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BREVET D'INVENTION
PROCEDE DE PREPARATION D'UNE PROTEINE PAR DES LEVURES

UTILISANT UN SYSTEME INDUCTIBLE,
VECTEURS ET SOUCHES TRANSFORMEES CORRESPONDANTES

ABREGE DESCRIPTIF

La présente invention concerne un procede de preparation
d'une proteine par des levures, selon lequel :
- on cultive des cellules de levure qui contiennent :

. une sequence d'ADN codant pour ladite proteine sous le contrdle
d'éléments assurant son expression dans les levures, lesdits elements
comprenant une sequence de contrdle de transcription inductible par un
complexe formé par un recepteur et un ligand,

. une sequence d'ADN fonctionnelle dans la levure codant pour ledit
récepteur, le récepteur comprenant deux parties essentielles dont l'une
reconnait le ligand de fagon a former un complexe avec ledit ligand et
'autre se fixe sur ladite sequence contrble de transcription, la partie
du recepteur qui reconnait le ligand est d'origine eucaryote superieure
et le ligand n'est pas necessaire a la culture des cellules mais est
susceptible de pénétrer dans lesdites cellules lorsqu'il est ajoute au
milieu de culture,

- on ajoute ledit ligand dans le milieu de culture a un moment convenant
pour l'induction,

- on récupere la protéine synthétisee.
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L'invention concerne des systémes d'expression inductibles, les
souches transformées correspondantes et leurs méthodes d'obtention pour
produire des proteines, notamment des protéines hetérologues, dans les
levures.

b La technique de I'ADN recombinant permet d'exprimer des
genes de protéines hétérologues dans les levures. Ainsi, la construction de
vecteurs renfermant des sequences promoteurs de levure correspondant aux

genes d'enzymes glycolytiques de >accharomyces cerevisiae tels que la

3-phosphoglycerate kinase (PGK), une alcool deshydrogénase (ADHI) ou la

10 glycéraldehyde 3 phosphate déshydrogénase (GPD), ont permis de produire
des protéines intéressantes par fusion de leur séquence codante au
promoteur de levure, par exemple l'interféron leucocytaire selon
Hitzeman R.A. et al. Nature 293, 717-722 (1981) ou I'antigene de surface de
I'hépatite B selon Bitter G.A. et al. Gene 263-274 (1984).

15 Dans de nombreux cas, il a éte observé que la protéine
hetérologue produite est toxique pour la cellule héte et provoque
I'instabilite des plasmides et la sélection de cellules quil n'expriment plus la
proteine concernée. Des méthodes permettant de réprimer I'expression du
gene de la protéine pendant la phase de croissance cellulaire, puis d'induire

20 une production elevée de la protéine pendant le stade final de culture, ont
eté trouvées en utilisant un promoteur régulé par un changement en
sources carbonees, par exemple le promoteur du géne de la galactokinase
(GAL1) ou le promoteur du géne de l'uridine diphosphoglucose 4-épimérase
(GAL10) qui correspondent a deux des quatre génes responsables de

25 l'utilisation du galactose chez la levure et dont l'expression esf reprimee
par le glucose et induite par le galactose. Des vecteurs comprenant le
promoteur GAL] lie a un gene hétérologue ont été décrits, permettant de
faire croltre la levure dans un milieu contenant du glucose, puis de faire
exprimer la proteine quand le galactose est présent dans le milieu. Des

30 souches de levure transformees avec de tels vecteurs sont décrites, par

exemple dans la demande de brevet GB 2 137 208, publié en 1984 qui, sous le

controle du promoteur GALI, expriment en présence de galactose des prot€ines telles
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que l'hormone de croissance bovine ou la prorenine. La plupart des
promoteurs de levure renferment en amont d'eléements TATA qui médient
l'initiation de la transcription, des eléments regulateurs de la transcription
"upstream activating sequence" (note UAS) qui représentent le site de
fixation de proteines regulatrices de la transcription, tels que GAL4 pour
['activation des genes du metabolisme du galactose, elles-mémes sous le
contrdle de leurs propres promoteurs.

Differents moyens ont deja ete proposeés pour améliorer
l'efficacite de transcription de genes heterologues dans les levures. En
particulier, il a ete propose d'utiliser des promoteurs hybrides qui
comportent, en amont de l'element TATA d'un promoteur constitutif de
levure, une sequence regulatrice UAS extrinseque, telle que UASg qui
correspond a la sequence intergenique GALI-GALI0 et que l'on insere par
exemple en amont de l'element TATA d'un promoteur constitutif de levure

tel que GPD, comme cela est decrit dans la demande de brevet

WO 86/00680, publié en 1986 ou tel que PGK, comme cela est décrit dans la
demande de brevet EP 258 067, publié en 1988. Les séquences UASg ins€rées
permettent successivement de réprimer puis d’exprimer le promoteur constitutif par

la source de carbone utilisée telle que le glucose comme répresseur et le galactose

comme inducteur.
Cependant, la mise en oeuvre des promoteurs en général ou de

tout promoteur hybride implique une maitrise difficile a reéaliser des
niveaux totalement reprimes ou induits parce qu'ils font intervenir un
ensemble de protéines regulatrices de la transcription. Ainsi, le gene GALY%
active la transcription par la presence de galactose qui est directement ou
indirectement responsable de la dissociation d'un complexe entre GAL4 et
une proteine antagoniste GAL80, tandis que d'autres proteines intervien-
draient dans la repression par le glucose, telles que GAL82 et GAL&3 selon
Yocum R.R. et al., MBC 4 1985-1998 (1984).

En plus des inconvenients evoques précéedemment, ce type de
systemes inducteurs au galactose et/ou represseurs au glucose ne sont pas

tres polyvalents, en effet, ils ne peuvent pas étre utilises pour des levures
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qui n'assimilent pas le glucose et/ou le galactose et ne peuvent pas &€tre
utilisés dans le cas oll 'un de ces éléments constituent tout ou partie du
substrat carboné du milieu de culture.

1] est donc intéressant de disposer chez les levures de systemes
inducteurs pouvant étre induits par des produits qul ne sont pas, en

b

eux-mémes, nécessaires a la culture de ces cellules, c'est le cas par
exemple des hormones, notamment des hormones stéroidiennes.

Clest pourquol, la présente invention concerne un procede de
préparation d'une protéinc par des levures, selon lequel :
- on cultive des cellules de levure qui contiennent :

. une séquence d'ADN codant pour ladite proteine sous le contrdle
d'éléments assurant son expression dans les levures, lesdits éléments
comprenant une séquence de contrble de transcription inductible par un
complexe formé par un récepteur et un ligand,

. une séquence d'ADN fonctionnelle dans la levure codant pour ledit
récepteur, le récepteur comprenant deux parties essentielles dont l'une
reconnalt le ligand de facon & former un complexe avec ledit ligand et
['autre se fixe sur ladite séquence contrdle de transcription, la partie
du recepteur qui rcconnait le ligand est de préférence d'origine
eucaryote supérieurc ct le ligand n'est pas nécessaire a la culture des
cellules mais est susceptible de pénétrer dans lesdites cellules lorsqu'il
est ajouté au milieu de culture,

- on ajoute ledit ligand dans le milieu de culture a un moment convenant
pour l'induction,
- oh récupére la protéine syhthétisée.

L'expression des protéines par des levures utilisant les
techniques des ADN recombinants est considérée comme étant bien connue
de I'hnomme de métier. Un nombre considérable de publications ont déja
décrit la préparation de protéines, notamment de protéines heterologues,
grice 2 des levures en utilisant des vecteurs d'expression. (Ces vecteurs
d'expression comportent la plupart du temps, outre la séquence codant pour

ladite protéine, les éléments contrblant son expression dans les levures,

clest-a-dire en général un promoteur et un terminateur.
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Dans la plupart des cas, ces vecteurs sont des vecteurs non
integratifs, c'est-a-dire des plasmides, ils comportent alors une origine de
replication efficace dans les levures, notamment 'origine du plasmide 2y
ou une sequence ars propre a ladite levure.

Ces vecteurs d'expression non intégratifs comportent, en
outre, des elements permettant d'assurer leur maintien dans les cellules,
solt en utilisant comme marqueur de sélection un géne de résistance ou
bien un element complémentant une auxotrophie de la souche hdte URA3
ou LEUZ par exemple.

Dans certains cas, et afin de pallier les inconveénients liés a
l'utilisation de vecteurs a autoréplication, on a pu développer des vecteurs
assurant l'intégration des sequences en cause au niveau chromosomique. Ce
type de vecteur permet d'obtenir une souche plus stable mais I'amplification
au niveau de l'expression est parfois plus faible qu'avec un plasmide non
integratif.

Les vecteurs d'integration comportent la plupart du temps au
moins une sequence homologue d'une séquence chromosomique qui assurera
I'echange et l'intégration.

[l doit é€tre compris que la presente invention portant
essentiellement sur l'induction de la transcription, les vecteurs d'expression
qul seront mis en oeuvre peuvent étre aussi bien de type intégratif que non
integratif.

Bien que le procede en cause soit plus particulierement
destine a la préparation de protéine hétérologue, il est possible de
l'utiliser pour exprimer des proteines de levures, notamment dans le cas de
systemes assurant l'hyperexpression d'un geéne qui peut conduire dans
certains cas a la mort des cellules avant que I'optimum de biomasse soit
obtenu.

Par "proteine heterologue", on entend une protéine étrangere
a la cellule hote qui I'exprime, c'est-a-dire d'origine différente de celle de

la cellule hote qui, selon l'invention, est une levure. La proteine peut étre

d'originé bacterienne, par exemple la béta-galactosidase d'Escherichia coli,

ou d'origine d'eucaryotes superieurs, par exemple d'origine humaine, telle
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que par exemple les lymphokines, les facteurs de la coagulation sanguine,
des hormones, des antigéhes vaccinaux, et, d'une maniere générale, toute
proteine d'intérét theérapeutique ou industriel.
Comme cela a eté indiqué, ['élément essentiel de l'invention
b est l'association d'une sequence de contrdle de transcription et d'un
recepteur complexé a un ligand. Le choix de la premiére est conditionné
par le choix du deuxieme.
Parmi les sequences de contrdle de transcription utilisables, on
peut citer en particulier les sequences habituellement fonctionnelles dans
[0 les cellules eucaryotes supérieures, c'est-a-dire des séquences naturelles
d'activation de la transcription de cellules eucaryotes supérieures, telle que
par exemple un HRE "pour "hormone responsive element") ou un variant ou
un derive synthetique d'une telle séquence, et qui dans la levure remplit
egalement cette fonction d'activation de transcription. Ces séquences sont,
15 en general, des sequences palindromiques parfaites ou imparfaites,
naturelles ou syntheétiques.
Alnsi, par exemple, dans le cas ou la séquence contrdle de
transcription utilisée est une ségquence HRE, le récepteur

est le récepteur de 1l’hormone correspondante.

20 Comme indiqué precédemment, la séquence contrdle de
transcription represente un des elements assurant l'expression dans la
levure de la proteine desiree. L'expression dans la levure peut donc étre
assuree par des sequences hybrides qui comprennent, outre la séquence
contrdle de transcription definie dans le cadre de l'invention, des séquences

25 correspondant a des sequences de promoteurs de levure. Parmi les
promoteurs utilisables, on peut citer le promoteur inductible GAL |
mentionne préecedemment, mais aussi des promoteurs constitutifs de levure
tels que le promoteur PGK.

Generalement, on conserve |'élément TATA du promoteur et

\

30 on peut placer la sequence contrdle de transcription a des distances

variables en amont de l'element TATA. Il est particulierement intéressant
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de pouvoir disposer d'une structure minimale pour le promoteur hybride,
c'est-a-dire une structure ou la distance entre l'élément TATA et la
sequence contrdle de transcription est faible tout en demeurant suffisante
pour assurer une inductibilite satisfaisante.

On entend donc par '"recepteur" au sens de l'invention, une
proteine fonctionnelle dans des cellules eucaryotes superieures, ou des
variants ou derives synthetiques correspondants qui présentent dans la
levure les proprietes fonctionnelles du recepteur natif.

Le terme 'recepteur" comprend egalement des proteines
chimeriques, c'est-a-dire une structure dans laquelle les deux parties
essentielles sont d'origines differentes. Par exemple, une combinaison
préferée consiste a préparer un recepteur hybride dans lequel la partie qui
reconnait le ligand est d'origine eucaryote superieure et la partie qui se
fixe sur la sequence de contrble de transcription est d'origine de levure,
mais il est possible d'utiliser des sequences provenant de tout autre
microorganisme, par exemple des bacteries. La sequence de contrdle de
transcription comprend alors une sequence fonctionnelle dans les levures,
c'est-a-dire une sequence naturelle d'activation de la transcription dans les
levures. On peut citer, par exemple, I'UAS du promoteur GALI qui est un

promoteur de levure.

L'invention a donc pour objet les differentes combinaisons

fonctionnelles entre une sequence de contrdle de transcription, qu'elle soit

naturelle ou dérivée, notamment par synthese chimique, et le récepteur qui
peut &tre un récepteur naturel, dérive ou chimerique. La nature du tigand
est a son tour déterminée par le choix du recepteur.

Parmi les recepteurs utilisables, il faut citer les recepteurs
nucléaires, notamment a un stéroide, et les autres recepteurs nucleaires,
par exemple aux rétinoides ou aux hormones thyroidiennes ainsi que la
vitamine D3. Le récepteur a un stéroide peut étre un recepteur naturel aux
hormones stéroides, par exemple le récepteur aux oestrogenes, le recepteur
a la progestérone, le recepteur a la testosterone ou un recepteur variant ou

un dérivé chimérique, fonctionnel vis-a-vis de la sequence contrdle de la
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transcription. Le steroide peut étre un stéroide naturel tel que l'oestradiol,
la progestérone, la testostérone ou un analogue ou un dérivé, fonctionel
dans le complexe auquel est sensible la séquence contrdle de |la
transcription que renferme le vecteur de l'invention.

Le recepteur aux oestrogenes peut étre le récepteur naturel
(note plus loin hER) ou un variant ou un dérivé chimérique, fonctionnel en
presence d'oestradiol vis-a-vis de la séquence contrdle de la transcription
que renferme le vecteur de l'invention.

Plus particulierement, l'invention a pour objet le cas ou la
partie essentielle du recepteur reconnaissant le ligand provient du
recepteur oestrogene humain désigné par hERG qui, par rapport au
recepteur designé par hER, présente une glycine au lieu d'une valine en
position 400, le ligand etant alors l'oestradiol. Suivant une caracteristique
de l'invention, on pourra utiliser en tant que récepteur, la totalité du
recepteur hERG.

Par rapport au recepteur oestrogene humain hER dont la
sequence d'ADN complémentaire avait €té publiée dans Green S. et al.
(1986) (Nature, 320, [34-139), le récepteur hERG comprend donc une

\

glycine a la place d'une valine en position 400.

On a pu constater qu'en utilisant ce récepteur au lieu du
recepteur hER, on obtenait une plus grande stabilité du récepteur, en
supprimant donc tout risque de denaturation pouvant conduire a une plus
faible fixation du ligand specifique, en l'occurrence I'oestradiol. Ce
phenomene est particulierement vrai aux environs de 25°C, c'est-a-dire aux
températures ou est mis en oeuvre le procédé de préparation de protéines
recombinantes comprenant une etape d'induction selon !'invention. Il est
donc preferable d'utiliser ce récepteur qui permet de mettre une moindre
quantite d'oestradiol dans le milieu de culture pour déclencher |'induction.

Selon une caracteristique supplémentaire de I'invention,

l'oestradiol est ajoute a une concentration comprise entre 2 et 50 nM, de

preference de l'ordre de 10 nM.
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L'invention concerne particulierement le cas dans lequel la
sequence de contrble est la sequence -605 a -634 du gene de |la
vitellogenine de poulet qui est la séquence contréle de la transcription de
ce gene, sensible a l'oestradiol (notée plus loin ERE pour "estrogen
responsive element"). La synthese d'oligonucléotides, renfermant cette
sequence ou des répétitions de celle-ci permet d'obtenir, selon ['invention,
un vecteur d'expression comprenant cette séquence ou des répétitions de
celle-ci (notee plus loin EREl ou ERE3).

Un des avantages de l'invention est que l'induction de
I'expression peut étre déclenchée de fagon trés simple, par ajout au milieu
de culture d'un ligand adapté au récepteur. La mise en oeuvre de
l'induction devient donc totalement indépendante de la nature du milieu de
Culture.

Le moment convenant pour l'introduction du ligand peut étre
facilement determiné ; en pratique, il s'agira du moment oU un haut niveau
de biomasse a eté atteint dans la cuve de fermentation.

L'invention concerne tout particuliéerement les vecteurs dont
la structure et le procede d'obtention seront donnés plus loin a titre
d'exemple dans la partie experimentale.

[l convient de remarquer que les eléments d'expression de la
proteine et les eléments assurant l'expression du récepteur peuvent se
trouver sur un seul plasmide ou sur deux plasmides différents comportant
chacun une origine de replication fonctionnelle dans les levures. Mais il est
egalement possible de prévoir I'utilisation de vecteurs assurant l'intégration
de certains de ces elements, par exemple la production du récepteur peut
provenir de sequences intégrées sur un chromosome de la cellule.

C'est pourquoi la presente invention concerne également les
vecteurs portant les sequences utilisables pour la transformation des
cellules de levures.

L'invention s'etend aussi aux souches de levures utilisables

dans le procede selon de |'invention.
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Comme souches de levures, toutes les souches utilisees

habituellement pour l'obtention de protéines recombinantes peuvent étre

utilisees. On peut citer notamment les souches de Saccharomyces telles que

S>. cerevisiae. En particulier, on peut citer les souches présentant une ou

plusieurs deficiences en activité protéolytique, par exemple présentant la

mutation pep4. On peut citer egalement les souches présentant une

suppression de la fonction protéolytique codée par le geéne PRCI.

L'utilisation de ces souches permet d'ameliorer la qualité des protéines

[ st s St s ke b K R o H R THIRLME 1T R LG B AN € I R 8L N R A AR R AN B TN o R 2 S LISt e e et e . " T e s S s et DU R L D T AU A Bl sl

obtenues.

Sur les figures annexeées,

. la figure 1 represente la structure de pTG848,

. la figure 2 schematise la stratégie permettant de préparer pYERE,

. la figure 3 schematise la stratégie permettant de préparer pYERE/hER,
. la figure &4a schematise les structures de pYEREI/hER, pYEREm/hER,

pYERE3/hER, pYGAL/hER et montre les séquences des éléments ERE et
EREm,

. la figure 4b montre, pour les ARN extraits des cellules induites ou non

Indultes contenant les plasmides indiques, les fragments ARN protégés de
la digestion par les ribonucleases A et Tl aprés hybridation avec une

sonde ARN Gall anti-sens,

. la figure 5a represente schematiquement le résultat de l'insertion du

tandem d'une partie de la sequence codante de PRCI! dans pUCS8 (site
BamHI) pour donner pTG2893,

. la figure 5b schématise la délétion introduite dans le fragment de PRC]

par l'excision du fragment EcoRV de pTG2893 pour donner pTG2894, les

fleches représentent le sens de transcription,

. la figure 6 represente la structure schématique du plasmide pTG3809, les

fleches representent le sens de la transcription,

. la figure 7 represente la structure schématique du phage MI13TG2890,

. la figure 8 represente schematiquement la construction du plasmide

pTG3351,



10

15

20

25

30

10 1341192

. la figure 9 met en evidence l'effet sur l'activation de la transcription
dans des cellules de levures de lI'ajout de quantités croissantes
d'oestradiol avec comme recepteur, soit le récepteur oestrogéne humain

hER (cercles), soit le récepteur oestrogéne humain hERG (triangles).

Les exemples suivants illustrent l'invention sans toutefois la

limiter.

EXEMPLE | : Construction des vecteurs pYERE/hER

Methodes :

Les techniques de Biologie Moleculaire utilisées pour la
construction des differents plasmides sont décrites dans les manuels
"Molecular cloning a laboratory manual", T. Maniatis, E.F. Fritsch et 1I.
Sambrook, Cold Spring Harbor, New York : Cold Spring Harbor Laboratory
(1982) et "Current Protocols in Molecular Biology" F.M. Ausubel, R. Brent,
R.E. Kingston, D.D. Moore, J.A. Smith, J.G. Seidman et K. Sruhl, Greene
Publishing Associates and Wifey Intersceinces (1987). Elles comprennent
notamment la digestion de I'ADN par les enzymes de restriction, la
separation des fragments ADN par électrophorése en gel agarose ou
polyacylamide, la ligation de fragments ADN par l'enzyme T4 DNA ligase,
la transformation de E. coli par les plasmides recombinants, la détermina-
tion de la sequence nucleotidique par la technique de Sanger.

Les plasmides utilises portent le gene de résistance a
l'ampicilline, ce qui permet la selection des bactéries transformées par un
plasmide sur boite agar contenant de l'ampicilline (50 pg/ml).

La souche de E. coli utilisee est la souche DH5 génotype : F-,
endAl, HsdR17(rk-md+), supE&44, thi-l1, lambda-, recaé, gyrA96, relAl
(Hanahan DNA cloning : a practical approach (Vol. 1= p. 109-135, ed. D.M.
Glover, IRL Press, Oxford (1985)).

SN T i st e e e b R R 6 AR T 3 R 1 PR AT A Y NN < [ 6 E R0 TR AN R I £ S0 ] 1 Ve RHEIOEL S O A M id e Bz aneae e, e vneee e e T



10

15

20

>

30

1341192

11

Les techniques de transformation et de croissance des souches
de levure sont decrites dans "Laboratory Course Manual for Methods in
Yeast Genetics", F. Sherman,G.R. Find et J.B. Hicks, Cold Spring Harbor,
New York : Cold Spring Harbor Laboratory (1986).

La souche de levure utilisee est la TGYl4-1a, pep4.3 genotype
Mat a, ura3-251-373-328, leu2, pep4.3

le plasmide parent pTG848, decrit dans le brevet n°® EP200655,
est un plasmide navette E. coli/levure, qui permet l'expression dans la
levure d'un gene exogene sous le contréle mdu promoteur du gene
phosphoglycerate kinase (PGK). Ce plasmide contient une origine de
replication pBR 322 et le géne de résistance a Il'ampicilline pour la
selection dans E. coli, une origine de réplication 2 um et les génes ura3 et
leu? pour la selection dans la levure, ainsi que le promoteur du gene PGK
et son extremite 3 contenant le signal de polyadénylation. Ce géne a été
modifie de maniere a introduire un site BglIl au niveau de I'ATG initiateur,
ce qui permet d'inserer la région codante d'une autre protéine entre ce site

et le site BgAII situe en amont du signal de polyadenylation (figure 1|)

Construction des plasmides pUCI8 EREl, PuCUI8 EREm, pUCI8 ERE3 :

le plasmide pUCI18 (C. Yanisch-Perron, J. Vieira et J. Messing,
Gene 33, 103-1190 (1986)) contient une origine de réplication pBR322, le
gene de resistance a l'ampicilline et un polylinker comprenant notamment
les sites Xbal et Hindlll. Ce plasmide a ete digéré par les enzymes de
restriction Xmal et HindlIll ; au plasmide ainsi digeré on ajoute alors par les
techniques oligonucleotides complémentaires :
'-CCGGGTCTAGAAGATCTAS3!
S'CAGATCTTCTAGATTCGAS!
Le plasmide derive pUCI18 Bglll a alors un polylinker qui
contient dans l'ordre les sites Xmal, Xbal, BglIl et HindllIL.
Dans ce plasmide digéré par Bglll, on introdult respective-

ment les fragments constitués des oligonucléotides complémentaires :
ERELl : 5'GATCCAATATTCCTGGTCAGGCGTGACCGGAGCTGA3!
S'GTTATAAGGACCAGTCGCACTGGCCTCGACTCTAGS!
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EREm : 5'GATCCAATATTCCCCGTCAGCGTGACCGGAGCTGA3'
JGTTATAAGGGGCAGTCGCACTGGCCTCGACTCTAGS!

ERE3 qui consiste en une repetition directe de trois fragments EREI.

EREI] contient la sequence ERE( (pour "estrogen responsive element")-605 3

-634 du promoteur de la vitellogénine.

EREm est un mutant ou une transversion GC dans la séquence ERE réduit

considerablement son activité dans les cellules MCF-7.

Construction des plasmides PLREREI, pLREREm, pLRERE3 :

Le plasmide pLR14A20 est décrit dans l'article de R.W. West,
R.R. Yocum et M. Ptashne, Molecular and Cellular Biology 4, 2 467-2 478
(1984). Ce plasmide contient un géne actif et chimerique de béta-
galactosidase sous contréle du promoteur GAIll (figure 2).

le but de la construction est de remplacer les UAS ("upstream
activating sequence) du gene Gall, situées entre les sites Xmal et Xhol de
la region promoteur Gall, par les fragments EREl, EREm, ERES3,
respectivement, pLREREI

Le plasmide PpUCI8ERE!l est digéré par l'enzyme de
restriction Bglll. Le site est rempli avec la DNA Polymerase I (fragment de
Klenow) en presence des 4 déoxynucléotides triphosphates. Un linker Xhol
(Biolabs ref. 1030) est alors ajouté aux extrémités : le plasmide est ensuite
digere par Xmal et Xhol et le fragment Xmal-Xhol contenant la séquence
EREI est isole.

Ce fragment est ensuite clone dans le plasmide pLR1 20 entre
les sites Xmal et Xhol pour donner le plasmide pLREREI.
pLREREm, pLRERE3 :

On construit de la méme fagon les plasmides pLREREm et
PLRERE3 en remplagant pUCIZEREl par UCIS8EREm et pUCI88ERE3,

respectivement, dans le protocole ci-dessus.
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Construction des plasmides PYEREI, PYEREm, pYERE3 :

Les plasmides pLRERE!, pLREREm, pLRERE3 possedent a
l'extremité 3' du gene chimérique lacZ (beta-galactosidase) un site Tthil!]
(figure 2).

PYERE] :

le plasmide pLREREI est digéré par l'enzyme Tthl]1I ; le site
est ensuite rempli avec la DAN Polymérase I (fragment de Klenow). Un
linker Xmal (Biolabs ref. 1048) est alors ajoute aux extrémités. L'ADN est
digere par Xmal, et le fragment Xmal-Xmal contenant le gene chimérique
lac Z sous contr6le du promoteur hybride (EREA-Gall) est inséré au site
unique Xmal du plasmide pTG848, pour donner le plasmide pYERE/L.
PYEREm, pYERES3 :

On construit de la méme fagon les plasmides pYEREm et
PYERE3 en remplagant pLRERE] par pLRERE3, respectivement, dans le

protocole ci-dessus.

Construction du plasmide pYGAL :

Le plasmide pLRlAZO est digere par l'enzyme de restriction
T'thllll, le site est ensuite rempli avec I'ADN polymérase 1| (fragment de
Klenow). Un linker Xmal (Biolabs ref. 1048) est ajouté aux extrémités, puis
I'ADN est digere par I'enzyme Xmal. Le fragment Xmal contenant le gene
chimerique lacZ sous contrdle du promoteur Gall est inséré au site Xmal du

plasmide pTG848, donnant le plasmide pYGAL.

Construction des plasmides pYEREI/hER, pYERE!/hERR, PYEREm/hER,
pYERE3/hER, pYGAL/hER :

Le but de ces constructions est de placer le cADN codant pour
le recepteur oestrogene humain (hER) sous contréle du promoteur PGK, au
site BglIl des plasmides pYEREIl, pYEREm, pYERE3, pYGAL (fig. 3).
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Le plasmide pKCR2Z2-ER contenant le cADN du récepteur
oestrogene humain (S. Green et coll. Nature 320, 134-139 (1986)) est digere
par l'enzyme de restriction EcoRI, le site est ensuite rempli par I'ADN
polymerase I (fragment de Klenow). Un linker BamHI (Biolabs ref. 102) est
alors ajoute aux extrémités. Apres digestion par BamHI, le fragment codant
pour le recepteur oestrogene humain est isole.

[l est inseré dans le vecteur pYERE! digéré par Bglll pour
creer les plasmides pYEREI/hER et PYEREI/hERR, qui different par
'orientation du cADN hER relativement au promoteur PGK.

Dans pYEREI/hER, le promoteur PGK est situé en 5' du cADN
hER et induit donc la transcription de I'ARNm codant pour la proteine hER.

Dans pYERE!I/hERR, l'orientation est inverse et induit donc la
transcription d'un ARN anti-sens de |'ARN messager hER.

PYEREmM/hER, pYERE3/hER, pYGAL/hER sont construits sur le
méme modele que pYEREI/hER en remplacant PYERE!l par pYEREm,
PYERE3, pYGAL, respectivement, dans la construction precedente.

Ces plasmides (fig. %4a) construits dans E. coli DH5 sont
transferes dans la souche de levure TGYl4.la qul porte la mutation ura3.
La presence du gene ura3 sur ces plasmides permet la complementation,
pour les levures transformees par un plasmide, qui sont donc sélectionnées
sur boite agar contenant un milieu sans uracile (préparation : 0,67 g milieu

Difco n® 0919-15, 0,5 g casaminoacides, 1 g glucose, 2 g Agar, pour 100 ml).

EXEMPLE 2 : Induction par l'oestradiol de la transcription _pour les
promoteurs hybrides ERE Gall portés par les vecteurs pYERE/hER :

Les differentes levures contenant les plasmides PYEREI/hER,
PYEREm/hER, pYERE3/hER, pYEREI/hERR, pYGAL/hER, respectivement,
sont cultivees dans le milieu de base pour levure (Difco n° 0919-15) a
raison de 0,67 g/100 ml et 0,5 % casaminoacides contenant du glucose | %
ou du galactose 2 % ou 100 nM oestradiol (ajouté a la culture 2 heures

avant de recuperer les cellules) comme indiqué fig. 4b.
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L'ARN est preparé a partir de 107 cellules selon le protocole

décrit dans Methods in Yeast Genetics, p 143-144.
Pour mesurer l'activite transcriptionnelle des promoteurs Gall
> ou ERE-Gall, ces ARN sont hybrides avec une sonde ARN radiomarquée
derivee de l'extréemité 5' du gene Gall (brin complementaire de ['ARN
messager). Les fragments hybridés seront protégés de la digestion par les
RNases A et Tl. La sonde est preparee a partir du fragment EcoRI
(contenant le promoteur Gall) du plasmide pLRI 20 (R.W. West,
10 R.R. Yocum et M. Plashne, Molecular and Cellular Biology 4, 2467-2478%
(1984)) clone dans le plasmide Bluescribe M13+ (Stratagene ref. 211201). Le
plasmide résultant est ensuite linéarisé par HindlIl et la sonde radiomarquée
est ensuite synthetisee a partir du promoteur du phage T7 avec le Kit
Stratagene n° 211604, La taille de la sonde est de l'ordre de 1000
15 nucleotides.

[l existe plusieurs sites d'initiation de la transcription dans le
promoteur Gall, la sonde est complementaire de I'ARN de Gall sur une
longueur de 154 a 165 nucleotides.

La sonde est incubee avec 20 pg d'ARN et le mélange

20 contenant les hybrides eventuels est digere avec les ribonucléases A et T|
selon le protocole decrit dans Current Protocols in Molecular Biology.

Les fragments non digeres sont ensuite identifiés par
electrophorese en gel polyacrilamide-urée et autoradiographie (fig. 4b).

Pour les constructions exprimant le récepteur hER, on observe,

25 en preésence d'oestradiol, l'induction d'un ARN messager spécifique du
promoteur hybride ERE-Gall ; les sites d'initiation de la transcription sont
identiques a ceux du promoteur Gall (pYGAL) induit par le galactose :

fragments protégés de méme taille.

30
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L'induction de la transcription a partir du promoteur hybride
ERE-Gall est strictement dependante de la présence d'oestradiol.
L'induction par l'oestradiol nécessite la présence du récepteur hER (la
construction pYERE/hERR est inactive). Elle nécessite également la
presence d'un elément ERE (pour la construction pYGAL/hER il n'y a pas
d'induction par ['oestradiol.

La quantite d'ARN Gall détectée pour les cellules contenant
pYERE3/hER est environ 10 fois plus élevée que pour celles contenant
PYEREI/hER : la repetition en tandem des éléments ERE (pYERE3 contient
un trimere ERE, pYERE!l un monomere) parait donc avoir un effet de

synergie sur l'activation de la transcription.

EXEMPLE 3 : Expression inductible par l'oestradiol de la béta—galactosidase
dans des levures contenant les vecteurs pYERE/hER

L'activite beta-galactosidase est mesurée selon le protocole
de West et coll. (1984). Le tableau | ci-aprés montre l'activité béta-
galactosidase des souches de levure portant respectivement les plasmides
pYEREL/hER, pYERE3/hER, pYEREm/hER, pYEREI/hERR, pYGAL/hER en
préesence ou absence du glucose, galactose ou oestradiol, comme indiqué
dans le tableau.

Le niveau d'activite constitutive des promoteurs est tres bas et
n'est pas affecte par la présence de la protéine hER (pYGAL et pYGAL/hER
ou pYEREI/hER et pYEREI/hERR, donnent le méme taux d'activité). Par
contre, l'addition d'oestradiol entraine une forte induction des promoteurs
hybrides de pYEREI/hER et pYERE3/hER.

Le fait que les promoteurs de pYEREm/hER et pYGAL/hER ne
soient pas sensibles a l'induction par l'oestradiol montre la nécessité d'un
element ERE fonctionnel, dans le promoteur contrélant I'expression de
lacZ, tandis que l'absence d'induction pour pYEREI/hERR montre que la
préesence du récepteur hER est également nécessaire pour observer

['induction par l'oestradiol.
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Le niveau d'expression atteint est comparable a celui obtenu a

partir du promoteur Gall (cas de pYGAL/hER) en présence de galactose.

La presence de trois éléments

ERE en tandem (cas de

PYERE3/hER) donne une activité deux fois supérieure au cas ou le

promoteur contient un seul element ERE (pYERE!/hER).
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Tableau I

[nduction _en presence d'hormone de |'activité

beta-galactosidase par le yhER

PLASMIDE MILIEU ACTIVITE
BETA-GALACTOSIDASE
Glucose  Galactose  Qestradiol ~ (unité)
PYERE1/hER ¥ - - 60
PYEREI/hER + - + | 060
PYEREI/hERR - - - 60
pYEREI/hERR  + . ¥ 60
PYERE3/hER - - - 60
PYERE3/hER " - ¥ 2 060
PYEREM/hER B - - 60
PYEREM/hER ¥ - ¥ 260
PYGAL/hER + - - 180
pPYGAL/hER ¥ - ¥ 180
DYGAL - - - 10
PYGAL - + - 2 300

Les levures transformees par les plasmides indiqués sont mises
en culture en présence de | % de glucose ou 2 % de galactose, comme
mentionné dans le tableau ; pour l'induction par l'oestradiol, on ajoute
100 nM d'hormone 2 heures avant la récolte des cellules.

Les tests d'activite beta-galactosidase sont effectués de
maniere classique (West R.W. jr., Yocum R.R. et Ptashne M., Mol. Cell.
Biol.,, &4, 2467-2478 (1984).
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EXEMPLE 4 : Intégration d'un ADN complementaire codant pour hER dans
le genome d'une souche de levure

Preparation du vecteur d'expression portant une cassette d'expression de
hER inserée dans le gene PRCI (pTG3809)

La cassette d'expression de hER est inseree dans un fragment
du gene PRCI afin d'obtenir apres transformation d'une souche de levure
par pTG3809 une souche de levure presentant une suppression de la
fonction protéolytique codee par le gene PRCI.

On prepare tout d'abord une cassette d'expression de hER
(M13TG2896) de la facon suivante :

- le promoteur de PGK de levure (fragment HindIII-Bglll) et son
terminateur (fragment HINDIII-Bglll) sont introduits dans le phage
M13TG130 (Kieny, M.P. et al. (1983) Gene 26, p91-99) linearise par
digestion HindIIl pour donner le phage MI3TG2890,

- le fragment BamHI dérivée de pKCR2-hER portant le récepteur oestrogene
humain est introduit dans M13TG2890 linearise par digestion Bglil pour
donner une cassette d'expression de hER appelee M13TG2896.

Cette cassette d'expression de hER est ensuite inseree dans le
géne PRC1 pour donner le plasmide pTG3809 permettant son integration au
géenome de la levure.

La séquence du gene PRC! a ete publiee par Valls, L.A. et al.
(1987) (Cell 48, p887-897). Deux oligonucléotides sont construits a partir de

cette séquence. Le premier est complémentaire de la region 5' du gene et

sa sequence est la suivante :
5' AAG AAA GAC TGG GAC TTT GTG 3

Le second est complémentaire de la region 3' du gene et sa

séquence est la suivante :

5' GAT TGG ATG AAG CCT TAC CAC 3

2P TS 5 ] B A On {  BAS Rl A TS BN T« 111 sl i
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A partir d'une banque genomique de levure (fragments d'ADN
chromosomique partiellement digéré par Sau3A insérés dans le site BamH]I
de pFL1 (Parent, S.A. et al. (1985) Yeast | p83-138) et par hybridation avec
ces deux oligonucleotides on sélection un clone de E. coli contenant le gene
PRC! insere dans pFL1 et appelé pTG2863.

Le fragment BamHI de I,lkb de pTG2863 portant une partie
de la sequence codante du gene PRCI est introduit dans le site BamHI du
plasmide pUCS8. Cette insertion s'effectue en tandem et on obtient le
plasmide pTG2893 (figure 5a).

Les coordonnees de la premiere base des sites de restriction
par rapport a l'adénine de I'ATG de la séquence codante de PRC1 sont les
sulvantes : BamHI-1 : 482; EcoRV-1 : 1102; EcoRV-2 : 11533 EcoRV-3 : 1234
et BamHI-2 : 1574.

Une deletion dans la séquence codante de PRC1| est effectuée
par digestion EcoRV de pTG2893 pour donner pTG2894 (figure 5b).

La cassette d'expression de hER est introduite dans le
fragment interne delete du gene PRC! de pTG2894 de la facon suivante :
la cassette d'expression (M13TG2896) est digérée par BamHI, les extrémités
sont remplies a la polymerase de Klenow et aprés clivage par EcoRV un
fragment est isole. Ce fragment porte la cassette entiére, il est introduit
dans le site EcoRV de pTG2894 pour donner le plasmide pTG3809 (figure 6)
qui porte entre deux fragments de PRC]|
- plusieurs sites de reconnaissance pour les enzymes de restriction Sphl,

Xbal, Kpnl provenant de MI13TG! 30,
- le terminateur de PGK de la levure,
- I'ADN complementaire de hER,

- le promoteur de PGK de la levure.

Transformation d'une souche de levure par le plasmide portant la cassette
d'expression hER inséree dans un fragment du gene PRCI1 délété (pTG3809)

lLa souche de levure transformee est une souche de S.
cerevisiae TGY2spl3b (MATa; ura3-251, -373, -328; leu2-3, -112).
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Le plasmide pTG3809 est clive par BamHI. Les sequences
d'ADN des extremites du fragment ainsi isolé sont homologues i celles de
la sequence du gene PRCI. Ces séquences vont permettre l'intégration du
fragment dans la partie génomique du géene PRCI1 de la souche de levure.
Cette insertion entraine la destruction du gene PRCI genomique par

deletion.

Comme le fragment ne porte pas de marqueur de sélection, le
plasmide pLRERE3 est utiliseé comme vecteur de cotransformation. Il
permet la selection de prototrophes Ura®. Parmi les prototrophes Ura’ les
clones qui ont integre la cassette d'expression hER portent une mutation
dans le gene PRCI! qui entraine une perte de l'activité de la carboxy-
peptidase yscY. Ces mutants sont détectés par un test colorimetrique
(Jones, E.W. (1977) Genetics 85 p23-33). La structure du locus PRC]
modifie est vérifiée par la méthode de Southern.

Cette souche de S. cerevisiae a‘;ant intéegrée la cassette
d'expression de hER dans le gene PRC! délété est appelée TGY2spl3b

prcl-d::hER.

Construction d'un plasmide portant la séquence ERE3 et un fragment du
promoteur du gene PGK (pTG3851)

Un site Xhol est introduit dans le vecteur MI13TG2890 3 la
jonction 5', 3' des extrémités de la délétion effectuée par mutagénese

dirigee en utilisant |'oligonucléotide suivant :

-506 . . =401
5' AATTACCGTCGCTCG AGCGACGGCTCACAG 13!
Xhol

pour donner le vecteur MI3TG3829 (figure 7). les positions indiquées sont
determinées par rapport a I'ATG du géne PGK. Par la suite la forme
deletee du promoteur de PGK sera notée PGK-dp40l. La conformite de la

sequence est ensuite vérifiée par séquencage.

............
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Ce vecteur porte la sequence TATA et le site d'initiation de la
transcription, la seconde sequence activatrice en aval notée HSE, de -256 3
-377 (Piper, P.W. et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16 pl333) mais ne porte
plus 'UAS de -402 a -479. Le site Xhol permet la ligation avec la séquence
ERE3 et le site Bglll I'introduction d'un gene qui permet de détecter une
activite par test enzymatique.

La souche hdte des phages MI13 est la souche E. coli JM103
(delta(lac, pro), thi, strA, supE, endA, sbcB, hsdR, F'traD36, proAB, laclQ,
lacZdeltaM15).

Le plasmide pLRERE3 est digere par Xmal et EcoRI. Le

fragment d'ADN contenant les sequences ERE3 est purifié sur gel d'agarose

puis insere dans les sites Xmal-EcoRI du plasmide pTZ18R (Pharmacia, LKB

Biotechnology) pour donner le plasmide pTG3833. La souche hdte des

plasmides est la souche E. coli 1106 (supE, hsdR, hsdM, met, supF).

Le phage M13TG3829 (figure 7) est traité par Xhol et EcoRI
puis est insere au niveau du site Xhol-EcoRI du plasmide pTG3833 pour
donner pTG3834.

Le gene lacZ est sorti de pCHI10 (Hall, C.V. et al. (1983) 1.
Mol. Appl. Gen. 2 pl01-109) par digestion HindIlll-BamHI et cloné dans
pPolyll (Lathe, R. et al. (1987) Gene 57 p193-201) pour donner pTGli174. Le
plasmide pTG2145 correspond au plasmide pTGl1174 auquel les sites HindlIl,
Pstl et Sall ont ete supprimes. Il contient dans un fragment Bglll-BamHI la
fusion de gene de E. coli suivante : gpt:trpS:lacZ.

Les sequences au voisinage de I'ATG sont modifiées de
maniere a permettre une traduction correcte dans la levure de la facon
sulvante :

- pTG2145 est digere par Bglll et Kpnl et le fragment de 200 paires de
bases contenant I'ATG purifie sur gel acrylamide.

- ce fragment est insere au niveau des sites BamHI-Kpnl du phage
MI3TGI31 (Kieny, M.P. et al. (1983) Gene 26 p91-99) pour donner
MI3TG3838;

- la sequence "AGC" correspondant au second codon pour une serine de

M13TG3838 est echangee par la sequence "TCT", les cytosines en position

-3 et -1 par rapport a I'ATG sont remplacees par des adénines et un site

. T A e R Sdedui bl o N Lt G ORI Ol S |1 o 0 G R P4 L O U e RN b R ARt e o 1S dae R s M e e e . o T TTe T eET A R e LG NIRRT 4t - ] L S H AR AR a1 R T H W 0 e R e B e e ST

T AEIS NTET PERST T ITFWE FIROE PR VR FW P Pvg ¥ B PE e ey



10

15

20

2D

30

1341192

23

Bglll est genere en 5' de I'ATG pour permettre une fusion avec des génes a
inserer en aval du promoteur hybride, en effectuant une mutagéneése

dirigee a l'aide de l'oligonucléotide suivant :
OF CGATGTATTTTTCAGACATTTTAAGATCTCCAGCCTGTTT 3

pour donner le phage MI13TG3842. Ci-dessous, les bases modifiées lors de
cette mutagenese sont soulignées :
-GACACTTCACATGAGC- (M13TG3838)
-AGATCTTAAAATGTCT-  (MI3TG3842)

Le fragment BgllI-Kpnl de 130 paires de bases de M13TG3842
est introduit dans pTG2145 pour y remplacer le fragment BgllI-Kpnl de 200

palres de bases. On obtient alors le plasmide pTG3843.

Le plasmide pTG848 (figure 1) est digéré par Bglll puis religué
pour donner pTG2886. Le grand fragment HindIII-EcoRI de pTG2886 est
ligue en présence de ligase T4 au fragment HindIII-EcoRI de 2,1 kb du
plasmide pFL1 (parent S.A. et al. (1985) Yeast | p83-138) qui porte une
sequence du plasmide 2u de S. cerevsiae pour donner le plasmide pTG2886
LEUZ-d, URA3-d. Le fragment HindlIIl de 0,9 kb du plasmide pTG2800 décrit
dans la publication europeenne de brevet EP-A-0 258 501 portant le gene
URA3-d est alors insere dans le site Hindlll de ce plasmide pour donner
plG2886 URA3-d, delta LEU2-d. Le fragment Smal-Bglll de MI13TG13!
(Kieny, M.P. et al. (1983) Gene 26 p91-99) qui posseéde plusieurs sites de
restriction est ensuite introduit dans ce plasmide pour donner pTG3828.

Le plasmide pTG3843 est digere par Bglll et BamHI, le
fragment portant le gene de fusion lacZ est pufifie sur gel d'agarose. Ce
fragment est ensuite insere au niveau du site Bglll de pTG3846 (figure 8).

Le plasmide pTG3834 est digeré par Xmal et Bglll et le
fragment est introduit dans le site Xmal et Bglll de pTG3846 pour donner

le plasmide pTG385!1 (figure 8).
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Expression inductible de lacZ

La souche de S. cerevisiae TGY2spl3b prcl-d::hER est curée de

son plasmide de cotransformation pLRERE3 puis transformée par le
plasmide pTG3851 par la methode de l'acétate de lithium (Ito, H. et al.
(1983) J. Bacteriol. 153 pl63-168) et les prototrophes Ura’ sont sélection-
nes. Ils sont ensuite mis en culture en erlenmeyer 3 30°C sur un milieu
selectif (0,7 % de bases azotées pour levures sans acide aminé (Yeast
Nitrogen Bases), 0,5 % de casamino acides, 2 % de glucose et si nécessaire
2 % d'agar). Ces cultures sont effectuées avec ou sans oestradiol. Pour
I'induction par l'oestradiol, on ajoute 100 nM d'hormone 2 heures avant la
recolte des cellules. Les cellules sont récoltées, lavées et broyées en
presence d'inhibiteurs de protéases puis les débris cellulaires sont
precipites par centrifugation (10 000 tours/min). La concentration en
proteines est determinée dans le surnageant par la méthode décrite par
Bradford (1976) (Anal. Biochem. 72 p248) puis l'activité béta-galactosidase
par la méme methode de dosage que celle décrite dans l'exemple 3.
L'activite de la beta-galactosidase est aussi déterminée par la méthode
utilisee dans Il'exemple 3, le dosage est effectué sur les cellules
permeabilisees.

Le tableau 2 présente les activités basale (en I'absence

d'oestradiol, [- (Oest)]) et induite (en présence d'oestradiol [+ (Qest)]) de la

beta-galactosidase sous le contrdle des promoteurs hybrides ERE3::PGK-dp.

Cette activite est exprimee en nmol d'ONPG (O-nitrophényl-béta-D-gluco-
pyranoside) hydrolysées par minute et par mg de protéine a 30°C ; les
valeurs entre parentheses sont directement comparables a celles présentées
dans le tabelau 1, exprimees en '"unite". L'inductibilité correspond au
rapport activite specifique sans oestradiol/activité spécifique avec

oestradiol.
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Tableau 2
Vecteur:Promoteur Activite specifique Inductibilité
PGK - (Oest) + (Oest)
pTG3851:PGK-dp401 20 (30) 460 (770) 23

EXEMPLE 5 : Preparation d'un vecteur d'expression de la beta-galactosidase

dans la levure qui porte eégalement une séquence codant pour le récepteur
hERG (PYEREI/hERG)

On part du plasmide pYEREI/hER. A l'aide de l'oligonucléotide

sulvant :
5'-GGAGCACCCA_@_GGAAGCTACTGT-B'

on realise par mutagénese localisée une mutation dans le codon GTG
codant pour la valine dans I'ADN complémentaire codant pour le récepteur
oestrogene humain (hER) de la fagon suivante : I'ADN complémentaire
codant pour le recepteur hER décrit par Green et al. (1986) (Nature 320,
pl34-139) est sous-clone dans le site EcoRI du vecteur d'expression
eucaryote pSGl decrit par Green et al. (1988) (Nucl. Acids Res. 16, p369).
On prepare alors de I'ADN simple brin et on réalise par mutagénese
localisee une mutation ponctuelle dans le codon GTG codant pour la valine
en position 400 de fagon a obtenir un codon GGG codant pour la glycine a
l'aide de I'oligonucleotide deéfini ci-dessus (le changement de nucléotide est
souligne). Les séquences d'ADN sont vérifiées. On construit alors le vecteur
PYERE!/hERG en inserant I'ADN complémentaire hERG dans le vecteur
PYERE!1/hER.
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EXEMPLE 6 : Expression inductible par l'oestradiol de la beta-galactosidase
dans des levures contenant le vecteur pYERI/hERG

Les conditions de transformation et de culture des cellules
sont identiques a celles décrites précédemment. Lorsque la densité optique
atteint 600, on ajoute 10 nM d'oestradiol. La figure 9 montre que 50 % de
I'activite maximale de la béta-galactosidase est obtenu pour une
concentration en oestradiol de 5 nM avec pYEREI/hERG (triangles) alors
qu'avec pYEREI/hER (cercles) une concentration d'environ 50 nM est
necessaire.

Par ailleurs, on a pu constater que la mutation qui remplace
val-400 par gly-400 dans le domaine de liaison a l'oestradiol stabilise la

structure du recepteur et augmente son affinité pour l'oestradiol 3 25°C.

La souche Saccharomyces TGY |l4-la pYERE3/HER a été
deposée a la Collection Nationale de cultures de Microorganismes (CNCM)
de I'Institut Pasteur - 25 rue du Docteur-Roux, 75724 Paris Cédex 15
(France) - le 17 juin 1988 sous le n° [-770.
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REVENDICATIONS

M

. Procédé de préparation d’une protéine par des levures selon
d lequel :

- on cultive des cellules de levure qui contiennent :
une sequence d’ADN codant pour ladite protéine sous le
controle d’éléments assurant son expression dans les
levures, lesdits éléments comprenant une séquence de
10 controle de transcription d’origine eucaryote
supérieure comprenant une séquence activatrice
naturelle “HRE™”, un variant ou un dérivé de celle-ci,

inductible par un complexe formé par un récepteur et
un ligand,

15 . une séquence d’ADN fonctionnelle dans la levure
codant pour ledit récepteur qui est un récepteur
nucleéaire naturel choisi parmi les récepteurs a un
stéroide, les récepteurs aux rétinoides, aux hormones
thyroidiennes et a4 la vitamine D3, un récepteur

20 variant ou chimérique de celui-ci, le récepteur

comprenant deux parties essentielles dont l'une

reconnait le ligand de fagon a former un complexe
avec ledit ligand et 'autre se fixe sur ladite séquence
controle de transcription, et le ligand n’est pas
nécessaire a la culture des cellules mais est susceptible

G

de pénétrer dans lesdites cellules lorsqu’il est ajouté au
milieu de culture,
- on ajoute ledit ligand dans le milieu de culture 2 un moment
convenant pour l'induction,
30 - on récupere la protéine synthétisée.
2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que la
sequence contrdle de transcription “HRE” est une séquence ERE.
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3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que la séquence de

contrle de transcription est une sequence palindromique parfaite ou imparfaite,

naturelle ou synthétique.

4. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que ladite séquence
palindromique est répétée plusieurs tois.

5. Procede selon la revendication 1, caractérisé en ce que ledit récepteur est
le récepteur de I’oestrogeéne, ledit ligand est un oestrogéne et la partie essentielle
reconnaissant le ligand provient du récepteur hER.

6. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que la partie essentielle
du récepteur reconnaissant le ligand provient du récepteur oestrogéne humain désigné
par hERG, le ligand étant un oestrogéne.

7. Procéde selon la revendication 6, caractérisé en ce que le récepteur est
le récepteur hERG et le ligand est 1’oestradiol.

8. Procédé selon la revendication 6, caractérisé en ce que 1’oestradiol est
ajouté a une concentration comprise entre 2 et 50 nM.

9. Procédé selon la revendication 8, caractérisé en ce que ’oestradiol est
ajouté a une concentration de I’ordre de 10 nM.

10. Procédé selon la révendication 1, caractérisé en ce que, dans la levure,
la séquence d’ADN codant pour ladite protéine sous le contrdle d’éléments assurant
son expression dans les levures et/ou la séquence d’ADN condant pour ledit
récepteur, se trouvent sur un plasmide comportant une origine de réplication
fonctionnelle dans la levure. '

11. Procédé selon la revendication 10, caractérisé en ce que les deux
séquences d’ADN se trouvent sur le méme plasmide.

12. Procédé selon I’une des revendications 1 & 11, caractérisé en ce que la
séquence d’ADN fonctionnelle dans la levure codant pour ledit récepteur est portée
par un chromosome de la levure.

13. Procedé selon I'une des revendications 1 & 11, caractérisé en ce qu’on
utilise une souche de levure déficiente en protéases.

14. Procédé selon I'une des revendications 1 & 11, caractérisé en ce que le

ligand est ajouté a la fin de 1’étape de croissance cellulaire.
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15. Vecteur d’expression inductible d’une protéine déterminée dans des
cellules de levures transformée par ledit vecteur, caractérisé en ce qu’il comprend:
- une sequence d’ADN codant pour ladite protéine sous le contréle
d’éléments assurant son expression dans les levures, lesdits éléments
S comprenant:
- une sequence de contrdle de la transcription d’origine eucaryote
supérieure comprenant une séquence activatrice naturelle "HRE", un variant
ou un derivé de celle-ci1, inductible par un complexe formé par un récepteur
et son ligand,

10 lesdites cellules de levures renfermant une séquence d’ADN fonctionnelle dans la
levure codant pour ledit récepteur, qui est un récepteur nucléaire naturel choisi parmi
les récepteurs a un stéroide, les récepteurs aux rétinoides, aux hormones
thyroidiennes et a la vitamine D3, un récepteur variant ou chimérique de celui-ci,
pour la mise en oeuvre du procédé selon la revendication 1.

15 16. Vecteur selon la revendication 15, caractérisé en ce que la séquence
d’ADN codant pour ledit récepteur est portée par le vecteur d’expression inductible.

17. Vecteur d’expression selon la revendication 15, caractérisé en ce que la
s€quence contrdle de la transcription d’origine eucaryote supérieure est sensible au
complexe formé par un récepteur a un stéroide et le stéroide correspondant.

20 18. Vecteur d’expression selon la revendication 15, caractérisé en ce que la
sequence controle de la transcription d’origine eucaryote supérieure est sensible au
complexe formé par le récepteur a I’oestradiol et 1’oestradiol.

19. Vecteur d’expression selon la revendication 15, caractérisé en ce que la
séquence contrOle de la description d’origine eucaryote supérieure comprend la

25 sequence, ou des repetitions de celle-ci, de-605 a-634 du geéne de la vitellogénine de

poulet.

20. Vecteur d’expression selon la revendication 19, constitué par le plasmide

pYERE3/hER déposé a la CNCM sous le numéro 1-770.

21. Souche de levures transformée par un vecteur d’expression selon la

30 revendication 15, 16, 17, 18, 19 ou 20.
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