(19)
Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(1ODE 695 32 603 T2 2005.01.05

(12) Ubersetzung der europiischen Patentschrift

(97)EP 0 749 478 B1
(21) Deutsches Aktenzeichen: 695 32 603.1
(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/GB95/00434
(96) Europaisches Aktenzeichen: 95 909 880.7
(87) PCT-Verdéffentlichungs-Nr.: WO 95/23857
(86) PCT-Anmeldetag: 01.03.1995
(87) Veroffentlichungstag
der PCT-Anmeldung: 08.09.1995
(97) Erstverdffentlichung durch das EPA: 27.12.1996
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 25.02.2004
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 05.01.2005

1) intct”: C12N 15/12
C12N 1/21, A61K 38/38, C12P 21/02,
C12N 15/11, C12N 1/20

(30) Unionsprioritat:
9404270 05.03.1994 GB

(73) Patentinhaber:
Delta Biotechnology Ltd., Nottingham, GB

(74) Vertreter:
Rehberg und Kollegen, 37073 Goéttingen

(84) Benannte Vertragsstaaten:
AT, BE, CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LI, LU,
MC, NL, PT, SE

(72) Erfinder:
KERRY-WILLIAMS, Sean Martin, Nottingham NG9
1LP, GB; GILBERT, Sarah Catherine, Oxford OX3
7EQ, GB

(54) Bezeichnung: HEFESTAMME UND MODIFIZIERTE ALBUMINE

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europédische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentliibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 695 32603 T2 2005.01.05

Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die Herstellung von rekombinantem humanen Albumin
(rHA) durch Hefearten.

HINTERGRUND UND STAND DER TECHNIK

[0002] Humanes Serumalbumin (HSA) ist ein Protein von 585 Aminosauren, das flr einen wesentlichen An-
teil des osmotischen Drucks von Serum verantwortlich ist und auch als Trager fir endogene und exogene Li-
ganden dient. Es wird klinisch in der Behandlung von Patienten mit schweren Verbrennungen, Schock oder
Blutverlust verwendet, und derzeit wird es kommerziell durch Extraktion aus menschlichem Blut hergestellt.
Die Herstellung von rekombinantem humanen Albumin (rHA) in Mikroorganismen ist in der EP 330 451 und
der EP 361 991 offenbart worden.

[0003] In den vergangenen Jahren sind Hefearten umfangreich als Wirtsorganismen fir die Produktion von
heterologen Proteinen verwendet worden (Ubersicht von Romanos et al., 1992), einschlieRlich rHA (Sleep et
al., 1990, 1991; Fleer et al., 1991). Hefen sind fur genetische Manipulation leicht zuganglich, kénnen auf ein-
fachen Medien zu hoher Zelldichte gezogen werden und sind als Eukaryoten fir die Produktion von sekretier-
ten sowie zytosolen Proteinen geeignet.

[0004] Wenn S. cerevisiae zur Herstellung von rHA verwendet wird, ist das sekretierte Hauptprotein reifes 67
kDa-Albumin. Ein N-terminales 45 kDa-Fragment von rHA wird jedoch auch beobachtet (Sleep et al., 1990).
Ein ahnliches Fragment wird erhalten, wenn rHA in Kluyveromyces sp. (Fleer et al, 1991) und Pichia pastoris
(EP 510 693) expressiviert wird. Das Fragment hat dieselbe N-terminale Aminosaurensequenz wie reifes rHA,
aber der Carboxyterminus ist heterogen und tritt zwischen Phe*®® und Val*®® auf, wobei die Ublichsten Termini
Leu*”” und Val*® sind (Geisow et al. 1991), wie unten gezeigt wird.

$ ¥

-Phe-Gln-Asn-Ala-Leu-Leu-Val-Arg-Tyr-Thr-Lys-Lys-Val-Pro-Gln-
405 410 415 |

[0005] Die Menge des erzeugten Fragments als Prozentsatz der insgesamt sekretierten rHA variiert sowohl
mit dem Stamm als auch der verwendeten Sekretionsfiihrersequenz, aber sie wird niemals auf Null reduziert
(Sleep et al, 1990). Wir haben auch herausgefunden, dass die Menge des erzeugten Fragments in Fermenta-
tionen mit hoher Zelldichte (75 bis 100 g/l Zelltrockengewicht) ungefahr fiinfmal hoher als in Schittelkolbenkul-
turen ist.

[0006] Das 45 kDA-Albuminfragment wird nicht in humanem Serumalbumin (HSA) beobachtet, das von Se-
rum erhalten wird, und seine Anwesenheit in dem rekombinanten Produkt ist als nicht naturidentisches Material
unerwiinscht. Das Problem, mit dem sich die vorliegende Erfindung beschaftigt, ist es, die Menge des 45
kDa-Fragments in dem Produkt zu reduzieren. Der einfachste und offensichtlichste Ansatz wiirde es gewesen
sein, es von dem Albumin mit der vollen Lange abzureinigen, wie von Gist-brocades in der EP 524 681 vorge-
schlagen wird (s. insbesondere S. 4, Zeilen 17 bis 22). Wir haben jedoch einen unterschiedlichen Ansatz ge-
wahlt, namlich zu versuchen, seine Produktion von Anfang an zu verhindern.

[0007] Sleep et al (1990) postulierten, dass das rHA-Fragment innerhalb der Zelle produziert wird und nicht
das Resultat einer extrazellularen Proteolyse ist. Diese Autoren optimierten die HSA-cDNA beziiglich des Ko-
dons von GIu**? zu Ser*'?, aber dies hatte keinen Effekt auf die Produktion des rHA-Fragments. Sie stellten fest,
dass ein potentieller Kex2p-Verarbeitungsplatz in der rHA-Aminosauresequenz, Lys*®*Lys*'*, dicht an dem he-
terogenen Carboxyterminus des Fragments liegt, aber weder die Verwendung eines kex2-Wirtsstammes, d. h.
eines Stamms, der eine Mutation bei dem KEX2-Gen umfasst (so dass er die Kex2p-Protease nicht produ-
ziert), noch die Entfernung des potentiellen Spaltungsplatzes durch platzgerichtete Mutationserzeugung des
Kodons zu Lys*' resultierte in eine Reduktion bei der Menge des Fragments.

[0008] Es gibt eine groRe Menge von Hefeproteasen, die im Prinzip ein erwlinschtes Proteinprodukt abbauen
konnten, einschliel3lich (bei S. cerevisiae) yscA, yscB, yscY, yscS, andere vakuolare Proteinasen, yscD, yscE,
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yscE (aquivalent zu kex2p), ysca, ysclV, yscG, yscH, yscJ, yscE und kex1.

[0009] Bourbonnais et al (1991) beschrieben eine S. cerevisiae-Endoproteasenaktivitat, die spezifisch flir mo-
nobasische Platze ist, fiir die ein Beispiel (Arg*'°) in dieser Region des Albumins existiert. Es wurde spéater he-
rausgefunden, dass diese Aktivitat der Hefeaspartylprotease 3 (Yap3) zuzuordnen ist (Bourbonnais et al.,
1993), ein Enzym, das urspruinglich von Egel-Mitani et al (1990) als eine Endoprothease beschrieben wurde,
die dahingehend Kex2p in der Spezifitat ahnlich ist, dass sie bei gepaarten basischen Resten spaltet. Weitere
Arbeiten deuteten an, dass Yap3p in der Lage ist, monobasische Platze und zwischen sowie C-terminal be-
zuglich Paaren von basischen Resten zu spalten, aber dass die Spaltung bei beiden Typen von Platzen ab-
hangig von dem Sequenzkontext ist (Azaryan et al., 1993; Cawley et al., 1993).

[0010] Wie bereits diskutiert wurde, enthalt der C-Terminus des rHA-Fragments sowohl einen monobasischen
(Arg*'°) als auch einen dibasischen (Lys*"*Lys*'#) Platz. Dennoch ist, obwohl eine Kex2p-artige proteolytische
Aktivitat in humanen Zellen vorliegt und fur die Spaltung der Prosequenz von HSA C-terminal zu einem Paar
von Argninresten verantwortlich ist, von dem oben diskutierten Fragment nicht bekannt, dass es im Menschen
produziert wird. Dies weist darauf hin, dass die basischen Reste Arg*'®, Lys*"® und Lys*'* von dieser Kex2p-ar-
tigen Protease nicht erkannt werden, was umgekehrt darauf hinweist, dass diese Region des Molekils fir Pro-
teasen bei dem sekretorischen Weg nicht zuganglich sein mégen. So konnte von der Yap3p-Protease nicht
vorhergesagt werden, dass sie fir die Produktion des 45 kDa-Fragments verantwortlich ist. Zusatzlich hatten
Egel-Mitani et al. (1990 Yeast 6, 127-137) gezeigt, dass Yap3p beim Spalten des MFa-Propheromons Kex2p
ahnlich ist. Da das Entfernen der Kex2p-Funktion allein nicht die Menge des erzeugten Fragments reduziert,
gab es keinen Grund anzunehmen, dass die Entfernung der Yap3p-Funktion nitzlich ware. Tatsachlich zeigten
Bourbonnais et al. (1993) das yap3-Stamme eine herabgesetzte Fahigkeit hatten, Prosomatostatin zu verar-
beiten, und lehrten deshalb in eine andere Richtung als zu der Verwendung von yap3-Stammen bei der Pro-
duktion von heterologen Proteinen.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0011] Die erfindungsgemale Lésung des oben identifizierten Problems ist es, die Produktion des Fragments
bei der anfanglichen Fermentation zu vermeiden oder zumindest zu reduzieren, statt das Fragment wahrend
der Reinigung des Albumins zu entfernen. Wir haben jetzt herausgefunden, dass es von den 20 oder mehr
Hefeproteasen, von denen bislang bekannt ist, dass sie existieren, tatsachlich die Yap3p-Protease ist, die wei-
testgehend verantwortlich fir das 45 kDa-Fragment von rHA ist, die in Hefe produziert wird. Die vorliegende
Erfindung stellt ein Verfahren zum wesentlichen Reduzieren der Menge eines 45 kDa-Fragments bereit, das
produziert wird, wenn rHA von Hefearten sekretiert wird. Durch die Reduktion der Menge des Fragments wird
sowohl die Ausbeute an rHA wahrend des Reinigungsprozesses verbessert als auch fiir eine héhere Qualitat
des Endprodukts gesorgt. Ein weiterer und vollstandig unerwarteter Vorteil der Verwendung von yap3-He-
festdmmen ist, dass sie 30 bis 50% mehr rHA produzieren kénnen als Stamme, die die Yap3p-Funktion auf-
weisen. Der Vorteil kann nicht allein der Reduktion des rHA-Fragments von ungefahr 15% auf 3 bis 5% zuge-
schrieben werden.

[0012] So stellt ein Aspekt der vorliegenden Erfindung ein Verfahren bereit, wie es im Patentanspruch 1 defi-
niert ist.

[0013] Geeigneter Weise ist die Hefe S. cerevisiae, der ein funktionales YAP3-Gen fehlt. Die Erfindung ist je-
doch nicht auf die Verwendung von S. cerevisiae beschrankt, da das Problem der 45 kDa-Fragmentproduktion
auch bei anderen Hefegattungen gefunden wird, z. B. Pichia und Kluyveromyces, was zeigt, dass sie aquiva-
lente Proteasen besitzen (d. h. proteolytische Yap3p-Aktivitat); siehe Clerc et al (1994), Seite 253. Wir haben
dies durch Hybridisationsanalyse bestatigt, um Homologe von Yap3p in nicht-Saccharomyces-Gattungen zu
lokalisieren. Ein Gen wird allgemein als ein Homolog betrachtet, wenn die Sequenz des Translationsprodukts
eine mehr als 50%ige Sequenzidentitdt in Bezug auf Yap3p aufweist. Bei nicht-Saccharomyces-Gattungen
modgen die Yap3p-artige Protease und ihr Gen anders bezeichnet sein, dies andert aber nicht deren wesentli-
che Natur.

[0014] Das Niveau des Fragments kann noch weiter reduziert werden, wenn, genauso wie die proteolytische
Yap3p-Aktivitat eliminiert wird, die Kex2p-Funktion auch im Wesentlichen eliminiert wird, auch wenn, wie oben
erwahnt ist, die Eliminierung der Kex2p-Funktion allein das Niveau des Fragments nicht beeinflusst. Wie in
dem Fall von Yap3p ist die Kex2p-Funktion nicht auf Saccharomyces beschrankt; s. Gellissen et al (1992), ins-
besondere den Satz, der die Seiten 415 und 416 Uberbriickt, wo gezeigt ist, dass Pichia eine Kex2p-Funktion
aufweist. Die Gene, die die Kex2p-aquivalente Aktivitat bei Kluyveromyces lactis und Yarrowia lipolytica codie-

3/21



DE 695 32603 T2 2005.01.05
ren, sind geklont worden (Tanguy-Rougeau et al, 1988; Enderlin & Ogrydziak, 1994).

[0015] Ein geeignetes Mittel zum Eliminieren der Aktivitat einer Protease ist es, das Wirtsgen zu unterbre-
chen, das die Protease codiert, wodurch ein nicht umkehrender Strang erzeugt wird, dem alle oder ein Teil der
Gene flr die Protease fehlen (Rothstein, 1983). Alternativ kann die Aktivitat durch klassische Mutationserzeu-
gungsprozeduren oder durch die Einfuhrung einer spezifischen Punktmutation durch den Prozess des Trans-
placements (Winston et al., 1983) reduziert oder eliminiert werden. Vorzugsweise wird die Aktivitdt des Enzyms
auf hochstens 50% des Wildtypniveaus, mehr bevorzugt auf nicht mehr als 25%, 10% oder 5% reduziert und
am meisten bevorzugt ist sie nicht mehr nachweisbar. Das Niveau der proteolytischen Yap3p Aktivitat kann
durch Bestimmen der Produktion des 45 kDa-Fragments gemessen werden oder durch den '%I-, -Lipoprote-
intest von Azaryan et al (1993), der auch von Cawley et al (1993) verwendet wird. Proteolytische Kex2p-Akti-
vitat kann in gleicher Weise durch bekannte Tests gemessen werden, beispielsweise wie bei Fuller et al (1989)
dargestellt.

[0016] Das Albumin kann ein humanes Albumin, eine Variante davon oder ein Albumin von jedem anderen
Tier sein.

[0017] Mit "Varianten" schlieBen wir Einsetzungen, Weglassungen und Substitutionen, entweder konservativ
oder nicht konservativ, ein, wo solche Anderungen die onkotischen, die niitzlichen Liganden bindenden oder
nicht-immunogenen Eigenschaften von Albumin nicht wesentlich &ndern. Insbesondere schlie3en wir natlrlich
auftretende polymorphe Varianten von humanem Albumin; Fragmente von humanem Albumin, die die Region,
welche von Yap3p gespalten wird, umfassen, z. B. jene Fragmente, die in der EP 322 094 offenbart sind (nam-
lich HSA (1-n), wobei n 396419 ist), welche ausreichend lang sind, um die Yap3p-gespaltene Region zu um-
fassen (d. h. wo n 403-419 ist); und Fusionen von Albumin (oder Yap3p-gespaltenen Teilen davon) mit anderen
Proteinen, z. B. der Art, wie sie in der WO 90/13653 offenbart ist.

[0018] Mit "konservativen Substitutionen" sind Austauschungen innerhalb von Gruppen, so wie Gly, Ala; Val,
lle, Leu; Asp, Glu; Asn, GIn; Ser, Thr; Lys, Arg; und Phe, Tyr gemeint.

[0019] Derartige Varianten kdnnen unter Verwendung der Verfahren des Proteinengineering und der platzge-
richteten Mutationserzeugung hergestellt werden, wie unten beschrieben ist.

[0020] Ein zweiter Aspekt der Erfindung stellt ein modifiziertes Albumin bereit, das eine mindestens 90%ige
Sequenzidentitat mit einem natirlich auftretenden Albumin aufweist, wobei das natirlich auftretende Albumin
Spaltung mit der S. crevisiae-Hefeaspartylprotease 3 (Yap3p) ausgesetzt ist, wenn es in Hefe expressiviert
wird, dadurch gekennzeichnet, dass dem modifizierten Albumin eine monobasische Aminosaure an der Posi-
tion fehlt, die Arg*'® bei humanem Albumin aquivalent ist.

[0021] Praktischerweise fehlt dem modifizierten Albumin zusatzlich ein Paar basischer Aminosauren, das bei
dem naturlich auftretenden Albumin vorliegt, insbesondere eines wie Lys, Lys; Lys, Arg; Arg, Lys; oder Arg,
Arg. So ist bei einer konkreten Ausfiihrungsform das natirlich auftretende Albumin humanes Albumin, und
dem modifizierten Protein fehlt Arg*'® und optional eines von den Lys*"*- und Lys**-Lysinen oder beide. Zum
Beispiel kann das modifizierte Albumin humanes Albumin sein, das die Aminosdureaustauschungen R410A,
K413Q, K414Q aufweist. Aquivalente Modifikationen bei bovinem Serumalbumin umfassen das Austauschen
des Arg*® und/oder von oder beiden von Arg*''Lys*'?. Der Fachmann wird ohne Schwierigkeit in der Lage sein,
monobasische Platze und Paare von basischen Resten bei anderen Albuminen zu identifizieren.

[0022] Die Nummerierung der Reste entspricht der Sequenz des normalen reifen humanen Albumins. Wenn
das Albumin eine Variante (zum Beispiel eine polymorphe Form) mit einer Nettoauslassung oder -hinzufligung
von Resten N-terminal von der identifizierten Position aufweist, dann bezieht sich die Nummerierung auf die
Reste der Albuminvariante, die auf die nummerierten Positionen des normalen Albumins ausgerichtet sind,
wenn die zwei Sequenzen so ausgerichtet sind, dass sie die sichtbare Homologie maximieren.

[0023] Ein dritter Aspekt der Erfindung stellt ein Polynukleotid bereit, das solch ein modifiziertes Albumin co-
diert.

[0024] Die DNA wird in einer geeigneten Hefe expressiviert (wobei entweder die DNA fir ein modifiziertes Al-
bumin vorgesehen ist oder es der Hefe an der Yap3p-Funktion fehlt), um ein Albumin zu produzieren. So kann
die DNA, die das Albumin codiert, gemaf bekannten Techniken verwendet werden, die in geeigneter Weise
beziglich der hier enthaltenen Lehren modifiziert sind, um einen Expressionsvektor auszubilden, der dann ver-
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wendet wird, um eine geeignete Hefezelle zur Expression und Produktion des Albumins zu transformieren.

[0025] Die DNA, die das Albumin codiert, mag mit einer grof3en Vielzahl von anderen DNA-Sequenzen zur
Einfihrung in einen geeigneten Wirt verbunden werden. Die verbundenen DNA wird von der Natur des Wirts,
der Art der Einfuhrung der DNA in den Wirt und davon abhangen, ob eine episomale Erhaltung oder Integration
gewinscht wird.

[0026] Allgemein wird die DNA in einen Expressionsvektor, wie beispielsweise ein Plasmid, in der richtigen
Orientierung und dem korrekten Leserahmen fiir die Expression eingesetzt. Der Vektor wird dann durch Stan-
dardtechniken in den Wirt eingefihrt, und allgemein wird es notwendig sein, eine Selektion nach transformier-
ten Wirtszellen durchzufihren.

[0027] Wirtszellen, die von der rekombinanten DNA der Erfindung transformiert worden sind, werden dann fir
eine ausreichende Zeit unter angemessenen Bedingungen, die dem Fachmann mit Blick auf die hier offenbar-
ten Lehren bekannt sind, kultiviert, um die Expression und Sekretion des Albumins zu erlauben, das dann ge-
borgen werden kann, wie es bekannt ist.

[0028] Nuitzliche Hefeplasmidvektoren sind pRS403—406 und pRS413-416 und sind allgemein erhaltlich von
Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, USA. Die Plasmide pRS403, pRS404, pRS405 und pRS406
sind Hefe integrierende Plasmide (Yeast Integrating plasmids = Ylps) und schliefen die selektierbaren Hefe-
marker HIS3, TRP1, LEU2 und URA3 ein. Die Plasmide pRS413—-416 sind Hefezentromerplasmide (Yeast
Centromere plasmids = YCps). Andere Hefeexpressionsplasmide sind in der EP-A-258 067, der EP-A-286 424
und der EP-A-424 117 offenbart.

[0029] Die Polynukleotid codierenden Sequenzen, die das modifizierte Albumin der Erfindung codieren, mo-
gen zusatzliche Unterschiede zu jenen aufweisen, die erforderlich sind, um das modifizierte Albumin herzustel-
len. Zum Beispiel kénnen unterschiedliche Kodons substituiert werden, die dieselbe(n) Aminosaure(n) wie die
originalen Kodons codieren. Alternativ kdnnen die Substitutkodons eine andere Aminosaure codieren, die die
Aktivitdt oder Immunogenizitat des Albumins nicht beeinflusst oder die seine Aktivitat oder Immogenizitat ver-
bessert sowie seine Anfalligkeit gegenuber der Yap3p-Proteasenaktivitat reduziert. Zum Beispiel kénnen platz-
gerichtete Mutationserzeugung oder andere Techniken verwendet werden, um einzelne oder mehrfache Mu-
tation zu erzeugen, so wie Austauschungen, Einsetzungen, Weglassungen und Transpositionen, wie sie bei
Botstein und Shortle (1985) beschrieben sind. Da solche modifizierten Codiersequenzen durch Anwendung
von bekannten Techniken auf die hier enthaltene Lehre erhalten werden kénnen, liegen solche modifizierten
Codiersequenzen innerhalb des Umfangs der beanspruchten Erfindung.

[0030] Exemplarische Gattungen der Hefe, die als nitzlich in der Praxis der vorliegenden Erfindung angese-
hen werden, sind: Pichia, Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Torulopsis, Hansenula (jetzt neu klassi-
fiziert als Pichia), Histoplasma, Schizosaccharomyces, Citeromyces, Pachysolen, Debaromyces, Metschuni-
kowia, Rhodosporidium, Leucosporidium, Botryoascus, Sporidiobolus, Endomycopsis und dergleichen. Bevor-
zugte Gattungen sind jene, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, welche aus Pichia, Saccharomyces, Kluyver-
omyces, Yarrowia und Hansenula besteht. Beispiele flir Saccharomyces sp. sind S. cerevisiae, S. italicus und
S. rouxii. Beispiele fur Kluyveromyces sp. sind K. fragilis und K. lactis. Beispiele fur Hansenula (Pichia) sp. sind
H. polymorpha (jetzt Pichia angusta), H. anomala (jetzt P. anomala) und P. pastoris. Y. lipolytica ist ein Beispiel
einer geeigneten Yarrowia-Art.

[0031] Verfahren fir die Transformation von S. cerevisiae werden allgemein in der EP 251 744, der EP 258
0678 und der WO90/01063 gelehrt. Geeignete Promotoren fir S. cerevisiae umfasen jene, die assoziiert sind
mit dem PGK1-Gen, dem GAL1 oder GAL10-Gen, CYC1, PHO5, TRP1, ADH1, ADH2, den Genen fir Glyce-
raldehyd-3-Phosphatdehydrogenase, Hexokinase, Pyruvatdecarboxylase, Phosphorfructokinase, Tiosephos-
phatisomerase, Phosphorglukoseisomerase, Glukokinase, a-Matingfaktorpheromon, a-Matingfktorpheromon,
den PRB1-Promotor, den GDP1-Promotor und Hybridpromotoren, die Hybride von Teilen von 5'-regulatori-
schen Regionen mit Teilen von 5'-regulatorischen Regionen anderer Promotoren oder mit stromauf liegenden
Aktivierungsplatzen umfassen (z. B. den Promotor der EP-A-258 067).

[0032] Gunstige regulierbare Promotoren fiir die Verwendung bei Schizosaccharomyces pombe sind der mit
Thiamin unterdriickbare Promotor des nmt-Gens, wie er von Maundrell (1990) beschrieben wird, und der mit
Glukose unterdriickbar fbp1-Genpromotor, wie er von Hoffman & Winston (1990) beschrieben wird.

[0033] Verfahren des Transformierens von Pichia flr die Expression von fremden Genen werden zum Bei-
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spiel gelehrt in Cregg et al (1993) und verschiedenen Phillips-Patenten (zum Beispiel US 4,857,467); und Pi-
chia-Expressionskits sind kommerziell erhaltlich von Invitrogen BV, Leek, Niederlande und Invitrogen Corp.,
San Diego, Kalifornien. Geeignete Promotoren umfassen AOX1 und AOX2.

[0034] Das Paper von Gellissen et al (1992), das oben erwahnt ist, und Gleeson et a. (1986) J. Gen. Microbiol.
132, 3459-3465 enthalten Informationen zu Hansenula-Vektoren und — Transformation, wobei MOX1 und
FMD1 geeignete Promotoren sind; wahrend die EP 361 991, Fleer et al. (1991) und andere Publikationen von
Rhoéne-Poulenc Rorer lehren, wie Fremdproteine in Kluyveromyces sp. zu expressivieren sind, wobei PGK1
ein geeigneter Promotor ist.

[0035] Das Transkriptionsterminierungssignal ist vorzugsweise die 3'-flankierende Sequenz eines eukaryoti-
schen Gens, die geeignete Signale zur Transkriptionsterminierung und Polyadenylation enthalt. Geeignete
3'-flankierende Sequenzen kdnnen zum Beispiel jene der Gene sein, die natlrlich mit der verwendeten Expres-
sionssteuersequenz verbunden sind, d. h. sie kbnnen dem Promotor entsprechen. Alternativ kdnnen sie unter-
schiedlich sein, in welchem Fall das Terminierungssignal des S. cerevisiae ADH1-Gens bevorzugt ist.

[0036] Das Albumin wird anfanglich mit einer Sekretionsfuhrersequenz expressiviert, die jeder Fihrer sein
kann, der bei der gewahlten Hefe wirksam ist. Verwendbare Fihrer bei S. cerevisiae umfassen denjenigen des
Matingfaktor-a-Polypeptids (NFa-1) und die Hybridfiihrer der EP-A-387 319. Derartige Fuhrer (oder Signale)
werden von der Hefe abgespalten, bevor das reife Albumin in das umgebende Medium abgegeben wird. Wenn
dem Hefestrang Kex2p-Aktivitat (oder ein Aquivalent) und die yap3-Eigenschaft fehlt, kann es vorteilhaft sein,
einen Sekretionsfihrer zu wahlen, der nicht durch Kex2p von dem Albumin abgespalten werden muss. Solche
Flhrer umfassen jene von S. cerevisiae-Invertase (SUC2), die in der JP 62-096086 (erteilt als 91/036516) of-
fenbart sind, Sdurephosphatase (PHO5), die Vorsequenz von MFa-1, B-Glukanase (BGL2) und Killertoxin; S.
diastaticus-Glukoamylase II; S. carlsbergensis-a-Galactosidase (MEL1); K. lactis-Killertoxin; und Candida-Glu-
koamylase.

[0037] Verschiedene nicht limitierende Ausfihrungsformen der Erfindung werden jetzt als Beispiel und unter
Bezugnahme auf die beigefligten Zeichnungen beschrieben werden, in denen:

[0038] Fig. 1 ein allgemeines Schema der Konstruktion von mutierten rHA-Expressionsplasmiden ist, wobei
HA eine Kodiersequenz fur humanes Albumin ist; L eine Sequenz ist, die einen Sekretionsfihrer codiert, P der
PRB1-Promotor ist, T der ADH1-Terminator ist, amp ein Ampicillinwiderstandsgen ist und LEU2 der mit Leucin
selektierbare Marker ist;

[0039] Fig. 2 eine Zeichnung ist, die eine Westernblotanalyse von mutantem rHA ist, das durch S. cerevisiae
sekretiert wurde, wobei die Spur A den Kulturtiberstand von DB1 cir® pAYE316 (normales rHA) wiedergibt,
Spur B den Kulturiiberstand von DB1 cir* pAYE464 (Anderung 1) wiedergibt und Spur C den Kulturiiberstand
von DB1 cir* pAYE468 (Anderung 3) wiedergibt;

[0040] Fig. 3 ein Schema der Konstruktion von pAYES515 ist;

[0041] Fig. 4 ein Vergleich der rHA-Fragmentproduktion von Wildtyp- und proteaseunterbrochenen Stammen
ist, der als Zeichnung eines anti-HSA-Westernblots eines Kulturiiberstands von Schuttelflaschenkulturen wie-
dergegeben ist, die durch nichtreduzierende 10% SDS/PAGE separiert wurden, wobei Spur A DB1 cir°
pAYE316 entspricht, Spur B DXY10 cir® pAYE316 (yap3-Stamm) entspricht und Spur C ABB50 cir®° pAYE316
(yap3, kex2-Stamm) entspricht;

[0042] Fig. 5, 4 ahnlich ist, aber mit Coomassie Brilliant Blue gefarbtes 12,5% SDS Phastgel (Pharmacia) von
Kulturiiberstanden von Fitterungsbatchfermentationen zeigt, namlich Spur D fir den HSA-Standard, Spur E
flir DB1 cir® pAYE316, Spur F fiir DB1 Akex2 cir® pAYE522 und Spur G fir DXY10 cir® pAYE522, und
[0043] Fig. 6 ein Schema der Konstruktion von pAYE519 ist.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
[0044] Alle Standardprozeduren in Bezug auf rekombinante DNA sind so wie in Sambrook et al. (1989) be-

schrieben, solange nichts anderes angegeben ist. Die HSA-codierende DNA-Sequenz wurde von der cDNA
erhalten, die in der EP 201 089 offenbart ist.
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Beispiel 1: Modifikation der HSA-cDNA

[0045] Um die Rolle der Endoproteasen bei der Erzeugung des rHA-Fragments zu erforschen, wurde die
HSA-cDNA (SEQ1 (die eine Sequenz umfasst, die die kinstliche Sekretionsfuhrersequens der WO 90/01063
codiert)) durch platzgerichtete Mutationserzeugung modifiziert. Drei getrennte Anderungen wurden an der
HSA-Sequenz (SEQ2) vorgenommen. Die erste unter Verwendung des mutagenen Primers FOG1 anderte nur
den Arg*°-Kodon, indem er durch einen Ala-Kodon ausgetauscht wurde, wobei der dibasische Platz
Lys*"®Lys*!* intakt gelassen wurde. Die zweite Anderung unter Verwendung des Primers FOG2 anderte die
Reste 407 bis 409 einschlielich des C-terminalen Rests des Fragments von LeuLeuVal in AlaValAla. Die dritte
Anderung unter Verwendung des Primers FOG3 &nderte die Reste 410 bis 414 von ArgTyrThrLysLys (SEQ3)
in AlaTyrThrGInGIn (SEQ4). Die Oligonukleotide codierten nicht nur die Aminosaureanderungen sondern auch
konservative Basenanderungen, die entweder einen Pvull- oder einen Spel-Restriktionsplatz in den Mutanten
erzeugen, um die Detektion der gednderten Sequenzen zu erleichtern.

[0046] Einzelstrang-DNA eines M13mp19-Klons mp19.7 (EP 201 239; Fig. 2), die die HSA-cDNA enthielt,
wurde als Matrize fir die Mutationserzeugungsreaktionen unter Verwendung des in Vitro-Mutationserzeu-
gungssystems, Version 2 (Amersham International plc.) gemaR den Herstelleranweisungen verwendet. Indivi-
duelle Plaques wurden ausgewahlt und sequenziert, um die Anwesenheit der Mutationen zu bestatigen. Dop-
pelstrang-RF-DNA wurde dann von Klonen mit den erwarteten Anderungen hergestellt, und die DNA, die die
Mutation tragt wurde auf einem Xbal/Sacl-Fragment ausgeschnitten (Fig. 1). Dieses wurde verwendet, um das
entsprechende Wildtypfragment von pAYE309 (EP 431 880; Fig. 2) zu ersetzen. Die Anwesenheit des mutier-
ten Xbal/Sacl-Fragments innerhalb des Plasmids wurde je nach Eignung durch AufschlieRen mit Pvull oder Il
oder Spel Uberpruft. Diese Hindlll-Fragmente wurden ausgeschnitten und in den Expressionsvektor pAYE219
(Fig. 1) eingesetzt, um die Plasmide pAYE464 (Anderung 1, R410A), pAYE470 (Anderung 2, L407A, L408V,
V409A) und pAYE468 (Anderung 3, R410A, K413Q, K414Q) zu erzeugen. Diese Expressionsplasmide weisen
den S. cerevisiae-PRB1-Promotor (WO 91/02057) auf, der die Expression der HSA/MFa1-Flihrersequenz
(WO 90/01063) antreibt, die innerhalb des Rahmens mit der mutierten HA-codierenden Sequenz fusioniert ist,
dem der ADH1-Transkriptionsterminator folgt. Die Plasmide weisen auch einen Anteil des 2 pm-Plamids, um
Replikatonsfunktionen bereitzustellen, und des LEU2-Gens fir die Selektion der Transformanten auf.

[0047] paYE464, pAYE470 und pAYE468 wurden in S. cerevisiae DB1 cir* (a, leu2; Sleep et al, 1990) durch
Transformation eingefiihrt, und individuelle Transformanten wurden fir drei Tage bei 30°C in 10 ml YEPS (1%
Gewicht/Volumen Hefeextrakt, 2% Gewichts/Volumen Pepton, 2% Gwichts/Volumen Sukrose) gezogen, und
dann wurden die Ubersténde durch anti-HSA-Westernblots auf die Anwesenheit des rHA-Fragments unter-
sucht. Die Westernblots zeigt eindeutig an, dass das Fragment von den Stdmmen, die pAYE464 umfassten,
weiterhin produziert wurde, obwohl das Niveau gegentiber der Kontrolle, die Wildtyp-rHA expressivierte, leicht
reduziert war. Die Mutationen bei dem Plasmid pAYE470 schienen keinen Effekt auf die Erzeugung des Frag-
ments zu haben. DB1 cir* pAYE468 zeigte jedoch ein neues Muster der auf HSA bezogenen Bander mit wenig
oder keinem Fragment.

[0048] Jeweils ein Beispiel fir DB1 cir* pAYE464 und DB1 cir* pAYE468 wurde auf hohe Zelldichte durch Fit-
terungsbatchkultivierung in Minimalmedium in einem Fermenter gezogen (Collins, 1990). Kurz gesagt wurde
ein Fermenter mit 20 | Arbeitsvolumen auf 5 | mit einem anfanglichen Batchmedium gefillt, das 50 ml/l einer
konzentrierten Salzmischung (Tabelle 1), 10 ml/l einer Spurenelementlésung (Tabelle 2), 50 ml/l einer Vitamin-
mischung (Tabelle 3) und 20 g/l Sukrose enthielt. Ein gleiches Volumen von Nahrmedium, das 100 ml/I der
Salzmischung, 20 ml/l der Spurenelementmischung, 100 ml/l der Vitaminldsung und 50 g/l Sukrose enthielt,
wurde in einem separaten Behalter vorgehalten, der Uber eine Messpumpe an den Fermenter angeschlossen
war. Der pH-Wert wurde durch automatische Zugabe von Amoniumhydroxyd oder Schwefelsaure auf 5,7 + 0,2
gehalten, und die Temperatur wurde auf 30°C gehalten. Die Rihrergeschwindigkeit wurde so eingestellt, dass
sie eine geldste Sauerstoffspannung von > 20% Luftsattigung bei 1 Volumen/Volumen/Minute Luftstromrate er-
gab.
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Tabelle 1

| SalzmiSCh'ung |
Chemlkalle Konzentratlon (Q/L)
KH2P04 1140
MgSO4 1 2.0
CaCL6H0 | 3. 0
‘ ; 2 0
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Tabelle 2

Spurenelementlésung H
Chemikalie | Konzentration (g/L) |
ZnS0,.7H,0 3.0 |
FeS0,.7H,0 10.0 |
MnSO,4H,0 3.2 |
CuS0,.5H,0 0.079 |
H4BO; 1.5 ]}

KI | 0.2

Na,Mo00,4.2H,0 0.5

CoCly.6H,0

H3PO, | 7smuL |
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Tabelle 3

Vitaminlésung

........... " m

Cher;nikalie Konzentration (g/L

| CA-Pantothenat 1.6

oo

Nikotinsaure 1.2
m-Inositol 12.8

| Thiamin-HCI | 0.32

Pyridoxin-HCI | 0.8

" Biotin | 0.008

oseziss
- oe———

[0049] Der Fermenter wurde mit 100 ml einer Ubernachtkultur von S. cerevisiae beimpft, die in gepuffertem
Minimalmedium (Hefestickstoffbasis [ohne Aminos&duren, ohne Amoniumsulphat, Difco] 1,4 g/l, (NH,),SO, 5
g/l, Zironensauremonohydrat 6.09 g/l, Na,HPO, 20.16 g/I, Sukrose 20 g/L, pH-Wert 6,5) gezogen worden war.
Die anfangliche Batchfermentation schritt voran bis die Kohlenstoffquelle aufgebraucht war, wobei an diesem
Punkt die Messpumpe eingeschaltet wurde und die Zugabe von Nahrung computergesteuert wurde (the mic-
roMFCS system, B. Braun, Melsungen, Deutschland), unter Verwendung eines Algorithmus, der auf demjeni-
gen basiert, der von Wang et al. (1979) entwickelt wurde. Ein Massespektrometer wurde in Verbindung mit dem
Computersteuerungssystem verwendet, um die Abgase von der Fermentation zu iberwachen und um die Zu-
gabe der Nahrung zu steuern, um eine vorgegebene Wachstumsrate aufrecht zu erhalten (beispielsweise 0,1
h™). Die maximale Umwandlung von Kohlenstoffsubstrat in Biomasse wird durch Halten des Atmungskoeffizi-
enten unter 1,2 erreicht (Collins, 1990), und auf diese Weise kdnnen Zelldichten von ungefahr 100 g/l Zelltro-
ckengewicht erreicht werden. Die Kulturiiberstande werden mit jenen eines Erzeugers von Wildtyp-rHA durch
Coomassiegefarbte SDS/PAGE und durch Westernblots verglichen. Diese zeigten an (Fig. 2), dass, wahrend
die Eliminierung der Monobase Arg*'® (pAYE464) das Niveau des Fragments um eine nutzbare Menge redu-
zierte, die Entfernung beider potentiellen Proteasenplatze (pAYE468), das 45 kDa-Fragment nahezu beseitig-
te.

[0050] Die obigen Daten weisen darauf hin, dass die Erzeugung des rHA-Fragments auch auf einen endo-
proteolytischen Angriff zuriickgeht, obwohl die Abwesenheit eines Effekts beim Entfernen des potentiellen
Kex2p-Platzes Lys**Lys*"* (Sleep et al., 1990, und bestatigt durch andere Studien, die hier nicht angefihrt
sind), soweit sie nicht mit der Beseitigung von Arg*'® kombiniert wird, auf eine komplexere Etiologie hingewie-
sen hatte. Die Reduktion der Menge des Fragments bei dem mutierten rHA kdnnte im Prinzip auf einen Effekt
der Anderungen auf die Kinetik des Faltens des Molekiils zuriickgehen und nicht auf die Entfernung der Pro-
teasenspaltungsplatze.

Beispiel 2: Unterbrechung des YAP3-Gens

[0051] Das YAP3-Gen, das Hefeaspartylprotease 3 kodiert, wurde durch den Prozess der Genunterbrechung
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(Rothstein 1983) mutiert, der effektiv Teile der YAP3-kodierenden Sequenz zerstérte, wodurch die Produktion
von aktiver Yap3p verhindert wurde.

[0052] Vier Oligonukleotide, die fiir die PCR-Verstarkung der 5'- und 3'-Enden des YAP3-Gens geeignet sind
(Egel-Mitani et al. 1990), wurden unter Verwendung eines Applied Biosystems 380B Oligonukleotide Synthe-
siser synthetisiert. Um dem Leser zu helfen, fiigen wir als SEQ15 die Sequenz des YAP3-Gens an, von dem
541-2250 die kodierende Sequenz ist.

5'-Ende

YAP3A: 5-CGTCAGACCTTGCATGCAGCCAAGACACCCTCACATAGC-3/
(SEQS)

YAP3B: 5'~CCGTTACGTTCTGTGGTGGCATGCCCACTTCCAAGTCCACCG~3'
(SEQ6)

3'-Ende

YAP3C: 5/~GCGTCTCATAGTGGAAAAGCTTCTAAATACGACAACTTCCCC-3'

. (SEQ7)

YAP3D: 5/-CCCAAAATGGTACCTGTGTCATCACTCGTTGGGATAATACC-3'.
(SEQ8)

[0053] PCR-Reaktionen wurden durchgefiihrt, um die 5'- und 3'-Enden des YAP3-Gens von genomischer S.
cerevisiae-DNA einzeln zu verstarken (Clontech Laboratories, Inc.). Die Konditionen waren wie folgt: 2,5 pg/mi
genomische DNA, 5 pg/ml jedes Primers, denaturiere bei 94°C fir 61 Sekunden, lasse an bei 37°C fir 121
Sekunden, weite aus (engl.: extend) bei 72°C fur 181 Sekunden fir 40 Zyklen, gefolgt von einer 4°C Einwei-
chung (engl.: soak), unter Verwendung eines Perkin-Elmer-Cetus Thermal Cycler und eines Perkin-Elmer-Ce-
tus PCR-Kits gemaf den Herstellerempfehlungen. Die Produkte wurden durch Gelelektrophorese analysiert,
und es wurde herausgefunden, dass sie von der erwarteten GroRe waren. Das 5'-Fragment wurde mit Sphl
aufgeschlossen und in den Sphl-Platz von pUC19HX (pUC19, dem ein Hindlll-Platz fehlt) geklont, um
pAYE511 (Fig. 3) zu ergeben, bei dem die Orientierung so ist, dass das YAP3 zu dem Kpnl-Platz des
pUC19HX-Polylinkers hin transkribiert wiirde. Das 3'-YAP3-Fragment wurde mit Hindlll und Asp718 (einem
Isoschizomer von Kpnl) aufgeschlossen und in pUC19 ligatiert, das mit Hindlll/Asp718 aufgeschlossen war,
um pAYES512 zu ergeben. Eine Plasmid-DNA-Sequenzierung wurde an den Einsatzungen ausgefihrt, um zu
bestatigen, dass die gewiinschten Sequenzen kloniert worden waren. Das Hindlll/Asp718-Fragment von
pAYE512 wurde dann in die entsprechenden Platze von pAYE511 subgeklont, um pAYE513 (Fig. 3) zu erge-
ben, wobei die 5'- und 3'-Regionen von YAP3 mit einem einzigen HindllI-Platz zwischen ihnen korrekt orientiert
sind.

[0054] Das URA3-Gen wurde von YEp24 (Botstein et al. 1979) als HindllI-Fragment isoliert und dann in die-
sen Platz eingesetzt, um pAYE515 (Fig. 3) zu ergeben, wobei URA3 von den 5'- und 3'-Regionen von YAP3
flankiert ist, und in der entgegengesetzten Richtung zu YAP3 transkribiert.

[0055] Ein ura3-Derivat vom Stamm DB1 cir® pAYE316 (Sleep et al. 1991) wurde durch ungerichtete chemi-
sche Mutationserzeugung und Selektion nach Widerstand gegentiiber 5-Fluororolsaure selektiert (Boeke et al.
1987). Der Stamm wurde tber Nacht in 100 ml gepuffertem Minimalmedium gezogen, und die Zellen wurden
durch Zentrifugation gesammelt und dann einmal mit sterilem Wasser gewaschen. Die Zellen wurden dann in
10 ml sterilem Wasser resuspendiert, und 10 ml Aliquots wurden in separaten 15 ml Falcon-Réhrchen ange-
ordnet. Eine 5 mg/ml Lésung von N-Methyl-N'-Nitro-M-Nitrosoguanidin (NTG) wurde dann zu den Réhrchen
wie folgt zugegeben: 0 pl, 20 pl, 40 pl, 80 pl oder 160 pl. Die Zellen wurden dann bei 30°C fir 30 Minuten in-
kubiert und dann zentrifugiert und dreimal mit sterilem Wasser gewaschen. AbschlieRend wurden die Zellen in
1 ml YEP (1% Gewicht/Volumen Hefeextrakt, 2% Gewichts/Volumen Bactopepton) resuspendiert und bei 4°C
gelagert. Der Prozentsatz der Zellen, die die mutagene Behandlung Uberlebten, wurde durch Ausbreiten von
Verdiinnungen der Proben auf YEP-Platten, die 2% Gewichts/Volumen Sukrose enthielten, und Inkubieren bei
30°C flr drei Tage bestimmt. Zellen aus der Behandlung, die ungefahr 50% Uberlebensrate ergaben, wurden
auf YEP-Platten gezogen, die 2% Gewichts/Volumen Sukrose enthielten und dann auf YNB-Minimalmedium,
das 2% Gewichts/Volumen Sukrose enthielt und mit 5-Fluororotsaure (1 mg/ml) und Uracil (50 pg/ml) versetzt
war, plattenrepliziert. Kolonien, die in der Lage waren, auf diesem Medium zu wachsen, wurden gereinigt, dar-
auf getestet, dass sie nicht in der Lage waren, in der Abwesenheit von Uracilzugabe zu wachsen und dass
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dieser Defekt durch Einfihren des URA3-Gens durch Transformation korrigiert werden konnte. Ein solcher
Stamm, DBU3 cir®° pAYE316, wurde mit dem Sphl/ASP718-YAP3-URA3-Yap3-Fragment von pAYE515 unter
Selektion nach Ura*-Kolonien transformiert. Ein Southernblot von aufgeschlossener genomischer DNA einer
Anzahl von Transformanten wurde mit den 5'- und 3'-Enden des YAP3-Gens getestet und bestatigte die Unter-
brechung des YAP3-Gens. Ein anti-HSA-Westernblot von YEPS-Schittelkolbenliberstanden von zwei Trans-
formanten zeigte an, dass die Unterbrechung des YAP3 die rHA-Fragmentniveaus deutlich reduzierte.

[0056] Ein yap3-Derivat von DBU3 cir® pAYE316, bezeichnet als DXY10 cir° pAYE316, wurde mehrfach durch
Fltterungsbatchfermentation in Minimalmedium auf hohes Zelltrockengewicht gezogen. Wenn Uberstande
durch Coomassie-gefarbte PAGE und anti-HSA Westernblots (Fig. 4 und 5) untersucht wurden, war die Re-
duktion beim Niveau des rHA-45 kDa-Fragments deutlich zu sehen; Abschatzungen der Menge des reduzier-
ten Produkts variieren von einem Drittel bis einem Funftel der Niveaus, die bei dem YAP3-Vorgangern gesehen
werden. Die Menge des erzeugten rHA war umgekehrt von der yap3-Mutation nicht betroffen, tatsachlich wur-
de herausgefunden, dass DXY10 cir® pAYE316 30-50% mehr rHA produziert als das YAP3-Aquivalent DB1
cir® pAYE316. Trotz der Tatsache, dass die Spaltung der Fiihrersequenz von der HA-Sequenz C-terminal von
einem Paar von basischen Resten ist, wurde herausgefunden, dass das rHA den richtigen N-Terminus auf-
weist.

[0057] Die Fermentationsbouillon wurde zentrifugiert, um die Zellen zu entfernen, und dann wie folgt einer af-
finitdtschromatographischen Reinigung unterworfen. Der Kulturiberstand wurde durch eine Cibacron Blue
F3GA Sepharose Saule (Pharmacia) hindurchgefihrt, die dann mit 0,1 M Phosphatglycinpuffer, pH-Wert 8,0,
gewaschen wurde. Das rHA wurde dann von der Saule mit 2 M NaCl, 0,1 M Phosphatglycin, pH-Wert 8, eluiert
und war an diesem Punkt >95 rein. Es kann durch im Stand der Technik bekannte Techniken weiter gereinigt
werden.

[0058] Das Albumin kann alternativ von dem Kulturmedium durch jede einer Reihe von bekannten Techniken
zum Reinigen von Albumin aus Serum oder Fermentationskulturmedien aufgereinigt werden, zum Beispiel
durch jene, die in der WO 92/04367, von Maurel et al (1989), Curling (1980) und in der EP 524 681 offenbart
sind.

Beispiel 3: Unterbrechung des KEX2-Gens bei einem yap3-Stamm

[0059] Um einen Stamm zu konstruieren, dem es sowohl an Yap3p als auch an Kex2p-Aktivitat fehlt, wurde
ein lys2-Derivat des Hefestamms DXY10 cir® (pAYE316) durch ungerichtete chemische Mutationserzeugung
und Selektion beziiglich des Widerstands gegeniiber a-Aminoadipat erhalten (Barnes und Thorner, 1985). Zel-
len wurden wie in Beispiel 2 mutageniert und dann auf YNB-Minimalmedium plattiert, das 2% Gewicht/Volumen
Sukrose enthielt und mit 2 mg/ml DL-a-Aminoadipat als einzige Stickstoffquelle und 30 pg/ml Lysin versetzt
war. Kolonien, die in der Lage waren, auf diesem Medium zu wachsen, wurden gereinigt und getestet, um zu
verifizieren, dass sie nicht in der Lage waren, in der Abwesenheit der Lysinzugabe zu wachsen, und dass die-
ser Defekt durch Einfihrung des LYS2-Gens durch Transformation korrigiert werden konnte. Dieser Stamm
wurde dann durch den Prozess der Genunterbrechung mutiert, der effektiv Teile der KEX2-codierenden Se-
quenz unterbrach, wodurch die Produktion von aktiver Kex2p verhindert wurde. Um dem Leser zu helfen, wird
die Sequenz des KEX2-Gens hier als SEQ14 reproduziert, von der 1329-3773 die kodierende Sequenz ist.

[0060] Vier Oligonukleotide, die fiir die PCR-Verstarkung der 5'- und 3'-Enden des KEX2-Gens geeignet sind
(Fuller et al., 1989) wurden unter Verwendung eines Applied Biosystems 380B Oligonukleotide Synthesizer
synthetisiert.

5'-Ende
KEX2A: 5/-CCATCTGGATCCAATGGTGCTTTGCCCAAATAAATAGTTTCAGC~3
(SEQ9)

KEX2B: 5'~GCTTCTTTTACCGGTAACAAGCTTGAGTCCATTGG-3!
(SEQLO)
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3'-Ende

KEX2C: 5'~-GGTAAGGTTTAGTCGACCTATTTTTTGTTTTGTCTGC~3'
(SEQL1)
KEX2D: S'-GGAAACGTATCGAATTCGATATCATTGATACAGACTCTGAGTACG-3'
(SEQ12)

[0061] PCR-Reaktionen wurden ausgefiihrt, um die 5'- und 3'-Enden des KEX2-Gens von genomischer S. ce-
revisiae-DNA individuell zu verstarken (Clontech Laboratories Inc.). Die Bedingungen waren wie folgt: 2.5
pg/ml genomische DNA, 5 pug/ml von jedem Primer, denaturiere bei 94°C fiir 61 Sekunden, lasse an bei 37°C
fir 121 Sekunden, weite aus bei 72°C fiir 181 Sekunden flr 40 Zyklen, gefolgt von einer 40°C Einweichung,
unter Verwendung eines Perkin-Elmer-Cetus Thermal Cycler und eines Perkin-Elmer-Cetus PCR-Kits gemaf
den Empfehlungen des Herstellers. Die Produkte wurden durch Gelelektrophorese analysiert, und es wurde
herausgefunden, dass sie von der erwarteten GroRe waren (0.9 kb fur das 5'-Produkt und 0.62 kb fiir das
3'-Produkt). Das 5'-Produkt wurde auch mit BamHI und Hindlll aufgeschlossen, und das 3'-Produkt wurde mit
Hindlll und Sall aufgeschlossen, und dann wurden die beiden Fragmente zusammen in pUC19HX kloniert, das
mit BamHI und Sall aufgeschlossen war. Ein 4,8 kb Hindlll-Fragment, das das S. cerevisiae-LYS2-Gen auf-
weist (Barnes & Thorner, 1985) wurde dann in das resultierende Plasmid bei Hindlll eingesetzt (d. h. zwischen
die zwei KEX2-Fragmente), um pAYE519 auszubilden (Fig. 6).

[0062] Das lys2-Derivat von DXY10 cir® (pAYE316), lys2-16, wurde mit dem 6.0 kb KEX2-LYS2-KEX2-Frag-
ment von pAYES519 transformiert, wobei Lys*-Kolonien selektiert wurden. Ein Southernblot von aufgeschlosse-
ner genomischer DNA einer Anzahl von Transformanten wurde mit den 5'- und 3'-Enden des KEX2-Gen ge-
testet und bestatigte die Unterbrechung des KEX2-Gens. Ein anti-HSA-Westernblot von YEPS-Schittelkol-
benkulturiiberstanden dieser Transformanten zeigte an, dass die Unterbrechung des KEX2 bei einem
yap3-Stamm das Niveau des rHA-Fragments trotz des Fehlens eines Effekts der Unterbrechung nur des KEX2
in Beispiel 4, unten, noch weiter reduzierte. Eine Analyse der von einem solchen Stamm, ABB50, erzeugten
rHA zeigte, dass die Fuhrersequenz falsch verarbeitet wurde, was zu einem abnormalen N-Terminus fihrte.

[0063] Der Stamm ABB50 (pAYE316) wurde von seinem Plasmid getrocknet (eng.: cured) (Sleep et al, 1991)
und mit einem ahnlichen Plasmid pAYE522 transformiert, bei dem die Hybridflihrersequenz durch die S. cere-
visiae-Invertase-(SUC2)-Fiihrersequenz so ersetzt worden war, dass der codierte Flihrer und die Verbindung
mit der HSA-Sequenz wie folgt waren:

MLLQAFLFLLAGFAAKISA { DAHKS . (SEQI13)

Invertasefuhrer HSA

[0064] Bei diesem Konstrukt hangt die Spaltung der Fihrersequenz vom HSA nicht von der Aktivitat der
Kex2-Protease ab. Von dem Stamm ABB50 (pAYES522) wurde herausgefunden, dass er rHA mit einem ahnlich
niedrigen Niveau an rHA-Fragment produziert, dass aber in diesem Fall der M-Terminus demjenigen von aus
Serum erhaltenem HSA entspricht, d. h. es lag eine effiziente und prazise Entfernung der Fiihrersequenz vor.

Beispiel 4: Unterbrechung nur des KEX2-Gen (Vergleichsbeispiel)

[0065] Durch ein ahnliches Verfahren wie dasjenige, das im Beispiel 3 offenbart ist, wurde das KEX2-Gen bei
S. cerevisiae unterbrochen. Dieser Stamm hatte die proteolytische Yap3p-Aktivitat und lag deshalb nicht inner-
halb des Umfangs der Erfindung. Wenn dieser Stamm in Fitterungsbatchfermentation gezogen wurde, enthielt
das produzierte rHA &hnliche Mengen an Fragment wie dasjenige, das von Stdmmen mit einem intakten
KEX2-Gens produziert wird. Zusatzlich war das Gesamtniveau an rHA reduziert, und die Fihrersequenz wurde
nicht korrekt verarbeitet, was zu einem abnormalen M-Terminus fihrte.

Beispiel 5: Identifikation von aquivalenter Protease bei Pichia
[0066] Wie oben angemerkt wurde, produziert nicht-Saccharomyces-Hefe in dhnlicher Weise das uner-
winschte Fragment von rHA und weist deshalb die proteolytische Yap3p-Aktivitat auf. Wir haben dies durch

Durchfuhren einer Southernhybridisierung von Pichia angusta-DNA unter Verwendung des S. cerevi-
siae-YAP3-Gens als Sonde bestatigt. Ein spezifisches DNA-Fragment wurde identifiziert, was anzeigte, dass
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nicht nur die proteolytische Yap3p-Aktivitat bei P. angusta vorliegt, sondern dass auch ein spezifisches Homo-
log des YAP3-Gens ebenfalls vorliegt.

[0067] Das Verfahren der Southernhybridisierung, das zum Detektieren des YAP3-Homologs verwendet wur-
de, kann angepasst werden, um die Gensequenz von einer genomischen DNA-Datenbank von Pichia-DNA un-
ter Verwendung von Standardprozeduren (Sambrook et al., 1989) zu klonieren. Die Unterbrechung des
YAP3-Homologs in Pichia sp. kann unter Verwendung &hnlicher Techniken wie jener erreicht werden, die oben
fur Saccharomyces verwendet wurden (Gregg und Madden, 1987).
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Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.
Dieses kann von der amtlichen Veroffentlichungsplattform des DPMA heruntergeladen werden.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Herstellen von Albumin, das das Kultivieren einer Hefe in einem Kulturmedium umfasst,
so dass das Albumin in das Medium sekretiert wird, wobei die Hefe genetisch modifiziert worden ist, um das
Albumin zu erzeugen und zu sekretieren, dadurch gekennzeichnet, dass die Hefe auch modifiziert worden
ist, um die Hefeaspartylprotease 3-Aktivitdt der Hefe zu reduzieren, durch Unterbrechen des Gens, das die
Protease kodiert, oder durch klassische Mutationserzeugungsverfahren oder durch Einfiihren einer spezifi-
schen Punktmutation.
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2. Verfahren zum Herstellen von Albumin durch Sekretion von einer Hefe, die genetisch modifiziert ist, um
das Albumin zu produzieren und zu sekretieren, das das Kultivieren der Hefe in einem Kulturmedium umfasst,
so dass das Albumin in das Medium sekretiert wird, dadurch gekennzeichnet, dass der Hefe ein funktionales
YAP3-Gen oder ein Homolog davon fehlt, welches ein Protein mit Hefeaspartylprotease 3-proteolytischer Ak-
tivitat kodiert.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Hefe S. cerevisiae ist.
4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Hefe Pichia ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die Hefezellen zuséatzlich ein reduziertes Niveau an
S. cerevisiae-Kex2p-proteolytischer Aktivitat aufweist.

6. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei das Albumin ein humanes Albumin ist.

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei das Albumin von dem Kulturmedium auf-
gereinigt wird, um gereinigtes Albumin zu ergeben.

8. Kultur von Hefezellen, die eine Polynukleotidsequenz enthalten, welche ein Albumin kodiert, und eine
zweite Polynukleotidsequenz, die ein Sekretionssignal kodiert, welches verursacht, dass von der ersten Poly-
nukleotidsequenz expressiviertes Albumin von der Hefe sekretiert wird, dadurch gekennzeichnet, dass die
Hefe modifiziert worden ist, um die Hefeaspartylprotease 3-Aktivitat der Hefe zu reduzieren, durch Unterbre-
chen des Gens, das die die Protease kodiert, oder durch klassische Mutationserzeugungsverfahren oder durch
Einfihren einer spezifischen Punktmutation.

9. Kultur nach Anspruch 8, wobei der Hefe ein funktionales YAP3-Gen oder ein Homolog davon fehlt, das
ein Protein mit Hefeaspartylprotease 3-proteolytischer Aktivitat kodiert.

10. Kultur nach Anspruch 8 oder 9, wobei das Albumin ein humanes Albumin ist.
11. Kultur nach einem der Anspriiche 8 bis 10, wobei die Hefe S. cerevisiae ist.

12. Kultur nach einem der Anspriiche 8 bis 11, wobei das Signal von der Hefe vor dem Freigeben des Al-
bumins von der Hefe abgespalten wird.

13. Kultur nach einem der Anspriiche 8 bis 12, wobei die Hefezellen zusatzlich ein reduziertes Niveau an
Kex2p-proteolytischer Aktivitat aufweisen.

14. Kultur nach Anspruch 13, wobei das Sekretionssignal von dem Albumin durch eine andere Protease
als Kex2p abgespalten wird.

15. Modifiziertes Albumin mit mindestens 90% Sequenzidentitat mit einem naturlich auftretenden Albumin,
wobei das natirlich auftretende Albumin einer Spaltung mit Hefeaspartylprotease 3 (Yap3p) zuganglich ist,
wenn es in Hefe expressiviert und sekretiert wird, dadurch gekennzeichnet, dass dem modifizierten Albumin
eine monobasische Aminosaure an der Position fehlt, die Arg410 bei humanem Albumin entspricht.

16. Modifiziertes Albumin nach Anspruch 15, wobei dem modifizierten Albumin zusétzlich ein Paar von Ba-
sisaminosauren fehlt, die in naturlich vorkommendem Albumin vorliegen.

17. Modifiziertes Albumin nach Anspruch 16, wobei das Paar von Aminosauren Lys, Lys; Lys, Arg; Arg, Lys
oder Arg, Arg ist.

18. Modifiziertes Albumin nach Anspruch 15, wobei das nattirlich vorkommende Albumin ein humanes Al-
bumin ist und optional die Reste 413 und 415 nicht jeweils aus Lysin oder Arginin bestehen.

19. Modifiziertes Albumin nach Anspruch 18, das ein Humanalbumin mit den Aminosaurednderungen
R410A, K413Q, K414Q aufweist.

20. Polynukleotid, das ein modifiziertes Albumin gemaf einem der Anspriiche 15 bis 19 kodiert.
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21. Hefe, die ein Polynukleotid nach Anspruch 20 enthalt, das Transkriptionssignale kodiert, so dass das
modifizierte Albumin in der Hefe expressiviert wird, und ein weiteres Polynukleotid benachbart dem besagten
Polynukleotid, so dass das modifizierte Albumin von der Hefe sekretiert wird.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3

5'-und 3' - Regionen von YAP3 erhalten durch PCR:
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Fig. 4
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Fig. 6

5'-und 3'- Regionen von KEX2 erhalten durch PCR:
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