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Beschreibung

Die Erfindung betrifft die Isolierung und Identifizierung einer Desoxyribonucleinsaure aus Aspergillus niger sowie
ein Verfahren zur Expression einer aus Aspergillus stammenden Pektinase in einem Wirtsorganismus.

Stand der Technik

Ein Verfahren zur Expression eines beispielsweise aus Aspergillus niger stammenden Gens in einem Aspergillus
oryzae als Wirtsorganismus ist aus der EP-A 238 023 bekannt. Das Verfahren umfaBt die Schritte:

a) Erstellung eines rekombinanten DNA-Klonierungs-Vektorsystems, das die Fahigkeit zur ein- oder mehrfachen
Integration in das Genom eines Aspergillus oryzae als Wirtsorganismus hat, enthaltend DNA-Sequenzen zur Gen-
expression, ein geeignetes Marker-Gen zur Selektion von Transformanten, sowie eine DNA-Sequenz, die das zu
exprimierende Gen darstellt;

b) Transformation des Aspergillus oryzae-Wirtsorganismus, der in Bezug auf das verwendete Marker-Gen selek-
tierbar ist, mit dem gemas (a) erstellten rekombinanten DNA-Klonierungs-Vektorsystem;

¢) Vermehrung des transformierten Aspergillus oryzae-Wirtsorganismus in einem geeigneten Nahrmedium.

Nach dem bekannten Verfahren lassen sich Glukamylasen, alpha-Amylasen, Lipasen und Proteinasen erzeugen,
die u.a. vom Genom eines Aspergillus niger stammen kdnnen. Es wurde jedoch festgestellt, daB bei der Anwendung
des Verfahrens zur Erzeugung von Pektinasen, insbesondere vom PE- und PG-Typ, nicht die erhoffte Ausbeuteverbes-
serung erreicht wird.

Aufgabe und Lésung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu finden, mit dem sich auch Pektinasen aus Aspergillus
niger vorteilhaft exprimieren lassen. Dazu ist es erforderlich, die Desoxyribonukleinsauren fir die jeweilige Pektinase
zu isolieren und zu identifizieren sowie ein Expressionssystem in Gestalt eines rekombinanten Mikroorgamismus zur
Gewinnung der Pektinase zu entwickeln. Uberraschenderweise gelingt dies erfindungsgemas durch eine Abwandlung
des oben erwahnten bekannten Verfahrens, indem als Wirtsorganismus ein Schimmelpilz der Arten Aspergillus niger
oder Aspergillus awamori eingesetzt wird und im Ubrigen die aus dem Stand der Technik bekannte Arbeitsweise, wie
in den Patentanspriichen angegeben, angewendet wird.

Zur Gruppe der Pektinasen gehéren die Pektinesterase (PE), die mazerierende oder nicht-mazerierende Polyga-
lacturonase (PG) und die Pektin-Transeliminase (PTE), die auch als Pektinlyase bezeichnet wird. Bevorzugt wird das
Verfahren der Erfindung zur Erzeugung der PE oder der - vorzugsweise mazerierenden - PG angewandt. Unter den
technisch verfligbaren Schimmelpilzen der Art Aspergillus niger sind hervorragende Pektinasebildner bekannt, so daf3
sich deren Genom fiir das Verfahren der Erfindung eignet. Eine Steigerung ihrer Produktivitat laBt sich durch das Ver-
fahren der Erfindung erreichen, insbesondere wenn das Pektinase-Gen mehrfach in das Genom des Wirtsorganismus
inseriert wird.

Als Wirtsorganismus eignet sich auBer Aspergillus niger auch Aspergillus awamori. Der erfindungsgeman genmo-
difizierte Schimmelpilz kann in an sich bekannter Weise durch Anlegen einer Kultur und Aufarbeitung des Kulturfiltrats
zur Produktion von Pektinasen eingesetzt werden.

Bevorzugte Ausfiihrung der Erfindung
Beispiel 1: Expression eines Polygalakiuronase-Gens

Der Stamm Aspergillus niger DSM 5575 als Gen-Donor wurde in einem 30 |-Fermenter mit 4 % Weizenkleie, 4 %
feingemahlenen Ribenschnitzeln und 0,2 % Ammoniumsulfat fir 96 Stunden bei 28 Grad C, 1 VVM Bellftung und 600
Upm Rihrergeschwindigkeit kultiviert.

Um auf der Grundlage der Proteinsequenz einer wahrend der Fermentation gebildeten Polygalakturonase (PG) mit
einem Molekulargewicht von ca. 38 000 Dalton und einem isoelekirischen Punkt von ca. 5,5 eine Oligonukleotid-Sonde
zur Auffindung des Gens in einer cDNA-Bank von DSM 5575 ableiten zu kénnen, wurde dieses Enzym aus dem Kul-
turliberstand gereinigt. Wahrend der Reinigung wurde das Enzym anhand seiner Aktivitat in Polygalakturonase (PG)
-Einheiten geman der Technischen Information der Réhm GmbH Nr. FR-5-01-D vom 12.02.1987 sowie anhand der
UV-Absorption bei 280 nm detektiert. Eine Polygalacturonase-Einheit ist definiert durch die Enzymaktivitat, welche die
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Viskositat einer Standard-Pektinlésung um I/n ¢, = 0,000015 unter den Standardbedingungen der Analysenvorschrift
senkt.

Dazu wurde der Fermentationsiiberstand iber ® Sephadex G25 Coarse (Pharmacia) entsalzt. Uber Kationenaus-
tauschchromatographie an ® Fractogel TSK CM-650 (Merck) bei pH 4,0 in 10 mM Natriumacetat/Acetat-Puffer, wurde
die PG in einem linearen NaCl-Gradienten bei ca. 0,3 M eluiert.

Darauf folgt eine Gelfiltration ber ® Sephacryl S 200 (Pharmacia), eine ermneute Kationenaustauschchromatogra-
phie unter denselben Bedingungen wie oben genannt, jedoch mit ® Pharmacia Mono S als Gelmaterial. Die Endreini-
gung erfolgte durch nochmalige Gelfiltration iber ® Sephacryl S 200 und ® Superose 12 (Pharmacia).

Ausgehend von dem gereinigten Enzym wurden nach Spaltungen mit Bromcyan, Trypsin und Staphylococcus V8
Protease Peptide prapariert und deren Aminosauresequenzen unter Verwendung eines Gasphasensequenators (App-
lied Biosystems Model 470A) bestimmt. Dabei wurde die Online Detektion der Peptide mit einer 120 A HPLC vorge-
nommen. Die Bromcyanspaltungen erfolgten nach GroB, E. (1967), Methods in Enzymology 11, 238 - 255, die Pep-
tidtrennung wurde auf einer HPLC Reverse Phase C4-Saule in 0,1 % Trifluoressigsaure/Propanol/ Acetonitril-Gradienten
durchgefuhrt. Tryptische Spaltungen und Spaltungen mit der Staphylococcus V8 Protease wurden in 20 mM Ammoni-
umbicarbonat bei pH 7,8 ausgefiihrt. Die entsprechenden Peptide wurden wiederum durch Reverse Phase HPLC-Chro-
matographie, jedoch mit einer C18-Saule getrennt. Die N-terminale Sequenz des nativen Proteins wurde direkt bestimmt.
Sie lautet:

Gly-Ser-Cys-Thr-Phe-Lys-Thr-Ala-Ala-Ala-

Ala-Lys-Ala-Gly-Lys-Ala-Gly-Cys-Ser-Thr-

Ile-Thr-Leu-Asp-Asn-Ile-Glu-Val-Pro-Ala-

Eines der nach Bromcyan-Spaltung erhaltenen Peptide, CN7, wurde als Vorlage fiir die Synthese des Oligonukleo-
tids ER13 verwendet. Die Aminosaure-Sequenz lle-Gin-GIn-Asp-Tyr-Glu im Peptid CN7 war wegen des gering dege-
nerierten genetischen Codes dieser Aminosauren fiir die Ableitung eines Oligonukleotids geeignet. Zur Festlegung der
Nukleotidsequenz im Oligonukleotid ER13 wurden die am haufigsten verwendeten Codons im Glucoamylase-Gen aus
A.niger, Boel, E. et al. (1984), EMBO J. 3, 1097-1102, und im Acetamidase-Gen aus A.nidulans, Corrick, C.M. et al.
(1987), Gene 53, 63 - 71, zugrundegelegt. Da in beiden Genen keine eindeutige Codonpréaferenz flr Asparaginsaure
ermittelt werden konnte, wurden die beiden méglichen Codons in ER13 eingesetzt.

Aminosauresequenz von CN7:

Ser-Gly-Ile-Ser-Asp-Tyr-Gly-val-val-
Ile-Gln-Gln-Asp-Tyr-Glu-Asp-Gly-Lys

Ausgewahlte Aminosaure-Sequenz fir die Synthese von ER13:
Ile-Gln-Gln-Asp-Tyr-Glu

maégliche Codons:

U
r_ —cAA_caA2A_gaU_pyaU_caA_3¢
57-AUC CAG CAG GAC UAC‘l GAf-3
A

Sequenz des Oligonukleotids ER13 komplementar zur RNA:

3r- TAG—GTC—GTC—CT&-ATG-CT—S ’

Zur Praparation von mRNA wurde der Stamm DSM 5575 in Schittelkolben unter PG-induzierenden Bedingungen,
mit 2 % Weizenkleie, 2 % feingemahlenen Ribenschnitzeln und 0,1 % Ammoniumsulfat als Nahrmedium fir 96 Stunden
auf einem Reziprokschittler bei 28 Grad C kultiviert. Das erhaltene Mycel wurde abfiltriert und unmittelbar in flissigem
Stickstoff tiefgefroren.

Die Praparation von RNA erfolgte nach der Guanidiniumisothiocyanat/CsCl-Methode nach Maniatis, E. etal. (1982),
Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, Seite 196. Aus der so gewonnenen Gesamt-RNA wurde durch Sau-
lenchromatographie an Oligo(dT)-Cellulose Poly(A)*-mRNA angereichert, Taylor, J.M. (1979), Ann. Rev. Biochem. 48,
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681 -717.

Aus der mRNA wurde nach Gubler, U. und Hoffmann, B.J. (1983), Gene 25, 263 - 269, cDNA synthetisiert. Hierbei
wurden ca. 5 ug mRNA mit 60 U M-MLV Reverser Transkriptase (GIBCO-BRL GmbH, 7514 Eggenstein, BRD) in ein-
zelstrangige cDNA umgeschrieben. Aus 400 ng der einzelstrangigen cDNA konnten unter Verwendung von 0,4 U Ri-
bonuklease H (GIBCO-BRD GmbH, 7514 Eggenstein, BRD) 10 U E. coli-DNA-Polymerase | (Boehringer Mannheim
GmbH, 6800 Mannheim, BRD) und 0,9 U E. coli-DNA-Ligase (New England Biolabs GmbH Schwalbach, BRD) ca. 450
ng doppelstrangige cDNA gewonnen werden. Pufferzusammensetzungen und Nukleotidkonzentrationen entsprachen
der Vorschrift von Gubler, U. und Hofmann, B.J. (1983), Gene 25, 263 - 269.

Zur Herstellung von glatten Enden wurden die cDNA-Enden mit Hilfe von 5 U T4-Polymerase (GIBCO-BRL GmbH,
7514 Eggenstein, BRD) und 50 uM Desoxynukleosidtriphosphaten nach Gubler, U. (1987), Methods in Enzymology
Vol. 152, Seite 330 - 335, aufgefillt. Zur Anreicherung von cDNA-Molekilen tiber 900 bp Lange wurde die cDNA lber
eine Biogel A50m-Saule nach GréBe getrennt. Fraktionen, die cDNA-Molekile Uber 1 kbp Lange enthielten wurden
gesammelt. Zur Insertion der cDNA in dG-geteilten pUC9-Vektor (Pharmacia LKB GmbH, 7800 Freiburg, BRD) wurden
20 ng doppelstrangige cDNA mit Giber 1 kbp Lange mit einem 104-fachen UberschuB3 an dCTP und 14,7 U terminaler
Transferase (GIBCO-BRL GmbH, 7514 Eggenstein, BRD) flir 7 min bei 37 Grad C in einem Gesamtvolumen von 40 pl
inkubiert, Maniatis et al. (1982), Cold Spring Habor Laboratory Press, New York, Seite 241, und so mit homopolymeren
dC-Resten versehen.

5ngdieser cDNA wurden nach Gubler, U. und Hoffmann, B.J. (1983), Gene 25, 263-269, in 50 ng des pUC9-Vekiors
eingeflgt. Die Transformation des rekombinanten Vektors erfolgte in kompetente E. coli DH5¢, TM-Zellen (GIBCO-BRL
GmbH, 7514 Eggenstein, BRD) nach den Angaben des Herstellers. Auf diese Weise wurde eine ca. 5000 rekombinante
Klone umfassende cDNA-Bank von Aspergillus niger DSM 5575 erhalten.

Die Aspergillus niger cDNA-Bank wurde mit dem (32)P-markierten Oligonukleotid ER13 gescreent. Dabei erfolgte
die Hybridisierung bei 37 Grad C; gewaschen wurde jeweils 30 min bei 37 Grad C in Gegenwart von 6-fach SSC-Puffer,
dann 2-fach SSC-Puffer, 2-fach SSC-Puffer mit 1 % SDS und schlieBlich 0,1-fach SSC-Puffer. Nach Autoradiographie
der Nitrocellulosefilter konnten drei stark hybridisierende E.coli-Klone identifiziert werden, deren Plasmide nach Restrik-
tionsanalysen und partiellen DNA-Sequenzierungen zeigten, daB alle 3 Insertionen identisch waren. In Abbildung 1 sind
die Restriktionsanalyse und das Sequenzierschema der PG-cDNA einer Transformante dargestellt. Das rekombinante
Plasmid wurde mit pPG1 bezeichnet. Die Sequenzierung der vollstandigen DNA-Sequenz der PG-cDNA erfolgte nach
Sanger, F. et al. (1977), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467, mit Hilfe von Universal- und PG-spezifischen Se-
quenzierprimern. Die erhaltene cDNA-Sequenz ist in Tabelle 1 angegeben.

Die aus der cDNA abgeleitete Aminoséure-Sequenz zeigt weitestgehende Ubereinstimmung mit den aus der Pro-
teinsequenzierung ermittelten Peptidsequenzen.

Um einen Phagen-Klon mit den zur Expression in Aspergillus notwendigen flankierenden Bereichen aus der chro-
mosomalen DNA von DSM 5575 zu erhalten, wurde zunachst chromosomale DNA nach einer Vorschrift von Hynes,
M.J. et al. (1988), Mol. Cell. Biol. 3, 1430 - 1439, isoliert. Hierzu wurden etwa 10 g Mycel unter flissigem Stickstoff
zerrieben und nach Aufnahme in 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,1 mM EDTA und 3 % SDS mit Phenol extrahiert. Die weitere
Reinigung der DNA erfolgte durch Behandlung mit Proteinase K und RNase A. Die erhaltene hochmolekulare DNA
wurde partiell mit Sau3A hydrolysiert und durch Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation nach ihrer Gré3e fraktio-
niert. DNA-Molekile der GréBe von 18 - 22 kb wurden in BamHI/EcoRlI-hydrolysierte EMBL3-DNA (Stratagene GmbH,
6900 Heidelberg, BRD) inseriert und in vitro verpackt. Die Verpackungsextrakie wurden ebenfalls von Stratagene GmbH
bezogen. Nach Vermehrung der Phagen in E.coli P2392 (Stratagene GmbH) konnte eine ca. 70 000 rekombinante
Klone umfassende Phagenbank angelegt werden.

Die Phagen-DNA wurde nach Aufbringung auf Hybond-N-Membranen (Amersham Corp., Braunschweig) mit dem
(82)P-markierten 1,3-kbp-Pstl-Fragment aus pPG 1 gescreent. Die Hybridisierung erfolgte dabei bei 65 Grad C; gewa-
schen wurden die Filter jeweils 30 min bei 65 Grad C in 2-fach SSC-Puffer, dann 2-fach SSC-Puffer mit 1 % SDS und
schlieBlich 0,1-fach SSC-Puffer. Aus ca. 70 000 rekombinanten EMBL3-Phagen wurden mehrere hybridisierende Klone
erhalten. Aus einem davon wurde das einzige wiederum hybridisierende etwa 6 kb groBe HindllI-Fragment in pUC19
umkloniert und in E.coli DH5a transformiert. Das resultierende Plasmid, welches das vollstandige chromosomale
PG-Gen mit den zur Expression notwendigen flankierenden Sequenzen enthielt wurde als pPG67 bezeichnet. E.coli
DH50. pPG67 wurde bei DSM unter der Nummer 5553 hinterlegt. Die Restriktionskarte von pPG67 ist in Abbildung 2
gezeigt. Die das Strukturgen sowie flankierende Bereiche aus pPG67 enthaltende DNA-Sequenz ist in Tabelle 2 wie-
dergegeben.

Die Stamme Aspergillus niger DSM 5575, A.awamori DSM 5574 und A.oryzae DSM 5573 wurden nach dem fol-
genden Protokoll transformiert.

100 ml Czapek-Dox-Komplett-Medium (Oxoid Czapek-Dox-Medium mit 0,1 % Hefeextrakt) in einem 1 Liter Erlen-
meyer-Kolben mit Schikanen wurden mit ca. 107 Sporen des jeweiligen Pilzstammes beimpft und 16 Stunden bei 37
Grad C auf einem Reziprokschattler mit einer Frequenz von 120 Auslenkungen pro Minute inkubiert. Das Mycel wurde
Uber ein Papierfilter geerntet und zweimal mit MP-Puffer (1,2 M MgSO4, 10 mM NaH,PQO,, pH 5,8) gewaschen. Etwa
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5 g des feuchten Mycels wurden in 15 ml MP-Puffer in einem 100 ml Erlenmeyer-Kélbchen ohne Schikanen aufgenom-
men. Der Suspension wurden 600 ul einer ® Novozym 234-L6sung (1 g in 6 ml MP-Puffer) und 100 pl B-Glucuronidase
(Sigma) zugesetzt und der Ansatz fir 5 Minuten in Eis gekihlt. AnschlieBend wurden 300 Ll einer Rinderserumalbu-
min-Lésung (0,2 g in 4 ml MP-Puffer) zugegeben. Die Protoplastierung des Mycels erfolgt bei 30 Grad C in einem
Wasserbadrundschittler mit 12,5 mm Schtteldurchmesser bei 100 Umdrehungen pro Minute. Die Protoplastierungszeit
betrug bei DSM 5575 und DSM 5574 ca. 3,5 bis 4 Stunden, bei DSM 5573 ca. 1,5 bis 2 Stunden. Der Protoplastierungs-
zustand wurde mikroskopisch kontrolliert.

Die Protoplastensuspension wurde tber ein mit MP-Puffer getranktes Glaswoll-Filter in Zentrifugenréhrchen gege-
ben und jeweils mit einem gleichen Volumen U-Puffer (600 mM Sorbitol, 100 mM Tris/HCI pH 7,0) iiberschichtet. Nach
10 mindtiger Zentrifugation bei 20 Grad C und 2500 g wurden die Protoplasten aus der Schicht zwischen den beiden
Pufferldsungen entnommen. Die erhaltene Suspension wurde nun mit zwei Volumina ST-Puffer (1,2 M Sorbitol, 10 mM
Tris/HCI pH 7,5) gemischt und 10 Minuten bei 20 Grad C und 1500 g zentrifugiert. Das Protoplastensediment wurde
anschlieBend in 10 ml STC-Puffer (1,2 M Sorbitol, 10 mM Tris/HCI pH 7,5, 10 mM CaCl,) aufgenommen und wiederum
bei 20 Grad C und 1500 g zentrifugiert. Der Vorgang wurde wiederholt und das Sediment anschlieBendin 1 mI STC-Puffer
resuspendiert.

Da das Plasmid pPG67 keine Selektionsmarker fir die zu transformierenden Aspergillus-Stamme besitzt wurde die
Methode der Cotransformation angewandt. Fir Aspergillus niger DSM 5575 und Aspergillus awamori DSM 5574 wurde
dazu das Plasmid pAN7-1 (Punt et al., Gene 56, 117 -124), das ein in diesen Stdmmen exprimierbares Hygromycin-Re-
sistenz-Gen (Hygromycin-Phosphotransferase) enthalt, verwendet. Pro Cotransformationsansatz wurden je 20 pg
pAN7-1 und die gleiche Menge pPG67 eingesetzt. Da Aspergillus oryzae DSM 5573 eine natirliche Resistenz gegen-
Uber Hygromycin B aufweist, wurde dieser Stamm mit dem Plasmid p3SR2 (Kelly und Hynes, EMBO Journal 4, 475 -
479) cotransformiert, das eine Selektion der Transformanten durch einen Wachstumsvorteil auf Minimalmedium mit
Acetamid als alleiniger Stickstoffquelle durch die Expression eines Acetamidase-Gens ermdglicht. In den Cotransfor-
mationsansatzen wurden jeweils 40 pg p3SR2 und die gleiche Menge pPG67 eingesetzt.

Die zur Transformation eingesetzte DNA wurde in einem Volumen von 50 pl TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7,5, 1
mM EDTA) aufgenommen. Die Kontrollansatze erhielten jeweils 50 pl TE-Puffer ohne DNA, bzw. nur das Selektions-
plasmid pAN7-1 oder p3SR2. 20 pul der DNA Lésung bzw. des TE-Puffers ohne DNA wurden zu 300 pl Protoplasten-
suspension gegeben und 10 Minuten bei 0 Grad C inkubiert. Nach nochmaliger Zugabe von 25 pl DNA-LSésung bzw.
TE-Puffer ohne DNA und Zugabe von 400 pl PEG-Lésung (60 % Polyethylenglykol 4000 von Serva, 10 mM Tris/HCI
pH 7,5, 50 mM CaCl2) erfolgte eine 5 minitige Inkubation bei 22 Grad C. AnschlieBend wurden 600 ul der PEG-Ldsung
zugegeben und der Ansatz fur weitere 20 Minuten bei 22 Grad C inkubiert.

Im Falle der Hygromycin B-Selektion wurde der Ansatz in 100 ml Czapek-Dox-Agar (Oxoid mit 1 % Oxoid-Agar No.
1) mit 1 M Saccharose als osmotischem Stabilisator, der bei 45 Grad C fllissig gehalten wurde, gegeben und in jeweils
10 ml Portionen in Petrischalen verteilt. Nach 16 stlindiger Inkubation bei 37 Grad C erfolgte die Hygromycin B (Calbio-
chem)-Zugabe in einer 10 ml Oberschicht des gleichen Agars jedoch ohne Saccharose in einer Konzentration von 200
prg/ml. Nach 2 - 4 Tagen weiterer Inkubation bei 37 Grad C konnten die Transformanten als aus der Agaroberflache
hervorbrechende versporende Kolonien, die sich deutlich von einem Hintergrundwachstum in der Agarschicht abhoben
und in den Kontrollanséatzen nicht vorhanden waren, identifiziert und isoliert werden. Die Transformanten wurden an-
schlieBend zweimal Uber Einzelsporpassagen auf Czapek-Dox-Agar mit 50 pg Hygromycin B/ml gereinigt. Die Aus-
gangsstamme DSM 5575 und DSM 5574 wachsen auf diesem Medium nicht. Die Transformationsraten lagen bei etwa
10 Transformanten pro pg pAN7-1 fir DSM 5575 und bei etwa 20 Transformanten pro g pAN7-1 fir DSM 5574.

Im Falle der Acetamidase-Selektion wurde der Transformationsansatz mit STC-Puffer auf 10 ml aufgefilit und 10
Minuten bei 20 Grad C und 1500 g zentrifugiert. Das Sediment wurde in 1 ml STC-Puffer resuspendiert und anschlieBend
mit 9 ml Acetamid-Minimal-Agar mit 1 M Saccharose als osmotischem Stabilisator bei 45 Grad C gemischt. Der Agar
wurde in 2 ml Portionen auf Acetamid-Minimal-Agar-Platten mit 1 M Saccharose und 15 mM CsCl zur Inhibition des
Hintergrundwachstums verteilt. Nach 6 - 12 Tagen konnten die Transformanten als kraftig wachsende und versporende
Kolonien, die sich deutlich vom Hintergrundwachstum abheben, identifiziert und isoliert werden. Die Transformanten
wurden durch zweimalige Einzelsporpassagen auf Acetamid-Minimalagar ohne CsCl und Saccharose gereinigt. Die
Zusammensetzung des Acetamid-Minimal-Nahrbodens entsprach der von Kelly und Hynes (siehe oben). Die Transfor-
mationsrate fir A.oryzae DSM 5573 lag bei etwa 2,5 Transformanten pro pg p3SR2.

Aus den Transformationsversuchen und den Kontrollansatzen wurden jeweils 50 Transformanten in Schittelkolben
auf ihre PG-Produktivitat hin untersucht. Dabei wurden die gleichen Bedingungen wie bei der Mycelanzucht zur mR-
NA-Isolierung (siehe oben) gewahlt. In Tabelle 3 sind die in den Kulturiiberstanden gefundenen PG-Aktivitaten in Ein-
heiten/ml der jeweils besten Transformante angegeben. Da die Cotransformationsfrequenz, gemessen an der Zahl der
Klone, die den Ausgangsstamm um mindestens das doppelte an PG-Produktivitat Ubertrafen, in allen drei Versuchen
> 30 % lag, wurde der beste Klon aus mindestens 15 Transformanten ausgewahlt. Da in den Kontrollanséatzen keine
Transformante die Produktivitat des Ausgangsstammes Ubertraf gilt der angegebene Wert fiir alle 50 Stdmme. Wegen
der in Schuttelkolben von Versuch zu Versuch gegebenen Schwankungen sind Wertebereiche angegeben.
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Die besten Resultate wurden demnach in Aspergillus niger DSM 5575 (Transformante Nr. 7) mit 240 - 270 PG-Ein-
heiten/ml erzielt. In Aspergillus awamori DSM 5574 (Transformante Nr. 12) wurde mit 120 - 150 PG-Einheiten/ml ein
besseres Ergebnis als in Aspergillus oryzae DSM 5573 (Transformante Nr. 4) mit 20 - 30 PG-Einheiten/ml erhalten.

Die folgenden Tabellen erlautern die Erfindung naher. Es zeigen

Tabelle 1 die Nucleotidsequenz der PG-cDNA aus Asp. niger und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz im
1-Buchstaben-Code. Start- und Stopcodon des offenen Leserahmens sind unterstrichen. Das N-terminale Ende
(Aminosauren 1 - 30) des nativen Proteins ist gekennzeichnet. Das Peptid CN7 ist durch Pfeile markiert. Die darin
unterstrichenen Aminosauren dienten zur Vorlage fur die Synthese des Oligonukleotids ER13.

Tabelle 2 die Nukleotidsequenz des chromosomalen PG-Gens aus dem Plasmid pPG67 und die daraus abgeleitete
Aminosauresequenz im 1-Buchstaben-Code. Die N-terminale Sequenz der nativen PG ist unterstrichen. Fermner
sind das Intron 1 sowie die Start- und Stopcodons markiert.

Tabelle 3 die in den Kulturlberstanden gefundenen PG-Aktivitaten in Einheiten pro ml der jeweils besten Trans-
formante.

Im 1-Buchstaben-Code werden folgende Codons verwendet:
A - Alanin, C - Cystein, D - Asparaginsaure, E - Glutaminsaure, F - Phenylalanin, G - Glycin, H - Histidin, | - Isoleucin,
K - Lysin, L - Leucin, M - Methionin, N - Asparagin, P - Prolin, Q - Glutamin, R - Arginin, S - Serin, T - Threonin, V - Valin,
W - Trypotophan, Y - Tyrosin.
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TABELLE 1
TTTTTTTCTATCGCTATCATTGACC ATG CAC TCC TTT GCT TCT CTT
M H S F A S L
CTG GCC TAC GGC CTA GCC GCC AGC GCC ACC CTC GCT TCT GCC TCC CCC ATC GAA GCC CGG
L A Y G L A A S A T L A S A S P I E A R
GGA AGC TGC ACC TTC AMA ACG GCT GCT GCT GCC AAA GCG GGC AAG GCA GGG TGC TCT ACC
G s ¢ T F X T A A A A K A G K A G C S T
1 10 20
ATC ACC CTT GAC AAC ATC GAA GIC CCC GCT GGA ACC ACC CTC GAC CTG ACC GGT CTC ACC
I T T D N I R V P AR G T T L D L T G L T
. 30 40
AGC GGT ACG AAG GTC ATC TTC GAG GGC ACC ACG ACC TTC GAT TAT GAA GAA TGG GCA GGG
s ¢ T XK Vv I F E G T T T F D Y E E W A G
50 60
CCC TTG ATC TCC ATG AGT GGC AMA GAT ATC ACC GTC ACT GGT GCC TCA GGC CAT CTC ATC
P L I S M S G K D I T V T 6 A S G H L I
70 80
AAC TGC GAC GGT GCG CGG TGG TGG GAC GGC AAG GGG ACC AGC GGA AAG AAG ARG CCC AAG
N ¢C D G A R W W D G K 6 T S G K K K P X
90 100
TTC TTC TAC GCT CAT GGC CTT GAC TCC TCG TCC ATT ACT GGA TTG AAT ATC AAG AAC ACT
F F Y A~ H 6 L D S S S I T G L N I XK N T
110 120
CCC CTT ATG GCG TTT AGT GIT CAG GCG GAT GAC ATC ACT CTG ACT GAC ATT ACC ATC AAC
P L M A F S v Q A D D I T L T D I T X N
130 140
ANAC GCG GAC GGT GAT ACC CTG GGT GGA CAC AAC ACT GAT GCG TTT GAT GTT GGT AAC TCT
N A D G D T L G G H N T D A F D V G N 5
150 160
GTC GGT GTG AAT ATC ATC ARA CCG TGG GTC CAT AAC CAG GAT GAC TGT CTT GCG ATC AAC
V ¢ V N I I K P W V H N Q D D C L A I N
170 180
TCT GGC GAG AAC ATC TGG TTT ACC AGC GGC ACC TGC ATT GGC GGC CAC GGT CTC TCC ATC
S 6 E N I W F T S 6 T C I G G H G L S I
190 200
GGT TCT GIC GGC GGC CGC TCC AAC AAC GTT GIC AAG AAC GTC ACT ATC GAA CAC TCC ACC
G S VvV 6 6 R S N N V V X ¥ V T I E H § T
210 220
GTG AGC AAT TCC GAG AAC GCC GTC CGG ATT AAG ACC GTC TCT GGT GCC ACT GGT TCC GTG
v S N S E N A v R I X T v S G A T G S \%
230 240
TCT GAG ATC ACA TAC TCC AAC ATT GIC ATG TCC GGC ATC TCC GAT TAC GGC GTC GTT ATC
S E I T Y S N I VvV M S 6 I S D Y G VvV VvV I
250 < Ry e 260
CAG CAG GAT TAC GAG GAT GGC AAG CCT ACG GGT AAG CCC ACG AAC GGT GTC ACT ATT ACG
Q Q@ D Y E D G K P T G K P T N G V T I T
- > 270 280
GAT GTC ARG CTG GAG AGC GTG ACT GGT ACT GIG GAT AGT AAG GCT ACT GAT ATC TAT CTC
D v K L E S v T G T v D S K A T D I Y L
290 300
CTT TGC GGA TCT GGT AGC TGC TCG GAC TGG ACT TGG GAC GAT GTG AAG GTC ACT GGA GGA
L ¢ 6 S 6 S C S D W T W D D V K V T G G
310 320
AAG AAG TCT ACT GCT TGC AAA AAC TAC CCT TCG GTG GCT TCT TGC TAG GTTAGTAGGTTGTTC
K K S T A C K N Y P S V A S C STOP
330

GGTTGTAGCACTTGCTAACATGCATTTGCCTTGAGGGGTCARATGGATTTGTGAAATTATCGGTGGANGANGAGATGG
GTTCCAGTAAGATTCAGTGGTGGCAGCGTGTATAGCTCTATACAATGT TATTTATCGCATANCTGTATATATCAAATAC
TCGATTAAGAGAACC (A) 17
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TABELLE 2

HindIII
AAGCTTTCANCCCTGATTAGCGAGCTTTGCACAC
TATTCCCGATGTAGCTGTCGAAGCCANCGGATGGACGCTGCACTAGTTTCATTTCGANTCTCTGANTATTANTACTANCTA
CAGAGTGACTAGCCGATCACGCTCCCCATCTGGCACAGAGTGATTTTTTGAATCATTCATTCGTGGARTTTGCAACGCA
CCATAMATGCCGCAGACCCTGCATATCGAGCTACAGCCTTACTGGGATTAGTATAGCTGCCATCTCGTACTCGTACACT
GCAGAACCGGCTTGGATCCCANGGCCTACGATGACACCCGTTTCCTCCAGGACTGATGGCTGTTTGTGANGGCGAATTA
TAGTACTGCTTGTCAATGTCTTGAGTCAGCGGTATATATGARTCTGTCTTTGTCTTTCCACCTTGACAATAATGTTACG
CTCAAGAGGGCATTTTGCGTTCTTTTCATCGACATGCGAACCTGTTCGGTCACCCGCGGACCCCGTCGGCTGATCAGCC
ACCACGGCTCATATATATTAGTTGCCCACCATGTCGARCTTAAGT TCATTAAAANMAAGGTAACATTTGAGACAATATC
TTAATGTGAAACGTGAACCCTGGACTAGCATCTCTCCAGAGGCTGTCGGCAGTTATGACTTTCCGATCAGANGAGATGC
GCTGAAATTGTGACTATAAGANCCTCAAGCCTGCCGATGCTGAGGTGAGTTTGCTCATCATCCTACACTCATTTGGCAT
CAGACCGATTACACTCTTTTTGTCCTTTTTTTCTATCGCTATCATTGACC ATG CAC TCC TTT GCT TCT CTT
M H S F A S L
CTG GCC TAC GGC CTA GCC GCC AGC GCC ACC CTC GCT TCT GCC TCC CCC ATC GAMN GCC CGG
L A ¥ 6 L A A S A T L A S A S P I E A R
GGA AGC TGC ACC TTC AAMA ACG GCT GCT GCT GCC AAA GCG GGC AAG GCA GGG TGC TCT ACC
G S c T Fr X T AN A _A_A X A G K _A G C S T
1 10 ' 20
ATC ACC CTT GAC AMAC ATC GAA GTC CCC GCT GGA ACC ACC CTC GAC CTG ACC GGT CTC ACC
I T L D N I FE..v P A GG T T L D L T G L T
30 410
AGC GGT ACG AMG GTC ATC TTC GAG GGC ACC ACG ACC TTC GAT TAT GAA GAA TGG GCA GGG
S G T X v 1 ¢ E G T T T F D Y E E W A G
50 6
CCC TTG ATC TCC ATG AGT GGC AAA GAT ATC ACC GTC ACT GGT CGCC TCA GGC CAT CTC ATC
P L I S M S G K D I T v T G A S G H L I
70 80
ANC TGC GAC GGT GCG CGG TGG TGG GNAC GGC AAG GGG ACC AGC GGA AAG ANG ARG CCC AAG
N C D G A R W W D G X 6 T S 6 K K K P K

90 100

TTC TTC TAC GCT CAT GGC CTT GAC TCC TCG TCC ATT ACT GGA TTG AAT ATC ANG AAC ACT
F F Y A H G L D S s 8§ I T G L N I K N T
110 120

CCC CTT ATG GCG TTT AGT GTT CAG GCG GAT GAC ATC ACT CTG ACT GAC ATT ACC ATC ANC
r L M A T S vV Q0 A D D I T L T D I T I N
130 140
AMC GCG GAC GGT GAT ACC CTG GGT GGA CAC AAC ACT GAT GCG TTT GAT GTIT GGT AAC TCT
N A D G D T L G G B N T D A TF D VvV G N S
150 160
GTC GGT GTG AAT ATC ATC AAA CCG TGG GTC CAT AAC CAG GAT GAC TGT CTT GCG ATC AAC
v 6 VvV N I I X P W V H N Q D D C L A I N

170 ' 180
TCT GGC GA gtaagcagctttgaacatagatttgatttgeatgtatgttgatattctatag AAC ATC TGG
S G T < Intron 1 > N I W

TTT ACC AGC GGC ACC TGC ATT GGC GGC CAC GGT CTC TCC ATC GGT TCT GTC GGC GGC CGC

F T S ¢ T C I G G H G L S I G S VvV G G R
B 190 200

TCC AAC AAC GTT GTC AAG ANC GTC ACT ATC GAMA CAC TCC ACC GTG AGC AAT TCC GAG AAC

S N N VvV VvV X N V T I E 31 ) T Vv S N S E N
210 220

GCC GTC CGG ATT AAG ACC GTC TCT GGT GCC ACT GGT TCC GTG TCT GAG ATC ACA TAC TCC

A~V R I K T Vv S G A T G s v S E I T Y S
230 240
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AAC ATT GTC ATG TCC GGC ATC TCC GAT TAC GGC GTC GTT ATC CAG CAG GAT TAC GAG GAT
N I Vv M S G I s b Y 6 VvV v I Q Q D Y E D
250 260
GGC AAG CCT ACG GGT AAG CCC ACG AAC GGT GTC ACT ATT ACG GAT GTC AAG CTG GAG AGC
G K p T G K P T N G VvV T I T D V K L E S
270 280
GTG ACT GGT ACT GTG GAT AGT AAG GCT ACT GAT ATC TAT CTC CTT TGC GGA TCT GGT AGC
v T G T V D s K A T D I Y L L C G S8 G 8§
290 300
TGC TCG GAC TGG ACT TGG GAC GAT GTG AAG GTC ACT GGA GGA AAG AAG TCT ACT GCT TGC
cC s b w T wW D D V K V T 6 G K K S8 T A C
310 320
AAA AAC TAC CCT TCG GTG GCT TCT TGC IAG GTTAGTAGGTTGTTCGGTTGTAGCACTTGCTAACATGCA
K N Y P S VvV A S C SsTOP
330
TTTGCCTTGAGGGGTCAAATGGATTTGTGAAATTATCGGTGGARAGAAGAGATGGTGTCCAGTAAGATTCAGTGGTGGC

TABELLE 3

PG-Einheiten/ml
1. Aspergillus niger
DSM 5575 (Ausgangsstamm) ca. 20 - 30
DSM 5575 pAN7-1 (Transformanten 1-50) ca. 20 - 30
DSM 5575 pAN7-1/pPG67 (Transformante Nr. 7) ca. 240 - 270
2. Aspergillus awamori
DSM 5574 (Ausgangsstamm) <10
DSM 5574 pAN7-1 (Transformanten 1-50) <10
DSM 5574 pAN7-1/pPG67 (Transformante Nr. 12) ca. 120 - 150
3. Aspergillus oryzae
DSM 5573 (Ausgangsstamm) <10
DSM 5573 p3SR2 (Transformante 1-50) <10
DSM 5573 p3SR2/pPG67 (Transformante Nr. 4) ca. 20 - 30

Beispiel 2: Expression eines Pektinesterase (PE)-Gens

Der Stamm Aspergillus niger DSM 5575 wurde in einem 30 | MBR-Fermenter mit 4 % Weizenkleie, 4 % feingemah-
lenen Ribenschnitzeln und 0,2 % Ammoniumsulfat fir 96 Stunden bei 28 Grad C, 1 VVM Bellftung und 600 Upm
Ruhrergeschwindigkeit kultiviert.

Um auf der Grundlage der Proteinsequenz einer wahrend der Fermentation gebildeten Pektinesterase (PE) mit
einem Molekulargewicht von ca. 43 000 Dalton und einem isoelektrischen Punkt von ca. 3,6 eine Oligonukleotid-Sonde
zur Auffindung des Gens in einer cDONA-Bank von DSM 5575 ableiten zu kénnen, wurde dieses Enzym aus dem Kul-
turiberstand gereinigt. Wahrend der Reinigung wurde das Enzym anhand seiner Aktivitét in Pektinesterase (PE)-Ein-
heiten gemaB der Technischen Information der Réhm GmbH Nr. FR-5-02-D vom 12.02.1987 sowie anhand der UV-Ab-
sorption bei 280 nm detektiert. Die Methode beruht auf der Titration der bei der Spaltung von Pektin freigesetzten
COOH-Gruppen mit /10 NaOH bei konstantem pH-Wert. Bei Verwendung einer 1-%igen Obi-Pektinlésung (reines
Apfelpektin, Braunband, hochverestert, Fa. Obipektin AG, Bischofszell/Schweiz) wird die Abbaukurve bis zu einem Ver-
brauch von 2,5 ml n/10 NaOH gerade. Der pH-Wert bei der Verwendung von Obi-Pektin liegt bei 4,5. Die Aktivitat wird
in internationalen Einheiten angegeben.

Der Fermentationsiiberstand wurde iiber ® Sephadex G25 Coarse (Pharmacia) entsalzt. Uber Anionenaustausch-
chromatographie an ® Fractogel TSK DEAE-650 (Merck) bei pH 8,0 in 10 mM Tris/HCI-Puffer, wurde die PE in einem
linearen NaCl-Gradienten bei ca. 0,3 M eluiert. Darauf folgt eine Gelfiltration Gber ® Sephacryl S 200 HR (Pharmacia),
eine erneute Anionenaustauscherchromatographie unter denselben Bedingungen wie oben genannt, jedoch mit ® Phar-
macia Mono Q als Gelmaterial. Die Endreinigung erfolgte durch hydrophobe Chromatographie an Phenyl-Sepharose
CL 4B (Pharmacia).
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Ausgehend von dem gereinigten Enzym wurden nach Spaltungen mit Bromcyan, Trypsin und Staphylococcus V8
Protease Peptide prapariert und deren Aminosauresequenzen unter Verwendung eines Gasphasensequenators (App-
lied Biosystems Model 470A) bestimmt. Dabei wurde die Online Detektion der Peptide mit einer 120 A HPLC vorge-
nommen. Die Bromcyanspaltungen erfolgten nach GroB, E. (1967), Methods in Enzymology 11, 238 - 255, die Pep-
tidtrennung wurde auf einer HPLC Reverse Phase C4-Saule in 0,1 % Trifluoressigsaure/Propanol/ Acetonitril-Gradienten
durchgefuhrt. Tryptische Spaltungen und Spaltungen mit der Staphylococcus V8 Protease wurden in 20 mM Ammoni-
umbicarbonat bei pH 7,8 ausgefiihrt. Die entsprechenden Peptide wurden wiederum durch Reverse Phase HPLC-Chro-
matographie, jedoch mit einer C18-Saule getrennt. Die N-terminale Sequenz des nativen Proteins wurde direkt bestimmt.
Sie lautet:

Ala-Ser-Arg-Met-Thr-Ala-Pro-Ser-Gly-Ala-

Ile-Val-Val-Ala-Lys-Ser-Gly-Gly-Asp-Tyr-

Asp-Thr-Ile~Ser-Ala-Ala-

Eines der nach trypischer Spaltung erhaltenen Peptide, T2-21, mit folgender N-terminaler Aminosaure-Sequenz
wurde als Vorlage fir die Synthese des Oligonukleotids PE 3 verwendet:

T2-21: Thr-Ser-Met-Thr-Asp-val-Ile-Asn-His-Leu-Gly-
Trp-Thr-Glu-Trp

Die Synthese der komplementaren Nukleotidsequenz der Gensonde PE 3 erfolgte nach dem von Beaucage, S.L.
und Caruthers, M.H. (1981), Tetrahedron Letters 22, 1859 - 1862, entwickelten Phosphoramiditverfahren und wurde
mittels eines DNA-Synthesizers (Applied Biosystems 380 A DNA Synthesizer, California, USA) durchgefihrt. Die Co-
don-Auswah| wurde nach den bekannten Codon-Préaferenzen des Clucoamylase-Gens aus A.niger (Boel, E. et al.
(1984), EMBO J. 3, 1097 - 1102) getroffen. Die Nukleotidsequenz wurde vom Aminosaurebereich Met bis Trp abgeleitet.
Entsprechend lautet die komplementare Nukleotidsequenz der Gensonde PE 3.

PE 3: 3'-TAC TGG CTG CAG TAG TTG GTG GAG CCG ACC TGG
CTC ACC - 5¢

Zur Praparation von mRNA wurde der Stamm DSM 5575 in Schittelkolben unter PE-induzierenden Bedingungen,
mit 2 % Weizenkleie, 2 % feingemahlenen Ribenschnitzeln und 0,1 % Ammoniumsulfat als Nahrmedium fir 96 Stunden
auf einem Reziprokschittler bei 28 Grad C kultiviert. Das erhaltene Mycel wurde abfiltriert und unmittelbar in flissigem
Stickstoff tiefgefroren.

Die RNA-Préaparation wurde nach der Methode von Chirgwin et al. (1979), Biochemistry 18, 5294 - 5299, durchge-
fohrt. Die Isolierung von Poly(A)*-BNA aus Gesamt-RNA erfolgte durch eine Oligo(dT)-Celluloseaffinitatschromato-
graphie (Avis, H. und Leder, P. (1972), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69, 1408 - 1412): Die cDNA-Synthese wurde nach
der Methode von Gubler, U. und Hoffmann, B.J. (1983) Gene 25, 263 - 269, modifiziert. Fir die Synthese des ersten
Stranges wurden in einem Reaktionsvolumen von 50 pl 10 pg Poly(A)*-RNA, 50 mM Tris-HCI, pH 8,3 5 mM MgCl,, 75
mM KCI, 10 mM DTT, 1,0 mM dNTP (je 1,0 mM dATP, dCTP,dGTR,dTTP), 10 nug Oligo (dT45_4g) und 2000 U M-MLV
Reverse Transkriptase (Gibco-BRL GmbH, 7514 Eggenstein, BRD) eingesetzt. Es wurde fiir 60 min bei 37 Grad C
inkubiert. AnschlieBend wurde phenolisiert und eine Ethanolfallung durchgefihrt.

Fur die Zweitstrangsynthese wurde das RNA/DNA-Hybrid in einem Reaktionsvolumen von 100 pl mit folgenden
Komponenten versetzt: 2 U RNase H (Gibco-BRL GmbH, 7514 Eggenstein, BRD), 1 U E.coli DNA-Ligase (New England
Biolabs GmbH, 6231 Schwalbach, BRD), 25 U DNA-Polymerase | (Boehringer Mannheim GmbH, 6800 Mannheim,
BRD), 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 25 uM NAD, 100 mM (NH4),SO4, 10 mM DTT; 5 png BSA
und 60 uM dNTP (je 60 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Der Ansatz wurde 1 Stunde bei 14 Grad C und anschlieBend 1
Stunde bei 20 Grad C inkubiert.

Die cDNA-Fragmente einer Gré3e von 0,6 bis 1,7 kb wurden durch eine Biogel A50 (100 - 200 mesh)- Saurenchro-
matographie isoliert, in das mit Smal linearisierte und dephosphorylierte Plasmid pUC 18 inseriert und anschlieBend in
kompetente E. coli DH50. -Zellen (Hanahan, D. (1985) in: Glover D.M. (ed.) DNA cloning: A practical approach Vol. I,
IRL Press Oxford, England, Seit 109 - 135) transformiert. Auf diese Weise wurde eine ca. 10 000 Klone umfassende
cDNA-Bank von A. niger DSM 5575 erhalten.

Die cDNA-Klone wurden auf Nitrocellulosefilter Ubertragen und mit der (32)P-markierten Gensonde PE 3 bei 50

10
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Grad C fur 18 Stunden hybridisiert. Im AnschluB an die Hybridisierung wurden die Filter jeweils 30 min bei 68 Grad C
mit 2-fach SSC-Puffer, 2-fach SSC-Puffer mit 0,1 % SDS und mit 0,2-fach SSC-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde
fir 48 Stunden bei -70 Grad C eine Autoradiographie durchgefthrt.

Insgesamt wurden 38 stark hybridisierende E. coli-Klone identifiziert, deren Plasmide zur weiteren Charakterisierung
mittels Schnellpraparationsmethode (Birnboim, H.C. und Doly, J. (1979), Nucleic Acids Res. 7, 1513-1523) isoliert wur-
den. Die Plasmid-DNAs wurden mit EcoRI und HindlIl hydrolysiert, die Fragmente elekirophoretisch getrennt, und an-
schlieBend wurde eine Southern-Hybridisierung mit der Gensonde PE 3 durchgefihrt. Aufgrund der Southern-Blot-Ana-
lysen wurden 4 Klone mit einem cDNA-Insert zwischen 0,6 und 1,2 kb ausgewahlt und doppelstrangig sequenziert. Die
Sequenzierung wurde nach der Methode von Sanger, F. et al. (1977), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463-5467, unter
Verwendung von Universal- und PE-spezifischen Sequenzprimern durchgefiihrt. Vom langsten der 4 Klone sind die
vollstandige Nukleotidsequenz und die daraus abgeleitete Aminosduresequenz in Tabelle 4 dargestelit. Das offene Le-
seraster umfaBt 993 Nukleotide und codiert fiir 331 Aminosauren bzw. fiir 314 Aminosauren ab der Ubereinstimmung
mit dem aus der Proteinsequenzierung erhaltenen N-Terminus. Das Plasmid erhielt die Bezeichnung pB98 (Abb. 3). Bis
auf die 5 Aminosauren in den Positionen 72, 275, 289, 290 und 292 stimmt die aus der cDNA abgeleitete Aminosaure-
sequenz mit den aus der Proteinsequenzierung ermittelten Peptidsequenzen lberein. Die restlichen 3 Klone waren 600
bis 1100 Nukleotide lang und stimmten vollkommen mit der DNA-Sequenz des Klones pB98 lberein.

Um einen Phagen-Klon mit den zur Expression in Aspergillus notwendigen flankierenden Bereichen aus der chro-
mosomalen DNA von DSM 5575 zu erhalten, wurde zunéchst chromosomale DNA nach einer Vorschrift von Hynes,
M.J. et al. (1983), Mol. Cell. Biol. 3, 1430 - 1439, isoliert. Hierzu wurden etwa 10 g Mycel unter flissigem Stickstoff
zerrieben und nach Aufnahme in 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA und 3 % SDS mit Phenol extrahiert. Die weitere
Reinigung der DNA erfolgte durch Behandlung mit Proteinase K und RNase A. Die erhaltene hochmolekulare DNA
wurde partiell mit Sau3A hydrolysiert und durch Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation nach ihrer Gré3e fraktio-
niert. DNA-Molekile der GréBe von 18 - 22 kb wurden im BamHI/EcoRlI-hydrolysierte EMBL3-DNA (Stratagene GmbH,
6900 Heidelberg, BRD) inseriert und in vitro verpackt. Die Verpackungsexirakie wurden von Stratagene GmbH, 6900
Heidelberg, BRD, bezogen. Nach Vermehrung der Phagen in E. coli P2392 (Stratagene, 6900 Heidelberg, BRD) konnte
eine ca. 70 000 rekombinante Klone umfassende Phagenbank angelegt werden.

Als radioaktive Probe fur die Plaque-Hybridisierung wurde das 1,2-kbp-EcoRI/Hindlll-Fragment des cDNA-Klones
eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte bei 65 Grad C; gewaschen wurden die Filter jeweils 30 min bei 68 Grad C in
2-fach SSC-Puffer, dann 2-fach SSC-Puffer mit 0,1 % und schlieBlich in 0,1-fach SSC-Puffer. Nach der Hybridisierung
und mehrfacher Vereinzelung lieBen sich 10 positive Klone identifizieren.

Die Phagen-DNA von Klon 35 wurde prapariert und mit Hindlll hydrolysiert. Sie wies nach der Southern-Hybridi-
sierung ein positives Signal bei ca. 6,0 kbp auf. Das HindllI-Fragment wurde mittels LMP-Agarose-Gelelekirophorese
isoliert und in pUC 18 umkloniert und in E.coli DH5a transformiert. Das resultierende Plasmid, welches das vollstandige
chromosomale PE-Gen mit den zur Expression notwendigen flankierenden Sequenzen enthielt, wurde als pPE89 be-
zeichnet. Die Restriktionskarte von pPE89 ist in Abb. 4 dargestellt. Die das Strukturgen sowie flankierende Bereiche
enthaltende DNA-Sequenz aus pPE89 wird in Tabelle 5 gezeigt. E.coli DH5 pPE89 wurde bei DSM unter der Nummer
5554 hinterlegt.

Transformationsprotokoll fir Aspergillus niger DSM 5575, Aspergillus awamori DSM 5574 und Aspergillus oryzae
DSM 5573.

100 m| Czapek-Dox-Komplett-Medium (Oxoid Czapek-Dox-Medium mit 0,1 % Hefeextrakt) in einem 1 Liter Erlen-
meyer-Kolben mit Schikanen wurden mit ca. 107 Sporen des jeweiligen Pilzstammes beimpft und 16 Stunden bei 37
Grad C auf einem Reziprokschattler mit einer Frequenz von 120 Auslenkungen pro Minute inkubiert. Das Mycel wurde
Uber ein Papierfilter geerntet und zweimal mit MP-Puffer (1,2 M MgSO4, 10 mM NaH,PO,, pH 5,8) gewaschen. Etwa
5 g des feuchten Mycels wurden in 15 ml MP-Puffer in einem 100 ml Erlenmeyer-Kélbchen ohne Schikanen aufgenom-
men. Der Suspension wurden 600 pul einer R Novozym 234-Lésung (1 g in 6 ml MP-Puiffer) und 100 pl B-Glucuronidase
(Sigma) zugesetzt und der Ansatz fir 5 Minuten in Eis gekiihlt. AnschlieBend wurden 300 pl einer Rinderserumalbu-
min-Lésung (0,2 g in 4 ml MP-Puffer) zugegeben. Die Protoplastierung des Mycels erfolgt bei 30 Grad C in einem
Wasserbadrundschittler mit 12,5 mm Schitteldurchmesser bei 100 Umdrehungen pro Minute. Die Protoplastierungszeit
betrug bei DSM 5575 und DSM 5574 ca. 3,5 bis 4 Stunden, bei DSM 5573 ca. 1,5 bis 2 Stunden. Der Protoplastierungs-
zustand wurde mikroskopisch kontrolliert.

Die Protoplastensuspension wurde Uber ein mit MP-Puffer getranktes Glaswoll-Filter in Zentrifugenréhrchen gege-
ben und jeweils mit einem gleichen Volumen U-Puffer (600 mM Sorbitol, 100 mM Tris/HCI pH 7,0) liberschichtet. Nach
10 mindtiger Zentrifugation bei 20 Grad C und 2500 g wurden die Protoplasten aus der Schicht zwischen den beiden
Pufferldsungen entnommen. Die erhaltene Suspension wurde nun mit zwei Volumina ST-Puffer (1,2 M Sorbitol, 10 mM
Tris/HCI pH 7,5) gemischt und 10 Minuten bei 20 Grad C und 1500 g zentrifugiert. Das Protoplastensediment wurde
anschlieBend in 10 ml STC-Puffer (1,2 M Sorbitol, 10 mM Tris/HCI pH 7,5, 10 mM CaCl,) aufgenommen und wiederum
bei 20 Grad C und 1500 g zentrifugiert. Der Vorgang wurde wiederholt und das Sediment anschlieBendin 1 mI STC-Puffer
resuspendiert.
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Da das Plasmid pPE89 keine Selektionsmarker fiir die zu transformierenden Aspergillus-Stdmme besitzt wurde die
Methode der Cotransformation angewandt. Fir Aspergillus niger DSM 5575 und Aspergillus awamori DSM 5574 wurde
dazu das Plasmid pAN7-1 (Punt et al., Gene 56, 117 -124), das ein in diesen Stdmmen exprimierbares Hygromycin-Re-
sistenz-Gen (Hygromycin-Phosphotransferase) enthélt, verwendet. Pro Cotransformationsansatz wurden je 20 ug
pAN7-1 und die gleiche Menge pPEB89 eingesetzt. Da Aspergillus oryzae DSM 5573 eine natlrliche Resistenz gegeniiber
Hygromycin B aufweist, wurde dieser Stamm mit dem Plasmid p3SR2 (Kelly und Hynes, EMBO Journal 4, 475 - 479)
cotransformiert, das eine Selektion der Transformanten durch einen Wachstumsvorteil auf Minimalmedium mit Acetamid
als alleiniger Stickstoffquelle durch die Expression eines Acetamidase-Gens ermdglicht. In den Cotransformationsan-
satzen wurden jeweils 40 ug p3SR2 und die gleiche Menge pPE89 eingesetzt.

Die zur Transformation eingesetzte DNA wurde in einem Volumen von 50 pl TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7,5, 1
mM EDTA) aufgenommen. Die Kontrollansatze erhielten jeweils 50 pl TE-Puffer ohne DNA, bzw. nur das Selektions-
plasmid pAN7-1 oder p3SR2. 20 pul der DNA Lésung bzw. des TE-Puffers ohne DNA wurden zu 300 pl Protoplasten-
suspension gegeben und 10 Minuten bei 0 Grad C inkubiert. Nach nochmaliger Zugabe von 25 pl DNA-Lésung bzw.
TE-Puffer ohne DNA und Zugabe von 400 pl PEG-Lésung (60 % Polyethylenglykol 4000 von Serva, 10 mM Tris/HCI
pH 7,5, 50 mM CaCl,) erfolgte eine 5 minttige Inkubation bei 22 Grad C. AnschlieBend wurden 600 pl der PEG-Lésung
zugegeben und der Ansatz fur weitere 20 Minuten bei 22 Grad C inkubiert.

Im Falle der Hygromycin B-Selektion wurde der Ansatz in 100 ml Czapek-Dox-Agar (Oxoid mit 1 % Oxoid-Agar No.
1) mit 1 M Saccharose als osmotischem Stabilisator, der bei 45 Grad C fllissig gehalten wurde, gegeben und in jeweils
10 ml Portionen in Petrischalen verteilt. Nach 16 stlindiger Inkubation bei 37 Grad C erfolgte die Hygromycin B (Calbio-
chem)-Zugabe in einer 10 ml Oberschicht des gleichen Agars jedoch ohne Saccharose in einer Konzentration von 200
pg/ml. Nach 2 - 4 Tagen weiterer Inkubation bei 37 Grad C konnten die Transformanten als aus der Agaroberflache
hervorbrechende versporende Kolonien, die sich deutlich von einem Hintergrundwachstum in der Agarschicht abhoben
und in den Kontrollanséatzen nicht vorhanden waren, identifiziert und isoliert werden. Die Transformanten wurden an-
schlieBend zweimal Uber Einzelsporpassagen auf Czapek-Dox-Agar mit 50 pg Hygromycin B/ml gereinigt. Die Aus-
gangsstamme DSM 5575 und DSM 5574 wachsen auf diesem Medium nicht. Die Transformationsraten lagen bei etwa
10 Transformanten pro g pAN7-1 fir DSM 5575 und bei etwa 20 Transformanten pro pg pAN7-1 fir DSM 5574.

Im Falle der Acetamidase-Selektion wurde der Transformationsansatz mit STC-Puffer auf 10 ml aufgefilit und 10
Minuten bei 20 Grad C und 1500 g zentrifugiert. Das Sediment wurde in 1 ml STC-Puffer resuspendiert und anschlieBend
mit 9 ml Acetamid-Minimal-Agar mit 1 M Saccharose als osmotischem Stabilisator bei 45 Grad C gemischt. Der Agar
wurde in 2 ml Portionen auf Acetamid-Minimal-Agar-Platten mit 1 M Saccharose und 15 mM CsCl zur Inhibition des
Hintergrundwachstums verteilt. Nach 6 - 12 Tagen konnten die Transformanten als kréaftig wachsende und versporende
Kolonien, die sich deutlich vom Hintergrundwachstum abheben, identifiziert und isoliert werden. Die Transformanten
wurden durch zweimalige Einzelsporpassagen auf Acetamid-Minimalagar ohne CsCl und Saccharose gereinigt. Die
Zusammensetzung des Acetamid-Minimal-Nahrbodens entsprach der von Kelly und Hynes (siehe oben). Die Transfor-
mationsrate fir A.oryzae DSM 5573 lag bei etwa 2,5 Transformanten pro ug p3SR2.

Aus den Transformationsversuchen und den Kontrollansatzen wurden jeweils 50 Transformanten in Schittelkolben
auf ihre PE-Produktivitat hin untersucht. Dabei wurden die gleichen Bedingungen wie bei der Mycelanzucht zur mR-
NA-Isolierung (siehe oben) gewahlt. In Tabelle 6 sind die in den Kulturiiberstadnden gefundenen PE-Aktivitaten in Ein-
heiten/ml der jeweils besten Transformante angegeben. Da die Cotransformationsfrequenz, gemessen an der Zahl der
Klone, die den Ausgangsstamm um mindestens das doppelte an PE-Produktivitat tbertrafen, in allen drei Versuchen >
30 % lag, wurde der beste Klon aus mindestens 15 Transformanten ausgewéhlt. Da in den Kontrollansatzen keine
Transformante die Produktivitat des Ausgangsstammes Ubertraf gilt der angegebene Wert fiir alle 50 Stdmme. Wegen
der in Schuttelkolben von Versuch zu Versuch gegebenen Schwankungen sind Wertebereiche angegeben.

Die besten Resultate wurden demnach in Aspergillus niger DSM 5575 (Transformante Nr. 9) mit 5,5 - 6,5 PE-Ein-
heiten/ml erzielt. In Aspergillus awamori DSM 5574 (Transformante Nr. 17) wurde mit 2,5 - 3,0 PE-Einheiten/ml ein
besseres Ergebnis als in Aspergillus oryzae DSM 5573 (Transformante Nr. 42) mit 0,8 - 1,0 PE-Einheiten/ml erhalten.

Die folgenden Tabellen erlautern die Erfindung naher. Es zeigen

Tabelle 4 die Nucleotidsequenz der PE-cDNA aus Asp. niger und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz im
1-Buchstaben-Code. Start- und Stopcodon des offenen Leserahmens sowie das N-terminale Ende (Aminosauren

1 - 26) des nativen Proteins und die PE3-Gensonde sind gekennzeichnet.

Tabelle 5 die Nukleotidsequenz des chromosomalen PE-Gens aus dem Plasmid pPE89 und die daraus abgeleitete
Aminosauresequenz im 1-Buchstaben-Code. Die Introns 1 bis 6 sowie das Stopcodon sind gekennzeichnet.

Tabelle 6 die in den Kulturiiberstdnden gefundenen PE-Aktivitaten in Einheiten pro ml der jeweils besten Trans-
formante.
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Die Mikroorganismen DSM 5553 (E.coli DH5c. pPG67), DSM 5554 (E .coli DH50. pPE89), DSM 5573 (Asp.oryzae
RH3011), DSM 5574 (Asp.awamori RH 3630) und DSM 5575 (Asp.niger RH 5344) wurden am 29. September 1989 bei
der DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, D-3300 Braun-
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schweig) gemal dem Budapester Vertrag hinterlegt.
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TABELLE 4
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-20
CGCCGATCAGTCGATCCTTAACAGCAATC
1 31 60
ATG GTT AAG TCA ATT CTT GCA TCC GTT CTC TTT GCA GCG ACC GCG CTG GCC GCG AGC CGC
M v K S I L A S v L F A A T A L A A S R
91 120
ATG ACG GCT CCT TCC GGT GCG ATT GTT GTT GCC AAG TCC GGA GGT GAC TAC GAC ACG ATC
M T A P S G A I v \ A K S G G 19) X D T I
N-Terminus
. 151 180
AGC GCT GCC GTT GAT GCT CfC AGC ACG.ACT TCG ACC GAG ACC CAG ACC ATC TTC ATT GAG
S A A v D A L s . T T S T E T Q T I F I E
211 240
GAG GGA TCC TAC GAC GAG CAG GTG TAT ATT CCC GCC CTC _AGT GGA AAG CTG ATT GTC TAC
E G S Y D E Q Vv Y I |4 A L S G K L I v Y
271 300
GGT CAG ACT GAG GAC ACT ACC ACC TAC ACC AGC ANC CTG GTC AAC ATC ACC CAC GCC ATC
G Q T E D T T T Y T S N L \ N I T H A I
331 360
GCT TTG GCC GAT GTC GAC AAT GAC GAT GAG ACT GCA ACC CTC CGT AAC TAC GCT GAA GGC
A L A D v D N D D E T A T L R N Y A E G
391 420
TCG GCC ATC TAC AAC CTC AAC ATT GCC AAC ACC TGC GGT CAG GCC TGC CAC CAG GCT CTC
S A I Y N L N I A N T C G Q A (o) H Q A L
451 480
GCC GTG AGC GCC TAT GCC AGC GAG CAG GGA TAC TAC GCC TGC CAG TTC ACC GGA TAC CAG
A \'4 S A Y A S E Q G Y Y A Cc Q F T G Y Q
511 540,
GAC ACC CTT CTG GCT GAG ACC GGC TAC CAG GTT TAC GCC GGA ACC TAC ATC GAG GGT GCC
D T L L A E T G Y Q \ Y A G T Y I E G A
571 600
GTC GAC TTC ATC TTT GGA CAG CAC GCC CGC GCC TGG TTIC CAC GAG TGC GAC ATC CGC GTC
v D F I F G Q H A R A W F I E o o] I R Vv
631 660
CTC GAG GGC CCC AGC TCC GCC TCC ATC ACC GCC AAC GGC CGC TCC TCC GAG TCG GAC GAC
L E G P S S A S I T A N G R S S E S D D
691 ’ 720
TCT TAC TAC GTG ATC CAC AAG TCC ACC GTC GCT GCT GCT GAT GGC AAC GAT GTT TCC TCC
S Y Y v I H K S T A\ A A A D G N D v S S
751 780
GGC ACC TAC TAC CTC GGC CGC CCC TGG TCC CAG TAC GCT CGC GTC TGC TTC CAG AAG ACC
G T Y Y L G R P W S Q Y A R A\ C F Q K T
811 840
TCC ATG ACC GAT GTG ATC AAC CAC CTC GGC TGG ACT GAG TGG TCG ACC TCC ACC CCC AAC
S M T D v I N H L G W T E W S T S T P N
———————————————————— PE3-Gensonde-=-—-~--—==========-
871 900
ACC GAG AAC GTC ACC TTT GTT GAA TAC GGC AMAC ACC GGC ACT GGC GCT GAG GGT CCC CGT
T E N \ T F ) E Y G N T G T G A E G P R
' 931 960
GCT AAC TTC TCT TCT GAG CTG ACT GAG CCC ATC ACT ATC TCT TGG CTT CTC GGA TCT GAC
A N F S S E L T E P I T I S W L L G S o]
991 1000 1020
TGG GAG GAC TGG GTT GAT ACT AGC TAC ATC AAC TRA ACTTGTGTGAAAGTTGTAAGCTGGTTGGAGA
W E D W v D T S Y I N STOP
1040 1060 1080 1100
AGGGTCGTATATAGTGTTGTGGATCTGTATATATGTGAGATGGAGATATAGCTAATTGTGGTTAGTTAATCACTCCTCA
1120

ATTCATTTCGAAGCAACTTTTTATTGGANAAAAAAAARA
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TABELLE 5

-276 -198
AAGCTTCTTTGAARCGCCCCCACATTGTCAACGGCCGGCCCAATTGCCTGACTTCTCCTAGTCTTCTCAGATATGGTTGT
-119
TCAAGCTGTGACAGAACCCCGCCGGCGTCTCCACACGGAGGTCCTGAACCTTATGAGGCAAATACTGACCGATAACANG
- 40
AGCTCATGATGAGTGCATGGCATGCGGTTCCTATAAGAACGAGGTCTCGCAGCGTTCACTGGTTCCTCCATCAGCAGCA
1 30
AAGTTAAAATCGCCGATCAGTCGATCCTTAACAGCAATC ATG GTT AAG TCA ATIT CTT GCA TCC GTT CIC
M v K S I L A S v L
90
TTT GCA GCG ACC GCG CTG GCC GCG AGC CGC ATG ACG GCT CCT TCC GGT GCG ATT GTT GIT
F A A T A L A A S R M T A P S G A 1 \Y v
118 160
GCC AAG TCC GGA GGT GAC TAC GAC ACG GTAAGCATCTCCATTGTCGATCGCATGTTGCAGATGTGTGGCT
A K S G G D Y 0 T o-—cemmmrccrae——- Intronl---=-—=-----coeuuu-
222
GATAGTGTTTGCTTGGACAG ATC AGC GCT GCC GTT GAT GCT CTC AGC ACG ACT TCG ACC GAG
———————————————————— 1 s A A VvV D A L S T T s T E
282
ACC CAG ACC ATC TTC ATT GAG GAG GGA TCC TAC GAC GAG CAG GTG TAT ATT CCC GCC CTC
T Q T I F I E E G S Y D E Q Vv Y I P A L
318 349
AGT GGA AAG CTG ATT GTC TAC GGT CAG ACT GAG GA GTACGTTTGTCGTTGCCCTTACGAAGTCGACG
S G K L I \ Y G Q T E D ~=-=~- Intron2----—===-=—=me—v--
410
ATACTAAATTATCCTTAG C ACT ACC ACC TAC ACC AGC AAC CTG GTC AAC ATC ACC CAC GCC
—————————————————— T, T T Y T S N L v N I T H A

448 176
ATC GCT TTG GCC GAT GTC GAC AAT GAC GAT GAG ACT G GTCAGTCTGCCAGACTGGAAGATATTCCT
I A L A D v D N D D E T ---Intron3-----——----------—--
538
GATTTCGCTAACGATACGCAG CA ACC CTC CGT AAC TAC GCT GAA GGC TCG GCC ATC TAC ANC
————————————————————— A T L R N Y A E G S A I Y N
598

CTC AAC ATT GCC AAC ACC TGC GGT CAG GCC TGC CAC CAG GCT CTC GCC GTG AGC GCC TAT
L N 1 A N T C G Q A C H Q A L A v S A Y

645 661
GCC AGC GAG CTAG GGA TAC TAC GCC TGC CAG TTC ACC GGA TAC CAG G GTAGGGCCAAATCCAGA
A S E Q G Y Y A o Q F T G Y Q  emme—- Intrond----
726
TATGACAATCTACAGTGACTAATACCAGTATAG AC ACC CTT CTG GCT GAG ACC GGC TAC CAG GTT
————————————————————————————————— D T L L A E T G Y Q v
756 795
TAC GCC GGA ACC TAC ATC GAG GGT GCC GT GTATGTCTCCCATCATACCTTCAAAATGGTGAACACAGCT
Y A G T Y I E G A V mmmmmmmmm o - IntronS--------~=-v-------
855

AACATAATCACCAG C GAC TTC ATC TTT GGA CAG CAC GCC CGC GCC TGG TTC CAC GAG TGC
-------------- D F I F G Q H A R A W F H E c
915
GAC ATC CGC GTC CTC GAG GGC CCC AGC TCC GCC TCC ATC ACC GCC AAC GGC CGC TCC TCC
D I R \ L E G P S S A S I T A N G R S S
975
GAG TCG GAC GAC TCT TAC TAC GTG ATC CAC AAG TCC ACC GTC GCT GCT GCT GAT GGC AAC
E S D D S Y Y v I H K S T \ A A A D G N

1004 1044
GAT GTT TCC TCC GGC ACC TAC TAC CTC G GTATGCCACTAGCCTAGATTCGCTCAAAAAGCTACTAGCCC
D v s S G T Y Y L - Intron6---~-~=------------
1105
ACTAACAAATATTTTAG GC CGC CCC TGG TCC CAG TAC GCT CGC GTC TGC TTC CAG AAG ACC
————————————————— G R P W S O Y A R V C F Q K T
1165
TCC ATG ACC GAT GTG ATC AAC CAC CTC GGC TGG ACT GAG TGG TCG ACC TCC ACC CCC AAC
S M T D A I N H L G W T E W S T S T P N
1225

ACC GAG AAC GTC ACC TTT GTT GARA TAC GGC AAC ACC GGC ACT GGC GCT GAG GGT CCC CGT
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T E N \ T F v E Y G N T G T G A E G P R
1285
GCT AAC TTC TCT TCT GAG CTG ACT GAG CCC ATC ACT ATC TCT TGG CTT CTC GGA TCT GAC
A N F S S E L T E P I T I S W L L G S D
1322 1352
TGG GAG GAC TGG GTT GAT ACT AGC TAC ATC AAC TAA ACTTGTGTGAAAGTTGTAAGCTGGTTGGAGA
W E D W v D T S Y I N STOP
1431
AGGGTCGTATATAGTGTTGTGGATCTGTATATATGTGAGATGGAGATATAGCTAATTGTGGTTAGTTAATCACTGCTCA
1510
ATTCATTTCGAAGCAACTTTTTATTGGTGGACTTTTGTGCCGTGATTGGGAAAGGGACTAGACTGCAGTTGGAGTAATG
1589
CAGACTATCACGAATAAAGTTAGCGTGTGTATTCGCAATGAGCTAACTAGTAACCACTCCTAATATGGAGTAGCACAGC
1668
ATAACTCTGCATCCTGCCACACACACTATCTTGTTCTTCATAAATCGCGTACTATTTACTCTCCATTCAATCCACCTT
1747
CTCATATACTCTATACACCCACCCAACTGGCCCGATAAACTAATATACCATGCCTACTCATACCGAACCTTATTAATCA
1826
ACGTCCCAACACCCCCAATCCTAACCCGAATATCATCCCCATCCCTGAGCACCACCCTCGGCTCTTTAAAGANGCCAAT
1905
TCCCGCCGGCGTCCCGGTAAGAATAATAGTCCCGGCCTCCAACGTCGTACCTTGTGACAGGTACGCGATCGTCTTCTTC

TABELLE 6

PE-Einheiten/ml

1. Aspergillus niger

DSM 5575 (Ausgangsstamm) ca.0,1-0.2
DSM 5575 pAN7-1 (Transformanten 1-50) ca.0,1-0.2
DSM 5575 pAN7-1/pPE89 (Transformante Nr. 9) ca.55-65
2. Aspergillus awamori
DSM 5574 (Ausgangsstamm) <0,1
DSM 5574 pAN7-1 (Transformanten 1-50) <0,1
DSM 5574 pAN7-1/pPEB9 (Transformante Nr. 17) ca.2,5-30
3. Aspergillus oryzae
DSM 5573 (Ausgangsstamm) <01
DSM 5573 p3SR2 (Transformante 1-50) <01
DSM 5573 p3SR2/pPE89 (Transformante Nr. 42) ca.08-1,0
Patentanspriiche
1. Desoxyribonucleinsdure aus Aspergillus niger, deren Nucleotidsequenz Polygalakiuronase oder Pektinesterase

codiert, dadurch gekennzeichnet, daB die Polygalakturonase folgende Nucleotidsequenz
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GGA AGC TGC ACC TIC AMA ACG GCT GCT GCT GCC AAA GCG GGC AAG GCA GGG TGC' TCT ACC
ATC ACC CTT GAC AAC ATC GAMN GTC CCC GCT GGA ACC ACC CTC GAC CTG NCC GGT CTC ACC
AGC GGT ACG ANG GTC ATC TTC GAG GGC NCC ACG ACC 1TC GAT TAT GAA GAA TGG GCh GGG
CCC TIG ATC TCC ATG AGT GGC ANA GNT NTC ACC GTC ACT GGT GCC TCA GGC CAT CTC ATC
ANC TGC GNC GGT GCG CGG TGG TGG GAC GGC ARG GGG ACC AGC GGA ANG AAG ANG CCC AAG
TTC TTC TAC GCT CAT GGC CTT GAC TCC TCG TCC ATT ACT GGA TTG AAT NTC ARG AAC ACT
CCC C1T ATG GCG TTT AGT GTT CAG GCG GAT GAC ATC ACT CTG NCT GNC NATT ACC ATC ARC
MC GCG GAC GGT GAT ACC CIG GGT GGA CAC ANC ACT GAT GCG TTT GAT GTT GGT AAC TCT
GTC GGT GIG AAT ATC ATC AAN CCG TGG GTC CAT AAC CAG GAT GAC TGT CTT GCG ATC AANC
TCT GGC GAG ANC ATC TGG TTT ACC AGC GGC ACC TGC ATT GGC GGC CAC GGT CTC TCC ATC
GGT TCT GTC GGC GGC CGC TCC AANC AAC GTT GIC ARG AMC GTC ACT ATC GAA CAC TCC ACC
GTG AGC AAT 1TCC GAG ANC GCC GIC CGG ATT ARG ACC GIC TCT GGT GCC ACT GGT TCC GTG
TCT GAG ATC ACA TAC TCC AMC ATT GTC ATG TCC GGC ATC TCC GAT TAC GGC GTC GIT ATC
CAG CAG GAT TAC GAG GAT GGC ANG CCT ACG GGT AAG CCC ACG ANC GGT GIC ACT ATT ACG
GAT GIC AMNG CTG GAG AGC GIG ACT GGT ACT GTG GAT AGT ANG GCT ACT GAT ATC TAT CTC
CTT TGC GGN TCT GGT AGC TGC TCG GAC TGG ACT TGG GAC GAT GTIG ARG GTC ACT GGA GGA
ANG MG TCT ACT GCT TGC AMA MG TAC CCT TCG GTG GCT TCT TGC

oder eine Nucleotidsequenz, die fir die gleiche Aminosauresequenz codiert, sich jedoch aufgrund der Degeneriert-
heit des genetischen Codes von der gezeigten Nukleotidsequenz unterscheidet, besitzt, und die Pektinesterase
folgende Nucleotidsequenz

GCG AGC CGC ATG ACG GCT CCT TCC GGT GCG ATT GTT GIT GCC AAG TCC GGA
GGT GAC TAC GAC ACG ATC AGC GCT GCC GIT GAT GCT CIC AGC NCG ACT 1CG
ACC GAG ACC CAG ACC ATC TTC ATT GAG GAG GGA TCC TAC GAC GAG CAG GTG
TAT ATT CCC GCC CTC AGT GGA AMNG CTG ATT GTC TAC GGI CAG ACT GAG GAC
ACT NCC NCC TAC ACC AGC ARC CTG GIC ANC ATC ACC CAC GCC ATC GCT TTG
GCC GAT GTC GAC MAT GAC GAT GAG ACT GCA ACC CTC CGT AAC TAC GCT GAA
GGC TCG GCC AIC TAC MC CTC ANC ATT GCC AAC NCC TGC GGI' CAG GCC 1GC
CAC CAG GCT CTC GCC GIG AGC GCC TAT GCC AGC GAG CAG GGA IAC TAC GCC
TGC CAG TTC ACC GGA TAC CAG GAC ACC CTT CU!G GCT GAG ACC GGC TAC CAG
GTT TAC GCC GGA ACC TAC ATC GAG GGT GCC GTC GAC TTC ATC 111U GGA CAG
CAC GCC CGC GCC TGG TIC CAC GAG TGC GAC ATC CGC GTC CTC GAG GGC CCC
AGC TCC GCC TCC ATC ACC GCC ARC GGC CGC TCC TCC GAG TCG GAC GAC TCT
TAC TAC GTG ATC CAC AMNG TCC ACC GTC GCT GCT GCT GAT GGG, AAC GAT GTT
TCC TCC GGC ACC TAC TAC CTC GGC CGC CCC TGG TCC CAG TAC GCT CGC GTC
TGC TTC CAG AAG NCC TCC ATG ACC GAT GIG ATC MAC CAC CTC GGC TGG ACT
GNG TGG TCG ACC TCC ACC CCC AAC ACC GAG AAC GTC NCC TTT GIT GAN TAC
GGC ANC NCC GGC ACT GGC GCT GAG GGT CCC CGT GCT AAC TTC TCT TCT GAG
CTG ACT GAG CCC ATC ACT ATC TCT TGG CTT CTC GGA TCT GAC TGG GAG GAC
TGG GTT GAT ACT AGC TAC ATC ARC

oder eine Nucleotidsequenz, die flr die gleiche Aminosauresequenz codiert, sich jedoch aufgrund der Degeneriert-
heit des genetischen Codes von der gezeigten Nukleotidsequenz unterscheidet, besitzt.
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2. Desoxyribonucleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB3 sie aus Aspergillus niger DSM 5575
stammt.

3. Desoxyribonucleinsaure nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daf3 sie Polygalakturonase aus Asper-
5 gillus niger DSM 5575 codiert.

4. Desoxyribonucleinsaure nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafB sie Pektinesterase aus Asper-
gillus niger DSM 5575 codiert.

10 5. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Wirtsorganismus, welcher mit einem aus Aspergillus stammenden
Polygalakturonase-Gen oder Pektinesterase-Gen transformiert ist, durch Klonieren eines rekombinanten Vektors,
der das Polygalakturonase-Gen oder Pektinesterase-Gen sowie die zur Expression in Aspergillus notwendigen
flankierenden Desoxyribonucleotid-Sequenzen enthéalt und Transformation des rekombinanten Vektors in einen
Wirtsorganismus, dadurch gekennzeichnet, daB als Polygalakturonase-Gen oder Pektinesterase -Gen eine Des-

15 oxyribonucleinsaure aus Aspergillus niger nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder eine entsprechende chromoso-
male Desoxyribonucleinsaure verwendet wird, und daB als Wirtsorganismus ein Schimmelpilz der Art Aspergillus
niger oder Aspergillus awamori eingesetzt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daf3 die folgenden Schritte durchgefiihrt werden:
20

(a) Kultivierung von Aspergillus niger unter Polygalakturonase- oder Pektinesterase-induzierenden Bedingun-
gen,

(b) Reinigung der Polygalakiuronase oder Pektinesterase und partielle Sequenzierung der Proteine,
25

(c) Isolierung der Messenger-Ribonucleinsduren aus den unter (a) kultivierten Zellen,
(d) Erstellen einer Copy-Desoxyribonucleinsaurebank aus den Ribonucleinsauren aus (c),
30 (e) Herstellung einer Oligodesoxyribonucleotidsonde, die aus der Proteinsequenz aus (b) abgeleitet wurde,

(f) Klonieren der das Polygalakiuronase-Gen oder das Pektinesterase-Gen enthaltenden Copy-Desoxyribonu-
cleinsdure unter Verwendung der Oligodesoxyribonucleotidsonde aus (e) als Hybridisierungsprobe,

35 (g) Erstellen einer Genbank, die die chromosomale Desoxyribonucleinsaure des unter (a) verwendeten Asper-
gillus-Stammes enthalt,

(h) Klonieren eines rekombinanten Vekiors aus der Genbank nach (g), welcher das chromosomale Polygalak-
turonase-Gen oder das Pektinesterase-Gen sowie zur Expression in Aspergillus notwendige flankierende Des-

40 oxyribonucleotid-sequenzen enthélt, unter Verwendung der Copy-Desoxyribonucleinsdure aus (f) als Hybridi-
sierungsprobe,

(i) Umklonieren des Polygalakiuronase-Gens oder Pektinesterase-Gens sowie der zur Expression in Aspergil-
lus notwendigen flankierenden Desoxyribonucleotid-Sequenzen in ein Plasmid,

45
(k) Cotransformation eines Aspergillus-niger- oder Aspergillus-awamori-Wirtsorganismus mittels des rekombi-
nierten Vektors nach (i) und eines zweiten Plasmids, das einen in dem Wirtsorganismus exprimierbaren Selek-
tionsmarker enthalt,

50 (1) Selektion eines cotransformierten Stammes aus (k), dessen Polygalakiuronase- oder Pektinesterase-Pro-

duktivitat héher als die des unter (a) verwendeten Aspergillus niger ist.
7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB3 zur Herstellung des rekombinanten Wirtsorga-

nismus eine chromosomale Desoxyribonucleinsaure, die Polygalakturonase aus Aspergillus niger codiert und fol-
55 gende Nucleotidsequenz
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AAGCTTTCAACCCTGATTAGCGAGCTTTGCACACTATTCCCGATGTAGCTGTCGAAGGAACGGAT

GGACGCTGCACTAGTTTCATTTCGAATCTCTGATATTAATACTAACTACAGAGTGACTA
GCCGATCACGCTCCGGATCTGCCACAGAGTGATTTTTTGAATCATTCATTGGTGGAATT
TGCAAGGCACCATAAATGCCGCAGACCCTGCATATCGAGCTACAGCCTTACTGGGATTA
GTATAGCTGCCATCTCGTACTCGTACACTGCAGAACCGGCTTGGATCCCAAGGCCTACG
ATGACACCCGTTTCCTCCAGGACTGATGGCTGTTTGTGAAGGCGAATTATAGTACTGCT
TGTCAATGTCTTGAGTCAGCGGTATATATGAATCTGTCTTTGTCT T TCCACCTTGACAA
TANTGTTACGCTCAAGAGGGCATTTTGCCTTCTTTTCATCGACATGCGAACCTGTTCGG
TCACCCGCGGACCCCGTCGGCTGATCAGCCACCACGGCTCATATATATTAGTTGCCCAC
CATGTCGAACTTAAGTTCATTNAAAAARAGGTAACAT TTGAGACAATATCTTAATGTGA
AACGTCAACCCTGGACTAGCATCTCTCCAGAGGCTGTCGGCAGTTATGACTTTCCGATC
AGAAGAGATGCGCTGAAATTGTGACTATAAGAACCTCAAGCCTGCCGATGCTGAGGTGA
GTTTGCTCATCATCCTACACTCATTTGGCATCAGACCGATTACACTCTTTTTGTCCTTT
TTTTCTATCGCTATCATTGACC  ATG CAC TCC TTT GCT TCT CTT CTG GCC

TAC
GAN
GCG
GTC
ACG
TGG
ACT
1TGG
TAC
AAG
ACT
GGT
GTG
GCG

GGC CTA

GCC
GGC
cCccC
ANG
GCA
GCT
GAC
GCT
ANC
CTG
GGA
ANT
NTC

CGG
ANG
GCT
GTC
GGG
GCC
GG
CAT
ACT
ACT
CAC
ATC
ANC

GCC
GGA
GCA
GGA
ATC
Cccc
TCA
ANG
GGC
[GIX®:
GAC
ANC
ATC
T

GCC
NGC
GGG
ACC
TTC
TG
GGC
GGG
CTT
Crr
ATT
ACT
NAA
GGC

AGC
TGC
TGC
ACC
GAG
ATC
CAT
NCC
GAC
ATG
nCC
GAT
CCG
GAG

GCC nCC

ACC
TCT

e
ACC

CTC GrC
GGC ACC

TCC
CT1C
AGC
TCC
GCG
ATC
GCG

TGG

qt.(‘la‘

e

nTG
ATC
GOGA
TCG
e

P

MAC
R
il

(70

CTC
MAN
ATC
CTG
ACG
AGT
AAC
ARG
TCC
AGT
AAC
GAT
CAT

acagelt

GCT
ACG
ACC
ACC
ACC
GGC
TGC
ARG
ATT
GTT
GCG
GTT
AAC

tgaacatagat!

TCT
GCT
CTT
GGT
TTC
FAVAVAN
GAC
AAG
ACT
CAG
GAC
GGT
CAG

GCC
GCT
GAC
CTC
GAT
CGNT
GO
o0
AR
GCG
CGT
ANC

R
VA

S- - INTRON

TCC
GCT
AAC
ACC
TAT
ATC
O6G
AAG
TVGE
CAT
GAT
SO
GAC

Lgat

ccc
GCC
ATC
AGC
GAA
ACC
CGG
TTC
ANT
GAC
ACC
GTC
TGT

ATC
ANA
GAM
GGT
GAA
GTC
TGG
TTC
ANTC
ATC
CTG
GGT
CTT

tatgtlgatattclatag ANC ATC TGS TTT ACC AGC GGC AC ATT

i

> GGC

GTT

= GAG

GTG
GAT

* ACG

GAG
CTC

T GTG
> CcCT

CAC
GTC
AAC
TCT
TAC
GGT
NG

CTT

NAG

TCG

GGT

CTC
AAC

COGTC
> ATC
> GTC
» CCC
5 ACT

GGA
nCT
GCT

TCC
GTC
CGG
ACA
GTT
ACG
GGT
TCT
GGA
TCT

ATC
ACT
ATT
TAC
ANTC
ALC
ACT
GGT
GGA
TGO

GGT
ATC
NG
TCce
CAG
GoT
LTG
AGe
A
TAG

TCT
GAA
nee
hANC
CAG
GTC
GAT

TGO
AAG

GTC
CAC
GTC
ATT
GAT
ACT
AGT
TCG
TCT

GGE
TCC
ot
GTC

GO G

ACC

[E

TAC GAG

ATT
NG
GAC
ACT

ACG
T
TG

GOT

CAT
ACT
ACT
rGC

TCC
AGC
ACT

> GGC
T GGC

GTC
GAT

TGG

AVAVA

MAC
AAT
GGT
ATC
ANG
ANG
ATC
GAC
AAC

GTTAGTAGGTTGTTCGGTTCTAGCAC
TTGCTAACATGCATTTGCCTTGAGGGGTCAAATGGATTTGTGAAATTATCGGTCGAAAG
ANGAGATGGTGTCCAGTAAGATTCAGTGGTGGC

oder eine Nucleotidsequenz, die fur die gleiche Aminosauresequenz codiert, sich jedoch aufgrund der Degeneriert-
heit des genetischen Codes von der gezeigten Nukleotidsequenz unterscheidet, besitzt, verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB zur Herstellung des rekombinanten Wirtsorga-

nismus eine chromosomale Desoxyribonucleinsaure, die Pektinesterase aus Aspergillus niger codiert und folgende
Nucleotidsequenz
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AAGCTTCTTTGAACGCCCCCACATTGTCAACGGCCGGCCCAATTGCCTGACTTCTCCTAGTCTTCTCAGATATGGTTGT
TCAAGCTGTGACAGAACCCCGCCGGCGTCTCCACACGGAGGTCCTGAACCTTATGAGGCANTACTGACCGATAACAAG
AGCTCATGATGAGTGGATGGCATGCGGTTCCTATAAGAACGAGGTCTCGCAGCGTTCACTGGTTCCTCCATCAGCAGCA
AAGTTAAMATCGCCGATCAGTCGATCCTTAACAGCAATC ATG GTT AAG TCA ATT CTT GCA TCC GTT CTC

TTT GCA GCG ACC GCG CTG GCC GCG AGC CGC ATG ACG GCT CCT TCC GGT GCG ATT GTT GTT

GCC AAG TCC GGA GGT GAC TAC GAC ACG gtaagcatctccattgtcgatcgcatgttgcagatgtgtggcet

gatagtgtttgcttggacag

ACC CAG ACC ATC TTC ATT

AGT GGA AAG CTG ATT GTC

atactaaattaicc:raqg C

CTC AAC ATT GCC AaC ACC

GCC ACC GAG CAG GGA TAC

ATC

GAG

TAC

ACT

> GAC

CA

TGC

TAC

AGC

GAG

GGT

ACC

AT

ACC

GGT

GCC

GCT

GGA

CAG

ACC

GAC

CTC

CAG

TGC

Ltatgaca2lclatagtgaciaataccagtatag

TAC GCC GGa ACC TAC ATC

aacataat.caccag C GAC

GAC ATC CGC GTC CTC GAG

GAG TCC GAC GAC TCT TAC

GAT GTT TCC TCC GGC ACC

actaacaaatatitiaqg GC

TCC ATG ACC GAT GTG ATC
ACC GAG AAC GTC ACC TTY
GCT AAC T:<C TCT TCT GAG

TGG GAG GAC TGG GTT GAT

GGC

TnC

TAC

CGC

AC

GTT

CTG

CccC

GTG

TAC

ccc

CaC

GAA

ACT

ACT AGC
AGGGTCGTATATAGTGTTGTGGATCTGTATATATGTGAGATGGAGATATAGC TARTTGTCG T AGTTAATCACTGCTCA
ATTCATTTCGAAGCAACTTTTTATTGGTGGACT TTTGTGCCG TGATTCGGAAAGGGACTAGAC TGCAGTTGGAGTAATG
CAGACTATCACGARTAAAGT TAGCGTGTGTATTCGCAATGAGC TAACTAGTAACCACTCC TAATATGGAGTAGCACAGC
ATAACTCTGCATCCTGCCACACACACTATCTTGTTCTTCATAAMTCGCGTACTATTTACTCTCCATTCAATCCACCTTC
TCATATACTCTATACACCCACCCAACTGGCCCGATAAACTAATATACCATGCC TACTCATACCGAACCTTATTAATCAA!
CGTCCCAACACCCCCAATCCTANCCCGARTATCATCCCCATCCCTGAGCACCACCCTCGGC TCTTTAAAGAAGCCANTT
CCCGCCGGCGTCCCGGTANGANTAATAGTCCCGGCCTCCAACGTCGTACCTTGTGACAGGTACGCGATCGTCTTCTTC

AGC

ATC

CTC

TGG

CTC

TAC

GAG

TAC

----------------- INTRON 1
GCC GTT GAT GCT CTC AGC ACG ACT TCG ACC GAG

TCC TAC GAC GAG CAG GTG TAT ATT CCC GCC CTC

ACT GAG GA gilacgrLiigtcgtigoccltacgaagtcgacg

------- INTRON 2-----===-=--===m--

TAC ACC AGC AAC CTG GTC AAC ATC ACC CAC GCC

GAT GAG ACT ¢ qucagtcigecaciclggaagatattcct

=== INTROH 3= -
GCT GAA GGC TCL GCC ATC TAC AANC

CGT AAC TAC

GCC TGC CAC CAG GCT CTC GCC GTG AGC GCC TAT

CAG TTC ACC GGA TAT CAG G ¢ilagggcecaaatccaga
------ INTRON 4---

AC ACC CIT TG GCT GAG ACC GGC TAC CAG GTT
GT gLatgtctceccatcataccticaasatggtgaacacaget
-------------- [NTRON S----=--=-r>--=--e-

GGA CAG CAC GCC CGC GCC TGC TTC CAC GAG TGC
TCC GCC TCC ATC ACC GCC AnC GGC CGC TCC TCC
CAC AAG TCC ACC GTC GCT (€Y SCT GAT GGC AAC

G gtalyccactageoclagaticgetcaaaaagetactagece

———————————————— [NTRON (---=======--=-==n-
TCC CAG TAC GCT CGC GIC 1GC TTC CAG ARG ACC

GGC TGG ACT GAG TGG TCG ACC TCC ACC CCC AAC
GGC AAC ACC GGC ACT GGC GCT GAG GGT CCC CGT
CCC ATC ACT ATC TCT TGG CTT CTC GGA TCT GAC

ATC AAC TAA ACTTGTCTGAAAGTT TAAGCTGGTTGGAGA

oder eine Nucleotidsequenz, die fir die gleiche Aminosauresequenz codiert, sich jedoch aufgrund der Degeneriert-
heit des genetischen Codes von der gezeigten Nukleotidsequenz unterscheidet, besitzt, verwendet wird.

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 5 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daf3 die Desoxyribonuclein-
saure aus Aspergillus niger DSM 5575 stammt.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daf3 die Desoxyribonucleinsaure Polygalakturonase aus
Aspergillus niger DSM 5575 codiert.

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Desoxyribonucleinsaure Pektinesterase aus Asper-
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gillus niger DSM 5575 codiert.

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 5 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirtsorganismus
die Schimmelpilzstamme Aspergillus niger DSM 5575 oder Aspergillus awamori 5574 eingesetzt werden.

13. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 5 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB das Pektinase-Gen
mehrfach in das Genorn des Wirtsorganismus inseriert wird.

14. Verfahren nach mindestens einem der Anspriche 5 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daf3 eine Desoxyribonu-
cleinsdure eingesetzt wird, die eine mazerierende Polygalakturonase codiert.

15. Verfahren zur Herstellung von Polygalakiuronase oder Pektinesterase, dadurch gekeinzeichnet, daB der nach
mindestens einem der Anspriiche 5 bis 14 erhaltene rekombinante Wirtsorganismus in einem geeigneten Nahrme-
dium vermehrt wird und die Polygalakturonase oder Pektinesterase in an sich bekannter Weise isoliert wird.
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Claims

1. Deoxyribonucleic acid from Aspergillus niger, the nucleotide sequence of which encodes polygalacturonase or pecti-
nesterase, characterised in that the polygalacturonase comprises the following nucleotide sequence

TGC ACC TTC AAN NCG GCT
CTT GAC AAC

GGA
ATC
AGC
cce
AMC
TTC

.CCC

GTC

TCT

GGT
GTG
TCT
CAG

GAT.
CcTT

ARG

NGC
ACC
GGT
TIG
TGC
11¢
cIT
GCG
GCT

GGC

TCT
AGC
GG
CAG
GTC

TGC
A\G

ACG
ATC
GAC
TAC
NTG
GhC
GIG
GN\G
GTC
AT
ATC
GAT
ANG

GGA
TCT

MG
TCC
GGT
GCT
GCG
GGT
AT
ANC
GGC
1CC
ACK
TAC
CTG

TCT
ACT

GIC
ATG
GCG
él\T

TIT

GAT
hTC
ATC
GGC
GAG
TAC
GAG
GAG

GGT
GCT

ATC

ATC
AGT
CGG
GGC
AGT
nCC

ATC

GG

CGC
ANC
TCC
GAT
NGC

AGC
TGC

GM\A

“TTC

GGC
TGG
CIT
GTT
CIG
ANA
TIT
TCC
GCC
MC
GGC
GTG

TGC
ANA

GTC
GG
MM
TGG
GAC
CAG
GGT
CCG
ACC
MC
GTC
AT
AN\G
ACT

TCG
MG

GCT
ccc
GGC
GAT
GAC
TCC
GCG
GGA
TGG
AGC
ARC
CGG
GTC
CCT
GGT

GRC
TAC

GCT
GCT
ACC
ATC
GGC
1TCG
GAT
CAC
GTC
GGC
GTT
AT
ATG
ACG
ACT
166
cCcr

GCC
GGA
NCG
ACC
ANG
TCC
GNC
ANC
CAT
ACC
GIC
ANG
TCC
GGT
GTG
NCT
TCG

AAN
NCC
NCC
GTC
GGG
NIT
NTC
MACT
NAC
TGC
NAG
NCC
GGC
AAG
GAT
TGG
GTG

GCG
ACC
e
NCT
ACC
ACT
ACT
GAT
CAG
ATT
ANC
GTC
NIC
cCC
AGT

GAC
GCT

GGC
CTC
GAT
GGT
AGC
GGA
CTG
GCG
GAT
GGC
GTC
TCT
TCC
ACG
ANG

GAT
TCT

ANG GCA

GNC
TAT
GCC
GGA
TTG
ACT
TTT
G.I\C
GGC
ACT
GGT
GAT
ANC
GCT

GTG
TGC

CTG
GAA
TCA
MG
AAT
GAC
GAT
TGT
ChC
NTC
GCC
TAC
GGT
ACT
MG

GGG
nCC
GAR
GGC
MG
ATC
ATT
GIT
CcIT
GGT
GMA
ACT
GGC
GIC
GNT
GrC

TGC'

GGT
166
CAT
MG
RAG
nCC
GGT
GCG
crcC
CAhC
cer
GTC
nCT
ATC
ACT

TCT
cTC
GCA
CTC
cec
ANC
ATC
ANC
ATC
TCC
1CC
TCC
GTT
ATT
TAT
GGA

ACC
ACC
GGG
ATC
MG
ACT
AC
TCT
AC
ATC
ACC
GTG
ATC
ACG
CctC
GGA

or a nucleotide sequence which encodes for the same amino acid sequence but which differs from the indicated
nucleotide sequence due to the degeneracy of the genetic code, and which encodes pectinesterase of the following
nucleotide sequence
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GCG AGC CGC ATG ACG GCT CCT TCC GGT GCG ATT GTT GTT GCC AAG TCC GGA
GGT GAC. TARC GAC ACG ATC AGC GCT GCC GIT GAT GCT CIC AGC ACG ACT TCG
ACC GNAG ACC CAG ACC ATC TTC ATT GNG GAG GGA 1TCC TAC GAC GAG CAG GTG
TAT ATT CCC GCC CTC AGT GGA AAG CTG AT GTC TAC GGl CAG ACT GAG GAC
NCT ACC ACC TAC ACC AGC ANC CTG GTC AAC ATC ACC CAC GCC ATC GCT TI1G
GCC GAT GTC GAC AAT GAC GAT GAG ACT GCA ACC CTC CGT AAC TAC GCT GAA
GGC TCG GCG ATC TAC AAC CTC AAC A1T GCC AAC ACC TGC GGT CAG GCC TGC
CAC CAG GCT CTC GCC GIG AGC GCC TAT GCC AGC GAG CAG GGA 'AC TAC GCC
TGC CAG TTC. ACC GGA TAC CAG GAC ACC CTT CTG GCT GAG NCC GGC TAC CAG
GTT TAC GCC GGA ACC TAC ATC GAG GGT GCC G1C GAC TTC ATC TTU GGA CAG
CAC GCC CGC GCC TGG TTC CAC GAG 1GC GAC ATC CGC GTC CYC GAG GGC CCC
AGC TCC GCC TCC ATC ACC GCC AMC GGC CGC TCC TCC GAG TCG GAC 'GAC TCT
TAC TAC GTG ATC CAC AAG TCC ACC GTC GCT GCT GCT GAT GGC AAC GAT GTT
TCC TCC GGC ACC TAC TAC CIC GGC CGC CCC TGG TCC CAG TAC GCT CGC GTC
TGC TTC CNG AAG ACC TCC ATG ACC GAT GTG ATC ANC CAC CTC GGC TGG ACT
GAG .TGG TCG ACC TCC ACC CCC AAC ACC GAG AAC GTC ACC TTT GIT GAA TAC
GGC ANC ACC GGC ACT GGC GCT GAG GGT CCC CGT GCT ANC TTC TCT TCT GAG
CTG ACT GNG CCC ATC ACT ATC TCT TGG CTT CTC GGA TCT GAC TGG GAG GAC
TGG GTT GAT ACT NAGC TAC ATC AAC

or a nucleotide sequence which encodes for the same amino acid sequence but which differs from the indicated
nucleotide sequence due to the degeneracy of the genetic code.

Deoxyribonucleic acid according to claim 1, characterised in that it originates from Aspergillus niger DSM 5575.

Deoxyribonucleic acid according to claim 1 or 2, characterised in that it encodes polygalacturonase from Aspergillus
niger DSM 5575.

Deoxyribonucleic acid according to claim 1 or 2, characterised in that it encodes pectinesterase from Aspergillus
niger DSM 5575.

A method of producing a recombinant host organism, which is transformed with a polygalacturonase gene or pecti-
nesterase gene originating from Aspergillus, by cloning a recombinant vector which contains the polygalacturonase
gene or pectinesterase gene and contains the flanking deoxyribonucleotide sequences necessary for expression
in Aspergillus, and transformation of the recombinant vector into a host organism, characterised in that a deoxyri-
bonucleic acid from Aspergillus niger according to any one of claims 1 to 4 or a corresponding chromosomal deox-
yribonucleic acid is used as the polygalacturonase gene or pectinesterase gene, and that a fungus of the Asper-
illus niger or Asperillus awamori type is used as the host organism.
A method according to claim 5, characterised in that the following steps are carried out:

(a) cultivation of Aspergillus niger under polygalacturonase-inducing or pectinesterase-inducing conditions,

(b) purification of the polygalacturonase or pectinesterase and partial sequencing of the proteins,

(c) isolation of the messenger ribonucleic acids from the cells cultivated in (a),

(d) preparation of a copy deoxyribonucleic acid bank from the ribonucleic acids from (c),

(e) preparation of an oligodeoxyribonucleic acid probe which has been derived from the protein sequence from

(b),

(f) cloning the copy deoxyribonucleic acid containing the polygalacturonase gene or the pectinesterase gene
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using the oligodeoxyribonucleic acid probe from (e) as a hybridisation specimen,

(9) preparation of a gene bank which contains the chromosomal deoxyribonucleic acid of the Aspergillus strain
used in (a),

(h) cloning a recombinant vector from the gene bank according to (g), which contains the chromosomal polyg-
alacturonase gene or the pectinesterase gene and which contains the flanking deoxyribonucleotide sequences
necessary for expression in Aspergillus, using the copy deoxyribonucleic acid from (f) as the hybridisation spec-
imen,

(i) transcloning the polygalacturonase gene or pectinesterase gene and the flanking deoxyribonucleotide
sequences necessary for expression in Aspergillus into a plasmid,

(k) cotransformation of an Aspergillus niger or Aspergillus awamori host organism by means of the recombinant
vector according to (i) and a second plasmid which contains a selection marker which can be expressed in the
host organism,

(1) selecting a cotransformed strain from (k), the polygalacturonase or pectinesterase productivity of which is
higher than the Aspergillus niger used in (a).

7. A method according to claim 5 or 6, characterised in that a chromosomal deoxyribonucleic acid which encodes
polygalacturonase from Aspergillus niger and which comprises the following nucleotide sequence
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AAGCTTTCAACCCTGATTAGCGAGCTTTGCACACTATTCCCGATGTAGCTGTCGAAGGAACGGAT

GGACGCTGCACTAGTTTCATTTCGAATCTCTGATATTAATACTAACTACAGAGTGACTA
GCCGATCACGCTCCGGATCTGGCACAGAGTGATTTTTTGAATCATTCATTGGTGGAATT
TGCAAGGCACCATAAATGCCGCAGACCCTGCATATCGAGCTACAGCCTTACTGGGATTA
GTATAGCTGCCATCTCGTACTCGTACACTGCAGAACCGGCTTGGATCCCAAGGCCTACG
ATGACACCCGTTTCCTCCAGGACTGATGGCTGTTTGTGAAGGCGAATTATAGTACTGCT
TGTCAATGTCTTGAGTCAGCGGTATATATGAATCTGTCTTTGTCTTTCCACCTTGACAA
TAATGTTACGCTCAAGAGGGCATTTTGCGTTCTTTTCATCGACATGCGAACCTGTTCGG
TCACCCGCGGACCCCGTCGGCTGATCAGCCACCACGGCTCATATATATTAGTTGCCCAC
CATGTCGAACTTAAGT TCATTAAAAAAAAGGTAACATTTGAGACAATATCTTAATGTGA
AACGTCGAACCCTGGACTAGCATCTCTCCAGAGGCTGTCGGCAGTTATGACTTTCCGATC
AGAAGAGATGCGCTGANATTGTGACTATAAGAACCTCAAGCCTGCCGATGCTGAGGTGA
GTTTGCTCATCATCCTACACTCATTTGGCATCAGACCGATTACACTCTTTTTGTCCTTT
TTTTCTATCGCTATCATTGACC ATG CAC TCC TTT GCT TCT CTT CTG GCC
TAC GGC CTA GCC GCC AGC GCC ACC CTC GCT TCT GCC TCC CCC ATC.
GAA GCC CGG GGA AGC TGC ACC TTC AAA ACG GCT GCT GCT GCC AAA
GCG GGC AAG GCA GGG TGC TCT ACC ATC ACC CTT GAC AAC ATC GAN
GTC CCC GCT GGA ACC ACC CTC GAC CTG ACC GGT CTC ACC AGC GGT
ACG AAG GTC ATC TTC GAG GGC ACC ACG ACC TTC GAT TAT GAA GAA
TGG GCA GGG CCC TTG ATC TCC ATG AGT GGC AAA GAT ATC ACC GTC
ACT GGT GCC TCA GGC CAT CTC ATC AAC TGC GAC GGT GCG CGG TGG
TGG GAC GGC AAG GGG ACC AGC GGA AAG AAG ANG CCC AAG TTC TTC
TAC GCT CAT GGC CTT GAC TCC TCG TCC ATT ACT GGA TTG AAT ATC
AAG AAC ACT CCC CTT ATG GCG TTT AGT GTT CAG GCG GAT GAC ATC
ACT CTG ACT GAC ATT ACC ATC AAC AAC GCG GAC GGT GAT ACC CTG
GGT GGA CAC AAC ACT GAT GCG TTT GAT GTT GGT AAC TCT GTC GGT
GTG AAT ATC ATC AAA CCG TGG GTC CAT AAC CAG GAT GAC TGT CTT
GCG ATC AAC TCT GGC GAG gtaaqgcagctttgaacatagatttgatttgcatg

Cmmmmmm e INTRON 1-==-==—=m-
tatgttgatattctatag AAC ATC TGG TTT ACC AGC GGC ACC TGC ATT

GGC GGC CAC GGT CTC TCC ATC GGT TCT GT1C GGC GGC CGC TCC AAC
MC GTT GTC AAG AAC GTC ACT ATC GAA CAC TCC ACC GTG AGC AAT
TCC GAG AAC GCC GTC CGG ATT AAG ACC GTC TCT GGT GCC ACT GGT
TCC GTG TCT GAG ATC ACA TAC TCC AAC ATT GTC ATG TCC GGC ATC
TCC GAT TAC GGC GTC GTT ATC CAG CAG GAT TAC GAG GAT GGC AAG
CCT ACG GGT AAG CCC ACG AAC GGT GTC ACT ATT ACG GAT GTC AAG
CTG GAG AGC GTG ACT GGT ACT GTG GAT AGT AAG GCT ACT GAT ATC
TAT CTC CTT TGC GGA TCT GGT AGC TGC TCG GAC TGG ACT TGG GAC
GAT GTG AAG GTC ACT GGA GGA AAG AAG TCT ACT GCT TGC AAA AAC
TAC CCT TCG GTG GCT TCT TGC TAG GTTAGTAGGTTGTTCGGTTGTAGCAC
TTGCTAACATGCATTTGCCTTGAGGGGTCAAATGGATTTGTGAAATTATCGGTGGAAAG
MAAGAGATGGTGTCCAGTAAGATTCAGTGGTGGC

or a nucleotide sequence which encodes for the same amino acid sequence but which differs from the indicated
nucleotide sequence due to the degeneracy of the genetic code, is used for the production of the recombinant host
organism.

A method according to claim 5 or 6, characterised in that a chromosomal deoxyribonucleic acid which encodes
pectinesterase from Aspergillus niger and which comprises the following nuclectide sequence
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AAGCTTCTTTGAACGCCCCCACATTGTCAACGGCCGGCCCAATTGCCTGACTTCTCCTAGTCTTCTCAGATATGGTTGT
TCAAGCTGTGACAGAACCCCGCCGGCGTCTCCACACGGAGGTCCTGAACCTTATGAGGCANMTACTGACCGATANCARG
AGCTCATGATGAGTGGATGGCATGCGGTTCCTATAAGAACGAGGTCTCGCAGCGTTCACTGGTTCCTCCATCAGCAGCA
AAGTTAAAATCGCCGATCAGTCGATCCTTAACAGCAATC ATG GTT AAG TCA ATT CTT GCA TCC GTT CTC

TTT GCA GCG ACC GCG CTG GCC GCG AGC CGC ATG ACG GCT CCT TCC GGT GCG ATT GTT GTT

GCC AAG TCC GGA GGT GAC TAC GAC ACG gtaagcatctccattgtcgatcgcatgttgcagatgtgtgget
----------------- INTRON 1=---====-==m--ce-
gatagtgtttgcttggacag ATC AGC GCT GCC GTT GAT GCT CTC AGC ACG ACT TCG ACC GAG

ACC CAG ACC ATC TTC ATT GAG GAG GGA TCC TAC GAC GAG CAG GTG TAT ATT CCC GCC CTC

AGT GGA AAG CTG ATT GTC TAC GGT CAG ACT GAG GA qtacqttcqtht;qcccttacgaagthacq
atactaaattatccttag C ACT ACC ACC TAC ACC Acc_‘;,;(-:-(;'f'grggg /\!\C ATC ACC CAC GCC
l—\';(-j-(vl(gln{{&-éé(—:_(-‘!-\T GTC GAC AAT GAC GAT GAG ACT G gicagtctgecagactggaagataticct

Joo[MTRON J-crmmmmmmmmmmmmmm =
gatttcgcltaacgatacgceag CA ACC CTC CGT AAC TAC GCT cr[:'fggi: '?CG GCC ATC TAC AAC

CTC AAC ATT GCC AAC ACC TGC GGT CAG GCC TGC CAC CAG GCT CTC GCC GTG AGC GCC TAT

GCC AGC GAG CAG GGA TAC TAC GCC TGC CAG TTC ACC GGA TAC CAG G atagggccaaatccaga
—————— INTRON 4---

tatgacaatctacaqgtgactaataccagtatag AC ACC CIT CTG GCT GAG ACC GGC TAC CAG GTT
TAC GCC GGA ACC TAC ATC GAG GGT GCC GT gtatgtcltcccatcataccttcaaaatggtgaacacagcet
-------------- INTRON S5---==-=====-=====---

aacataatcaccag C GAC TTC ATC TTT GGA CAG CAC GCC CGC GCC TGG TTC CAC GAG TGC

GAC ATC CGC GTC CTC GAG GGC CCC AGC TCC GCC TCC ATC ACC GCC AAC GGC CGC TCC TCC

‘GAG TCG GAC GAC TCT TAC TAC GTG ATC CAC AAG TCC ACC GTC GCT GCT GCT GAT GGC AAC

GAT GTT TCC TCC GGC ACC TAC TAC CTC G gtatgccactagcctagattcqctcaaaaagctactagece
S mTmmemmmmmeoeoos INTRON (-----==--===-=-----
actaacaaatattttag GC CGC CCC TGG TCC CAG TAC GCT CGC GTC TGC TTC CAG AAG ACC

TCC ATG.ACC GAT GTG ATC AAC CAC CTC GGC TGG ACT GAG TCG TCG ACC TCC ACC CCC AAC
ACC GAG MC GTC ACC TTT GTT GAA TAC GGC AAC ACC GGC ACT GGC GCT GAG G'G'r CCC CGT
GCT AAC T:C TCT TCT GAG CTG ACT GAG CCC ATC ACT ATC TCT TGG CTT CTC GCA TCT GAC

TGG GAG GAC TGG GTT GAT ACT AGC TAC ATC AAC TAA ACTTGTGTGAAAGTTGTAAGCTGGTTGGAGA
AGGGTCGTATATAGTGTTGTGGATCTGTATATATGTGAGA TGGAGATATAGCTAATTGTGGTTAGTTAATCACTGCTCA
ATTCATTTCGAAGCAACTTTTTATTGGTCGACTTTTGTGCCCTGATTGGGAAAGGGACTAGACTGCAGTTGGAGTAATC:
CAGACTATCACGAATAAGTTAGCGTGTGTATTCGCAATGAGCTAACTAGTAACCACTCCTAATATGGAGTAGCACAGC
ATAACTCTGCATCCTCCCACACACACTATCTTCTTCTTCATAAATCCCGTACTATTTACTCTCCATTCAATCCACCTTQ
TCATATACTCTATACACCCACCCAACTGGCCCGATAAACTAATATACCATGCCTACTCATACCCANCCTTATTAATCAA!
CGTCCCAACACCCCCAATCCTANCCCGAATATCATCCCCATCCCTGAGCACCACCCTCGGCTCTTTAMGAAGCCAATT
CCCGCCGGCGTCCCCGTANGARTAATAGTCCCCGCCTCCAACGTCGTACCTTGTGACAGGTACGCGATCGTCTTCTTC

or a nucleotide sequence which encodes for the same amino acid sequence but which differs from the indicated
nucleotide sequence due to the degeneracy of the genetic code, is used for the production of the recombinant host
organism.

A method according to at least one of claims 5 to 8, characterised in that the deoxyribonucleic acid originates from
Aspergillus niger DSM 5575.

A method according to claim 9, characterised in that the deoxyribonucleic acid encodes polygalacturonase from
Aspergillus niger DSM 5575.
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A method according to claim 9, characterised in that the deoxyribonucleic acid encodes pectinesterase from
Aspergillus niger DSM 5575.

A method according to at least one of claims 5 to 11, characterised in that the fungus strains Aspergillus niger DSM
5575 or Aspergillus awamori 5574 are used as the host organism.

A method according to at least one of claims 5 to 12, characterised in that the pectinase gene is multiply-inserted
into the genome of the host organism.

A method according to at least one of claims 5 to 13, characterised in that a deoxyribonucleic acid is used which
encodes a macerating polygalacturonase.

A method of producing polygalacturonase or pectinesterase, characterised in that the recombinant host organism
obtained according to at least one of claims 5 to 14 is propagated in a suitable nutrient medium and the polygalac-
turonase or pectinesterase is isolated in a manner known in the art.

vendications

Acide désoxyribonucléique d'Aspergillus niger dont la séquence nucléotidique est codante pour une polygalactu-

ronase ou une pectine-estérase, caractérisé en ce que la polygalacturonase posséde la séquence nucléotidique
suivante

GGA AGC TGC ACC TTC AAA ACG GCT GCT GCT GCC AAA GCG GGC AAG GCA GGG TGC' TCT ACC
ATC ACC CTT GAC AAC ATC GAA GTC CCC GCT GGA ACC ACC CTC GAC CTG ACC GGT CTC ACC
AGC GGT ACG ARG GIC ATC TTC GAG GGC ACC ACG ACC TTC GAT TAT GAA GAA 1GG GCA GGG
CCC TTG ATC TCC ATG AGT GGC AAA GAT ATC ACC GTC ACT GGT GCC TCA GGC CAT CTC ATC
AAC TGC GAC GGT GCG CGG TGG TGG GAC GGC AAG GGG ACC AGC GGA AAG AAG AAG CCC AAG
TIC TTC TAC GCT CAT GGC CIT GAC TCC TCG TCC ATT ACT GGA TTG AAT ATC AAG AAC ACT
CCC CIT ATG GCG TTIT AGT GTT CAG GCG GAT GAC ATC ACT CTG ACT GAC ATT ACC ATC AAC
AAC GCG GAC GGT GAT ACC CTG GGT GGA CAC AAC ACT GAT GCG TTT GAT GTT GGT AAC TCT
GTC GGT GIG AAT ATC ATC AAA CCG TGG GTC CAT AAC CAG GAT GAC TGT CTT GCG ATC AAC
TCT GGC GAG AAC ATC TIGG TTT ACC AGC GGC ACC TGC ATT GGC GGC CAC GGT CTC TCC ATC
GGT TCT GTC GGC GGC CGC TCC AAC AAC GTT GTC AAG AAC GTC ACT ATC GAA CAC TCC ACC
GTG AGC AAT TCC GAG AAC GCC GIC CGG ATT AAG ACC GIC TCT GGT GCC ACT GGT TCC GTG
TCT GAG ATC ACA TAC TCC AAC ATT GTC ATG TCC GGC ATC TCC GAT TAC GGC GTC GTT ATC
CAG CAG GAT TAC GAG GAT GGC AAG CCT ACG GGT AAG CCC ACG AAC GGT GIC ACT ATT ACG
GAT GTC AAG CTG GAG AGC GTG ACT GGT ACT GTG GAT AGT AAG GCT ACT GAT ATC TAT CIC
CTT TGC GGA TCT GGT AGC TGC TCG GAC TGG ACT TGG GAC GAT GTG ARG GTC ACT GGA GGA
ARG AAG TCT ACT GCT TGC AAA RAG TAC CCT TCG GTG GCT TCT TGC

ou une séquence nucléotidique qui est codante pour la méme séquence d'amino-acides, mais qui se différencie de

la séquence nucléotidique indiquée sur la base de la dégénération du code génétique, et la pectine-estérase pos-
sede la séquence nucléotidique suivante
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GCG AGC CGC ATG ACG GCT CCT TCC GGT GCG ATT GTT GIT GCC AAG TCC GGA
GGT GAC TAC GAC ACG ATC AGC GCT GCC GIT GAT GCT CTC AGC ACG ACT TCGC
ACC GAG ACC CAG ACC ATC TTC ATT GAG GAG GGA TCC TAC GAC GAG CAG GTG
TAT ATT CCC GCC CTC AGT GGA AAG CTG ATT GTC TAC GGT CAG ACT GAG GAC
ACT ACC ACC TAC ACC AGC AAC CTG GTC AAC ATC ACC CAC GCC ATC GCT TTG
GCC GAT GTC GAC AAT GAC GAT GAG ACT GCA ACC CTC CGT AARC TAC GCT GAA
GGC TCG GCC ATC TAC AAC CTC AAC ATT GCC AAC ACC TGC GGT CAG GCC TGC
CAC CAG GCT CTC GCC GTIG AGC GCC TAT GCC AGC GAG CAG GGA TAC TAC GCC

TGC CAG TTC. ACC GGA TAC CAG GAC ACC CTT CTG GCT GAG ACC GGC TAC CAG
GTT TAC GCC GGA ACC TAC ATC GAG GGT GCC GTC GAC TIC ATC TTT GGA CAG
CAC GCC CGC GCC TGG TTC CAC GAG TGC GAC ATC CGC GTC CTC GAG GGC CCC
AGC TCC GCC TCC ATC ACC GCC AAC GGC CGC TCC TCC GAG TCG GAC 'GAC TCT
TAC TARC GTG ATC CAC ARG TCC ACC GTC GCT GCT GCT GAT GGC AAC GAT GTT
TCC TCC GGC ACC TAC TAC CTC GGC CGC CCC TGG TCC CAG TAC GCT CGC GTC
TGC TTC CAG AAG ACC TCC ATG ACC GAT GTG ATC AAC CAC CTC GGC TGG ACT
GAG TGG TCG ACC TCC ACC CCC AAC ACC GAG AAC GTC ACC TTT GTT GAA TAC
GGC AAC ACC GGC ACT GGC GCT GAG GGT CCC CGT GCT AAC TTC TCT TCT GAG
CTG ACT GAG CCC ATC ACT ATC TCT TGG CTT CTC GGA TCT GAC TGG GAG GAC
TGG GTT GAT ACT AGC TAC ATC AAC

ou une séquence nucléotidique qui est codante pour la méme séquence d'amino-acides, mais qui se différencie de
la séquence nucléotidique indiquée sur la base de la dégénération du code génétique.

Acide désoxyribonucléique selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il provient d’Aspergillus niger DSM 5575.

Acide désoxyribonucléique selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce qu'il est codant pour la polygalacturonase
d'Aspergillus niger DSM 5575.

Acide désoxyribonucléique selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il est codant pour la pectine-estérase
d'Aspergillus niger DSM 5575.

Procédé de préparation d'un organisme héte recombinant qui est transformé avec un géne de polygalacturonase
ou avec un géne de pectine-estérase d'Aspergillus, par clonage d'un vecteur recombinant qui contient le géne de
polygalacturonase ou le géne de pectine-estérase, ainsi que les séquences encadrantes de désoxyribonucléotides
nécessaires a leur expression dans Aspergillus, et transformation du vecteur recombinant dans un organisme héte,
caractérisé en ce qu'on utilise, comme géne de polygalacturonase ou comme géne de pectine-estérase, un acide
désoxyribonucléique d’Aspergillus niger selon I'une des revendications 1 a 4 ou un acide désoxyribonucléique

chromosomique correspondant, et qu'on utilise, comme organisme héte, un hyphomycéte de 'espéce Aspergillus
niger ou Aspergillus awamori.

Procédé selon la revendication 5, caractérisé en ce qu'on effectue les étapes suivantes :

(a) mise en culture d’Aspergillus niger dans des conditions d'induction de polygalacturonase ou de pec-
tine-estérase,

(b) purification de la polygalacturonase ou de la pectine-estérase et séquencage partiel des protéines,

(c) isolement des acides ribonucléiques messagers a partir des cellules cultivées en (a),

(d) production d'une banque d'acide désoxyribonucléique-copie a partir des acides ribonucléiques obtenus en

©);

(e) préparation d'une sonde d'oligodésoxyribonucléotides qu'on obtient & partir de la séquence protéique obte-
nue en (b),

O
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(f) clonage de l'acide désoxyribonucléique-copie contenant le géne de polygalacturonase ou le géne de pec-
tine-estérase en utilisant la sonde d'oligo-désoxyribonucléotides obtenue en (e), comme sonde d'hybridation,
(9) production d'une banque de génes qui contient l'acide désoxyribonucléique chromosomique de la souche
d'Aspergillus utilisée en (a),

(h) clonage d'un vecteur recombinant a partir de la banque de génes selon (g), qui contient le géne chromoso-
mique de polygalacturonase ou le géne de pectine-estérase, ainsi que les séquences encadrantes de désoxy-
ribonucléotides nécessaires a l'expression dans Aspergillus, en utilisant l'acide désoxyribonucléique-copie pro-
venant de (f), comme sonde d'hybridation,

(i) clonage du géne de polygalacturonase ou du géne de pectine-estérase ainsi que des séquences encadrantes
de désoxyribonucléotides nécessaires a I'expression dans Aspergillus, dans un plasmide,

(k) cotransformation d'un organisme hote d'Aspergillus nigerou d'Aspergillus awamori au moyen du vecteur
recombinant selon (i) et d'un deuxiéme plasmide qui contient un marqueur de sélection pouvant étre exprimé
dans l'organisme héte,

(1) sélection d'une souche cotransformée obtenue en (k) dont le rendement en polygalacturonase ou en pec-
tine-estérase est supérieur a celui de I'Aspergillus niger utilisé en (a).

7. Procédé selon la revendication 5 ou 6, caractérisé en ce que, pour la préparation de I'organisme héte recombinant,

on utilise un acide désoxyribonucléique chromosomique qui est codant pour la polygalacturonase d'Aspergillus
niger et posséde la séquence nucléotidique suivante

AAGCTTTCAACCCTGATTAGCGAGCTTTGCACACTATTCCCGATGTAGCTGTCGAAGGAACGGAT
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GGACGCTGCACTAGTTTCATTTCGAATCTCTGATATTAATACTAACTACAGAGTGACTA
GCCGATCACGCTCCGGATCTGGCACAGAGTGATTTTTTGAATCATTCATTGGTGGAATT
TGCAAGGCACCATAAATGCCGCAGACCCTGCATATCGAGCTACAGCCTTACTGGGATTA
GTATAGCTGCCATCTCGTACTCGTACACTGCAGAACCGGCTTGGATCCCAAGGCCTACG
ATGACACCCGTTTCCTCCAGGACTGATGGCTGTTTGTGAAGGCGAATTATAGTACTGCT
TGTCAATGTCTTGAGTCAGCGGTATATATGAATCTGTCTTTGTCTTTCCACCTTGACAA
TAATGTTACGCTCAAGAGGGCATTTTGCGTTCTTTTCATCGACATGCGAACCTGTTCGG
TCACCCGCGGACCCCGTCGGCTGATCAGCCACCACGGCTCATATATATTAGT TGCCCAC
CATGTCGAACTTAAGTTCATTAAAAAAAAGGTAACATTTGAGACAATATCTTAATGTGA
AACGTGAACCCTGGACTAGCATCTCTCCAGAGGCTGTCGGCAGTTATGACTTTCCGATC
AGAAGAGATGCGCTGAAATTGTGACTATAAGAACCTCAAGCCTGCCGATGCTGAGGTGA
GTTTGCTCATCATCCTACACTCATTTGGCATCAGACCGATTACACTCTTTTTGTCCTTT
TTTTCTATCGCTATCATTGACC ATG CAC TCC TTT GCT TCT CTT CTG GCC
TAC GGC CTA GCC GCC AGC GCC ACC CTC GCT TCT GCC TCC CCC ATC

GAR GCC TGG GGA AGC TGC ACC TTC AAA ACG GCT GCT GCT GCC AAA
GCG GGC AAG GCA GGG TGC TCT ACC ATC ACC CTT GAC AAC ATC GAA
GTC CCC GCT GGA ACC ACC CTC GAC CTG ACC GGT CTC ACC AGC GGT
ACG AAG GTC ATC TTC GAG GGC ACC ACG ACC TTC GAT TAT GAA GAA
TGG GCA GGG CCC TTG ATC TCC ATG AGT GGC AAA GAT ATC ACC GTC
ACT GGT GCC TCA GGC CAT CTC ATC AAC TGC GAC GGT GCG CGG TGG
TGG GAC GGC AAG GGG ACC AGC GGA AAG AAG AAG CCC AAG TTC TTC
TAC GCT CAT GGC CTT GAC TCC TCG TCC ATT ACT GGA TTG AAT ATC
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AAG AAC ACT CCC CTT ATG GCG TTT AGT GTT CAG GCG GAT GAC ATC
ACT CTG ACT GAC ATT ACC ATC AAC AAC GCG GAC GGT GAT ACC CTG
GGT GGA CAC AAC ACT GAT GCG TTT GAT GTT GGT AAC TCT GTC GGT
GTG AAT ATC ATC AAA CCG TGG GTC CAT AAC CAG GAT GAC TGT CTT
GCG ATC AAC TCT GGC GAG gtaagcagctttgaacatagatttgatttgcatg

, K=o INTRON 1--=--==---
tatgttgatattctatag AAC ATC TGG TTT ACC AGC GGC ACC TGC ATT

GGC GGC CAC GGT CTC TCC ATC GGT TCT GTC GGC GGC CGC TCC AAC
AAC GTT GTC AAG AAC GTC ACT ATC GAA CAC TCC ACC GTG AGC AAT
TCC GAG AAC GCC GTC CGG ATT AAG ACC GTC TCT GGT GCC ACT GGT
TCC GTG TCT GAG ATC ACA TAC TCC AAC ATT GTC ATG TCC GGC ATC
TCC GAT TAC GGC GTC GTT ATC CAG CAG GAT TAC GAG GAT GGC AAG
CCT ACG GGT AAG CCC ACG AAC GGT GTC ACT ATT ACG GAT GTC AAG
CTG GAG AGC GTG ACT GGT ACT GTG GAT AGT AAG GCT ACT GAT ATC
TAT CTC CTT TGC GGA TCT GGT AGC TGC TCG GAC TGG ACT TGG GAC
GAT GTG AAG GTC ACT GGA GGA AAG AAG TCT ACT GCT TGC AAA AAC
TAC CCT TCG GTG GCT TCT TGC TAG GTTAGTAGGTTGTTCGGTTGTAGCAC

TTGCTAACATGCATTTGCCTTGAGGGGTCAAATGGATTTGTGAAAT TATCGGTGGAAAG
AAGAGATGGTGTCCAGTAAGATTCAGTGGTGGC '

ou une séquence nucléotidique qui est codante pour la méme séquence d'amino-acides, mais qui se différencie de

la séquence nucléotidique indiquée sur la base de la dégénération du code génétique.

Procédé selon la revendication 5 ou 6, caractérisé en ce que, pour la préparation de |'organisme hdte recombinant,
on utilise un acide désoxyribonucléique chromosomique qui est codant pour la pectine-estérase d'Aspergillus niger

et posséde la séquence nucléotidique suivante

AAGCTTCTTTGAACGCCCCCACATTGTCAACGGCCGGCCCAATTGCCTGACTTCTCCTAGTCTTCTCAGATATGGTTGT
TCAAGCTGTGACAGAACCCCGCCGGCGTCTCCACACGGAGGTCCTGAACCTTATGAGGCANMTACTGACCGATAACARG
AGCTCATGATGAGTGGATGGCATGCGGTTCCTATAAGAACGAGGTCT CGCAGCGTTCACTGGTTCCTCCATCAGCAGCA
AAGTTAAAATCGCCGATCAGTCGATCCTTANCAGCAATC ATG GTT AAG TCA ATT CTT GCA TCC GTT CTC

TTT GCA GCG ACC GCG CTG GCC GCG AGC CGC ATG ACG GCT CCT TCC GGT GCG ATT GTT GTT

GCC AAG TCC GGA GGT GAC TAC GAC ACG qtaaqcatctccattqthathcat(;ttqcagatqtgtgqct .
----------------- INTRON l--==w=m===-=-co=-=o-

gatagtgtttgcttggacag ATC AGC GCT GCC GTT GAT GCT CTC AGC ACG ACT TCG ACC GAG

ACC CAG ACC ATC TTC ATT GAG GAG GGA TCC TAC GAC GAG CAG GTG TAT ATT CCC GCC CTC

AGT GGA AAG CTG ATT GTC TAC GGT CAG ACT GAG GA qtacgtttqtcgt;qcccttacgaaQCancq
R INTRON 2---=-==—===========
atactaaattatccttag € ACT ACC ACC TAC ACC AGC AAC CTG GTC AAC ATC ACC CAC GCC
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ATC GCT TTG GCC GAT GTC GAC AAT GAC GAT GAG ACT G gtcagtctgccagactggaagatattcect
. -«=INTRON J}---=~==-=s~ce==---
gatttcgctaacgatacgceag CA ACC CTC CGT AAC TAC GCT GAA GGC TCG GCC ATC TAC AAC

CTC AAC ATT GCC AAC ACC TGC GGT CAG GCC TGC CAC CAG GCT CTC GCC GTG AGC GCC TAT

GCC AGC GAG CAG GGA TAC TAC GCC TGC CAG TTC ACC GGA TAC CAG G gtagggccaaatccaga
------ INTRON 4---
tatgacaatctacagtgactaataccagtatag AC ACC CTT CTG GCT GAG ACC GGC TAC CAG GTT

TAC GCC GGA ACC TAC ATC GAG GGT GCC GT gtatgtctcccatcataccttcaaaatggtgaacacaget
-------------- INTRON S5----=--=-c-—ee—==--
aacataatcaccag C GAC TTC ATC TTT GGA CAG CAC GCC CGC GCC TGG TTC CAC GAG TGC

GAC ATC CGC GTZ CTC GAG GGC CCC AGC TCC GCC TCC ATC ACC GCC AAC GGC CGC TCC TCC
GAG TCG GAC GAC TCT TAC TAC GTG ATC CAC AAG TCC ACC GTC GCT GCT GCT GAT GGC AAC

GAT GTT TCC TCC GGC ACC TAC TAC CTC G gtatgccactagcctagattcgctcaaaaagctactagece
--------------- INTRON G----=-==-=-========
actaacaaatattttag GC CGC CCC TGG TCC CAG TAC GCT CGC GTC TGC TTC CAG AAG ACC

TCC ATG.ACC GAT GTG ATC AAC CAC CTC GGC TGG ACT GAG TGG TCG ACC TCC ACC CCC AAC
ACC GAG AAC GTC ACC TTT GTT GAA TAC GGC AAC ACC GGC ACT GGC GCT GAG G-GT CCC CGT
GCT AAC T:C TCT TCT GAG CTG ACT GAG CCC ATC ACT ATC TCT TGG CTT CTC GGA TCT GAC

TGG GAG GAC TGG GTT GAT ACT AGC TAC ATC AAC TAA ACTTGTGTGAAAGTTGTAAGCTGGTTGGAGA
RGGGTCGTATATAGTGTTGTGGATCTGTATATATGTGAGATGGAGATATAGC TAATTGTGGTTAGTTAATCACTGCTCA.
ATTCATTTCGAAGCAACTTTTTATTGGTGGACTTTTGTGCCGTGATTGGGAANGGGACTAGACTGCAGTTGGAGTAATG:
CAGACTATCACGAATAAAGTTAGCGTGTGTATTCGCAATGAGC TAAC TAGTAACCACTCC TAATATGGAGTAGCACAGC
ATAACTCTGCATCCTGCCACACACACTATCTTGTTCTTCATAAATCGCGTACTATTTACTCTCCATTCAATCCACCTTC,

' TCATATACTCTATACACCCACCCAACTGGCCCGATAAACTAATATACCATGCCTACTCATACCGAACCTTATTAATCAA!

10.

11.

12.

13.

14.

15.

CG‘l‘CCCJ\ACACCCCCMTCCTMCCCGMTATCA‘K:CCCATCCCTGAGCACCI\CCCTCGGCTCTTFMAGMGCCMW
CCCGCCGGCGTCCCGGTAAGAATAATAGTCCCGGCCTCCAACGTCGTACCTTGTGACAGGTACGCGATCGTCTTCTTC

ou une séquence nucléotidique qui est codante pour la méme séquence d'amino-acides, mais qui se différencie de
la séquence indiquée sur la base de la dégénération du code génétique.

Procédé selon au moins une des revendications 5 a 8, caractérisé en ce que I'acide désoxyribonucléique provient
d'Aspergillus niger DSM 5575.

Procédé selon la revendication 9, caractérisé en ce que l'acide désoxyribonucléique est codant pour la polygalac-
turonase d'Aspergillus niger DSM 5575.

Procédé selon la revendication 9, caractérisé en ce que l'acide désoxyribonucléique est codant pour la pectine-esté-
rase d'Aspergillus niger DSM 5575.

Procédé selon au moins une des revendications 5 a 11, caractérisé en ce qu'on utilise, comme organisme hote, les
souches d'hyphomycétes Aspergillus niger DSM 5575 ou Aspergillus awamori 5574.

Procédé selon au moins une des revendications 5 a 12, caractérisé en ce que le géne de pectinase est inséré
plusieurs fois dans le génome de l'organisme héte.

Procédé selon au moins une des revendications 5 a 13, caractérisé en ce qu'on utilise un acide désoxyribonucléique
qui est codant pour une polygalacturonase en macération.

Procécé de préparation d'une polygalacturonase ou d'une pectine-estérase, caractérisé en ce que l'organisme héte
recombinant obtenu selon au moins une des revendications 5 a 14 s'accroit dans un milieu nutritif approprié, et on
isole la polygalacturonase ou la pectine-estérase d'une maniére connue en soi.
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Translationsrichtung
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Abbildung 1: Restriktionskarte und Sequenzierschema der PG-cDNA. Pfeile geben
die Sequenzierrichtungen an. Die Sequenzierungen wurden mit Universal und
PG-spezifischen Primern durchgefiihrt.
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Abbildung 2: Restriktionskarte des chromosomalen PG-Gens mit
flankierenden Bereichen im Plasmid pPG 67.
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Abb. 3: Restriktionskarte und Sequenzierschema der Pektinesterase-cDNA .

Pfeile geben Sequenzierrichtungen an. Die Sequenzierungen wurden mit Universal- und
PE-spezifischen Primern durchgefihrt.

33



EP 0 388 593 B1

== Transkriptionsrichtung
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Abb . 4: Restriktionskarte des chromosomalen PE-Gens mit flankierenden Bereichen im Plasmid pPE89.
Pfeile geben den doppelstringig sequenzierten Bereich und entsprechend die Sequenzrichtung

an. Die Sequenzierungen wurden mit Universal- und PE-spezifichen Primern durchgefiihrt.
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