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ERFINDUNGSANSPRUCH

Verfahren zum Herstellen von transformierter Y. lipolytica,
die keine alkalische Protease produziert, dadurch gekennzeichnet,
dat es das Transformieren eines XPR*-Stammes von Y. lipolytica mit
einem XrR-Expressionsgebilde umfafit.

Hierzu 17 Seiten Zeichnungen




267998

. Verfahren zum Hersteilen vorn transformierter
Yarrowia Lipolytica, die keine alkalische

Protease produziert

g U g e e e R R

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum llerstellen
von trarsformierter Y, livolytica, die keine alkalische Pro-

tease preoduziert,

Ganz allgemein bezieht sich die Erfindung auf die Technologie
der Proteinsekretjon aus Hefe und insbesondere auf rakom-
binante Yarrowia lipolytica-Klonierungsvehikel, die hetero-

loge DNA enthalten, welche flir die Cxpression und Sekretion

von Saugerproteinen (z.B. Prochymosin) und anderen Polypep-

tiden codiert, vad auf Expressionsvektoren, die einen Y.
lipolytica-Genpremotor (z.B. XPR2 odei LEU2), eine Signal-

sequenz (oder Prdsequenz) der alkalischen »rotease, eine Proregion
unc eine XPR2-Terminatorregion enthalten, und Varian-

ten oder funktionelle Aquivalente hiervon, die durch Degencra-
tion des genetischen Codes oder durch die Verwendung von
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anderen Genbestandteilen von Y _lipolytica entstehen. Speziell
bezjeht sie sich auf transform.erte Hefen, die diese
Expressions- und Sekretionsvektoren tragen.

Charakteristik der bekannten technischen LGsungen

Die wirtschaftliche Attraktivitdt eines stetigen und aus-
reichenden Angebotes an einer Vielzahl von Proteinen oder
Polypeptiden, die fiir einen Industriezweig (z.B. Prorennin,
Rinderwachstumshormon) oder fiir medizinische Zwecke (z.B.
Urogastron, Gewebeplasminogenaktivator, menschliches Anaphy-
latoxin CSa) von Wert sind und insbesondere an solchen, die
aus einer Quelle stammen, welche hohe Qualitdtsprodukte in
laicht gewinnbarer, funktioneller Form liefert, veranlaBte
viele Forscher dazu, die Technologie rekombinanter DNA auf
Mikroorganismen als "Fabriken" fiir die Herstellung hetero-

loger ¥ioieine anzuwenden.

Ausgedennte Studien sind auf die Proteinsekretion als mog-
liche Ldsung fiir Schwierigkeiten éerichtet, die bei der
Gewinnung 2xcogener oder heterologer (fremder) Proteine in
einer biologisch aktiven Form aus jntrazelluldren Anhdufungen
in rekombinanten Wirtszellen, insbesondere aus Escherichia
coli, auftreten. Ir E. coli wird das heterologe Protein
haufig innerhalb der Zelle in Form von refraktilen EinschluB-
kOrpern prcduziert. Solch ein Protein besitzt im allgemeinen
nur cevinge Wasseridslichkeit und hat wenig oder keine biolo-
gische pktivitdt. Extrahieren dieses Proteins aus den refrak-
tilen FinschluBkdérpern umfadt im allgemeinen intensives che-
mnisches Behandeln, das eventuell tever ist und dazu fiihren
kann, daB wenig oder gar kein Protein in der gewiinschten, na-
tiven, biologisch aktiven Form isoliert wird. AuBerdem wird

die Wahrscheinlichkeit der Kontamination des genannten Pro-
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teins mit unerwiinschten, von E. coli produzierten Substanzen
dadurch vergréBert, daB es notwendig ist, die Zellen aufzu-
brechen, um die refraktilen Korper freizusetzen. Auch andere
Organismen als E. coli produzieren heterologes Protein in
unldslicher, intrazelluldrer Form. Bespielsweise offenbart
das britische Patent 2,091,271, verdffentlicht am 28. Juli
1982, eine genetische Modifikation von S. cerevisiae mittels
der Technologie rekombinanter DNA, um Rennin oder Chymosin
des Kalbes - die Ausdriicke sind hier auswechselbar verwendet
- zu exprimieren. Angesichts dieser Schwierigkeiten hat man
sich bei dem Versuch, das Protein in einer nativen, aktiven
Konfiguration herzustellen, der Sekretion des genannten
Proteins aus dem Wirtsorganismus zugewandt.

Ob ein bestimmtes Protein, einschlieBlich heterologen Pro-
teins, oder ein Polypeptid durch einen gegebenen Organismus
sezerniert wird, scheint vom Protein abzuhangen. In den meis-
ten etkariotischen Zellen ist ein Teil der Proteinsynthese-~
maschinerie mit der Membran des endoplasmatjischen Retikulums
assoziiert und die Sequenz von Aminosduren (genannt die
"Signalsequenz"), die sich nahe dem Aminoende der in Entste-
hung begriffenen Polypeptidkette befindet, dient dazu, das
Protein zur Durchguerung der Membran zu veranlassen. Die
Signalsequenz wir” anschlieBend wdhrend des Sekretionsprozes-
ses proteolytisch gespalten, was aktives, reifes Protein
ergibt., Verschiedene Versuche sind gemacht worden, um Verfah-
ren zur Sekretion von heterologen Proteinen unter Verwendung
von Signalsequenzen in Mikroorgarismen, einschlieBlich

Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae, und in Sduger-

zellen in Kultur zu entwickeln. Die genannten Organismen

haben sich jedoch nicht als ideal erwiesen.

Inhdrente Eigensciiz®ten von B. subtilis - er sezerniert bei-
spielsweisc viele Proteine, darunter zahlreiche Proteasen,
die leicht cdas sekretierte heterologe Protein abbauen;
Instabilitdt transformierter Stamme, die aus dem Verlust
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Letezologer DNA folgt - haben seine Nutzbarmachung

verhindert.

Sadugerzellen sind mit Erfolg gentechnologischen Manipulatic-
nen unterworfen worden, um heterologe Proteine zu exprimieren
und zu sezernieren, aber diese Systeme sind technologisch
anspruchsvoll und in der Handhabung teuer und bleiben fiir die
kommerzielle Herstellung der meisten Proteine als Produkte

unbrauchbar.

Obwohl Untersuchungen iber Proteinsekretion mit S. cerevi-
siae erfolgreicher varen als solche mit B. subtilis, scheint
selbst S. cerevisiae einigen inhdrenten Beschrdnkungen in
seiner Eigenschaft als System flir die Proteinsekretion zu
unterliegen. Die europaische Patentanmeldung 0123544, verof-
fentlicht am 31. Oktober 1984, beschreibt die Isolierung des
alpha-Faktor-Cenes von S. cerevisiae v:d die Verwendung von
dessen Promotor- und/oder Signalpeptid-Teilen in Kombination
mit DNA, die fiir Proteine codiert, die fiir Hefe heterolog
sind, in einem Plasmid fliir die Transformation von Hefezellen,
die in der Lage sind, in Zellkultur diskretes, reifes Protein
zu produzieren. Die europdische Patentanmeldung 0088632, ver-
Offentlicht am 14, September 1983; beschreibt ein Verfahren
fir die Expression und Sekretion von heterologem Protein in
S. cerevisiae. Jedoch scheint die Gr6Be des Proteins, das S.
cerevisiae wirksam mit diesem und anderen Sekretionssystemen
sezernieren kann, auf etwa 20,000 Dalton beschrankt zu sein.
Die Uberwindung dieser allgemeinen Ineffizienz von S. cerevi-
siae als Sekretionsorganismus machte vielfache Anderungen
durch Mutationen notig, wie von Smith et al., Science 229,
1219-1224 (1985) beschrieben., Eine Ausnahme dieses allgemei-
nen Trends ist die Beobachtung, daB Aspergillus-Enzyme, die
groBer als 20,000 sind, anscheinend durch S. cerevisiae sezer-
niert werden konnen, aber diese Enzyme werden von S.
cerevisiae in hohem MaBe glycosyliert und dies konnte die
Wirksamkeit der Sekretion beeinflussen.
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Besonderes Interesse ist auf Yarrowia lipolytica, eine indus-

triell wichtige Hefespecies, die zur Herstellung von Citronen-
sdure und Einzeller-Protein ver-
wendet wird, gerichtet. Sie kann auBerdem zur Herstellung von
Erythritol, Mannit und Isopropyldpfelsaure verwendet wer-
den. Im Gegensatz zu S. cerevisiae ist Y. lipolytica wegen
ihrer F3higkeit, Proteine mit hoherem Molekulargewicht (alka-
lische Frotease, saure Frotease und RNAse) wirkungsvoll in
ihr Wachstumsmedium zu sezernieren, wodurch sie die Mdglich-
keit der Gewinnung heterologer Proteine in nativem Zustand
oitne die Notwendigkeit der Zerstdirung der produzierenden
Zellen gestattet, von besonderem Interesse und Wert. AuBerdem
sezerniert Y., lipolytica quantitativ nur wenig Proteine,
wcdurch sie die Moglichkeit zur Herstellung eines gewlinschten
heterologen Proteins im Wachstumsmedium 1ls vorherrschender
Proteinspezies und die Vereinfachung der Gewinnung dieses

heterologen Proteinproduktes bietet.

Y. lipolytica prcduziert groBe Mengen an extrazelluldrer
Protease., Dies ist das von Y. lipolytica vorwiegend sezer-
nierte Protein. Die jeweilige Protease {alkalisch, sauer oder
neutral) wird durch den verwendeten Stamm der Y. lipolytica
bedingt {(Ogrydziak et al., J. Gen. Microbiol. (1982), ;gg,'
1225-1234) . Uber eine teilweise erfolgte Sequenzanalyse der
N-terminalen Aminosduresequenz alkalischer extrazelluldrer

Protease wurde von Ogrydziak et al., (loc. cit.) berichtet,

Die anhdangige amerikanische Patentanmeldung mit.dem Akten-
zeichen 634,505, eingereicht am 25. Juli 1984, beschreibt
Verfahren fiir die Transformierung von Y. lipolytica und fir
die Klonierung von Y. lipolytica-Genen durch Komplementierung
von Mutationen. Sie offenbart die Klonierung des XPR2-Gens,
das fiir eine sezernierte alkalische Protease codiert, durch
Komplementierung einer xpr2-Mutation von Y. lipolytica. Die
Methodologie umfaBt die Transformierung eines Wirtsstammes
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von Y. lipolytica durch eine teilweise Bgl II-Verdauung einer
Y. lipolytica-Genbank im Vektor pLD40, beschrieben in der
europdischen Anmeldung 0138508, verSffentlicht am 24. April
1985, der korrespondierenden Anmeldung zu der obengenannten

US-Anmeldung.

2iel der Erfindung

Die vorliegende Erfindung stellt eine Methodologie fiir die
Herstellung von Vektoren zur Verfligung, welche, wenn sie in
Y. lipolytica eingefiihrt werden, den Wirten die Fihigkeit zur
Herstellung spezifischer Proteine, die von heterologer DNA

aus beliebiger Quelle, aber insbesondere von eukarYotischer
und synthetischer DNA codiert werden, und zu ihrer Sekretion
in das Medium vermitteln; rekombinmte Y. lipolytica-Klonie-
rungsvehikel, die heterologe DNA, welche fﬁ; die Expression
von Sdugerprotein und anderen Polypeptiden codiert, enthal-
ten, einschlieBlich von fiir die Transformation von Y. lipoly~
tica-Wirten geeigneten Plasmiden, und besonders von integrier-
baren Expressionsvektoren, die den LEU2-Genpromotor, den
XPR2-Genpromotor, die Prdpro-Region der alkalischen Protea-
se und die XPR2-Terminator-Region enthalten; und Expressions-
plasmide mit einer heterologen codierenden Sequenz mit XPR2-
Sekretionssignalen strangabwirts vam LEU2-Promotor, die in der
Lage sind, ein heterologes Protein ir durch sie transformier-

ter Y. lipolytica zu exprimieren und zu sezernieren.

Die Erfindung legt also die Expression und Sekretion von
reifem heterologem Protein und insbesondere die von Prorennin
und menschlichem Anaphylatoxin C5a von geretisch verinderten
Y. lipolytica-2ellkulturen dar. Die Ermittlung der genauen
Identitdt der Aminosduresequenz wie auch der DNA-Sequenz fiir
die exozelluldre alkalische Protease von Y. lipolytica hat es
moglich gemacht, festzustellen, da8 heterologes Protein )
mittels der Technik rekomkinanter DNA fiir die Produktion in
Zellkultur exprimiert und sezerniert werden kann. Im Falle



267998

von Frorennin wird die reife Form des 2Zymogens !(Rennin-Vor-

laufers) exprimiert und sezerniert.

Darlequng des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Ei1findung besteht darin, ein Verfahren
zum Herstellen von transformierter Y. lipolytica, die
keine alkalische Protease produziert, bereitzustellen.

Es ist nun gefundon worden, daB Y. lipolytica genetisch

mittels der Technik der rekombinanten DNA modifiziert werden
kann, um Transformanten zu produzieren, die heterologe Prote-

ine in ihrer nativen Form exprimieren und sezernieren konnen.
Dies wird durch die Konstruktion von Vektorc.. bewerkstelligt,

die die Signal- oder die Signal- und die erste (Prol-) oder

beide Prosequenzen (Proil- + Pro2-) des XPR2-Gens tragen,verknipft
mit der strukturellen Gensequenz des heterologen Proteins,

welches sezerniert werden soll.

Transformierte Spezies, die durch Einbau von Vektor-DNA,
welche ein Fragment des XPR2-Gens, dem regulatorische oder
strukturelle Anteile an beiden Enden des Gens fehlen, am
XPR2-Lokus hergestzllt wurden, produzieren keine alkalische
Protease mehr, eire Eigenschaft, die nicht nur fiir die Sekre-
tion von heterologem Protein winschenswert ist, sondern die
auch fiir das Screening von vermuteten Transformantan benutzt

werden kann.

Weiterhin sind Vektoren, d.. den XPR2-Promotor und Sequenzen
fir die sekretorische Signalsequenz der alkalischen Protease
tragen, in der Lagjge, in einer transformierten Y. lipolytica-
Zelle die Sekretion des reifen heterologen Proteins zu bewir-
ken. Einige rekombinante DNA-Vektoren dieser Art kdnnen
Expression/Sekretion in einem Hefegenom unabhidngig vom Ort
der Integration bewirken. Ja allgemeinen liefern Vektoren,
die geniigend flankierenk 5" - und 3°-DNA enthalten, unabhangig
vom Ort der Integration die Expression des Produktes.
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Auderdem ist iiberraschender- und unerwarteterweise entdeckt
worden, 3aB die Integrierung eines von pBR322 abgeleiteten
Plasmids in chromosomale DNA von Y. lipolytica eine Homologie-

region ergibt, die in der Lage ist, weitere ortsgerichtete
integrative Transformationen anzuregen. Die integrierte
Kopie von pBR322 fungiert also als eine/%docking platform)
flir dazukommende, v.ansformierende DNA. Der Einbau einer
bleibenden Kopie von pBR322 in chromosomale DNA von Y.
lipolytica ergibt also trotz der Tatsache, daf pBR322 keine
native DNA von Y. lipolytica ist, ein bockanntes Ziel fiir den
Einbau. Transformierungsempfanger vom Stamm Y. lipolytica,
die einen solchen Bereich enthalten, bieten zwei wesentliche
Vorteile vor Empfingern, denen ein solcher Bereich fehlt,
namlich das Vorhandensein einer Region mit einer bekanaten
Sequenz und einer bekannten Restriktionskarte, die als Ziel
flir den ortsgerichteten Einbau dienen kann, und, falis pBR322
als 2iel fir den Einbau verwendet wird, die.MBglichkeit der
Bestimmung, ob das eintretende Plasmid eine vollstdndige
funktionelle Einheit oder ein solches Gen, im Gegensatz zu
nur einem Teil des gesuchten Gens, enthdlt. Beispielsweise
wiirde ein Plasmid, das nur ein 3° -Fragment des XPR2-Gens
enthdlt, einer XPR2-1002-Empfdnger transformieren, wenn es
das Codon des Wildtyps enthielte und am XPR2-Locus eingebaut
wirde. Dasselbe Plasmid wirde jedoch den XPR2-1002-Wirt nicht
in den proteasepositiven Phanotyp transformieren, wenn es in
pBR322 integriert wiirde, weil ihm die gesamte furktionelle

Einheit fehlen wilirde.

In transformierten Stdmmen von Y. lipolytica, die eine Homolo-
gieregion zu heterologer Vektor-DNA enthalten, fungiert diese
Region, die exogene DNA enthdlt, als Empfédngerort wahrend der
integrativen Transformation der Y. lipolytica. Aufler pBR322
und dessen Derivaten kénnen Cosmide, Bakteriophagen wie M13
und Lambda, synthetisch derivatisierte DNA und ibliche
Plasmide wie pUl3 zur Herstellung von transtormierten Y. .
lipolytica-Spezies mit einer/ﬂdocking platform) verwendet

-9 -
/*Einqangsregion
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werden.

Mit "LEU2"-Promotorsequenz ist die strangaufwérts gelegene,
njicht translatierte Region oberhalb des ATG, die die meisten,
wenn nicht alle fiir die Expression bendtigten Merkmale

enthalt, gemeint.

Mit "XPR2"-Promotorsequenz ist die strangaufwarts nicht trans-
latierte Region vor der Signal- (oder Prd-)Sequenz gemeint,
die fir die Expression notwendig ist. AuBerdem kann die
Signalsequenz des XPR2-Gens, mit oder ohne die Prosequenz,
verwendet werden, um Proteine unter der Expressionskontrolle
von anderen Promotoren von Y. lipolytica als denen des
XPR2-Gens zu sezernieren. So sind Vektoren, die den LEU2-Pro-
motor und Sequenzen fiir das Sekretionssignal der alkalischen
Protease tragen, in dex Lage, in einer transformierten Y.
lipolytica-Zelle die Sekretion von reifem, heterclogem

Protein zu bewirken.

Menschliches Anaphylatoxin C5a, auch unter dem Namen "mensch-
liches Komrlement-Protein C5a" (menschliches C5a) bekannt,

ist ein bioaktives Polypeptid-Fragment, d&s in vivo als Folge
der Komplementaktivierung gebildet wird. Es wirkt als Immunmo-
dulator bei der Regulierung bestimmter Teilbereiche der huﬁo-
ralen und zelluldren Immunantwort. Seine Primdrstruktur und
die anderer Anaphylatoxine ist aufgekldrt. Eine Zusammenfas-
sung der chemischen, physikalischen und biologischen Eigen-
schaften ist von Hugli in "Complement", herausgegeben von

H.J. Miller-Eberhard und P.A. Miescher, S. 73-99, 1985,
Springer-Verlag, New York, vorgelegt worden.

Es wird den Fachleuten bewuBt sein, daB heterologe CNA, die
flir faktisch jede beliebige bekannte Aminosduresequenz
codiert, mutatis mutandi in der vorliegenden Erfindung Ver-
wendung finden kann. Die hier offenbarte Methodologie ist
mutatis mutandi auf die Produktion und Sekretion eines jeden

- 10 -
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beliebigen bekannten, heterologen Proteins anwendbar, wobei
reprisentative Vertreter im US Patent 4,532,2C7, erteilt am
30. Juli 1985, aufgelistet sind. Ferner kann ein beliebiges
anderes Gen von durch Y. lipolytica sezernierten Proteinen
wie z.B. das Ribonukleasegen und das Gen der sauren Protease
anstelle des XPR2-Gens verwendet werden, wie auch Hybrid-
Gene, die durch Vereinigen von Fragmenten vor zwei oder
mehreren dieser Gene, z.B. der Signalsegernz des XPR2-Gens und
der Promotorsequenz des Ribonuklease~Gens, konstruiert

werden.

Ebenfalls eingeschlossen in den Rahmen dieser Erfindung sind
die funktionellen Aquivalente der hier beschriebenen DNA-

oder Nukleotidsequenzen. Die Degeneration des genetischen
Codes erlaubt die Substitution bestimmt: - Codons durch andere
Codons, die fiir dieselbe Aminosdure codiv.en und demzufolge

zu demselben Protein fiihren. Die DNA ocder Nukleotidsequenz
kanr stark schwanken, da mit der Ausnaihme von Methionin und
Tryptophan die bekannten Aminosduren durch nehr als ein Codon
codiert werden kdnnen. Deshalb kénnten das vollstdndige
XPR2-Gen oder Teile davon unter Bildung einer DNA-Sequenz syn-
thetisiert werden, die sich von der in Figur 3 gezeigten
deutlich unterscheiden wiirde. Die dadurch codierte Aminosaure-
sequenz wiird. jedoch erhalten bleiben. Solche funktionellen
Anderungen einer gegebenen DNA- oder Nukleotidsequenz liefern
die Mdglichkeit, Sekretion und/oder Prozessieren von hetero-
logen Proteinen zu fdrdern, die durch daran geknlpfte, fremde
DNA-Sequenzen codiert werden. Alle Abwandlungen der Nukleotid-
sequenz des XPR2-Gens und Fragmente hiervon, die der geneti-
sche Code gestattet, werden deshalb von dieser Erfindung
umfaBt. Weiterhin ist es mdglich, Codons zu deletieren oder
ein oder mehrere Codons durch andere als die degenerierten
Codons zu ersetzen, um ein strukturell modifiziertes Polypep-
tid herzustellen, das jedoch im wesentlichen dizselbe Anwénd—
barkeit oder Aktivitdt wie das von dem unmodifizierten DNA-Mo-

- 11 -
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lekil produzierte Polypeptid besitzt. Diese zwei Polypeptide
sind funktionell dquivalent, wie auch die zwei DNA-Molekiile,
die ihre Produktion bewirken, auch wenn sich die Unterschiede
zwischen den erwdhnten DNA-Molekiilen nicht von der Degene-
riertheit des genetischen Codes ableiten. Das einfachste
Beispiel hierfiir findet man beim Prorennin A und Prorennin B,
den zwei allelen Formen des Prorennins, die sich nur durch
die Anwesenheit eines Aspartatrestes in Position 286 im
Prorennin A und eines Glycinrestes in dieser Position im

Prorennin B unterscheiden.

Unter Anwendung dieser Methodologie ist die Expression und
Sekretion der heterologen Saucerproteine Prorennin und
menschliches Anaphylatoxin C5a in Y. lipolytica gelungen,
wobel Expressions- und Sekretionssignale von Y. lipolytica-
XPR2~ und/oder LEU2-Genen verwendet wurden. Die DNA-Sequenzen
fir Prorennin und menschliches Anaphylatoxin wurden {iber syn-
thetische Oligonukleotide mit der XPR2-Gensequenz an Orten
verkniipft, von denen man annahm, daB sie fiir die Prolessierungs-
stellen des Signalpeptids der alkalischen Protease oder des
Proteasevorlaufer, die hier als Prol und Pro2 bezeichnet
werden, codieren, und flir die Herstellung von Genkonstruk-
tionen verwendet, die anschlieBend durch integrative Trans-
formation in Y. ligolyticaeingebrachtwurdeﬁ. Die rekombi-
nanten Kulturen exprimierten heterologe Proteine mit dem
Molekulargewicht und den Immunreaktivitdten von Prorennin und
menschlichem Anaphylatoxin C5a und sekretierten sie in das
Wachstumsmedium. Das so hergestellte Prorennin wird
wahrscheinlich zu einer nativen Konfiguration gefaltet, da es
nach der Entfernung des Propeptides vollstandige enzymatische
Aktivitdt entwickelt.

Der Ausdruck "rekombinantes DNA-Material" umfaBt so, wie er
hier verwendet wird, beliebiges Material, das mindestens
einen der folgenden Bestandteile enthdlt: das YPRZ-Gen von Y.

lipolytica, dessen Signai- (oder Pra-), dessen Prol- und

- 12 -
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Pro2- (welche zusammen die Pro-Region bilden) , dessen
Promotor- oder dessen Terminatorsequenz; den LEU2-Promotor;
und funktionelle Aquivalente der vorgenannten Sequenzen, die
wegen der Degeneration des genetischen Codes in Frage kommen.

Repridsentaciv flir das erwahnte rekombinante DNA-Material sind
DNA-Fragmente, Plasmide oder Vektoren oder transformierte
Spezies, die beliebige oder alle der vorgenannten Sequenzen

entnalten.

Materialien. Restriktionsendonukleasen und T4-Ligase wurden

von New England Biolabs bezogen, bakterielle alkalische
Phosphatase von Bethseda Research Laboratories, T4-Polynukleo-
tidkinase von PL-Biochemicals und [§amma-32g7ATP von New
England Nuclear. Alle Enzyme wurden unter den von den

Herstellern empfohlenen Bedingungen eingesetzt.

Medien.

GPP Medium - (Glycerin/Proteose-Pepton-Medium) enthielt (pro
Liter): 6,7 g Glycerin, 1,6 g Difco Proteose-Pepton, 1,7 g
Difco Hefe-Stickstoffbase ohne Aminosduren und Ammornium-
sulfat, 30 mg Uracil und 0,5 ml/l'Polypropylenglycol mit MG
2000 (Polysciences) in 40 mM Phosphatpuffer (pH 6,8). (Das
Polypropylenglvcol wurde weggelassen, wenn das Medium fir Kul-
turen benutzt wurde, die flir die Verwendung von Rennin-Enzym-
bestimmungen gezilichtet wurden.) Proteose-Pepton wurde

getrennt im Phosphatpuffer autoklaviert.

YEPD-Medium - (Hefeextrakt/Pepton/Dextrose-Medium) enthielt
(pro Liter): 5 g Hefeextrakt, 10 g Pepton und 20 g Dextrose.

E. coli wurde in LB-Medium bei 37°C geziichtet. LB-Medium
enthielt (pro Liter): 10 g Bacto~-Trypton, 10 g Bacto-Hefe-
extrakt, 10 g Natriumchlorid, mit Natriumhydroxid auf pH 7,5
eingestellt.

- 13 -
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DNA-Sequenzanalyse. Die DNA-Fragmente der hier beschriebenen

verschiedenen Plasmide wurden auf Polyacrylamidgelen isoliert
und nach dem Verfahren von Maxam et al., Methods in
Enzymology, 65, 499 (1980), sequenziert.

Verkniipfungsverfahren. DNA-Fragmente, gespaltene Vektornlasmi-

de eingeschlossen, wurden durch Vermischen der gewiinschten
Bestandteile (DNA-Fragmente mit geeignet konstruierten Enden,

um korrekte Verknlipfung zu liefern) mit T4-DNA-Ligase

ligiert. Anndhernd 10 Ligase-Einheiten wurden fiir ,Jg-Mengen

an Vektor und Insertionsfragmenten zugegaeben. Die dabei ent-
standene Mischung der Ligationsreaktion wurde in kompetente
Zellenvon E. coli K 12 des Stammes MM294 (ATCC-33625) oder HB101
(ATCC-33694) transformiert,

Herstellung chemisch synthetisierter DNA. Um die Hybrid-Gene

fir die Expression und Sekretion von Prorennin zu konstruie-
ren, wurden acht Oligonukleotide mit Hilfe eines modifizier-
ten Phosphoramiditverfahrens (Sinha et al., Tetrahedron
Letters 24, 5843 (1983) auf einem automatisierten Genetic
Design 6500 DNA-Syntheseapparat (Watertown, MAj synthetisiert
und idber 6M Harnstoff-20% Polyacrylamid-Gele gereinigt.
Aliquots komplementdrer Oligonukleotide wurden vermischt uﬁd
bei 4°C iber Nacht in TE (10 ml Tris-HCl, pH 8,9, 1 mM
NaEDTA) miteinander gepaart. Aliquots (etwa 2 ug) der doppelstringigen
Oligonukleotide wurden in einem ZO‘Pg-Reaktionsansatz, der

70 mM Tris (pH 7,6), 10 mM MgClz, S oM Dithiothreitol, und 5
mM ATP enthielt, bei 37°C unter Verwendung von
T4-Polynukleotidkinase phosphoryliert.

Herstellung von Plasmid-DNA. Die Herstellung von Plasmid-DNA

in grofem MaBstab erfolgte nach dem Verfahren von Holmes et
al., Anal. kiochem., 114, 195-197 (1981) und durch anschiies-
sende Ethidiumbromid-CsC] Gleichgewichts-Dichtegradienten-Zentri-

fugation. !lengen von Plasmid-

- 14 -
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DNA im Miniprep-MaB8stab wurden nach dem Verfahren von Birn-
boim et al., NAR 1, 1513 (1979), (alkalisches SDS) herge-

stellt.

Konstruktion der Expressisns-/Sckretionsvektoren fiir

Prorennin. Um die endgiiltigen Expressionsvektoren zu
erhalten, wurde eine Reihe verschiedener Konstruktionen
gemacht. Alle Schritcte sind in den beigefligten Zeichnungen im
Diagramm dargestellt. Im allgemeinen wurden DNA-Fragmente
mittels Gelelektrophorese isoliert und mit anderen Fragmenten
oder gespaltener Plasmid-DNA in 20}“.50 mM Tris-HCl (pH
7,5), 10 mM MgClz, 20 mM Dithiothreitol, 1lmM ATP und 200
Einheiten T4-Ligase bei 4% verknipft. Wenn Teilverdauung der
DNA mit Restriktionsendonuklease notig war, wurden die
optimalen Spaltungszeiten experimentell bestimmt.

Identifizierung von Prorennin in Kulturflissigkeit. Ma lief
transformierte Hefen, die die Expressionsvektoren enthielten,
iiber Nacht in GPP-Medium (siehe oben) wachsen. Nach Zentri-

fugation zur Entfernung der Hefezellen wurden jeweils 1 ml

50 sige TCA zu jeder 5 ml-Probe der Kulturfliissigkeit gegeben
und 60 min lang bei 4% gehalten. Durch Zentrifugieren
erhielt man einen Riickstand in Tablettenform und wusch dirsen
zweimal mit 2 m]l kaltem Aceton. Das ausgefdllte Protein wurde
in 100 pl SDS-Probenpuffer geldst und gleiche Mengen wurden
acf 10 %igen SDS-Polyacrylamidgelen der Elektrophorese
unterworfen {(Laemmii, U.K., (1970), Nature 227, 680). Die
durch das Gel getrennten Proteine wurden elektrophoretisch
auf Nitrocellulose iibertragen (Schleicher und Schuell, 0,22
um) und Prorennin wurde durch Immunoblot-Analyse von
Plattengelen (Hawkes, R. et al., (1982) Anal. Biochem. 119,
142) identifiziert. Das Fllter wurde mit Anti-Prorennin-Anti-
kdrper vom Kaninchen ilberschichtet und dann mit gegen Kanin-
chen-1gG gerjchtetem, mit Peroxidase konjugiertem Ziegen-~
AntikOrper inkubiert (Cappel, Malvern, Pa). Die gebundenen
AntikSrper wurden durch Anfdrben mit 4-Chlor-l-naphthol und

- 15 -
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Wasserstoffperoxid sichtbar gemacht.

Milchgerinnungsaktivitdt von Prorennin in Kulturfliissigkeit.

Die Kulturfliissigkeit von verschiedenen transformierten Y.
lipolytica-Spezies wurde nach einem modifizierten Verfahren
von Ernstrom, J. Dairy Sci. 41, 1664 (1958) auf ihre Milch-
gerinnungsaktivitat untersucht. Die Bestimmung umfalt, kurz
umrissen, die Messung der Zeitspanne, die Rennin in aktivier-
ten Kulturiberstdanden zur Ge¢ rinnurng von gepufferter Mager-
milch bendtigt, und die Korrelation dieser Werte mit einem
gereinigten Rennin-Standard. Man lieS Hefekulturen (25 ml)
iiber Nacht in GPP-Medium wachsen. Nach Zentrifugieren, um die
Zellen zu entfernen, wurden jeweils 5 ml des Kulturiiberstands
im Vakuum gefriergetrocknet. Jeder der lyophilisierten Uber-
stande wurde in BOO‘PI destilliertem Wasser resuspendiert.
AuBerdem wurde eine Verdiinnungsreihe von gereinigtem Kalbs-
Prorennin als Stancdard zum Xontrollvergleich hergestellt. Das
Prorennin in den Medienkonzentraten und in den Kontrollen
wurde durch Zugabe von etwa 5-10 nl konz. HCl bis zu'einem pH
von anndhernd 2 und durch einstiindiges Inkubieren bei 22%
aktiviert. Magermilch wurde durch Zusatz von 60 g trockenem
Magermilchpulver (Difco) zu 500 ml 41.5 mM Natriumacetat (pH
6,3) und 13,6 mM CaCl2
hergestellt. Das Substrat wurde direkt nach seiner

und 20miniitiges Rithren bei 4°C

Herstellung fir die Bestimmungen verwendet. Eine Probe von 60
Al (zu 1 ml des Kulturiberstandes dquivalent) jeder Enzym-
praparation wurde bei 317°C zu jeweils 1 ml Magermilch

hinzugefligt und die Gerinnungszeit wurde aufgezeichnet.

Herstellung von synthetischen Oligonukleotiden fir das

C5a-Gen. Die fiir die Synthese des CS5a-Strukturgens verwende-
ten Oligedesoxynukleotide wurden mit Hilfe eines modifizier-
ten Phosphoramidit-verfahrens (Sinha et al., loc. cit.) unter
Verwendung einer Glasfritte mit definierter PorengroBe auf
einer automatisierten Genetic Design 6500 (Watertown, MA)
DNA.-Syntheseapparatur auf chemischem Wege hergestellt. Die
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vorschrift gibt die Verwendung von 3 tiger (w/v) Dichloressig-
sdure in Dichlormethan filir die Detritylierung, "in line"-
Aktivierung der Phosphoramidite mit gesdttigtem Tetrazol in
Acetonitril, Schiitzen durch "Capping-Reaktion” mit Di-Ethoxy-
phosphintetrazolid und Oxidation mit wdBrigem Iod/THF
(Matteucci et a1., (1981), J. Amer. Chem. Soc. 105, 3183) an.
Die Gesamtzeit fiir einen Additionszykius betrug 14 min. Die
zehn 47-mere, die Segmente A-J in Fig. 9, erhielt man mit
98,8 %siger durchschnittlicher Ausbeute/Stufe (mit*els Trityl-
analyse), sie wurden nach dem Verfahren von Matteucci et al.,
loc. cit., deblockert, mit Ethanol aus 0,3M Natriumacetat
gefdllt und mittels prdparativer Gelelektrcphorese auf

10 sigen, denaturierenden Polyacrylamid-Harnstoff-Gelen iso-

liert, bevor sie gepaart wurden.

Zusammensetzen, Klonieren und Sequenzieren von menschlichem

C5a-Gen. Fig. 9 zeigt die Aminos&uresequenz des gesuchten
Proteins und die Anordnung der synthetischen Oligonukleotide,
die zur Herstellung eines fiir menschliches C5a~Protein
codierenden Gens benotigt werden. Alle Oligemeren, mit Aus-
nahme von A und F, wurden an ihren 5 -Enden mit T4-Polynukleo-
tidkinase phosphoryliert. Das Zusammensetzen des Gens schlof
zwel primdre Paarungs- /Verknﬁpfuﬁgs—Reaktionen ein,
betreffend die Oligomere A, B, I und J und die Oligomere C,
D, E, F, G und H. Die gebildeten 94 Bp und 141 Bp langen
doppelstringigen DNA-Fragmente wurden nach Elektrophorese auf
einem 10 %igen Polyacrylamid-Gel isoliert und miteinander
ligiert und das aus ihnen entstandene 235 Bp lange Produkt
wurde mittels Gelelektrophorese isoliert. Das 235 Bp lange
DNA-Fragment, das ein fiir C5a codierendes Strukturgen
enthielt, wurde zwischen die EcoRI- und HindIII-Stellen der
pBR 1322-Vektor-DNA insertiert und in kompetente Zellen des
Stammes HBl0L von E. coli K-12 transformiert. Restriktions-
analyse von Plasmid-DNA, die aus 6 transformierten Spezies
isoliert wurde, zeigte, daB 5 der 6 Klone ein EcoRI/HindIII-
Fragment in der richtigen GrdBe enthielten. Die Nukleotid-
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sequenz der C5a-Genregion eines jeden dieser Plasmide wurde
nach dem Verfahren von Maxam et al., Methods Enzymol. 65, 499
(1980) bestimmt.

Konstruktion und Charakterisierung des CSa-Expressions-
plasmids fiir E. coli. Verfahren fiir die Isolierung von
DNA-fragmenten und die Bedingungen fiir die Ligationsreak-
tionen waren identisch mit denen von Maniatis et al., (1982)

Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor,
publizierten. Der trp-Promotor-Operator von E. coli wurde
urspriinglich aus ptrpLl gewonnen (Edman et ai., (1981) Nature
291, 503). Das 360 Bp lange EcoRI-Fragment, das die im
CSa-Expressionsplasmid (pC5a-48) verwendete trp Promotor-
Operator-Sequenz enthielt, wurde aus dem Prorennin-Expres-
sionsplasmid pPFZ-R2, beschrieben in der europaischen Patent-
anmeldung Nr. 0147178, vercdffentlicht am 3. Juli 1985,

isoliert.

Identifizierung von €¢5a in der Kulturflissigkeit von Y.
lipolytica. Das Verfahren war dasselbe wie dasjenige, das
oben fir Prorennin beschrieben wurde, mit der Ausnahme, da8

Ziegen-Anti-C5a-und gegen Ziegen-1gG cerichtete Kaninchen-Antikérper
(Cappel) beim Immunoblot verwendet wurden. Der Ziegen-Anti-

kdrper gegen menschliches C5a wurde nach dem Verfahren von
Manderino et al., J. Immunol. Methods, 53, 41-50 (1982)

hergestellt.
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Die Yektoren

pLD40 - beschrieben in der europdischen Patentanmeldung
0138508, ver6ffentlicht am 24. April 1985

Die Mikroorganismen:

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

20774

20781

20776

20775

207711

20778

20779

20780

20794

Yarrowia lipolytica PC 30869

wit. XPR2 transformierte Yarrowia lipolytica
DL112- PC-30869

Yarrowia lipolytica DL-148,.

Transformierte Spezies von Y. lipolytica
ATCC 20688 mit durch SnaBI verdautem pLS-2

Yarrowia lipolytica DL-144

Transformierte Spezies von Y. lipolytica
ATC( 20688 mit ungeschnittenem pLS-3

Transformierte Spezies von Y. lipolytica
PC-30869 mit durch SnaBl geschnitteriem
pC5aXx-3

Transformierte Spezies von Y, lipolytica
PC-30869 mit durch SnaBI geschnittenem pxX-1l1

Transformierte Spezies von Y. lipolytica
PC-30859 mit durch SnaBI geschnittenem pXX-22

Transformierte Spezies von Y. lipolytica
PC-30869 mit durch SnaBI geschnittenem pXX-33

Transformierte Spezies von Y. lipolytica
pPC-30869 mit pLD56
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ATCC 20795 Transformierte Spezies von Y. lipolytica
ATCC 20794 mit durch Nrul geschnittenem

pLX-34

Sie sind dem Budapester Abkommens entsprechend in der
American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA,
hinterlegt worden, einer anerkannten Hinterlegungstelle, die
das Verbleiben des hinterlegten Gutes und dessen leichte
Verfligharkeit fiir die Offentlichkeit fiir den Fall, daB8 ein
Patent auf diese Anmeldung gewdhrt wird, garantiert. Die
hinterlegten Stamme sind, solange die amerikanische Priori-
tdtsanmeldung dieser Anmeldung anhdngig ist, einer vom
Prdsidenten des amerikanischen Patent- und Warenzeichenamtes
zu bestimmenden Person, die hierfiir die Berechtigung erhdlt,
unter den Bezeichnungen 37 CFR 1.14 und 35 USC 122 und in
Ubereinstimmung mit ausldndischen Patentgesetzen in Lindern,
in denen korrespondierende Anmeldungen dieser Anmeldung oder
von dersn Vorlaufer eingereicht sind, zugdnglich. Alle Be-
schrdnkungen der Verfligharkeit der hinterlegten Mikrdorga-
nismen flir die Offentlichkeit werden bei Gewdhrung des

Patentes unwiderruflich aufgehoben.

Die taxonomischen Studien von Y. lipolytica ATCC 20774
(identifiziert in der Kulturensammliung von Pfizer Inc. als PC
30869) wurden von Dr. J.R. De Zeeuw durchgefiihrt, der die nun
folgende Beschreibung zur Verfiigung stellte. Die angewandten
Verfahren sind solche, die von J.L. Lodder in "The Yeasts",
zweite Ausgabe, N. Holland Publishing Co., Amsterdam, 1970,

empfohlen werden.

CBS 599, die Musterkultur fir die Species Candida lipolytica
("The Yeasts", zweite Ausgabe, N. Holland Publishing Co.,
Amsterdam, 1970) und CBS 6124, die Musterkultur flir Saccharo-
mycopsis lipolytica in "The Yeasts, dritte Ausgabe, wurden

zum Vergleich herangezogen. Friiher wurde die Spezies auch mit

Endomycopsis lipolytica bezeichnet. Ihr imperfektes
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Stadium ist C~rnidida lipolytica. Die taxonomische Stellung

der Speziesz wurde von van der Walt und von Arx, Antonie vun
Leeuwenhoek, 4(, 517-521 (1980) festgelegt. Der bevorzugte
Name ist nun Yarrowio lipolytica.

Die morphologischen und physiologischen Charakteristika des
Stammes PC-30862%2 und die der Kulturhaltung stimmen mit der
Standardbeschreibung fiir die Spezies liberein, die als

Saccharomycopsis lipolytica in "The Yeasts", dritte Ausgabe,

herausgegeben von Kreger-van Rij, S. 406-408, Elsevier
Science Publishers B.V., Amsterdam, 1984, aufgelistet ist.

Tabelle 1

Vergleich von Stdmmen von Yarrowia lipolytica

Pfizer-
Zugriffs-
Nummer Quelle Genotyp
PC~30265 NRRL YB-423 (auch CBS 6124), Wildtyp
Musterkultur in "The Yeasts", diploid
dritte Ausgabe
PC-30286 CBS 599, Musterkultur in "The MATA Wild-
Yeasts", zweite Ausgabe typ, haploid
PC-30869 Siehe unten MATB bio-6~-
leu2-40
Xpr2-1002

PC 30869 wurde durch genetische Rekombination geeigneter
Mutanten von Y. lipolytica PC-22208, einer aus Boden isolier-
ten Spezies von Pfizer, und Y. lipolytica PC-30026, einer Sub-
kultur von NRRL Y-1094, konstruiert. PC-30869 unterscheidét
sich im Phdnotyp von ihren Wildtyp-Vorldufern dadurch, daB
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sie (1) keine aktive exozelluldre alkalische Protease produ-
ziert, (2) Biotin fir ihr Wachstum bendtigt und (3) eine
Quelle fiir L-Leucin bendtigt.

Wahrend des Wachstums von PC-30869 in der log-Phase in
Hefeextrakt-Pepton-Glucose~ (YEPD-) Kulturbriihe sind
sprossende Zellen ovoid und besitzen eine durchschnittliche
GroBe von 2,6 x 5,5 Mikrometer. Auf YEPD-Acar sind Pseudo-~
und echtes Mycel hervorstechend. Blastosporen sind vorhanden,
vorwicgend einzeln in pleuralen Positionen. Es sind keine
Carotinoid-Pigmente sichtbar. Die Kultur verhdlt sich bei der
Kreuzung mit authentischen Teststdmmen filr die Spezies als
Haploid vom "B"-Typ ("mating type B") (Tabelle 5). Typische
Ascosporulierung wird auf VB8-Agar beobachtet. Das Kohlenstoff-
assimilierungsmuster ist in der beigefligten Tabelle 2 darge-
stellt. Fermentation findet nicht statt. Ammoniumionen und
Harnstoff, abeyr nicht Nitrat, werden als einzige Stickstoff-
quellen verwertet (Tabelle 3). Der Stamm PC-30869 bendtigt
die Vitamine Thiamin und D-Biotin (Tabelle 4). Von den
Wildtyp-Vorldufern der Kultur wird nur Thiamin bendtigt. Kein
Wachstum beobachtet man bei 37°C.
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Tabelle 2

Kchlenstoffassimilation (a)

Auflistung
der Ref.~Lit.~(b) Kultur
Quelle Beschreibung 30265 30286 30869
1. L-Arabinose - - - -
2. Cellobiose - - - -
3. Erythritol + +++ +++ +++
4, D-Galactose - - . - -
S. D-Glucose + +++ +4++ +++
6. Inositol - - - -
7. Lactose - - - -
8. Maltose - - - -
9. D-Mannitol + +++ 4+ +4+4
10. Raffinose - - - -
11. Ribito) - - - -
12. D-Ribose -(+) - - ++
13. L-Rhamnose - - - -
14. LOsliche Stdrke - - - -
15. Saccharose - ' - - -
16. Trehalose - - - -
17. D-Xylose . - - -
18. Bernsteinsdure + +++ +++ 44
19, Zitronensdure + +4+4 +++ 44

(a) Das Basalmedium war Bacto-Hefen-Stickstoffbase, erganzt

durch weitere 10 fg/l D-Biotin und 149 mg/1
L-Leucinethylester x HCl, um 100 mg/l L-Leucin zur Verfiigung
stellen,

/
b) Kreger-van Rij. (loc. cit.)

- 23 -
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Tabelle 3

Stickstoffassimilation (a)

Auflistung

der Ref.-Lita(b) Kultur
Quelle Beschreibung 30265 30286 30869
1. (NH4)ZSO4 + +++ +++ +++
2. KNO3 - - - -
3. Harnstoff + +4+4 +++ 4+

(a) Das Basalmedium war Bacto-Hefen-Kohlenstoffbase, erganzt

durch 116 mg/! Natrium-Ketoisocaproat zur Bereitstellung
eines Kquivalentes von 100 mg/l L-Leucin und mit zusitzlichen
10 }’g“ D-Biotin

(b) Kreger-van Rij. (loc. cit.)

Tabelle 4
Vitaminbedarf(a)
Erganzung de¢s  Ergebnis bei (b) Kultur
Basalmediums ‘¢! d. zit. Lit. 30628 30236 30869
1. Keine - tr tr -
2. Thiamin x HC] + +++ ++4 -
3. D-Biotin - tr tr tr
4. Thiamin plus
Biotin + +++ +++ +44
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(a) Das Basalmedium war vitaminfreie Bacto-Hefebase plus 149
mg/1 L-Leucinethylester x HCl, um 100 mg/l L-Leucin zur Verfi-
gung zu stellen.

(b) Kreger-van Rij (loc. cit.)

(c) ZOO‘Pg/l Thiamin x HC1 und/oder 10 pg/1 D-Biotin wie

angegeben

Tabelle 5

Ascosporulierung

gepaarte Kultur
Test-Stamm 30265 30286 30869

Keine (Kultur mit sich selbst gepaart) ++ - -

30264 (ein A Paarungs-Typ) ++ - +++
30267 (ein B Paaruncs-Typ) ++ +4+ -
(a)

Die Kulturen 30264 und 30267 sind haploide Stamme vom
entgegengesetzten Paarungs-Typ, vén Dr. L.J. Wickerham

freunlicherweise zur Verfliigung gestellt. Sie sind in Science
167, 1141 (1970) formal beschrieben.

*
(b) 30264 /ist C. lipolytica YB-421

*
() 30267 /ist C. lipolytica YB-423-12

/* nach Wickerham
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Tabelle 6

Andere Charakteristika

In Ref.(a) an-~ Kultur

gegebene Daten 30265 30286 30869
Zellform ovoid ovoid ovoid ovoid
Durchschnittl. (2-4,5) x 3,3 x 3,0 % 2,6 x
ZellgrcBe (4-22) 9,1 8,2 5,5
Vegetative
Vermehrung Sprossung Sprossung Sprossung Sprossung
Fermentation fehlt fehlt fehlt fehlt
Wachstum bei 37°C: keines keines keines keines
Kolonie~ Die drei Kulturen wuchsen auf ahnliche Weise
Wachstum und verhielten sich wie in der Literatur be-

schrieben. Pseudo- und echtes Mycel vorherr
schend. Blastosporen vorhanden, meist einzeln
in pleuralen Positionen. Kein Carotinoid-Pig-

ment sichtbar.

{a)

Kreger-van Rij. (loc. cit.)

PC-30869 unterscheidet sich von anderen in der Patentlitera-

tur beschriebenen Stadmmen von Y. lipolytica, wie beim
vergleich ihrer Phdanotypen (Tabellen 7 und 8) deutlich wird.

ATCC 20228 (Nubel et al., US Patent 4,155,811) zeigt wildtyp-
artiges Verhalten bei der Nahrstoffaufnahme wie die Muster-
stamme filir die Species, CBS 599 und CBS 6124. Typischerweise be-
ndtigt er kein Uracil, Leucin oder Biotin zum Wachstum und er

verflilssigt Gelatine.
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ATCC 20628 (De Zeeuw et al., US Patent 4,407,953) bendtigt im
Gegensatz zu ATCC 20228 den Zusatz von Leucin flir sein Wachs-
tum. Wie ATCC 20228 bendtigt er kein Uracil oder Biotin. Er
verflissigt auBerdem Gelatine,

ATCC 20688 (Europdische Patentanmeldung 0138508) wdchst nur,
wenn das Medium sowohl durch Uracil als auch durch Leucin
erganzt wird. Dieser Bedarf an Uracil unterscheidet ATCC
20688 sowohl von ATCC 20228 als auch von ATCC 20628. ATCC
20688 benotigt kein Biotin und verfliissigt Gelatine.

Die Kultur PC-30869 unterscheidet sich von allen obengenann-
ten Stammen. Sie bendtigt Biotin und Leucin, aber kein Uracil
fir ihr Wachstum. Sie verfliissigt Gelatine nicht.

Tabelle 7

Benotiqgte Nahrstoffe

Aus dem angegebenen Medium weggelassene Nahrstoffe

Kultur Keiner Leucin Uracil Riotin
CBS 599 +++ +44+ +++ 444
CBS 6124 +++ +++ 44+ +++
ATCC 20228 +++ +44 +44 +++
ATCC 20628 +4+4 - 4+ +4+4
ATCC 20688 +++ - - +++
PC~30869 ++4 - +44 -

Das vollstandige Medium enthielt 16,7 g/l vitaminfreie
Bacto~-Hefebase plus 100 mg/) Uracil, 100 mg/1l L-Leucin, 10
pg/1 D-Biotin und 200 pl/1 Thiamin x HCl.
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Tabelle 8

Gelatineverflﬁssigung

Kultur Verfliissiqung
CBS 599 +
CBS 6124 +
ATCC 20228 +
ATCC 20628 +
ATCC 20668 +
PC-30869 -

Das Medium enthielt 120 g/l Gelatine und 16,7 g/1 vitamin-
freie Bacto-Hefebase Plus 100 mg/1 Uracil, 100 mg/1 L-Leucin,
10 pg/1 D-Biotin und 200 ng/1 Thiamin x HCl,

Fig.

Fig.

Fig,

1

2-

3

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

Partielle lineare Restriktionskarte der iberlappen-
den Plasmide pLD 57, PLD 58 und pLD 62, isolijert
aus Y. lipolytica, Stamm DL112.

Synthetische Oligonukleotid-Bruchstiicke fiir das
XPR2-Gen. Aus der verdffentlichten Sequenz fiir den
groBten Teil der ersten 25 Aminosdurereste der rej-
fen Protease (Ogrydziak et al., ioc. cit.) bietén
zwel Regionen (markiert mit 1 und II) die M8glich-
keit, l4-mere Oligonucleotid-Bruchstiicke mit 32-
facher oder geringerer Degeneration zu
konstruieren. Die zwei Regionen beginnen bei den
Aminosduren 7 bzw, 18, Vier verschiedene, achtfach
degenerierte Bruchstiickgemische wurden fir jede
Region hergestellt und man ordnete ihnen Nummern
zwischen 170 und 186 zZu, wie dargestellt. In den
gezeigten, abgeleiteten Nukleinséuresequenzen
bedeutet "X" alle 4 Basen, "U" steht flir beide
Purine und "Y" steht fiir beide Pyrimidine.
Nukleotidsequenz des XPR2-Gens, wobei die Promo-
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tor-, die Prd- (-157 bis -136), die Prol- (-135 bis
-98), die Pro2- (-97 bis -1), die alkalische extra-
zelluldre Protease- und die Terminator-Sequenzen
gezeigt sind.

Konstruktionssequenz fliir den Terminator-Vektor

pterm 4.

Konstruktionssequenz und Restriktionskarte des
Plasmids pLS-3

Konstruktionssequenz und Restrikticnskarte des
Plasmids pXX-33

Konstruktionssequenz und Restriktionskarte des
Plasmids pXX-22

Konstruktionssequenz und Restriktionskarte des
Plasmids pXX-11

Aminosduresequenz von menschlichem Anaphylatoxin CS5a

Restriktionskarte des Plasmids pC5a-48

Konstruktionssequenz und Restriktionskarte des
Plasmids pC5aXx-3

Nukleotidsequenz des LEU2-Gens

Konstruktionssequenz und Restriktionskarte des

Plasmids pLX-34

Sequenzanalyse des XPR2-Gens. Die DNA-Sequenzanalyse des

klonierten XPR2-Gens wurde mit Hilfe des chemischen Abbau-
verfahrens (Maxam et al. 1980, Methods Enzymol. 65, 499) an
{iberlappenden Restriktionsfragmenten durchgefiihrt, die aus
den Plasmiden pLD57, pLDS8, pLD62 (Fig. 1) und pLD84 und
pLD86 (siehe unten) hergestellt worden waren. Die Ergebnisse

zeigten, daB in der Tat die klonierten Hefegenom-DNA” s das

Gen flir die exozelluldre alkalische Protease enthielten. Die
Nukleotidsequenz des XPR2-Gens und die Aminosiuresequenz des

vorlaufers der alkalischen Protease mit ihrer Signalsequenz,

wie sie sich von der Nukleotidsequenz ableitet, sind in Fig.

3 dargestellt. Ein GroBteil der Aminosauresequenz der exozel-

luliren Protease war unbekannt (Dgrydziak et al., loc. cit.)

- 29 -



267998

- 29 -

und wird hier zum erstenmal vorgestellt. Dariiberhinaus werden
die fiir die Expression und die Sekretion der exozellulidren
Protease bendtigten Segquenzen hier zum erstenmal beschrieben.
Die DNA-Sequenz, die fiir die alkalische Protease,ihren Vorl&ufer
und die Signalsequenzen codiert, besteht aus 1362

Basenpaaren (Fig. 3). Aus der Nukleotidsequenz ergab sich,
daB die Primdrstruktur dieser Polypeptidkette aus 454
Aminosaureresten besteht. Die alkalische Protease wird in der
Zelle in Form eines Vorldufers synthetisiert, der proteo-
lytisch in die sezernierte oder reife Form Uberfihrt wird.
Die Analyse der N-terminalen Aminosduresequenz, abgeleitet
von der Nukleotidsequenz, offenbarte die Existenz eines
mutmaBlichen Signalpeptids im Vorlaufermoiekiil. Dieses Signal-
peptid enthdlt 22 Aminosdurereste und seine strukturellen
Eigenschaften sind denen hdherer eukaryotischer und prokaryo-
tischer Signalpeptide dhnlich (Perlman et al., 1983, J. Mol.
Biol. 167, 391). Einer Region in der abgeleiteten Aminosdure-
sequenz, die im allgemeinen mit den bekannten 25 N-terminalen
Aminosduren der reifen alkalischen Protease iibereinstimmt
(Ogrydziak et al., 1982, J. Gen. Microbiol. 128, 1225), gehen
157 Amincsdurereste voraus, die das Signalpeptid und zwei
Spaltstellen vom Trypsin-Typ (Lys-Arg) enthalten. Diese
Spaltstellen wurden benutzt, um die Proregiqn in Prol (-135
bis -98) und Pro2 (-97 bis =-1) zu teilen. Siehe Fig. 3. Die
reife alkalische Protease besitzt 297 Aminosduren, wie aus
der Nukleotidsequenz abgeleitet wurde. Die fiir die verschie-
denen Formen der Protease aus der Nukleotidsequenz abgeleite-
ten Aminosduresequenzen stimmen mit den Gr&Ben der gerei-
nigten Formen der Enzyme iiberein. Zusatzlich zu der Struktur-
sequenz des Vorldufers der alkalischen Protease wurden
anndhernd 700 Bp der 5  flankierenden Sequenz und 600 Bp der
3" ~-flankierenden Sequenz bestimmt. Analysen dieser Regionen
zeigten, daB sie Sequenzen umfassen, die zu anderen eukaryo-
tischen Promotoren und Terminatoren analoge Sequenzen ent-
halten und wahrscheinlich fir die Expression der alkalischen

Protease wesentlich sind.
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Wie oben erwahnt, ist die Methodologie fir die Transformie-

rung von Y. lipolytica und fir die Klonierung von Y. lipoly-
tica-Genen durch Komplementation von Mutationen, einschlieB-

lich des Klonierens des XPR2-Gens, das flir eine sezernierte
alkalische Protease codiert, durch Komplementation einer
Xpr2-Mutation in der eurcpiischen Patentanmeldung 0138508
beschrieben. Das dort beschriebene Verfahren umfaBt das Trans-
formieren eines Y. lipolytica-Wirtsstammes mit einer Y. lipolytica-
Genbank, unter teilweiser Verdauung durch BglII im Vektor pLD40 herge-
stellt, wobei dieser Vektor durch die Tatsache charakterisiert

ist, daB er ein kleines Segment, das die LEU2-Region von Y.
lipolytica enthdlt, und 3EcoRI, 4EcoRV, 6AvaI, 1BglII, 1lNcoIl,

1ApaI, 2XholI und 1BstXI Endonukleasen-Restriktionsstellen
beherbergt. Eine der transformierten Y. lipolytica-Spezies

wurde verwendet, um das Wildtyp-Gen (pLD84 und pLD86) aus Y.
lipolytica NRRL Y-1094 fiir die Verwendung in der
Expressions-/Sekretions-Vektorkonstruktion wie in Beispiel 1

beschrieben zu gewinnen.

Sequenzanalyse des LEU2-Gens. Die DNA-Sequenzanalyse des
klonierten LEU2-Gens in pLD25 (EP 0138508) wurde mit Hilfe
der chemischen Abbaumethode (Maxém et al. 1980, Methods
Enzymol. 65, 499) an liberlappenden Restriktionsfragmenten

durchgefiihrt. Um die fir die beta-Isopropylmalat- (IPM-)
Dehydrogenase codierende Region und den passenden Leseranhmen
zu lokalisieren, bediente man sich der abgeleiteten Amino-
sduresequenz, die flir das LEU2-Gen von S. cerevisiae bereits
bestimmt wurde (Andreadi: et al., 1984, J. Biol. Chem. 259,
8059) . Die Region der Genomsequenz von Y. lipolytica, die fiir
eine Aminosduresequenz codiert, welche eirner Region der S.
cerevisiae-Proteinsequenz lomeolog ist, wurde identifiziert.
Die Nukleotidsequenz des 2,8 Kilobasenpaare tragenden
LEU2-Gens und die Aminosduresequenz von beta-IPM-Dehydroge-
nase, wie sie sich von der Nukleotidsequen: ableitet, =ind in

Fig. 12 dargestellt. Darlberhinaus sind die Sequenzen, die
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fir die Expression der beta-IPM-Dehydrogenase von Y.
lipolytica bendétigt werden, hier zum erstenmal heschrieben.
Die DNA-Sequenz, die flir dieses 405 Aminos3uren enthaltende
Protein codiert, besteht aus 1215 Basenpaaren (Fig. 12).
Zusdtzlich zu der filir die beta-IPM-Dehydrogenase codierenden
Sequenz wurden eine anndhernd 798 Bp lange 5° -flankierende
Sequenz und eine 737 Bp lange 3" -flankierende Sequenz
(eischlieBlich des Translations-Terminations-Codons TAA)
aufgekldrt. Die Analyse dieser Regionen zeigte, daB sie zu
anderen eukaryotischen Promotoren und Terminatoren analoge

Sequenzen enthalten und fiir die Expression unabdingbar sind.

Die in 5°-Richtung strangaufwdrts liegende Region des LEU2-
Gens von Y. lipolytica enthdlt 78 Bp vor dem Translations-
start und 20 Bp vor dem mutmaBlichen mRNA-Start eine
TATATATA-Sequenz. Eine zweite Sequenz, die filir den Beginn der
Transkription in Eukaryoten wichtig ist, ist die CAAT-Box,

die im LEU2-Gen 74 Bp vor der mutmaB!ichen Transkriptions-Ini-
tiationsstelle liegt, die -48 Bp vom ATG entfernt liégt (Fig.
12).

Die in 3" -Richtung strangabwdrts liegende Region besitzt eine
Sequenz im Bereich der Nukleotide 72 bis 120 nach dem
Stop-Codon (TAA), die der |

8 -TAG....TA(T)GT..... TTT-3" -Sequenz homolog ist, welche nach
einem Vorschlag von Zaret et al., Cell 28, 563 (1982)
wesentlich flir die Transkriptionsbeendigung in S. cerevisiae

ist.
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BEISPIEL 1

Der verwendete Wirtsstamm war ATCC 20774 (MATB leu2-40 bio-6
Xpr2-1002) . Die mit XPR2 transformierte Y. lipolytica ATCC
20781 wurde als Kolonie entdeckt, welche nach Replika-Plattie-

rung von Leucin-Mangel-Platten eine Zone auf Magermilch-Indi-
katorplatten bildete. Chromosomale DNA wurde aus den transfor-
mierten Spezies nach dem Verfahren der europdischen Patent-
anmeldung 0138508 hergestellt und verwendet, um das Gen fiir
die sekretierte Protease zu gewinnen. Die chromosomale DNA
wurde mit BglII-Enzym teilweise verdaut, ligiert, um das
Fragment, das sowohl das E. coli-Replikon als auch das ampi-
cillinresistente Gen aus dem Vektor enthielt, zu zirkulari-
sieren, und zur Transformierung von E. coli verwendet. Die
chromosomale DNA wurde auch mit SalI-Enzym verdaut und fiir
ein Southern-Experiment verwendet, welches e;gab, daB aie
normale LEU2-Region der transformierten Spezies nicht gestért
war. (Ein 520 Bp langes Segment von Sall bis Eco RI der
LEU2-Region, direkt 5° zum Segment des in pLD40 enthaltenen
LEU2 gelegen, wurde als Sonde verwendet.) Die XPR2-Region
muBte also, da Homologie fiir den Einbau einer Plasmidbank in
Y. lipolytica notwendig ist, der Integrationsort sein. Drei
tiberlappende, jedoch unterschiedliche Plasmide, pLD57, pLD58
und pLD62, wurden als erstes aus Y. lipolytica ATCC 20781
isoliert. Sie sind in Fig. 1 dargestellt. Hybridisierungen
mit synthetischen Oligonukleotid-Bruchstiicken fiir das
XPR2-Gen, basierend auf der bekannten Sequenz der ersten 25
Aminosdurereste des reifen, sekretierten Proteaseproteins
(Fig. 2 und 3) zeigten, daf das Gen fiir die sekretierte
Protease kloniert worden war. Um festzustellen, ob das
isolierte Gen die Wildtyp-Kopie oder die Mutanten-Kopie
verkorperte, wurde der empfangende Y. lipolytica-Stamm
mit pLD58 transformiert. Da keine Protease-positiven,
transformierten Stamme aus irgend einem der Leucin-
unébhéngigen Transformanten entstanden, wurde geschlossen,
daB8 das pLD58 die mutierten Allele des Gens enthielt,

- 33 -



267998

- 33 -

Die Form des XPR2-Gens, die im Wildtyp-Stamm NRRL Y~1094
vorliegt, wurde durch ein Hybridisierungsexperiment mit einer
Kolonie von E. coli erhalten. Als Sonde wurde das 2 kB lange
Fragment von Pvul bis EcoRI verwendet, von dem man aufgrund
von Sequenzierungsdaten annimmt, daB es das gesamte Struktur-
gen enthdlt. Von der urspriinglichen Bank der Fragmente aus
der Teilverdauung der NRRL Y-1094 DNA in pLD40 mit Sau3a,
beschrieben in der europaischen Patentanmeldung 0138508,
erhielt man einige Kolonien, die mit dem Bruchstiick hybri-
disierten. 2Zwei dieser Kolonien enthielten die sehr adhnlichen
Plasmide mit den Bezeichnungen pLD8§4 und pLD86, die zur
Entwicklung des Expressionsvektors verwendet wurden. Beide
Plasmide enthalten dasselbe 5 ~Ende der XPR2-Region-- die
Sau3A-Stelle (die mit der BamHI-Stelle des Vektors verknipft
war und sie regenerierte), bei der die Sequenz in Fig. 3
seginnt. Alle zwei enthalten das gesamte Strukturgen fir die
trotease und den vermutlichen Transkriptionsterminator und
enthalten insgesamt annihernd 4 bis 5 insertierte kB von der
XPR2-Region des Stammes NRRL Y-1094. Die Insertionssequenz in
pLD86 enthdlt einige hundert zusatzliche Basenpaare am

3" -Ende. Da wir die 3" -Verlangerung bis zu der BglII-Stelle
(Basenpaar 2655) fir die Konstruktion des Expressionsvektogs
benutzten, lieferten die zwei Plasmide dieselbe DNA, die
funktionell in der Sequenz identisch zur Fig. 3 war.
Konstruktion des Expressions-/Sekretionsvektorqg. Der Plan,

der zum Erreichen von Expression und Sekretion von Prorennin

in Y, lipolytica entwickelt wurde, benutzt die Konstruktion

von verschiedenen Hybridgenen in einem integrativen Klonie-
rungsvektor., Eine solcher Ansatz bringt mehrere verschiedene
Plasmide hervor, die extensive Regionen cemeinsamer DlIA-Sequen-
zen teilen. Tatsachlich wurde ein modulares Konstruktions-
schema verwenaet, um Vektoren zusammenzustellen, die das
Prorennin-Gen in 3”-Richtung zur vermuteten Prozessierungs-
stelle fiir das XPR2-Signalpeptid, der vermuteten
Prol~Prozessierungsstelle und der Spaltstelle, von der man
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weif, daB sie die reife alkalische Protease erzeugt,
inserticrt enthalten. Im allgemeinen ist fiir das heterologe
Gen zu winschen, daB es flir die Expression zwischen die Refe-
Promotor- und Terminatorsequenzen eingefiigt wird. Man hat
erkannt, daf der N-terminale Teil der Hybridgensequenzen in
den verschiedenen Plasmidkonstruktionen variiert, wogegen die
Prorennin-Strukturgensequenz, die XPR2-Terminatorsequenz und
die Shuttle-Vektor-DNA in jeder Expressionsplasmid-Konstruk-
tion die gleiche ist. Es war vorgesehen, daB dasselbe
Strukturgen-Fragment fiir Prorennin und das Terminator-/vVektor-
plasmid in jeder .xpressionsplasmid-Konstruktion verwendet
werden sollte, wie unten beschrieben. Die verschiedenen
Expressions-/Sekretionsplasinid-Konstruktionen fir Prorennin
unterscheiden sich in der Region unmittelbar strangabwarts
von der XPR2-Genpromotorsequenz in der Lange der N-terminalen
Sequenz fir den Vorldufer Jer alkalischen Protease, die sich
vor der Gensequenz filir das Prcrennin befindet. Deshalb wurde
vorherbestimmt, daB8 die Promotor-Fragmeatkomporente jedes Ex-
pressionsplasmides die variable Sequenz in der Region der
XPR2-Prorennin-Verkniipfung sein sollte. Alle Expressions-/-
Sekretionsvektoren wurden durch eine ahniiche Ligierungs-
reaktion, drei Fragment-Komponenten enthaltend, zusammen-

gesetzt.

Die experimentellen Stufen, die fiir die Konstruktion des
Terminatorvektors pterm 4 verwendet wurden, sind in Fig. 4
dargestellt., Zuerst wurde ein synthetischer Linker mit einem
Fragment ligiert, das das 3° -Ende des XPR2-Gens, einschlieB-
lich der Transkriptionsterminierung und des Polyadenylierungs-
signals, enthdlt. Kurz gesagt wurde das Plasmid pLD84 mit der
Endonuklease KpnI gespalten und mit der synthetischen, doppel-
strangigen Linker-DNA wie in Fig. 4 abgebildet ligiert. Das
Verknipfungsprodukt wurde mit den Endonukleasen HindIII und
BglIl gespalten und ein Fragment mit 760 Basenpaaren wurde in
das Plasmid pLD4l, das mit den beiden selben Endonukleasen

linearisiert worden var, unter Bildung von pterm 4 einge-
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setzt. Plasmid pterm 4 wurde anhand seiner Restriktionskarte
identifiziert. Die Ergebnisse einer Reihe von Verdauurgen
durch Restriktionsendonukleasen wurden unter Verwendung -on
EcoRV, EcoRI, KpnI, BglII-HindIII und BglII-BclI analysiert.
Die Verdauungen ergeben geeignete Fragmente, die die Gegen-
wart des synthetischen Linkers und des "kompletten" 3”-Endes
des XPR2-Gens im Shuttle-Plasmid pLD4l, beschrieben in der
europdischen Patentanmeldung 0138508, bestdtigen. Eine par-
tielle Karte dieses 7,3 kB Terminatorvektors ist in Fig. 4

dargestellt.

Konstruktion des Expressions-/Sekretions~Plasmids pLS-3.
Fig. 5 umreiBt die Konstruktion des anfdnglichen Plasmids,

das fir die Sekretion von Prerennin in Y. lipolytica verwzn-
det wurde. Seine Restriktionskarte wird in Fig 5 vorgestellt.

Die Konstruktion des Sekretionsplasmids fiir Prorcanin wurde
mit der Herstellung eines Fragmentes begonnen, das den
grovten Teil der Prorennin-Strukturgenseqguenz trdgt. Das 1080
Basenpaare lange BclI-BamHI (partie}ie) DNA-Fragment, das die
codierende Sequenz fiir die Prorenninreste 6 bis 365 enthdlt,
wurde aus dem E. coli Prorznnin-Expressionsplasmid pPFZ-84A
isoliert. (Plasmid pPr%-84A ist ein Derivat des Prorennin-
Expressionsplasmids pPF.-R2, dessen Konstruktion in der euro-
pdischen Anmeldung Nr. 0147178, verdfientlicht am 3. Juli '
1985, heschrieben ist und wurde durch synthetische, oligo-
nukleotid-gesteuerte Mutagenese gebildet, wohei ein Restrik-
tionsfragment ersetzt wurde. pPFZ-84A unterscheidet sich im
wesentiichen von pPFZ-R2 nur durch zwei Basenpaare an den
Prorennin-Aminosdurcresten 214 (Asn -- Asp) und 286

(Asp -- Gly), wobei es flir das sogenannte Prorennin A Allel
codiert, beide Plasmide enthalten jedoch die gesuchte Sequenz
flir Prorennin und sind in diesem Beispiel funktionell aquiva-
lent.) Das Fragment der XPR2-Promotorkomponente, das die
codierenden Sequenzen flir den alkalischen Proteasevorlaufer 1
bis 157 und fiir Prorennin 1 bis 5 enthdlt, wurde wie folgt
hergestellt. Das 87) Basenpaare lange HindIII-Aval DNA-Frag-
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ment, das dis Promotorregion und das 5 -Ende des alkalischen
Protease-Gens enthdlt, wurde aus dem XPR2-Subklon-Plasmid
pLD90 isoliert. Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen

Frzgment mit der Struktur:

5 'CCGAGATTCCTGCTTCTTCTAATGCCAAGCGAGCTGAGATCACTAG 3
3 CTAAGGACGAAGAAGATTACGGTTCGCTCGACTCTAGTGATCCTAG S

Leserichtung ———3
ligiert.

Diese Sequenz enthdlt ein kohdsives Aval-Ende, gefolgt von
Sequenzen, die flir die letzten neun Codons des Propeptids der
alkalischen Protease codieren, und daran anschliefiend
Sequenzen, die flir die ersten vier Aminosauren von Prorennin
codieren, und endet in einer BamHI-Stelle. Das Fragment der
Promotorkomponente wurde durch eine Standard-Verknﬁpfungs-
reaktion mit T4-Li§ase unter Verwendung des synthetischen
Fragments und des 870 Basenpaare langen HindIII-Aval-Frag-
ments und anschliefilender Spaltung mit HindIII und BamHI
gebildet. Die gebildeten, ligierten Sequenzen wurden mittels
Polyacrylamidgel-Elektrophorese gereinigt, um das passende
916 Basenpaare lange HindIII-BamHI-DNA-Fragment zu selektie-
ren. Das 3° -Ende des Hybrid-Gens wurde aus dem Terminator-/-
Vektorplasmid pterm 4, der oben beschrieben ist, gewonnen.
Das Plasmid pterm 4 wurde mit HindIII und BclI verdaut und
das anndhernd 7,3 kB lange HindIII-BclI-Terminator-/Vektor-
DNA-Fragment, das den XPR2-Terminator, einen selektions-
fahigen LEU2-Marker und pBR322 enthielt, wurde aus einem

Agarosegel isoliert.

Das Plasmid pLS-3 fiir die Expression/Sekretion von Prorennin
wurde zusammengefligt, indem die drei DNA-Fragment-Komponenten
(it HindIII-Bcll gespaltenes Plasmid ptermd, zusammen mit dem
916 Bp langen HindIII-BamHI-Promotcr- und dem 1080 Bp landen
BamHI-Bcli-Fragment, das das Prorennin-Gen enthdlt) inkubiert
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wurden, die wie oben beschrieben in Gegenwart von T4-Ligase
konstruiert worden waren (siehe Fig. S). Die Ligations-
mischung wurde verwendet, um den Stamm MM294 von E. coli K12
mit Hilfe des CaClz-Verfahrens von Dagert et al., Gene 6,
23-28 (1979) zu transformieren. Aus den ampicillin-
resistenten, selektierten transformierten Spezies wurden
Plasmide isoliert und das Plasmid pLS-3 wurde anhand seiner
Restriktionskarte (Fig. 6A) identifiziert. Die XPR2-Pro-
rennin-Regjion dieses Plasmids wurde sequenziert, um die
korrekte Sequenz der synthetischen DNA und die korrekte

Verkniipfung der gewlinschten Fragmente zu bestdtigen.

Herstellung von pLD90.--Dieses Plasmid enthdlt einen Subklon
aus pLD84. Ein2 DNA-Region von der Pvul-Stelle in der
Promotorregion von XPR2 bis zur EcoRI-Stelle in der Termina-
torregion wurde in die HindIII-Stelle von pBR322 auf folgende
Weise subkloniert. Einige Mikrogramm pLD84 wurden mit den
zwei oben erwiihnten Restriktionsenzymen verdaut. Dann wurden
die "vorstehenden" Enden der verdauten DMA-liolekiile mit dem
Klenow-Fragment von DNA-Polymerasel aufgefiillt. AnschlieBend
wurden mit Kinase behandelte HindIII-Linker (CAAGCTTG von New
England Biolabs) mit T4-Ligase an die Enden geheftet. Uber-
schiissige Linker wurden entfernt und "vorstehende" HindIII-Enden
wurden durch anschliefiende Verdauung mit HihdIII-Enzym '
gebildet. Die Mischung der DNA-Molekiile wurde auf einem
praparativen Agarnsegel aufgetrennt und die gewiinschte 2-kB-
Bande wurde ausgeschnitten, gereini¢gt und zu einer
Ligations-Reaktionsmischung mit dem durch HindIII verdauten,
mit bakterieller alkalischer Phosphatase behandeiten Vektor
PBR322 gegeben. Die Ligationsmischung wurde zur Transfor-
mierung kompetenter E. coli verwendet. Die Ancrdnung, bei der
die EcoRI-Stelle des XKPR2-Terminators ndher an der
EcoRI-Stelle des pBR322 )iegt, wurde pLD90 genannt und die
umgekehrte Anordnung wurde pLD91 genannt.
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Das duBerste 5" -Ende der XPR2-Promotorregion, die in das
pLS~3 eingebaut wurde, ist die Pvul-Stelle, etwa 280 Bp nach
dem Anfang des in Fig. 3 sequenzierten Bereichs. Es wurde
gefunden, daB Plasmide, die das Wildtyp-Protease-Gen unter
der Kontrolle von nur dieser GroBe des Promotors enthielten,
die transformierte Spezies nicht zur Herstellung grdBerer
Proteasemengen befahigten, wenn sie an einer Stelle in
groBerer Entfernung vom jeweiligen Ort des xpr2 integriert
waren (beurteilt durch klare 2onen auf Mecgermilchschalen).

Wir stellten fest, daB, wenn pLS-3 einen geklirzten und
dadurch "unvollstdndigen" Promotor enthielt, ein "Integrant"
der aus der Rekombination zwischen dem Plasmid und einem ver- -
bliebenen XPR2-Gen vom Wildtyp entstanden war, einen
vollstidndigen Promotor fir die Expression des Prochymosin-
Fusionsproduktes, aber einen unvollstandigen Promotor filir die
Steuerung der Protease-Expression ergab. Ein analoges
Genstiickelungs-Experiment wurde von Shortle et al. (Science
217, 371-373, 1982) mit dem Actin-Gen von §. cerevisiae
durchgefiihrt. in Ubereinstimmung mit unseren Erwartungen
fehlte tatsdchlich einigen Leucin-unabhdngigen, mit pLS-3
transformierten Spezies nun die Protease. Die Transformanten,
denen die Protease fehlte, schienén eher die gesuchten
"Integranten" am XPR2-Locus zu sein als die unerwiinschten
Nebenprodukte wie z.B. die Genkonvertanten am leu2-Lokus. Wir
entdeckten, daB ungeschnittenes pLS-3 mit dem Empfdngerstamm
ATCC 20688 6,5 % Transformanten mit Protease-Defizienz
hervorbrachte, wdhrend mit SnaBl geschnittenes Plasmid
anndhernd 70% transformierte Spezies, denen die Protease
fehlte, 2rgab. Das Auftreten von Genstiickelung bei dieser
Transformation wurde benutzt, um die Notwendigkeit einer
grofien Zahl von Southern-Blot-Experimenten zur Auffindung des
korrekten integrierenden Plasmids unter allen Transformanten

zu umgehen.
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Plasmide, die das Protease-Strukturgen des Wildtyps unter
Kontrolle des XPR2-Promotors (mit Beginn wie in Fig. 3 se-
quenziert) enthalten, gestatten die Expression bedeutender
Mengen Protease, wenn sie an einer andcren Stelle als der des
xpr2-Locus in Y. lipolytica eingebaut werden. Die wirksame
Expression haterologer Gene aus diesen Arten von "Inte-
granten" dirfte jedoch weitere Modifikation dieser

Kontrollregion der DNA erfordern.

Sekretion von Prorennin. Der Stamm ATCC 20688 von Y.

lipolytica wurde mit ungeschnittener pLS-3-DNA und mit durch
SnaBl verdauter pLS-3-DNA transformiert, wobei man die
xpr_leu-Tansformanten ATCC 20775 (DL144) bzw. ATCC 20776
(DL148) erhielt. Dieser transformierten Stdmme wurden in ein
Testrohrchen mit YEPD-Medium inokuliert. Man lieB di: Zellen
iber Nacht bei 28°C wachsen. Eine Probe (250 Pl) dieser
Kulturen wurde 1:100 in 25 ml GPP-Medium verdiinnt. Man lieB
die Zellen in Schiittelflaschen bei 28°C 16-18 Stunden lang
bis zu einer resultierenden Absorption von 5,0 bis 7,0 bei
600 nm wachsen und erntete mittels Zentrifugation. Die
gebildete Kulturfliissigkeit ocer der Uberstand wurde auf
Gegenwart von Prorennin untersucht, indem der Uberstand
eingeengt und das Konzentrat SDS-PAGE unterworfen wurde. Das
Platten-Gel wurde elektrophoretisch in Gegenwart von 20 mM
Tris-Base, 150 mM Glycin, 20 % Methanol bei 500 mA 2 Stunden
lang bei 4°C auf Nitrozellulosepapier libertragen. Die
Entfernung des Proteins aus dem Platten-Gel wurde durch

Anfirben mit Coomassie-Blue bestatigt.

Das "itrozellulosepapier wurde bei 37°% getrocknet und bei
65°C eine Stunde lang gebacken und daraufhin in TBS (200 mM
NaCl, 50 mM Tris~HCl, pH 7,5) gewaschen. Dann wurde das
Papier bei Raumtemperatur 30 rin lang in TBS, das 10 %
Pferdeserum (Gibco, Chayrin Falls, Ohio) enthielt, und
anschlieBend 16 Stunden lang in TBS, das 10 % Pferdeserum und

eine entsprechende Verdiinnung von Prorennin-Antikorper
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enthielt, inkubiert. Dann wurde das Papier dreimal 10 min
lang in TBS gewaschen, gefolgt von Inkubation in TBS, das

10 % Pferdeserum enthielt, und darauf folgender zweistiindiger
Inkubation in TBS, das 10 % Pferdeserum und eine geeignete
Verdiinnung von Ziegen-Antikdrper gegen Kaninchen-IgG, konju-
giert an Meerettich-Peroxidase, enthielt. AnschlieBend wurde
das Papier dreimal 10 min lang in TBS gewaschen und in T8S,
das 0,01 % Wasserstoffperoxid enthielt, in Gegenwart von 4-
Chlor-1-Naphthol (3 mg/ml jin Methanol) entwickelt, das bis zu
einer Konzentration von 0,5 mg/m! zugegeben wurde. Das
Vorliegen von Prorennin mit einem Molekulargewicht von 40,000

wurde in beiden Uberstdnden gesichert.

Nach saurer Aktivierung der konzentricrten Kulturliberstande
(siehe olien) war in den Proben, die aus den transformierten,
pLS-3 enthaltenden Kulturen ATCC 20775 und 20776 hergestellt
worden war, signifikante Milchgerinnungsakti?itﬁt vorhanden.
Wie erwartet gab es keine Milchgerinnungsaktivitdt in den
Kontroll-Kulturiiberstdnden aus dem Empfdngerstamm Y.

lipolytica ATCC 20688.

Konstruktion des Expressions-/Sekretionsplasmids pXX-33.

Die Modifikation zur Umwandlung von pL5-3 in ein verbessertes
Expressionsplasmid pXX-33 ist in Fig. 6 in groben Ziigen
dargestellt. Eine sclche Modifizierung vergroBerte die
XPR2-Promotorregion um 280 Bp. Wie in Fall des pLS-3 enthalt
das Expressionsplasmid pXX-33 ein Hybrid-Gen, das fiir das
gesamte Prdpro-Peptid (157 Aminosdurereste) der alkalischen
Protease codiert und mit der gesamten Strukturgen-Sequenz des

Prorennins verbunden ist.

Bevor das gegeniiber dem pLS~3 in der XPR2-Promotorsequenz um
280 Bp vergrbBerte Prorennin-Expressions-/Sekretions-Plasmid
konstruiert werden konnte, war es notwendig, ein Restriktions-~
fragment, das das gesamte Gen der alkalischen Protease ent-
hielt, in eine HindIII-Spaltstelle zu subklonieren. Dieser
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Subklon wurde durch die Zugabe von synthetischen Linkern zu
einem Restriktionsfragment zusammengesetzt, welches aus dem
Klon pLD86 eirer Genombanv von XPR2 isoliert worden war. Die
Konstruktion dieses XPR2-Subklons mit einer striangaufwirts ge-
legenen HindIII-Stelle wurde durch die Herstellung eines
DNA-Fragments initiiert, das das gesamte Gen der alkalischen
Protease enthielt. Das 2,3 kB lange EcoRI-BamHI-(Teil-)Frag-
ment aus der Genom-Region des XPR2-Klons pLD86 wurde mittels
Agarose-Gelelektrophorese gereinigt und mit einem

synthetischen Fragment mit der Sequenz

5' GATCGAAGCTTG 3!
3’ TTCGAACTTAA 5'

ligiert. Diese Lirkersequenz enthdlt ein kohdsives Ende fiir
BamHI (aber stelit die BamHI-Schnittstelle nicht wieder her),
gefolgt von einer HindIII-Stelle und danach einem "vorstehenden"
EcoRI-Ende. Das Verkniipfungsprodukt wurde mit HindIII verdaut
und in die HindIII-Schnittsteile von pBR322 insertiert. Das
Plasmid pXHP-24 wurde anhand seiner Restriktionskarte
identifiziert und wurde zur Quelie der XPR2-Promotorfragmente

flir spater folgende Expressionskonstruktionen.

Im Plasmid pXHP-24 ist das subklonierte XPR2-Gen anndhernd um
280 Basenpaare dar 5’-525;-Promotorsequenz.lﬁnger als die
XPR2-Promotorsequenz, die im pLS-3 enthalten ist. Das
Fragment der Promotorkomponente wurde zuerst durch eine
Standard-Verknipfungsreaktion unter Beteiligung des
synthetischen DNA-Fragments (Has oben fir pLS-3 beschrieben
wurde) und des 11506 Basernpaare langen HindIII-AvaI-Fragments von pHP-2
mit Hilfe von T4-Ligase und nachfeclgender Spaltung mit
HindIII urnd BamHI gebildet. Die entstandenen ligierten
Sequenzen wurden mittels Gelelektrophorese gereinigt, wobei
das etwa 1196 Basenpaare lange HindIII-Bam¥iI-Fragment
selektiert wurde. Fin zweites Fragment, das flir die Amino-
sdurereste 6 bis 151 des Prorennins codiert, wurde aus pLS-3
durch Spaltung mit BamHI und Xmal und Gelreinigung des
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gebildeten 440 Basenpaare langen BamHI-Xmal-DNA-Fragmentes
hergesteilt. Ein drittes Fragment, das den Rest des
Prorennin-Gens, den XPR2-Terminator und Vektorsequenzen
enthilt, wurde aus pLS-3 durch Spaltung mit HindIII und Xmal
und durch Gelreiniqung des annahernd 8,0 kB langen
HindIII-Xmal-Vektorfragmentes hergestellt, Dann wurden die drei
Fragmente unter Verwendung des oben beschriebenen Standard-
verfahrens ligiert. Die Ligations-Reaktionsmischung wurde
verwendet, um den Stamm MM294 von E. coli K12 zu transfor-
mieren. Cie Plasmide wurden aus den transformierten Stadmmen
isoliert, auf Basis der Ampicillin-Resistenz selektioniert
und das Plasmid pXX-33 wurde mit Hilfe seiner Restriktions-
karte identifiziert (Fig. 6). Die Protease-Prorennin-Region
dieses Plasmids wurde sequenziert, um die korrekte Varbindung

der gewiinschten Fragmente zu bestdtigen.

Y. lipolytica ATCC 20774 wurde anschlieBend mit durch SnaBI
geschnittenem pXX-33 transformiert, was Y. lipolytica ATCC
20780 ergab, und das von den transformierten Kulturen in die
Kulturbrihe sezernierte Proreannin wurde wie oken fiir den Fall
des pLS-3 beschrieben bestimmt. Die Gegenwart von Prorennin

im Kultureniiberstand wurde bestdtigt.

Nach der Siureaktivierung von konzentrierten Kulturiiber-
stinden (siehe oben) beobachtete man signifikante Milch-
gerinnungsaktivitdt in den Proben, die aus den
transformierten Kulturen des Stammes Y. lipolytica ATCC 20780

hergestellt worden waren.

Konstruktion des Exprecsions-/Sekretions-Plasmiéds pXX-22. Die

experimentellen Stufen, die fir die Konstruktion des
Expressions-/Sekretionsplasmids pXX-22 verwendet wurden, sind
in Fig. 7 dargestellt. Der Expressionsvektor unterscheidet
sich von pLS-3 in doppelter Hinsicht. Er enthdlt, wie pXX-33,
das zusidtzliche, 280 Bp lange Segment der XPR2-Promotor- ‘
sequenz. AuBerdem enthdlt er die filir das Signalpeptid der
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alkalischen Protease codierende Sequenz und nur 38

Aminosdurereste des Propetids (Prol).

Die Konstruktionsmethode fiir pXX-22 war der, die fiir pXX-33
verwendet wurde, analog. Das Fragment der Promotorkomponente
wurde zuerst durch eine Standard-Verknipfungsreaktion unter
Beteiliagung des 890 Basenpaare langen
HindIII-BglII-Fragmentes aus pXHP-24 und des synthetischen

DNA-Fragments mit der Sequenz

5' GATCTTGCTGAGATCACTAG 3!
3 AACGACTCTAGTGATCCTAG  §'

mit Hilfe von T4-Ligase und nachfolgender Spaltung mit
HindIII und BamHI gebildet. Die entstandenen ligierten
Sequenzen wurden mittels Isolierung des 920 Basenpaare langen
HindIII-BamEI-DY .-Fragmentes durch Gelelektrophorese
gereinigt. Ein zweites Fragment, das flir die Aminosdurereste
6 bis 151 von Prorennin codiert, wurde aus pLS-3 durch
Spaltung mit BamHI und Xmal und Gelreinigung des gebildeten
440 Basenpaare langen BamHJ-Xmal-DNA-Fragmentes hergestellt.,
Ein drittes Fragment, das den Rest des Prcrennin-Gens, den
XPR2-Terminator und Vektorsequenzen enthdlt, wurde aus pLS-3
durch Spaltung mit HindIII und Xmal und cdurch Gelreinigung
des annahernd 8,0 kB langen HindIII-XmaIwVektorfragmentes '
gereinigt. Dann wurden die drei Fragmente unter Verwendung
des oben beschriebr.en Standardverfahrens ligiert. Die
Ligations-Reaktio.isnischung wurde verwendet, um den Stamm
MM294 von E. coli K12 zu transformierer.. Die Plasmide wurden
aus den transformierten Stammen isoliert,und das Plasmid
pXX-22 wurde mit Hilfe seiner Restriktionskarte identifiziert
(Fig. 7).

Y. lipolytica ATCC 20774 wurde anschlieB8end mit durch SnaBI
geschnittenes pXX-22 transformiert, was Y. lipolytica ATCC
20779 ergab, und das von den transformierten Kulturen in die
Kulturbriihe sezernierte Prorennin wnrde wie oben fiir den Fall
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des pL53-3 beschrieben bestimmt. Die Gegenwast von Prorennin

im Kultureniiberstand wurde nach dem oben beschriebenen Ver-
fahren bestdtigt. Nach der sauren Aktivierung von konzentrier-
ten Kulturliberstdnden (siehe oben) beobachtete man signifi-
kante Milchgerinnungsaktivitdt in den Proben, die aus den
transformierten Kulturen des Stammes Y. lipolytica ATCC 20779
hergestellt worden waren.

Konstruktion des Expressions-/Sekretions-Plasmids pXX-1ll. Die

experimentellen Stufen flir die Konstruktion des
Expressions-/Sekretionsplasmids pXX-11 sind in Fig. 8 in
groben Zigen dargestellt. Dieses Plasmid enthdlt die Sequenz
fliir den XPR2-Promotor und das 22 Aminosdurereste lange
Signalpeptid in Verkniipfung mit der Sequenz, die fiir
Prorennin codiert. Die Konstruktionsmethode, die fir pXX-1ll
angewandt wurde, war der fiir pXX-22 und pXX-33 benutzten
dhnlich. Kurz gesagt wurde das Fragment der.Promotorkom-
ponente durch eine Standard-Verkniipfungsreaktion unter
Beteiligung des etwa 750 Basenpaare langen HindIII-BglII-
DNA-Fragmentes aus pXHP-24 und des synthetischen

DMA-Fragments mit der Sequenz

5' TGGCCGCTCCCCTGGCCGCCCCTGCCGCTGAGATCACTAG 3!
3'AAGACCGGCGAGGGGACCGGCGGGGACGGCGACTCTAGTGATCCTAG 5! i

mit Hilfe von T4-Ligase und nachfolgender Spaltung mit
HindIII und BamHI gebildet. Die entstandenen ligierten
Sequenzen wurden mittels Gelelektrophorese gereinigt, wobei
das etwa 790 Basenpaare lange HindIII-BamHI- DMA-Fragment
selektiert wurde. Ein zweites Fragment, das fiir die Amino-
sdurereste 6 bis 151 des Prorennins codiert, wurde aus pLS-3
durch S$paltung mit BamHI und XmaI und Gelreinigung des
gebildeten 440 Basenpaare langen BamHI-XmaI-DNA-Fragmentes
hergestellt. Ein drittes Fragment, das den Rest des Proren-
nin-Strukturgens, den XPR2-Terminator und Shuttle~Vektor-
Sequenzen enthdlt, wurde aus pLS-3 durch Spaltung mit HindIII
und XmalI und durch Gelreinigung des annahernd 8,0 kB langen
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Vektorfragments gereinigt. Dann wurden die drei DNA-Fragmente
unter Verwendung des oben beschriebenen Standardverfahrens
ligiert. Die Ligations-Reaktionsmischung wurde verwendet, um
den Stamm MM294 von E. coli K12 zu transformieren. Die
Plasmide wurden aus den selektierten Transformanten isoliert
und das Plasmid pXX-1l wurde mit Hilfe seiner Restriktions-
karte identifiziert (Fig. 8). Der XPR2-Prorennin-Teil dieses
Plasmids wurde sequenziert, um die richtige Sequen. der syn-
thetischen DNA und die korrekte Verbindung der gewilinschten

fragmente 2zu bestadtigen.

Y. lipolytica ATCC 20774 wurde anschlieBfend mit durch SnaBI
geschnittenem pXX-1l1 transformiert, was Y. lipolytica ATCC
20778 ergab, und das von den transformierten Kulturen in die
Kulturbrihe sezernierte Prorennin wurde wie oben flir den Fall
des pLS-3 beschrizben bestimmt. Die Gegenwart von Prorennin
im Kultureniberstand wurde dem oben beschriebenen Verfahren

entsprechend bestatigt.

Bestimmungen der Milchgerinnung (siehe oben) zeigten die
Gegenwart von signifikanter Milchgerinnungsaktivitdt in den
Kulturiiberstirden der pXX-ll-haltiger. Transformanten ATCC
20778.
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BEISPIZL 2

Konstruktion der Eingangsreqgion_(Docking Platform)

Das Wildtyp-BIO-Gen, das dem bio-6-Allel in ATCC 20774 ent-
spricht, wurde mittels Komplementierung wie folgt kloniert.
Eine Genbany einer partiell mit Sau3A verdauten, chromoso-
malen Y. lipolytica-DNA, eingefiigt in die BamHI-Schnitt-
stelle von pLD40 (welches pBR322 plus LEU2 an der
EcoRI-Stelle ist) wurde konstruiert und eine groBe Menge der

Genbank~DNA wurde als Plasmidpraparation von verschiedenen E. coli

Kulturen hergestellt. (Diese ist mit der Genbank identisch,
die fiir die Klonierung des XPR2-Gens verwendet wurde.) Einige
Mikrogramm der Genbank-DNA wurden mit dem Enzym Apal (das «in-
mal in der LiU2-Region schneidet) verdaut. Dann wurde diese
DNA benutzt, um ATCC 20774 (leu2 xpr2 bic) zu transformieren,

wobei die Transformationsmischung auf synthetischem Medium,
das kein Leucin enthielt, ausplattiert wurde. Man erhielt
Zehntausendie von leucin-unabhdngigen, transformierten
Spezies. Um herauszufinden, welche Kolonien, wenn iberhaupt,
Genbankpiasmide enthielten, die das das BIO-Gen umfaBten,
wurden die leucinunabhdngigen transformierten Spezies auf
Agar-Platten abklatschplattiert, éie Biotin-Selektionsmedinm
enthielten (Rp. pro Liter: 25 mg Desthiobiotin, 20 g Glucose,
5 g Ammoniumsulfat, 1 g KH2P04, 0,5 g MgSO4 x 7 HZO' 0,1 q
CaClz, 0,1 g NaCl, 500 pug Borsdure, 400 P9 Thiamin x HC1, 400
P9 ZnSO4 x 7 H20, 400 )9 MnSO4, 200 ng Na2M004 X 2 Hzo, 200
ng FeCl3 X 6 HZO' 100 P9 KI und 40 P9 CuSO4 X 5 H20).
Eine von mehreren glg+-transformierten Y. lipclytica-Spezies,
die auf dem Biotin-Selektionsmediuan wuchsen, wurde mit DL31
bezeichnet. Es gelang uns im folgenden, das Genbankplasmid,
das das BIO-Gen enthielt, aus dem Y. lipolytica~-Stamm DL31 zu
gewinnen. Chromosomale DNA wurde aus einer Kultur des Stammes
DL31 hergestellt. Einige Mikrogramm dieser chromosomalen DNA
wurden mit dem Restriktionsenzym Apal verdaut, um das
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Genbankplasmid herauszuschneiden. Eine Probe der verdauten
DNA wurde in einer Ligationsreaktion eingesetzt, um das
unbekannte Genbankplasmid zu zirkularisieren. Die
Ligationsmischung wurde daraufhin benutzt, um eine Kultur von
E. coli auf Ampicillinresistenz zu transformieren, um das
unbekannte, BIO-haltige Plasmid in E. coli zu gewinnen. Man
erhielt ein paar transformierte, ampicillinresistente E.
coli-Spezies. Plasmidprdparationen wurden in kleinem Malstab
an den transformierten E. coli-Spezies ausgefiihrt. Die so
erhaltenen Restriktionsbruchstiicke der Plasmid-DNA zeigten,
daB das unbekannte, BIO-haltige Plasmid, wie erwartet, dem
pLD40 mit einem in die BamHI-Schnittstelle insertierten
Bruchstiick dquivalent war. Dieses Plasmid muB urspriinglich

aus unserer Genbank stammen und wurde mit pLDS5)1 bezeichnet.

Das Plasmid pLDS56 wurde als Subklon von pLDS51 durch die
Abtrennung des LEU2-Gens aus pLDS1 wie folgt gebildet. Eine
Probe des Plasmids pLDS51 wurde mit dem Enzym EcoRI verdaut,
um die LEU2-Region zu entfernen. Die verdaute DNA wurde in
einer DNA-Ligationsreaktion benutzt, um das Plasmid zu
rezirkularisieren. Anschliefend wurde eine Transformation von
E. coli durchgefiihrt, um das kleiners, BIO-haltige Plasmid zu
klonieren. Es lieB sich zeigen, daB einer der ampicillin-
resistenten, transformierten E. coli-Stidmme das erwartete
kleinere Plasmid enthielt, das mit pLD56 bezeichnet wurde.
Einige Restriktionsbruchstiicke von pLD56 wurden hergestellt.
Das BIO-haltige Segmenrt von pLD56, das als Insertion an der
BamHI-Stelle von pBR322 erscheint, war annihernd 3,6 kB

lang.

Eine sehr ungenaue Restriktionskarte der 3,6 kB lanqgen, in
die BamHI-Stelle von pBR322 insertierten Y. lipolytica-DNA
(die pLDSo enthdlt) ist unten mit den ungefdahren Abstinden
der Basenpaare vom Anfangspuakt der Insertion an gerechnet in
Klammern beschrieben. Die GrdBfenabschatzungen wurden von nur

wenigen Agarosegelen her vorgenommen und unterliegen relativ
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groBen quantitativen Fehlern: PvulI (800), PvuIIl (1200), PstI
(1800), MluI (2000), PstI (2300), EcoRV (2700), Ncol (3200)
(Flir die Orientierung: die SalT-Stelle von pBR322 sollte vor
den beschriebenen Schnittstellen liegen und die HindlII-
Stelle sollte ihnen folgen).

Der Stamm ATCC 20774 (MATB leu2-40 bio-6 xpr2-1002) wurde mit
intakter pLDS56 (pBR322 plus anndhernd 3,6 kB aus der chromo-

somalen DNA von Y. lipolytica, die das BIO-Gen enthalten)
transformiert. Drei verschiedene Biotin-unabhdangige transfor-
mierte Spezies wurden auf im Vergleich zum Ausgangsstamm
hochfrequente Transformation von durch Nrul geschnittenes (auf
PBR322 gerichtet) pLD40 (LEU2 auf pBR322) getestet, um
festzustellen, welche ein in die BIO-Region eingebautes
ortsfestes pBR322 enthielt. Alle drei zeigten wegen der Inte-
gration des pLD40 in das ortsfeste pBR322 eine hochfrequente
Transformation. Dies wurde durch Hybridisierungsexperimer.te
nach dem Southern-Blot-Verfahren bestdtigt. Eine der drei
urspriinglichen BIO-transformierten Y. lipolytica-Spezies
wurde DL118 genannt und weiter als DNA-Empfdnger benutzt. Die
obige Restrikiionskarte wurde bendtigt, um zu bestimmen, i)
was als BIO-spezifische Hybridisierungssonde verwendet werden
sollte (ein NcoI-PvuII-Stiick), ii) welches Enzym bendtigt
wiirde, um das pLD56-Plasmid korrekt herauszuschneiden {(Miul),
1ii) welches Enzym nur einmal im pBR322-Teil schneiden wlirde
(Clal) und iv) welches Enzym im gesamten Plasmid nicht schnei-
den wiirde (Apa.). Southern-Hybridisierungen von durch Clal
und Ap2i verdauten Bruchstiicken von DNA aus ATCC 20774 und
DL118 (mit einem BIO-Fragment als Sonde) 2eigten, daB wie
erwartet die Biotin-Region von DL118 (im Vergleich zu der
BIO-Region von ATCC 20774) durch einen zusdtzlichen Einbau
von DNA mit der ungefdhren Lange von pLDY6 unterbrochen war.
MluI-Verdauungen an DL118-DNA (getestet mit pBR322) zeigten
auBerdem, daB dieser Zusatz die gleiche GroBe wie intaktes
pLD56 besaB.
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Konstruktion des Expressions-/Sekretions-Plasmids pLX-34. Ein

Expressicnsplasmid wurde konstruiert, welches die fir
Prorennin vodierende Sequenz mit den XPR2-Sekretions-Signalen
(157 Aminosduren Pripro-Sequenz) stangabwdrts vom
LEU2-Promotor aus gesehen placiert, Dieses Expreressions-
plasmid zeigt auf, daB auch ein anderer Promotor als der
XPR2-Promotor benutzt werden kann, um die Sekretion von
heterologem Protein zu bewirken. Weiterhin ist dieser
Expressionsvektor in der Lage, unabhdngig von der Einbaustelle
im Y. lipolytica-Genom Expression/Sekretion zu bewirken. Die
gelungene Sekretion von Prorennin mit einem anderen Promotor
als dem XPR-Promotor zeigt die Durchfliihrbarkeit einer Expres-
sions-Vektor-Konstruktion zur ldentifizierung alternativer
neuer, starker Promotoren in Y. lipolytica. Zusatzlich kann
dieser Ansatz benutzt werden, um eine Expressionskultur mit
zwel getrennten Prorennin-kLybridgenen zu gewinnen, wobei
eines vom LEU2-Promotor und das andere vom XPR2-Fromotor
exprimiert wird, die an verschiedenen Stellen im Genom des

Wirtes eingebaut sind.

Die experimentellen Stufen, die fiir die Konstruktion eines
Expressionsvektors angewendet werden, welcher das Prorennin-
Gen mit Sekretions-Signalen fiir die alkalische Protease (157
Aminosiuren lange XPR2-Prapro-Sequenz), exprimiert durch .
LEU2-Promotor-Sequenzen, enthdlt, sind in Fig. 13 darge-
stellt. Die Konstruktion dieses Plasmids wurde mit der
Herstellung eines LEU2-Promotor-Fragmentes begonnen, welches
etwa 300 Basenpaare der 5 -untranslatierten Sequenz enthdlt,
die dem ATG-Codon, das die Translation des beta-Isopropyl-
malat-Dehydrogenase-Gens (Fig. 12) initiiert, vorangehen. Das
300 Bp lange HindIII-FokI-DNA-Fragment, das fir einen 270 Bp
langen Teil der LEU2-Promotorsequenz codiert, wurde aus dem
Shuttle-Vektor pLD40 isoliert. Diesas Fragment wurde mit
einem 54 Bp langen Linker mit der Sequenz
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---------- Leu2-===~-=
Fokl 4
S '= ATACAACCACACACATCCACAATG
3'=- TTGGTGTGTGTAGGTGTTAC
----------------- Xpr2-=-=mme—mem—————-

BglI
AAGCTCGCTACCGCCTTTACTATTCTCACTGCCGTTC-3"
TTCGAGCGATGGCGGAAATGATAAGAGTGACGGC -5

mit T4-Ligase verkniipft und anschlieBend mit HindIII verdaut.
Die entstandenen ligierten Sequenzen wurden durch Isolierung
des etwa 360 Basenpaare langen HindIII-BglI-DNA-Fragmentes
mittels Gelelektrophorese cereinigt. Ein zweites, als Bestand-
teil notiges Fragment, das flir den Rest der XPR2-Prdpro-
Sequenz und die ersten 152 Aminosduren des Prorennins
codiert, wurde durch Spaltung mit Bgli und Xmal aus dem
Expressionsplasmid pXX-33 (Fig. 6) und Gelreinigung des
gebildeten 887 Basenpaare langen DNA-Fragmentes isoljert. Ein
drittes Fragment, das den Rest des Prorennin-Gens, den
XPR2-Terminator uni Vektorsequenzen enthdlt, wurde durch
Spaltung von pXX-33 mit HindIII und XmalI und Gelreinigung
(durch Spaltung) des etwa 8,0 kB langen Vektorfragmentes
hergestelit. Die drei DNA-Fragmente wurde unter Verwendung
der oben beschriebenen Standardverfahren miteinander ligiert,
Die Ligations-Reakticnsmischung wurde verwendet, um den Stamm
HB10l von E, coli K12 zu transformieren. Plasmide wurden aus
den transformierten Spezies auf der Basis der Ampicillin-
resistenz isoliert und das Plasmid plLX-34 wurde durch seine

Restriktionskarte identifiziert (Fig. 13).

Y. lipolytica ATCC 20794 (DL118) wurde mit durch Nrul
gespaltene pLX-34-DNA behandelt, wobei man Y. lipolytica ATCC
20795 (DL251) erhielt, und das von der leucin-unabh&ngigen,
transformierten Kultur in die Kulturfllissigkeit sezernierte
Prorennin wurde wie oben fiiv das pLS-3 beschrieben bestimmt.
Diege Transformationstechnik lenkte den Einbau von pLX-34 in
eine pBR322-Sequenz, die vorher in den bio-Locus im Wirts-
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chromosom (oben beschrieben) eingebracht worden war. Der
Einbau von pLX-34 an dieser 3Stelle wurde durch Southern-

Analyse bestdtigt.

Die Verwendung von DL118 als Empfanger. Southern-Hybridi-

sierungsexperimente wurden wie folgt ausgefihrt:
Nrul-Verdauung von DNA aus transformierten DL118-Spezies
(hybridisiert mit z.B. einem Prochymosin-Teststiick, wenn das
eingefligte Plasmid ein Prochymosin-Expressionsplasmid war)
schnitt genau das eingefiigte Plasmid heraus. Ein paar
Nanogramm des durch Nrul verdauten transformierenden P)asmids
diente zur Uberpriifung der korrekten Grofe der Hybridi-
sierungsbande. Auch die Verdauung von DNA dieser transformier-
ten Spezies (getestet mit 32p-markiertem pBR322) durch Mlul
(Miul schnitt das transformierende Plasmid nicht) zeigte, daB
die ortsansdssige pBR322-Sequenz von DL118 durch Zugabe von
einem oder mehreren Molekiilen des transformierenden Plasmids un-
terbrochen wurde. Dies zeigte, daB der Einbau an der
gewlinschten Stelle stattfand. '

Die transformierte Kultur Y. lipolytica ATCC 20795
(DL251)wurde in YEPD-Medium bei 22°C gezlichtet, um die Expres-

sion durch den LEU2-Promotor zu begiinstigen. Das Vorliegen
von Prorennin in den Kulturiiberstinden wurde mit Hilfe des
Milchgerinnungstests (siehe oben) an sauer aktivierten
Kulturiberstdnden gesichert und durch Immuno-Blot-Analyse
(siehe oben) bestdtigt. Diese Ergebnisse zeigen, daB dieses
Hybrid-Gen eine unabhdngiqge Expressionseinheit ist, die zur
Expression/Sekretion befdhigt ist, wenn sie an einem anderen
Ort als XPR2 oder LEU2 eingebaut wird. Diese Eigenschaft
erlaubt die Konstruktion einer Expressionskultur mit
mehrfachen Hybrid-Genen, die mdglicherweise in der Lage sind,

gesteigerte Mengen an extrazellulirem Prorennin zu erzielen.
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BEISPIEL 3

Sequenz eines synthetischen Gens fir menschliches CS5a. Der

Plan, der zum Erreichen der bakteriellen Produktion von
menschlichem Anaphylatoxin CSa entwickelt wurde, war voraus-
gehenden Verfahren analog, die fiir die Synthese und Expres-
sion von EGF verwendet wurden, wie in der europdischen
Patentanmeldung Nr. 0147178 heschrieben. Er sieht die
Konstruktion eines Genes vor, in dem die codierende Sequenz
fliir die aktivierte Komplementkomponente C5a synthetisch her-
gestellt wurde. Da die bekannte Aminosduresequenz von
menschlichem C5a festgelegt ist, entwarfen wir ein
DNA-Fragment, das flir die Infomation ihrer 74 Aminosduren
codiert (Fig. 9). Die synthetische Gensequenz war so
ausgewdhlt, daB sie die von E. coli und S. cerevisiae
bevorzugte Codon-Benutzung maximiert und Stellen flir mehrere
Restriktionsendonukleasen anbietet, um die éharakterisierung
zu erleichtern. Dieser Ansatz erlaubte die direkte Expression
von Anaphylatoxin in E. coli, indem man ein
ATG-Initiationscodon filir die Proteinsynthese vor das fiir die
erste Aminosdure des C5a Polypeptids codierende Triplett
einfiihrte. Um seine Insertion in der gewlinschten Anordnung in
das Plasmid pBR322 zu erleichtern, wurde das synthetische
CS5a-Gen so konstruiert, daB es an seinen Enden Erkennungs-
stellen fiir die Restriktionsendonukleasen EcoRI und HindIII
enthizlt. Um die zu bildende C5a-Gensequenz herzustellen,
wurden zehn 47-mere vermittels des Phosphoramidit-Verfahrens
synthetisiert und zu einem 235 Basenpaare langen, doppel-
strangigen DNA-Fragment zusammengefiigt, Das CS5a-Genfragment
wurde in an der gecigneten Stelle gespaltenes pBR322
insertiert und das klonierte Gen wurde mittels Analyse durch
Restriktionsspaltung von Plasmid-DNA aus willkiirlich
ausgewdhlten transformierten Spezies identifiziert. Mehrere
CSa-i'lone wurden dann durch Sequenzieren der DNA analysiert,
uum einen Klon mit der richtigen Sequenz zu identifiziereﬁ.

Die gewilinschte Nukleotidsequenz fiir die CSa-Gen-Region wurde

- 53 -



967996

- 53 -~
in 2 der 5 untersuchten Klone gefunden.

Bakterielle Expression von menschlichem C5a. Die Kongtruktion

des CS5a-Expressions-Plasmids wurde durch Spaltung des
C5a-Subklons mit der Restriktionsendonuklease EcoRI begonnen,
gefolgt von Dephosphorylierung durch Behandeln mit bakteriel-
ler alkalischer Phosphatase. Durch Verwenden eines 360 Bp
langen EcoRI-DNA-Fragments aus pPFZ-R2, das den trp-Promo-
tor-Operator und Ribosomenbindungsstellen-Sequenzen enthilt,
wurde ein Cta~Expressionsplasmid konstruiert. Kompetente E.
coli-Zellen vom Stamm HB10l wurden mit der Ligations-
Reaktionsmischung ..ansformiert. Einige Antibiotika-r=sistente
Kolonien aus jeder Transformation wurden gereinigt und ihre
Plasmid-DNA" s wurden der Analyse durch Restriktionsendo-
nukleasen-Kartierung wterwvorfen, um diejenigen zu
identifizieren, in denen der trp-Promotor so angeordnet ist,
daB Transkription des C5a-Gens resultiert. Mehrere isolierte
Spezies aus dieser Verknilipfungsreaktion wurden als Plasmide
identifiziert, die das Anaphylatoxin-Gen in Nachbarschaft zur
bakteriellen Promotorsequenrz in der Anordnung enthielten, die
fir die direkte Expression von C5a bendtigt wird. Eine
Restriktionskarte des C5a-Expressionsplasmids pC5a-48 ist in
Fig. 10 dargestellt,.

Expression und Sekretion von menschlichem Anaphylatoxin in Y.

lipolytica

Der Expressions-/Sekretionsvektor pC5aX-3, der filir die
Sekretion von menschlichem Anaphylatoxin C5a codiert, wurde
nach Techniken hergestellt, wie sie in Beispiel 1 fiir pXx-33
beschrieben wurden. Y. lipolytica ATCC 20774 wurde
anschliefend durch diesen Sekretionsvektor transformiert unrd

das durch die transformierten Kulturen produzierte mensch-
liche C5a wurde wie oben beschrieben bestimmt, mit der Ausnah-
me, daB Anti-Cbha der Ziege und Anti-Ziegen-1gG des Kaninchens
im Immuno-Blot-Verfahren verwendet wurden. Fir Zas in diesem
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Beispiel beschriebene Plasmid wurde die Anwesenheit von CS5a
im Kulturliberstand bestdtigt,

Konstruktion des Expressions-/Sekretions-Plasmids pC5aX-3.

Die experimentellen Stufen fiir die Konstruktion des
Anaphylatoxin-Expressions-/Sekretions-Plasmids pC5aX-3 sind
in Fig. 11 dargestellt. Dieses Plasmid enthdlt die Sequenz
fir den "vollstdndigen" XPR2-Promotor und fiir das 157
Aminosdurereste lange Signal- und Propeptid, die an eine
synthetische, flir die 74 Aminosdurereste von C5a codierende
Sequenz geknlipft sind. Der Konstruktionsplan, der flir das
pC5aX-3 angewendet wurde, war dem fiir pXX-33 angewandten
dhnlich, Zuerst wurde das Plasmid pXHP-24 (oder ein anderes
Plasmid, das die gewiinschte Sequenz enthadlt) mit dindIII und
Aval gespalten und das 1150 Basenpaare lange Fragment, das
den XPR2-Promotor enthdlt, wurde mittels Gel gereinigt. Ein
zwelites Fragment, das das 3° -Ende der gggg-Pfopeptid- und der
C5a-Strukturgen-Sequenz enthdlt, wurde mit Hilfe einer
Standard-Ligationsreaktion gebildet, wobei das anndhernd 220
Basenpaare lange RinfI-HindIII-DNA-Fragment aus dem E.
coli-Expressionsplasmid pC5a-48 und dac synthetische Fragment

5' CCGAGATTCCTGCTTCTTCTAATGCCAAGCGA 3
3! CTAAGGACGAAGAAGATTACGGTTCGCTTGA 5!

mit T4-Ligase eingesetzt wurden, gefolgt von Spaltung mit
Aval und HindIII. Die entstandenen ligierten Sequenzen wuraen
durch Gelelektrophorese gereinigt, wobei man das etwa 250
Basenpaare lange Aval-HindIII-Fragment selektierte. Das den
Promotor enthaltende HindIII-Aval-Fragment und das flir C5a
codievende Aval-HindilI-Fragment wurden darauf mit T4-Ligase
ligiert und anschlieBend mit HindIIT verdaut. Das etwa 1,4 kB
lange Fragment wurde mit Hilfe von Gel gereinigt und fiir eine
Verkniipfung mit durch HindIIl gespalcenem pterm 4 (oben
beschrieben) verwendet. Die Ligations-Reaktionsmischung wurde
verwendet, um den Stamm MM294 von E. coli Kl2 zu transfor-
mieren. Auf Ampici)linresistenz selektierte Plasmide wurden
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aus den selektierten transformierten Spezies isoliert und das
Plasmid pC5aX-3 wurde anhand seiner Restriktionskarte
identifiziert. Y. lipolytica, Stamm PC-30869, ATCC 20774,
wurde dann mit durch SnaBI gespaltenem pC5aX-3 transformiert
und das von den transformierten Kulturen in das Kulturmedium
sezernierte Anaphylatoxin wurde wie oben beschrieben
bestimmt. Die Anwesenheit von CSa im Kuiturliberstand wurde
durch das oben beschriebene Verfahren hestitigt.

Es ist bekannt, daB viele Proteine, die durch an das endo-
plasmatische Reticulum gebundene Ribosomen synthetisiert
werden, als Glycoproteine produziert werden. In der Tat kann
die Glycosylierung die Sekretion eines gegebenen Proteins
beeinflussen. N-verkniipfte Glycosylierung von eukaryotischen
Proteinen tritt an den Tripeptid~Sequenzen
Asparagin-X-Threonin und Asparagin-X-Serin auf, wobei ¥ eine.
beliebige Amincsdure auBer mdglicherweise Aspartat (Hubbard,
S. et al. (1981), Ann. Rev. Biochem. 50, 555) sein kann. Die
Aminosduresequenz von Prorennin enth“\t zwei solche Tripep-
tid-Sequenzen, eine Analyse von in Y. lipolytica sezerniertem
Prorennin mittels Gelelektrophorese ergab jedoch keinen Hin-
weis auf die Glycosylierung. In anderen sezernierten euka-
ryotischen Proteinen sind nicht alle Asparagin-X~Threonin/-
Serin-Stellen glycosyliert. Es ist wihrscheinlich, daB .
bestimmte Asparagine innerhalb von Tripeptid-Sequenzen nicht
glycosyliert werden, da sie flir die Glycosylierungsenzyme

unerreichbar sind.

Im Fall von menschlichem C5a enthdlt die Aminosduresequenz
eine einzige Glycosylierungsstelle oder Tripeptid-Sequenz
(Asn-Ile-Seri, die normalerweise ein komplexes Oligosaccharid
besitzt, das an Asparagin gebunden ist (Fwrnandez, H., et al.
(1976), J. Immol. 117, 1688). Ein Teil der in das
Ku'turmedium von Y. lipolytica sezernierten C5a-Molekiile
schelnt glycosyliert zu sein, da ein breiter Bereich
antigener Aktivitdt im Bereich der hohen Molekulargewichte
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des Immunoblots zu sehen war, Diese heterogene elektrophore-
tische Mobilitdt ist der analog, die man an anderen sezer-
nierten Proteinen beobachtet hat, und sie ist wahrscheinlich
eine Folge des schwankenden Grades an Kohlehydrataddition.
Flir die vorliegende Erfindung 148t die scheinbare Glyco-
sylierung bestimmter sezernierter heterolnger Proteine
vermucen, daB die Expression und Sekretion in Y. lipolytica
fir die Herstellung von vielen, normal giycosylierten

eukarvotischen Proteinen nitzlich sein wird.
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FIG. 2
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tep gly
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ACC CC 5
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ACC CC S
ACC CC L
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gln thr
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GTY TG 5
GTC TG 5.
GTC TG 5
GTT TG 5
GTT TG 5
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CATCCGGCCTTCTATGCATCCCTCAAACATTGATTGGAAATTAACATATGAGCTCCGTG
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CTTTTTGCATTCAAGGCCGCAGCTTATCTTGIATCCTTAATTACACATGACCTCTTGAG
CGCCACGCTACATTCCTGGCGTCAGTTCGCTGGAGCCGACACTTTTCTCTCCTTTCTCT
GACATGTTGCTTAAGTTGTAGTCCAGGGACACAAGCCGTTCCAACCGCAGTGGCAGCCT
ACCCCACGCTACCCACCACTCGCCCTGCTCTAACTTCGACGATCGGCATCAGGCTTCAT
GCATAGCCGGTGTGATTTACGATGTGATGCACAATGTTAGAGAGATCCCACTACTTCIA
CTCACGCCATCTTTTACGTACGCACTCTACCATGATGTCAATGCAGTATGATGAACCGA
CTTTGAGAGACTCACATCTCCACAACACCATGTTTCAGCGGAATCCCACTTCCAACCCA
;AACCCAAGCCCCTGTCAGATATCGTCAGAAGGCACGGCACCAACTAATGCACACACTCC
ACCTGTATTGCACCAAGATAATGAGGGCATCGTCTTGGCGCGTCTTGGCGAGAGCCGTG
TTTCGTGACGCAATCAGAGCAGTTTCTGGATAGTATCTTCTCCAGAAACACGATATAAA

CCCCATCGACGGGCCCGTTGAAGAGCACCAACCCACIATCCAATCCTCCAATCCAACA
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180

asp ser pro gly asn fle gly gly ser thr ser gly {le {le thr
GAC TCT CCL GGT AAC ATT GGA GGC TCC ACC TCT GGT ATC ATC ACT

190 200
val gly ser i{le asp ser ser asp lys ile ser val trp aer gly
GTG GGT TCC ATT GAC TCT AGC GAT AAG ATC TCC GTC TGG TCC GGT
110
gly gln gly ser aan tyr gly thr cys val aap val phe ala pro
GGA CAG GCA TCC AAC TAC GGA ACT TIGT GTT GAT GiC TTT GCC CCC

220 230
gly ser asp ile {le ser ala ser tyr gln ser asp ser gly thr
GGC TCC GAT ATC ATC TICT GCC TCT TAC CAG TCC GAC TCT GGT ACT

240
leu yval tyr ser gly thr aser met ala cys pro his val ala gly
TTC GTC TAC TCC GGT ACC TCC ATG GCC TGT CCC CAC GTT GCC GGT
250 2690
leu ala ser tyr tyr leu ser ile asn asp glu val leu thr pro
CTT GCC TCC TAC TAC CTIG TCC ATC AAT GAC GAG GTT CTC ACC CCT
270
ala gln val glu ala leu {le thr glu ser asn thr gly val leu
GCC CAG GTC GAC GCT CTT ATT ACT GAG TCC AAC ACC GGT GTT CIT
280 - 290
pro thr thr asn leu lys gly ser pro asn ala val ala tyr asn
CCC ACC ACC AAC CTC AAG GGC TCT CCC AAC GCT GTT GCC TAC AAC
297
gly val gly 1ile ,
GCT GTT GGC ATT TAG GCAATTAACAGATAGTTTGCCGGTGATAATTCTCTTAACCTC
‘CCACACTCCTTTGACATAACGATTTATGTAACGAAACTGAAATTTGACCAGATATTGTTG
TAAATACAAAATCTGGCTTGTACGTGGCAAAATCCCGTCTTTGTTCGTCGGTTCCCTCTG
TGACTGCTCGTCGTCCCTTTGTGTTCGACTGTCGTGTTITCTTTTCCGTCCGTGCGCAAG
TGAQATCCCCGTCTTCGAATTCGGTAGTCGCACGGACCATCGGTTGCTCTGCACACACAC
ACACGCGAGGCTGGAACCTACATCAGAGCACTACTTGCACGGTTGATGCAACATTCAAGA
AAAGCCCAAGCAGTGGCTCATGTATACCACCTAACAGCAACTACTCCTCAACATGAAAAA
GGACGGTGTTAACACGCCCAAGACTCCTTTCTGTCTACGCCIGAGCAAC01GCICTGCAA
CAGAGCAACAGATAATCGCCTACGGAGACACAGACAGACACAGAAACAGAAACAAAAGCA
ACAGAAACTGCTGTACTCTGTTCCACTGACCCGGAGATTTAACCGTATAATTCACCCTCA

GATCT
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Figure 12

GTCGACACCATATCATATAAAACTAACAATGCATTGCTTATTACGAAGACTACCCGTTGCTATCTCCAC
BCCGTTATCTCCACGGTCCAAAGGCTGCTCAATGTGCTGCATACGTAACGTGGGGTGCAACCTTGAGCA
CATAGTACTTTTCCGAAAACCGGCGATAATTAAGTGTGCACTCCAACTTTTCACACTGAGCGTAAAATG
TGGAGAAGAAATCGGCACTAAAAAGTCAGGTAGACTGGAAAATGCGCCATGAAATGAATATCTCTTGCT
ACAGTAATGCCCAGCATCGAGGGGTATTGTGTCACCAACACTATAGTGGCAGCTGAAGCGCTCGTGATT
GTAGTATGAGTCTTTATTGGTGATGGGAAGAGTTCACTCAATATTCTCGTTACTGCCAAAACACCACGG
TAATCGGCCAGACACCATGGATGTAGATCACCAAGCCTGTGAATGTTATTCGAGCTAAAATGCACATGG
TTGGTGAAAGGAGTAGTTGCTGTCGAATTCCGTCGTCGCCTGAGTCATCATTTATTTACCAGTTGGCCA

CAAACCCTTGACGATCTCGTATGTCCCCTCCGACATACTCCCGGCCGGCTGGGGTACGTTCGATAGCGC
;

ATCGGCATCGACAAGGTTTGGGTCCCTAGCCGETACCGCACTACCTGAGTCACAATCTTCGGAGGTTT
AGTCTTCCACATAGCACGGGCAAAAGTGCGIATATATACAAGAGCGTTTGCCAGCCACAGATTTTCACT

) >
met glu pro glu thr lys lys
CCACACACCACATCACACATACAACCACACACATCCACA ATG GAA CCC GAA ACT AAG AAG

10 20
thr lys thr asp ser lys lys ile val leu leu gly gly asp phe
ACC AAG ACT GAC TCC AAG AAG ATT GTT CTT CTC GGC GGC GAC TTC

30 i -
cys gly pro glu val ile ala glu ala val lys val leu lys ser
TGT GGC CCC GAG GTG ATT GCC GAG GCC GTC AAG GTG CTC AAG TCT

40 50
al ala glu ala ser gly thr glu phe val phe glu asp arg leu
STT GCT GAG GCC TCC GGC ACC GAG TTT GTG TTT GAG GAC CGA CTC

60
ile gly gly ala ala ile glu lys glu gly glu pro ile thr asp
ATT GGA GGA GCT GCC ATT GAG AAG GAG GGC GAG CCC ATC ACC GAC

70 80
ala thr leu asp ile cys arg lys ala asp ser ile met leu gly
GCT ACT CTC GAC ATC TGC CGA AAG GCT GAC TCT ATT ATG CTC GGT

90
ala val gly gly ala ala asn thr val trp thr thr pro asp gly
GCT GTC GGA GGC GCT GCC AAC ACC GTA TGG ACC ACT CCC GAC GGA

100 110
arg thr asp val arg pro glu gln gly leu leu lys leu arg lys
CGA ACC GAC GTG CGA CCC GAG CAG CGT CTC CTC AAG CTG CGA AAG

120
asp leu asn leu tyr ala asn leu arg pro cys gln leu leu ser
GAC CTG AAC CTG TAC GCC AAC CTG CGA CCC TGC CAG CTG CTG TCG
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340 350
glu zla ala val lys glu ser val glu ala gly ile thr thr ala
GAG GCT GCC GTC AAG GAG TCC GTC GAG GCT GGT ATC ACT ACC GCC
360
asp ile gly gly ser ser ser thr ser glu val gly asp leu leu
GAT ATC GGA GGC TCT TCC TCC ACC TCC GAG GTC GGA GAC TTG TTG
370 380
" -0 thr arg ser arg ser cys scr arg arg ser lys ser phe leu
<A ACA AGG TCA AGG AGC TGC TCA AGA AGG AGT AAG TCG TTT CTA
390
arg arqg ile asp gly arg-'ser lys leu thr arg leu arg val gly
CGA CGC ATT GAT GGA AGG AGC AAA CTG ACG CGC CTG CGG GTT GGT
400 405
leu pro ala gly ser ala ser val OC
CTA CCG GCA GGG TCC GCT AGT GTA TAA GACTCTATAAAAAGGGCCCTGCCCTGCTAATGAA
ATGATGATTTATAATTTACCGGTGTAGCAACCTTGACTAGAAGAAGCAGATTGGGTGTGTTTGTAGTGGA
GGACAGTGGTACGTTTTGGAAACAGTCTTCTTGAAAGTGTCTTGTCTACAGTATATTCACTCATAACCTC
AATAGCCAAGGGTGTAGTCGGTTTATTAAAGGAAGGGAGTTGTGGCTGATGTGGATAGATATCTTTAAGC
TGGCGACTGCACCCAACGAGTGTGGTGGTAGCTTGTTACTGTATATTCGGTAAGATATATTTTGTGGGGY
STAGTGGTGTTTGGTAGGTTAGTGCTTGGTATATGAGTTGTAGGCATGACAATTTGGAAAGGGGTGUAC
TTTGGGAATATTGTGGGATTTCAATACCTTAGTTTGTACAGGGTAATTGTTACAAATGATACAAAGAACT
GTATTTCTTTTCATTTGTTTTAATTGGTTGTATATCAAGTCCGTTAGACGAGCTCAGTGCCATGGCTTTT
GGCACTGTATTTCATTTTTAGAGGTACACTACATTCAGTGAGGTATGGTAAGGTTGAGGGCATAATGAAG
GCACCTTGTACTGACAGTCACAGACCTCTCACCGAGAATTTTATGAGATATACTCGGGTTCATTTTAGGC

TCCGATTCGATTCAAATTATTACTGTCGAAATCGGTTGAGCATCCGTTGATTTCCGAACAGATCTCGGCA

GTCTCTCGGATGTAGAATTAGGTTTCCTTGAGGCGAAGATCGGTTTGTGTGACATGAATT
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