV T Q N vV D T V L E T ¥ £E G A A F T V P
GTTTTCCAGAACGTCGACACCGTCCTTGAGACCTACGAGGGCGCGGCCTTCACCGTCCCC

2470 2490 2510

s T T A G EV ¢ S T Y L G R D C V I X G
TCCACCACCGCCGGTGAAGTCTGCTCCACCTACCTTGGCCGTCACTICTICTCATCAACGEE

2530 2550 2570

fF ¢ ¢ S G T F S ED S T S TF L S DT EG
TTCGGCIGCICCGGCACTTTCTCCGAGGACAGCACCTCTTTCCTCTCCGACTTCGAGGGC

. . -

2590 2610 2630

K N I A S A S A Y T S V A S R V VvV A KX A
AAGAACATTGCCTCTGCTTCCGCTTACACCTCTGTTGCCTCTCGCGTTGTTGCTAACGCE

2650 2670 2690

G Q G N L
GGTCAGGGCAACCTGTAAATGAGTTGACTCATTTATGGTAGATAGCAGTGGATGTAATCT

-

2710 2730 2750

AGGGGATGCGGCGTGCTTGAGAAGTTACCTTTCTTGTATCTACTICTATAATAAATTATG

2770 2790 . 2810

GGGAGTGTTCACGACCCTAATCTIGGTTGAATAACCAGCCGACACAATGACATTATIOICT

2830 2850 - 2870

ACAGAGTTTTCAAGTAGATATGTTCCTTTCACATGTAGTAAGGAGTATACACTCITAACA

2890 2910 2930
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Tabelle 10 (forigesetzt)

~ ATTGATAAGATGGCGATCGTGAACCAAACTTTCCCACCCGATGTCCCAAGATAGGACTAA

2950 2970 2990

AAGTCTAATCTGGATAGCCGAGCCGGCTATACTTCACACTCCCAAAAAGTCTTITATTAG

3010 . 3030 3050
TAGAGGCATCATCCTGGAATCGAATATTCTTTGCCATTCAAACTAAGTTCCAGGATTTTG
3070 3090 3110
Clal

ACCCTTTCCTCTCTGAAGCCAGCAAAGTAGCAAAGCAACTTATCNANACATCGAT

3150 3170

A

ALY

8
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Abb. 11 (Formel II): peld

—

Xhol
CTCGAGTCCAGTAGTTAGTAGTTGCGGATAACAAGGATAGATCAICCCCTTTCGTTATGT

- . - . - -

10 30 50

GTGAGTCTGACCAAGGAAGCATTGGGGGAGAGACTATTGGGTCAATGGCACTCACGGGAA

70 90 110

AAAGAGGCGAAAGGGATGGGAGAGGTGATGCCTGAGGCCGCATGAAIATATCATGTGAGA

130 150 170

GCAAAGAAGATCAAACAAACAATACAAACCCCAGCGTGACCCCTCACTGCCACGTGATYT

190 210 230

CCCAGCTAATCCTCTTCGGGGTGTTTTCCCCCCCAATCGGGGCTTCTTGGCAACCACIAA

250 270 290

TTTCCATAATTTCCACTGGACTCTTGAACGGTTCTTGCAATGTCTCACTGTCAGACTGAG

310 330 350

AGTACCACTTTICTCCCTCTACCAAGCCTTGAAATAGGTCAGGGCCGTTCATGGGACCCT

370 390

410

GACCTCCACCCCTTCGGAAGCCAGCCGGATTGCTTCTAAGACAICCTGAAGTGGGCCACC

430 450 470

ATCCGGCTCICACCATTCCTATGCTCTGCCAAGCGACTCGACCTCGTTCTTCACCGGAGT
490 510 530

Smal
GCCCGGGTCCGCCCTGAACTCAAGGTCTGCATGCGAAGAGATTTCCGGCTGTTTCCCCCA

550 570 : 590

~
Hh
O
H



Abb. 11 (fortgesetzt)

BelI
ACGGCGCTCTAGGCAGATAGGCTAGGCGTTGTCTTICCTGGCTTGATCAGCAAGGTTITATICA

- . . - .

610 630 ' 650

TAGTCCTCATGACTCGTAAAACCCAAGAAGATAAAATGAAGATGTIGGGTCCGCGAGTICC

670 690 710

GGTGATGTCTGGGCAGCAGTAGTAACACTCTAAAATATAAGCCACCACACCCACTGACAG

730 750 770

GTTAATCTCCGGTAGAAGAACCAAGACCTACCIGCCAAGCCACGTTIGATTGGSTICTCAT

. . .

790 810 830

CCATTTCAGGTCCTGTCCCCGGTCCCCTGGTGTCATICCAGAACATGGTCAAGGAAATCA

850 870 890

AACGGCCACTGTCTGACTGCCAGCTCCACCATCATGTAATCCGGCTICTCTATATAAACT

910 ’ 930 950

TGGGAATGTTCCCCTCTCCTGTGCCACCCAGAAGAAGACATCACCTICCTIGCTICTACA

970 990 1010

AGCCIGTCACTCITTCCAGGCCGTCGTICITIGATATTTICTCACTAGACTTICATTCICT

. . .

1030 1050 1070

Nsil

M H Y
TGAATATTTTICITTTTIGTIITICCCTCGTATTITICIGTIGCTTTGAGAGCCCAACATGCATT

- -

1090 1110 1130

XK L L F A A A A A S L A S A V s A A G V
ACAAACTGCTITTIGCTGCIGCCGCAGCATCCITGGCCAGCGCTGTCAGTGCCGCLGGTG
1150 1170 1190

(o'



Abb. 11 (fortgesetzt)

Ncol
V G A A E G F A H G V T G G G S A S PV
TTGTTGGTGCCGCCGAGGGTTTCGCCCAIGGTGTCACTGGCGGTGGCAGCGCTICCCCCG

1210 1230 1250

Smal

vy P T T TDEIU LWV S YL G DN E&®P?PRVI
TCTATCCTACGACTACTGATGAGCTGGTCTICTTACCTCGGAGATAACGAGCCCCGGGTIGA

1270 1290 1310

I L b R T

. TTATCCTGGATAGAACGTAGGTCGATCCTCAATTGGAAATGGATGGGTAGACGTGGGCCT

- . . .

1330 1350 1370

Pvull
F D F T G T E G T E T T T G
AACAGGTTGATAATCCAGCTTCGACTTCACCGGCACIGAGGGTnCTGAAACIACCACCGG

1410 1430

1390
C AP W GTASOQCOQV A I XL H S WC
ATGTGCCCCCTGOGGAACTGCTTCCCAATGCCAGGTGGCCATCAACCTGCACAGCTGGTG

. .

1450 1470 1490

D ¥ Y Q A S A P K V s V T Y
TGACAACTACCAGGCTAGCGCCCCCAAGGTATCCGTCACTTAGTATGTTGTCCCCGTTCG

1510 1530 1530

D K A G I L P
ATTGGTGACCCTIGTICTTTCCATGCTGATAGCCGTATAGTGATAAGGCGGGTATCCICCCC

. .

1570 1590 1610

HinclI
I T V N $ ¥ XK s I vV 6 Q G T K G v I K G
ATTACGGTCAACTCCAACAAAAGTATCGTTGGTCAGGGCACCAAGGGAGTCATCAAGGGC

1630 1650 1670

K 6 L R VYV S G AKINUV I I Q
AAGGGTCTCCGTGTGGTCAGCGGTGCCAAGAACGTCATCATCCAGTGAGTGCAGAACATC

1690 1710 1730

(fortge

f=d
i

etz

t

)
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Abb. 11 (fortgesetzt)

N I A VvV T D
GGTCTTAGGATGTGAAAAAACCCTTTGCTAATAAAGGCCAGGAACATTGCCGTTACCGAC

1750 1770 1790

I N P K ¥ vV W G G D A I T VvV DD S DUL YV
ATCAACCCCAAGTATGTCTGGGGTGGTGATGCCATTACTGTCGATGACTCTGATCTGGTC

. - -

1810 1830 1850

W I D HV T T ARTIGRDQ H I VvV L G T S

TGGATCGACCATGTGACCACTGCTCGCATTGGTCGCCAGCACATCGTTCTGGGAACCAGC

1870 1890 1910
Clal
A D N R V T I S vy $s L I D G R S D ¥ S A

GCCGACAACCGCGTCACCATCTCCTACTCCCTCATCCATGGTCGCTCCGACTACTCTGCC

. -

1930 1950 1970

T ¢C X G HH Y W G V X L DG S N D M VT
ACCTGCAACGGCCACCACTACTGGGGCGTGTACCTGGACGGCAGCAACGACATGGTCACC

- . .

1990 2010 2030

L K 6 N Y F Y N L S G R MNP K v Q@ 6 ¥ T
CTTAAGGGCAACTACTICIACAACCTGAGCGGCCGCATCCCCAAGGTTCAGGGTAACACT

2050 2070 2090

L L H A
CTGCTGCACGCCGTATGTCGCCTTGAGCCTCCTATATGATTTGCACATTACTGACAAGTC

- .

2110 2130 2150

vV X N L T H N F D GHATFETIGT
TGACTACAGGTGAACAACCTCTTCCACAACTTTGACGGCCACGCCTICGAAATCGGCACT

2170 2190 2210

. HincII
G G Y V L AAE G N V F Q D V X I v v E T

GGTGGCTACGTCCTGGCCGAGGGTAACGTCTTQCAGGACGTTAACATTGTGGTGGAGACG.

2230 2250 2270

&

TN

&

LD

<
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Abb.: 11 (fortgesetzt)
&

P I S 6 QL F S S P DAXNTDNIOQQZC AS
CCCATCAGCGGCCAGCTCTTCAGCTCCCCCGACGCCAACACCAACCAGCAGTGCGCCICC

2290 2310 2330

v F G R S €C Q L N A F 6 N S G s M S G S
GTCTTCGGTCGTTCCTGCCAGCTCAACGCCTTCGGCAACTCCGGCTCGATGTCCGGAICG

2350 2370

2390

Smal
D T s I I S.X F A G K T I A A A H P P G
GACACCAGCATCATCAGCAAGITCGCTGGCAAGACCATTGCTGCGGCTCACCCCCCGGGT

2410 2430 2450

N I A Q W T MIKNAG Q G K
AACAITGCCCAGTGGACCATGAAGAACGCTGGCCAGGGCAAATAAGGTTTIACAGCAGAA

2470 2490 2510

Kpnl
CAATTCTGTGAAGGAGGCTGGCCAAAGCCCAGATGAGGAIAGAGGGTACCTGCTTCGACA

2530 2550

2570

TCTATnGTTCAATAGTCCAGGATTATAGACGAATGATTATTGCTCCAGAATGGIGAAGTA

. . -

2590 2610 2630

TTTCIAGCAGACCATGACGCGTACGCAACATAGACCGCTCCATGTTACIGACTGCGACTG

2650 2670 2690

TATTTGGAGGATTGAGGAAAGGTAGATAAAAGTATATA TACAAAACCGCCATAACAGCA

2710 2730 2750

Xhol
ACCGACGCCTCGAG

27170



C

Abb. 12 (Formel III): pelC

EcoRI '
GAATTCGAATCTGGAGGACATTACGTGTGCCTGACTTCGGGGTACTTICTGTCTTCACTGT

- - - . - -

10 30 50

AGCCAGGCACTATCCCTGACACTCTGCCCCCTACGTGGICTTACCTITATCGGATTTAGA

- - - . -

70 90 110

TAGTAACCAATCTGATCCCACAICCTGATACCTGGATACTITTCCCCATGGCATCGTGTA

. - - . .

130 150 170

AT TATGATACICAAAGGAACAAAGCAGATACTTGAAGCTGCATAGACCTTGTCTCAGAG

- - . .

190 210 230

ATCGCAGCTTIGTTGTTTAGAAACACAGTCTGTCACCGGTTCGCCAGATTAAGTGTTAAA

. -

250 270 220

CATGTGACAGGCACCIAAAAGCTGACAGCCTCGGCCTGAGCTCGTAGAGIACCCTCTTCT

310 330 - 350

AGGICTTTGTGGGTTGACTGCAAGCAAAGGATCAAGCTTGTCGGAGAATTTGGAGCTITTA

- - - .

370 390 410

GCATCIAATTTTTCCGACTGGGGTCCGAGTAITTCCCGCGGTGIATGTTAGAATGGTTAG

450 470

.

430

HincII
TATGGATAGATTGGTAGAAAAGTTGACCTGAAACATTGAGATATCTGATTAGTAGTATGC

- -

490 ) 510 530

BglII ’ :
TATAGATCTGGATATACATTTCTGCAATGAAATCTGATCATATGAACTTTTTGAAATGAA

- - -

550 570 590

Y
L3
ENe
(5



T Abb. 12 (fortgesetzt)

. ) Bcll
GGAGATATATGCATAGTTGTGAAATATGCGCGTGGCCTGTCCGTTCTCAGCCCTGACGGG

- 610 630 650

TGACATCCCGTTCGGCTGITTAGTGCAAAGCCGCGTGGCTGTCTCGGGGGAGTGGGTCAG

670 690 710

GGTCCTCCAGGAATTITCITTTCTAGGTTAGTTCTTCCAGCCTTCCAGGGTCCTGCAGAC

730 750 770

. Pvull
(: CCGCCTCCAAACAGCTGATTGTGGTGTAACCGTITACAAGACTGGCCAGCATATTTTTGT
790 8§10 830

ATATGTCACTATCGTGAAGATTATATTCATCTTATATCAATTGGAGCTTGAGGTCTATCT

850 870 890

CTTAGTGTGCGCACAAAAAGCéGATATGATTCAATGCGTCTGTCAAATAACCCGAACTGT

B . .

910 930 950
HinfI
CCGAATCATCACACCCACAGAGTGCTGCGAAGGTCGIGATCCTTCCAAGIATCTCAGAAA

. .

370 990 1010

AGACCACTACACTGGACCCCCAACAAAGGTACACAATAACTTCGGGTAGAGAATIGTGCG'

1050 ' 1070

.

1030

ATGCAGAGCATAGTATATCTIGAAACAACTGTCACTGCAGACCTTTCCTACTIGIGCATCC

1090 1110 1130

GGTTCGCATTGCAGTGGGGCAGGGCAGTTCTTGGCCGAAGAACTATGATCACTTTGTAAC

1150 1170

1190

Ncol
AACGGTGGCCCCTGTAGCTACCAGTGTTCTGTACTTCGCCAAAATTCAATCCTTGGCTTC

1210 1230 1250

(fortgesetzt)
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Formel 12 (fortgesetzt)

. , Smal
TATATGTCACTAGGTGACTTTGCAATACATAAACGATGAAATGTTGGAACTTTIGGACGATAC

1270 1290 1310
HincII

M K V P F

CICIGTCIGTCAACACAATCTGTACTTITCCAAAACCCTTATCCATTATGAAGGTCCCCT

1330 1350 1370

Pvull
L QL L C L N A A L A S A NV V Q G A A
. TCCTCCAACTTCICTGCCTAAATGCCGCCTTGGCTAGTGCCAATGTTGTTCAAGGTGCTG

. -

1390 1410 1430

Q G F AA GV TG G G DI TP S Y P K T
CCCAGGGTTTCCCAGCCGGCGTCACTGGCGGCGGCGATATAACTCCCAGCTACCCCAAAA

1450 1470 1490

*Xhol .
Aval
X E E L vV s L L E S D E P Q VvV V VvV L T K
CCAACGAGGAGCTTGTICTCCCTIGCTCGAGAGTGACGAACCCCAAGTCGTCCETACTCACCA

1510 1530 1550
Kpnl
T ¥ b r I 6 T E G T T TE D G C A P W G
ACACCTITTIGATIICATCGGTACCGAGGGAACCACGACCGAGGATGGATGCGCGCCCTGGG
1570 ) 1590 1610
Pvull

T 6 X s ¢ QL A I N SVNGWICG K N PV
CTACTIGGGAAGTCCIGCCAGCTGGCCATCAACTCCAATGGATGGTGTGCETAAAAATCCEG

- . .

1630 1650 1670

Hinfl
v T I T Y D K A A XK N G I H I XK S N K T

TCCGTAACCATCACGTATGATAACGCCGCCAAGAATGGCATTCATATCAAGTCCAACAAGA

- . . . .

1690 1710 1730

L v 6 EG DX 6 VL S G K G L YT EG G
CTCTTGTTGGTGAGGGAGACAAGGGCGTGCTCAGCGGAAAGGGTCTCTACTITGAGGGTG
1750 1770 1790 °

(fortgesetzt)



Abb: 12 (forigesetzt)

v S N I I v qQ ¥ I K I T N L N P G
GTGTTTCCAATATCATCGTGCAGAACATTAAGATTACGAACCTCAACCCTGGGTATGTAT

- - -

1810 1830 1850

CATCCCAGTAACTAGGAGTTCTCGAATGCTTTGGGAGACACACCATGTGTTCTAACGTCI

- .

1870 1890 1910

Clal
F V W G G D A T T F F G A DL I W
. TTCACTACAGTTTTGTCTGGGGTGGCGACGCGTTTACTTTCTTTGGCGCTGACCTGATCT

1930 1950 1970

I D H C E
GGATCGACCACTGCGAGGTAAGACAGAAATCTCCATCATCTGATAATCATGATTGAGTTT

1990 2010 2030
'HincII
r s L T 6 R Q H Y V T G F

CTCACGTTGACTTATGGATTAGACCTCCCTCACCGGACGCCAACACTACGTGACCGGCTT

2050 2070 2090

K P N T R M T W S NN F L X ¢ v T T H S
CCACCCCAACACCCGCATGACTTGGTCCAATAACTTCCTTAACGGCGTAACCACCCACTC

2110 2130 2150

A G C DD UHH Y W TMETLV GP G D E I
CGCAGGCTGTGATGACCACCACTACTGGACAATGGAGCTAGTTGGCCCTGGGGACGAGAT

2170 2190 2210

T F Q N
TACCTTCCAGAGTACGTGTCCCAIGAAAACCTAAAAGAAGCATCTATTCAACIAACATAC

2230 2250 2270

Accl )
N Y VY H T T G R G P A L S G
GTGTTCACTCACAGACAACTACGTCTACCACACCACCGGCCGTGGACCCGCTCTCTCCGG

. -

2290 2310 2330
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Abb. 12 (fortgesetzt)

HinecII .
T T L. F H AV N S V W S S I P G H A I E
CACGACCCTCTTCCACGCAGTCAACAGCGTICTIGGTCTTCCATCCCCGGACACGCCATCGA

2350 2370 . 2390

G 6 D K 6 R GLVF EGCTV FT FETDV YV ETI
GGGCGGTGACAAGGGCCGCGGTCTTTTCGAGGGATGCTTCTTICGAAGATGTTGTCGAGAT

2430 2450

2410

Aval
A P A K P E XN QL F S A S E AN A A s C
. CGCCCCCGCCAAGCCCGAGAACCAACTCTTCAGCGCCAGTGAAGCCAACGCCGCATCTIG

- -

2470 2490 2510
K $ A L G R A C Q A NG Y S K S G A TF G
CAAGTCCGCCTTGGGACGCGCTTGCCAGGCCAATGGCTATAGCAAATCTGGIGCTTTIGS

- . . . -

2530 2550 2570

S s E T 6 F F K DF A G LTI A P A G S
CAGTTCTGAAACTGGCTTTTTCAAGGACTTTGCCGGACTGACTATIGCACCGGCCGGCTC

2590 2610 2630

AT D A L A YV P KN CGTIGR L E S C
TGCGACCGACGCTCTCGCTTATGTTCCTAAGAATTGIGGTATTGGGCGTCTTGAAAGCTG

2650 2670 2690

D A Hinfl

CGATGCTTAGGGTGGAGCTTGTTGAGTCTATATTTGACCAATAGGGTGTACTTTATICTA

2730 2750

2710

Xhol
CTTCAGTCCGGTTAATATATCTAATATATTTGGATTCTGCGCGCAACTTGIGCTTITCCIC

2770 2790 2810

AGTTCTGCAATATCCATTCAAGTAGTCTACGCATCTICTATAGACTATIGATCAATATAAC

2830 2850 2870

ATAGCAGACAACACTGCCAACCAAAATATAAGACCCAGTATATACTTTCCGTGAAGTATT

2890 2910 2930
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Abb. 12 (fortgesetzt)

TAAAACAGATTACATCTAGCTIGAAAATCATCCCTCTCTGGTICAAGTATTCACGTCAGT

. . . - . .

2950 2970 2990

AGCTGAAAAGGGAATAACGATGACCGCGAATAATTTGACAATCATCTACCCGATGAATAC

» . . - . .

3010 3030 3050

CAATCAAGGAAAACAAAAGTCGTGAGAAAAATGCAAGGGAGAAAGTTATATGTTACAAAA

. . . . . .

3070 3090 3110

. GAAACATACAACAGAAGGAATATGTCAGIGGTCATIGAACATTACAAA

. . - .

3130 3150

g
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Abb. 13: Homologiz zwischen PLD, 2ZA, PLB und PLC

3
Homologe AminosZuren sind eingek&stelt. Striche worden ein-

bezogen, um die Sequenzen auszuriciien.

PLD IM K Y AARRAAAVGY SGITPVI|IGT
PLA IM K Y AlG SIAAAV GV SGISIAEGTF
PLB MFY ASAﬂSAAGVV EGTF

PLC (M K|V A A[L/A S A[N V{V|Q

40 50 60

+ D AISSAITGGGDATPVYPTTTIDELVSYLGDDEA

5]
|

PLA XNIE|IGVTGGGDATPVYP ;iI'DELVSYLGDDEA

] _ ™
PLB AHGVTGGGEA!SPVYPTITDELVSYLGDIKEP
' P————y
PLC A_AGVTGGGDl[TPF]YPKTi.\’EELVSLLESIDEPl
80 90

70

1

PLD RV IV LISIKTFDFTDTEGT TTTGCAPWGTAS

3

PLA RVIVLTKTFDFTDEGT E|TG_CAPWGTAS

l'l_] -1

TTGCAPWGTAS

]

PLB RVIﬂLDRTFDFTGTEGT

PLC lQlVVVLTKTFDFHGTEGT

100 110 120

ED|IGCAPWGTIGK

-1
[}

PLD G[C QL A I

.
=

IKDD'N'CTNYEPDAPTTTVTYNTIAG

!
PLA ACQVAIDQDDWCENYEPD.—‘\PSVSVYY)(AG

x |
PLB QCQVAIN'LHS\JCDNYQASiAPKVSVTYDmAG
PLC'SCQLAINlSNGWC—--e—GKI‘{PVFVTHTYDHAA
130 140 150
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VIL G I

I L;]I

K N{G I|H I K|S

NKSLI

NKSLI

B

LV

N K S

N KIT

GEGTSGVIK
GBGTKGVIK

GEGMKGVLS

FEG

160

170

180

NIITIAQ

NITITIQ

NIIQ
NI IMQ

NIAVT

NITAVT

NIAVT

DINPHYVWG
DINPXKYVVWG

DINPKYVWG

NI

190

K‘IHNLNP

G FIVWG

VITAR

VTTAR

VITTAR
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220
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I
L
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Abb. 13 (fortgesetzt)

PLD NYWENN‘SGHAFEIG

NlY'FISiN vV D

NVFQNVD

PLA N Y F{YD|II SGHATFETIG

PLB N|L|FIHN{iF DIGHAF EIG

PLC SVWSSi]PGHAIEGG

310

PLD TVLETIDTFIEGALTEFSS

PLB I|V|VI|E T}|- I S{G|Q{L F S S

PLC EI AP AK ENQ-|JLF S|A

340

PLD SCVA.\’VN!GGDLIGT?]TTVLSNLSGDTMPSA

PLAE]CVINGFGCSGTFSEDSTS LSDFHGKNIA

?‘FAGKTAIA

FKIDFAGLTTIA
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(%)
"d-Hl"ﬁ
—
%)
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—_——

-[A]s|{T s|P[A S]----[NAGQGNL

> |
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Abb, 14: Konstruktion von Plasmid puC19/peli~IPl INGARE

WindIII . BanmllI

A

pUC19/pelh

1, Sall-~Verdauung

2, Klenow-DMA-Polymerase

3. PstI-Verdauung

4. Linkter-Ligation

5, Isolierung des 5 kb-TFragments
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Abb. 15: Seitlich gerichtete Oligonukleotidmutagenese an der

einzelstirdngicen pelA-TFI-DNA-Matrize

herausgeloste

, peli-Signalsequenz

pelA- -IFN-
1363 moiety 1363 moiety
nichtcodie- 3'- CCAAGATGTGTGAAGTGGTACACACTAGACGGAGTCTGAGTG -5

render Strang

mutagenes 0li- 5"~ GGTTCTACACACTTCACCATGTGTGATCTGCCTCAGACTCAC -3
godesoxynukle~ ' MetCysAspLeuProGlnThrHis
otid, als Suur- 1 7
ter Dbeil der

Startererweite-~

rungs-ONA-Syn-

these genuizv
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