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Den foreliggende opfindelse angdr en mikrobiologisk meto-
de til fremstilling af humant serumalbumin (HSA) ved at

- dyrke gar, specielt af slagten Kluyveromyces, der er mo-

dificeret under anvendelse af rekombinante DNA-metoder.

HSA er et protein pad 585 aminosyrer med en molekylvagt pa

66 kilodaltons (kd) i form af en kugleformet, uglycosyle-
ret monomer. Dens kugleformede opbygning opretholdes ved
hjzlp af 17 disulfidbindinger, der frembringer en rakke-
fplge af 9 dobbelte slyngninger (Brown, J.R., in "Albumin
Structure, Function and Uses", Rosenoer, V.M. et ‘al.,
(udg.), Pergamon Press, .Oxford, (1977) 27-51). Generne,
der koder HSA, er kendt for at vare hejt polymorfe og
mere end 30 tilsyndeladende forskellige genetiske varian-
ter er blevet typebestemt ved hjalp af elektrophoretisk
analyse under forskellige betingelser (Weitkamp, L.T. et
al., Ann. Hum. Genet. 37 (1973) 219-226). HSA-genet er
opsplittet i 15 exoner med 14 intronsekvenser og omfatter
mere end 16,9 kilobasef (kb) fra det formodede "Cap" sted
til det forste poly(A)additionssted.

Humant albumin syntetiseres i leveren hepatocyter,. fra
hvilke det udskilles i blodstrgmmen. Det er det mest
rimeligt forekommende protein i blodet med en koncentra-
tion p& 40 g/liter serum; der er derfor ca. 160 g cirku-
lerende aibumin i det menneskelige legeme pad et hvilket
som helst tidspunkt. Den vigtigste rolle for HSA er at
opretholde normalt osmolaritet i blodstrgmmen. Det har
ogsd en eksceptionel bindingsevne for forskellige forbin-
delser og .spiller herudover en rolle_ved den endogene
transport af hydrophobe molekyler (f.eks. steroider og
galdesalte) savel som af forskellige terapeutiske forbin-
delser, der sdledes Kan transporteres til deres respekti-
ve virkningsstedei. Yderligere har man fornyligt vist at

HSA er impliceret i prostaglandinernes katabolisme.
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Syntesen af HSA i hepatocyterne giver f¢rst en precursor,
prepro-HSA, der indeholder et signalsekvens pd& 18 amino-
syrer, der dirigerer det nascente polypeptid til den
secernerende del. Denne signalsekvens afspaltes, sandsyn-
5 ligvis ved co-translationel bearbejdning, inden proteinet
friggres fra det endoplasmiske reticulum. Denne fe¢rste
proteolytiske spaltning giver precursor pro-HSA, der sta-
dig indeholder et N-endestillet hexapeptid {(Arg-Gly-val-
Phe-Arg-Arg), der normalt ikke forefindes i den modne
10 form af cirkulerende HSA.

En konvertase, sandsynligvis beliggende i Golgi vesikler-
ne, fjerner propeptidet i et andet proteolytisk trin ved
at spalte hexapeptidet ‘bundet til den N-endestillede as-
15 paraginsyre af modent HSA (Judah, J.D., and Quinn, P.L.,
Nature 271 (1987) 384-385; Bathurst, I.C. et al., Science
235 (1987) 348-350). Imidlertid kan ikke-bearbejdet hu-
mant albumin udgg¢re halvdelen af det tilstedevarende i
blodstr¢gmmen i sjaldne heterozygote individer, der barer
20 en arvet mutation i propeptidsekvensen, og alt albuminet
hos visse ekstremt sjaldne homozygoter (Takahashi, N. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987) 7403-~7407). En
af disse varianter er betegnet pro-albumin Christchurch
og begynder med sekvensen
25 Arg—Gly—Val—Phe—Arg-Gln'l—Asp+l, hvori  substitutionen
Arg-l——-> Gln forhindrer spaltningen af det sdaledes
muterede propeptid (Brennan, S.0. and Carrel, R.W.,
Nature 274 (1978) 908-909). Andre varianter betegnes
proalbumin Lille (Abdo, Y. et al., FEBS Letters 131
30 (1981) 286-288) og Takefu (Nagata et al., Rinsho Byori 30
(1982) 791-796) har henholdsvis fglgende N-endestillede
sekvenser Arg-Gly-Val-Phe-Arg-His-Asp og
Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Pro-Asp. 1 hvert af disse tilfalde
pavirker den observerede mutation det basiske aminosyre-
35 . par Arg-Arg, der normalt star foran aminosyresekvensen af

modent humant albumin og er et resultat af en enkelt-base

@ndring i arginincodonen (Takahashi, N. et al., Proc.
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Natl. Acad. Sci USA 84 (1987) 7403-7407).

Spaltning efter et par basiske aminosyrer er et vasent-
ligt trak ved modningen af andre proteiner, herunder
peptidhormoner, neuropeptider og andre plasmaprotéiner
end HSA (Douglass, O. et al., Annu. Rev. Biochem. 53
(1984) p. 665). Fornylig har man fundet, at konvertase,
der spalter proalbumin til albumin i leveren, sandsynlig-

vis er meget nart beslagtet med protease yscF fra ger

(Bathurst, I.C. et al., Science 235 (1987) 348-350). Den-

ne calcium-afhangige thiolprotease er-kodet af KEX2 genet
fra Saccharomyces cerevisiae og er sandsynligvis bundet
til membranen fra Golgi-apparatet. Den er kendt for at
vaere involveret i modningen af pheromon omtalt som a-
faktor og i modningen af drazbertoxinet, da kex2 mutanter
af S. cerevisiae er ‘ude af stand til at spalte de
respektive proproteiner ved det basiske aminosyrepar Lys-
Arg (Julius, D.J. et al., Cell. 32 (1983) p. 839). Yder-
ligere er det blevet pavist, at garenzymet kodet af KEX2
genet korrekt genkender og spalter den normale prosekvens
(Arg-Arg) af albumin in vitro, men ikke spalter den
muterede prosekvens (Arg-Gln) fra proalbumin-Christcburch
(Bathurst, I.C. et al., Science 235 (1987) 348-350). En
konvertase analég med yscF proteasen er fornylig blevet
beskrevet som varende kodet af KEX1 genet af K. lactis
(Wésolowski-Louvel. M. et al., Yeastvg (1988) 71-81). I
lyset af denne opdagelse blev disse gararters evne til at
modne rekombinant humant albumin korrekt og secernere
dette i dyrkningsmediet undersggtes.

Albumin undger 40% af verdensmarkedet med hensyn til
plasméproteiner. Kommerciel interesse i dette skyldes den
kendsgerning, at dette produkt anvendes i udstrakt grad
f.eks. i sdkaldte blod-volumen expanders for at kompen-
sere for blodtab under kirurgi, ulykkestilfalde, ble¢dnin-
ger og med doser pr. dag og pr. individ i en mezngde pa
adskillige gram.
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Indtil er HSA sadvanligvis blevet fremstillet ved hjalp
af almindelige metoder i form af fraktionering af plasma,
der stammer fra bloddonorer (Cohn, E.J. et al., J. Am.
Chem. Soc. 68 (1946) p. 459), idet det arlige forbrug i
5 verden af plasma er i omradet 9,5 x 106 liter. Det kan
ogsd ekstraheres fra menneskeplacenta ved de metoder, der
er beskrevet af J. Liautaud et al., {13th Intern. Con-
gress of IABS, Budapest, A: "Purification of Proteins.
Development of biological standard", Karger (ed.), Bale,
10 27 (1973) p. 107).

Udviklingen indenfor genteknologien og nye ekstraktions-
og rensningsmetoder har muliggjort at fremstille forbed-
rede produkter med hgjere renhed og bedre stabilitet uden

15 viral forurening (f.eks. hepatitis B og AIDS) og med la-
vere omkostninger. Imidlertid er der ikke kendt nogen
metode baseret pd genetisk manipulering indtil nu, der er
effektiv nok til at vere af gkonomisk interesse til frem-
stilling af HSA i industriel malestok.

20
Dette er hovedsageligt pad grund af manglen pad et effek-
tivt vaert/vektorsystem, der ville muliggere produktion i
stor mangde af et korrekt modnet udskilt serumalbumin,
der er i besiddelse af den korrekte tertizre struktur, og

25 som udviser de fysisk-kemiske egenskaber ved nativt hu-

mant albumin.

Selv om anvendelsen af pattedyrs cellekulturer Kkunne
forekomme at vare det ideelle valg til udtrykkelsen af
30 humane proteiner, ville omkostningerne ved en sddan me-
tode vare langt over den nuvarende salgspris for albumin,
der anvendes til farmaceutiske formal (Klausner, A., Bio-
technology 3 (1985) 119-125). Da dette produkt sadvanlig-
vis ordineres i mangder pd adskillige gram og med en lav

35 pris pr. enhed, synes bioteknologisk produktion af HSA

kun at vere mulig med mikrobielle forgaringssystemer.
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Indtil fornylig er langt storstedelen af de genetiske
manipuleringsfors¢g blevet foretaget med Escherichia coli
som vartsorganismen ved den mikrobielle produktion af
heterologe proteiner af gkonomisk betydning. Selv om den-
ne type metode har synes at vare tilfredsstillende for en
rzkke heterologe proteiner, har alle forspg pad at
frembringe HSA under okonomisk acceptable betingelser
under anvendelse af denne organisme kun varet delvis ud-
fort med held (EP-A-0 079 739).

En af hovedulemperne i forbindelse med anvendelsen af E.
coli ligger i den kendsgerning, at denne bakterie er i de
fleste tilfezlde ude af stand til at udskille de hetero-
loge proteiner i dyrkningsmediet, og at disse proteiner
akkumulerer i en af cellebestanddelene. Det ¢nskede
protein md derefter fraskilles det cellulzre materiale,
hvilket giver anledning til komplicerede og kostbare be-
handlingsmetoder. Yderligere frembringer E. coli endo-
toxiner og pyrogener, der kan forurene de producerede
proteiner. Af denne grund ma man vare sardeles omhyggelig
ved rensningen for at fjerne rest endotoxiner i slutpro-
duktet, isazr dersom dette skal anvendes som et medicinsk

produkt.

Udskilte proteiner'taber ofte evnen til at folde korrekt,
dersom de syntetiseres og akkumuleres inden i cytoplasma.
Sadvanligvis kraves sekretion for at muliggg¢re dannelsen
af disulfidbindinger som f.eks. de, der forekommer i HSA.
Den kendsgerning, at HSA produceret inden i E. coli ikke
er éecérneret, bevirker at det udfalder intracellullert i
en uopleselig form (Latta, M. et al., Bio/Technology 5
(1987) 1309-1314). Som en fplge heraf mé& efter ekstrak-
tion for bakteriecellerﬁe proteinet denatureres  og her-

efter renatureres in vitro.

Yderligere mangler E. coli det cellulare maskineri, der

gor det muligt at udfere post-transskriptionelle og post-
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translationelle modifikationer, der er specifikke for
eukaryotiske organismer, herunder gar og mennesker. Med
hensyn til HSA viser det sig at vare vanskeligt at indu-
cere E. coli til i et tilfredsstillende niveau at udtryk-
5 ke den naturlige HSA precursor dvs. prepro-HSA. Yderlige-
re er kunstige albuminer, hvori det HSA strukturelle gen
er blevet koblet til sikretionssignaler stammende fra
bakterielle pac éller ompA gener, sadvanligvis bearbejdet
ufuldstendig (ibid.). Yderligere viser udtrykkelsen af
10 HSA uden preprosekvensen dvs. i Met-HSA formen, at den N-
endestillede methioninrest ikke er afskdret af E. coli
methionin aminopeptidasen (MAP) (ibid., europaisk patent-
ans¢gning nr. EP 198 745 offentliggjort 22.10.1986). Som
en fglge heraf kan E. coli-afledt HSA iKkke opnds i moden
15 form in vivo og ma modificeres in vitro ved tryptisk
spaltning for at udskare en phag-afledt ledersekvens
efter denaturering og renaturering in vitro (europaisk
patentanseggning nr. EP 236 210 offentliggjort
09.09.1987).
20
Med hensyn til andre bakterielle varter er unders¢gelser
for nyligt blevet offentliggjort om sekretion af HSA af
Bacillus subtilis (Saunders, C.W. et al., J Bacteriol.
169 (1987) 2917-2925). Sk¢nt denne undersggelse indice-
25 rer, at en prokaryotisk organisme som B. subtilis er i
besiddelse af potentialet for at udskille hgjmolekylere
humane proteiner som f.eks. HSA, viser den ogsd, at ud-
skillelsen i vakstmediet kun Kkan opnds, dersom der
anvendes B. subtilis protoplaster dvs. bakterieéeller,
30 hvis normale celler er blevet nedbrudt med enzymatisk
behandling. Yderligere er procentdelen af modificeret HSA
omvendt proportional med den frembragte proteinmangde:
ved he¢je udtrykkelsesniveauer forbliver det meste af det
rekombinante HSA i ikke-moden form (ibid.). Yderligere er
35 der ikke blevet rapporteret nogen resultater med hensyn

til de fysisk kemiske egenskaber af det rekombinante HSA

fra B. subtilis.. Yderligere er det opndede udskillelses-
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mengde af HSA ved hjzlp af denne mikroorganisme sardeles
lav set i lyset af de ma&ngder af HSA der er pavist i
kulturer supernatanter under anvendelse af immunologiske
metoder (europaisk patentansggning nr. EP 0 229 712 A2
offentliggjort 22.07.1987).

Et attraktivt alternativ til anvendelsen af bakterielle
verter til fremstillingen af heterologe proteiner er
anvendelsen af mikrobielle eukaryotiske systemer som
f.eks. ger eller svampe. Faktisk besidder disse organis-
mer alle de trazk i form af strukturel og cellular organi-
sering, der findes i mere komplekse eukaryotiske organis-
mer som f.eks. pattedyrceller. Specielt er gararter i
stand til at udfere post-transskriptionelle og post-
translationelle modifikationer, der er vigtige for akti-
viteten af mange proteiner. Herudover er gararter meget
almindelige ved industriel produktion og kan dyrkes til
hgje celletaztheder, er ikke pathogene, producerer ikke
endotoxiner og har varet anvendt inden for fg¢devareindu-
strien helt siden oldtiden. Endelig er i modsatning til
pattedyrceller genetiske manipulationer med gararter
lette at udfeore, og klassiske og molekylazre genmani-
pulationer har givet en stor mazngde data.

udtrykket ger anvendes hyppigst for at betegne Saccharo-
myces cerevisiae, eller bagerigar, der er en af de mest
almindelige og bedst kendte species. I det efterfglgende
skal forstas, at udtrykket ger angdr andre arter og er
ikke begrznset til specien S. cerevisiae.

vdtrykkelsen af prepro-HSA under kontrol af chelatinpro-
motoren er blevet demonstreret i S. cerevisiae i maksi-
mummezngder pa ca. 1% af de totale proteiner (Etcheverry,
T. et al., BioTechnology 4 (1986) 726-730). Imidlertid
forbliver materialet, der genkendes af anti-HSA antistof-
fer, der er beskrevet i denne unders¢gelse, celleassocie-

ret, og overferes derfor ikke reelt til kulturens super-
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natante del. Herudover er der ikke blevet rapporteret detalje-

ret karakterisering af det rekombinante protein.

Produktion af HSA i bryggeriger under anvendelse af en post-
5 fermenteringsmetode under el-brygning er blevet beskrevet (eu-
ropeisk patentansegning nr. EP 0 201 239 offentliggjort
12.11.1986). Her er der igen ikke blevet beskrevet nogen kvan-
titative eller kvalitative data med hensyn til det fremstillede
produkt. Yderligere ferer denne metode til udtrykkelsen af Met-
10 HSA dvs. en allel af HSA, der starter med aminosyren methionin
lige opstrems for sekvensen af det modne albumin. Manglen pa en
signalsekvens udelukker sekretionen og modningen af det rekom-
binante HSA og bevirker akkumulering af et intracellulart albu-
min, hvis tertiere struktur ikke er blevet karakteriseret. Her-
15 udover er manglende tilstedevarelse af N-endestillet methionin

i slutproduktet ikke blevet demonstreret.

EP-A-0 258 067, EP-A-0 308 381 og EP-A-0 319 641 beskriver pro-
duktion af human serum albumin (HSA) fra S. cerevisiae, men EP-

20 A-0 258 067 indikerer ikke, at HSA udstilles i mediet.

Imidlertid beskriver den foreliggende opfindelse fremgangsmade
til fremstilling af genetiske manipulerede, modificerede Kluy-
veromyces-stammer, der kan dyrkes i kultur til masseproduktion,
25 og som er i stand til effektivt at producere og udskille HSA i

dets native form i vakstmediet.

Et foretrukkent udtrykkelsessystem involverer gararter af slag-
ten Kluyveromyces som en vart og anvender vektorer, der stammer

30 fra det naturlige K. marxianus var. drosophilarum plasmid pPKD1.

Yderligere har videnskabelige undersegelser udfert med den hen-

sigt at fremstille albumin afsleret vardien af og vigtigheden

af visse pKDl sekvenser med hensyn til effektiviteten og speci-




10

15

20

25

30

35

DK 175846 B1

9

elt stabiliteten af wudtrykkelsesplasmiderne, der indeholder

dem.

Gararter af slagten Kluyveromyces og specielt K. marxianus
{(herunder varieteterne lactis og marxianus, der i det efterfel-
gende vil blive betegnet henholdsvis K. lactis og K. fragilis)
ér vigtige organismer. Journal of Basic Microbiology, 28, nr.
4, 1988, side 211-220 beskriver flere forskellige vektorer for
at udtrykke “drzber” toxin fra Kluyveromyces lacﬁis, men denne
toxin er resultatet af udtrykkelsen af et.homologt gen af denne
ger. Imidlertid kan gar af Kluyveromyces genuset have betydelig
kommerciel interesse inden for den bioteknologiske industri. K.
lactis og K. fragilis anvendes f.eks. til den kommercielle pro-
duktion af enzyme; lactase (P-galactosidase). Disse gararter er
i stand til at vokse p& valle, et hovedbiprodukt indenfor meje-
ribruget. Adskillige Kluyveromyces stammer anvendes- til produk-
tion i stor malestok af “enkeltcelleprotein” (SCP), der spiller
en vigtig rolle som foder til husdyr. Endelig er organismer af
slagten Kluyveromyces navnt pa den sakaldte GRAS liste (Gene-
rally Recognized As Safe), der spiller en vigtig faktor ved

fremstillingen af farmaceutiske produkter.

Genmanipulationsmetoder i Kluyveromyces er forst blevet forny-
lig. Tre typer kloningsvektorer er blevet beskrevet for denne

organisme.

i) Integrerende vektorer, der indeholder sekvenser homoioge med
regioner af Kluyveromycesgenomet og som, efter at vare
blevet indfert 1 cellerne, integreres 1 Kluyveromyces
chromosomerne ved in "vivo rekombination. Integration, en
meget sjelden tildragelse, der kraver tilstedeverelsen af
en effektiv selektionsmarker, opnés, dersom disse vektorer
ikke indeholder sekvenser, der muligger autonom replika-
tion i cellen. Fordelen ved dette system er stabiliteten

af de transformerede stammer, dvs. den kendsgerning, at de
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10

kan vokse i en normal naringstilfersel uden behovet for et
selektionstryk for at opretholde de integrerede sekvenser.
Ulempen er imidlertid, at de integrerede gener kun fore-
findes i1 en eller i bedste fald i et lille antal kopier
5 pr. celle. Denne lave gendosis resulterer ofte i et lavt

produktionsniveau af et heterologt protein.

ii) Replicerende vektorer indeholdende autonomt replicerende
sekvenser (ARS) afledt af det chromosomale DNA fra Kluyve-
10 romyces sp. (Das, S. og Hollenberg, C.P., Current Genetics
6, {1982) 123-128; International patentansegning WO
83/04050, offentliggjort 24.11.1983; International patent-
ansegning WO 83/04051, offentliggjort 24.11.1983). Sadanne
vektorer er kun af moderat interesse, da deres spaltning
15 under mitotisk celledeling er sardeles inhomogen, hvilket
bevirker i at de tabes fra cellerne med en hej frekvens,
selv om disse dyrkes under selektionstryk. Ydermere, disse
vektorer muligger ikke opnielsen af de sekreterede protei-
ner i industriskala (US patentnummer 4 859 596).
20
1ii) Replicerende vektorer, der stammer fra naturligt forekom-
mende garplasmider, enten fra det linezre draberplasmid
PGK1-1 (k1) isoleret fra K. lactis (de Louvencourt, L. et
al., J. Bacteriol. 154 (1982) 737-742; europaisk patentan-
25 . segning EP 0 095 986 offentliggjort 07.12.1983) eller fra
det cirkulere plasmid pKDl isoleret fra K. marxianus var.
drosophilarum (europaisk patentansegning EP 0 241 435 A2,
offentliggjort 14.10.1987). Vektorer indeholdende replika-
tionsekvenser stammende fra det lineare draberplasmid er
30 ikke af nogen praktisk anvendelighed ved masseproduktion
af hetorologe proteiner, da et specielt neringsmedium er
nedvendig for at opretholde dem, 0g da de tabes i 40-99%

af cellerne i en given population efter kun 15 generatio-

ner, selv under selektionstryk (europeisk patentansegning

35 EP 0 095 986 R2, offentliggjort 07.12.1983). Det mest ef-
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11

fektive vektorsystem til transformationen af slagten Kluy-

veromyces beskrevet indtil nu stammer fra det endogene

_plasmid pKD1: konstruktioner indeholdende hele sekvensen

af pKDl kan overfores med hej frekvens, forefindes i cel-
lerne i 70-100 kopier og, hvad der er vigtigt, har en re-
lativ hej stabilitet under ikke-selektive betingelser. Ik-
ke desto mindre forbliver anvendeligheden af vektorerne
beskrevet i EP 0 241 435 begrenset til anvendelse ved vi-
denskabelige undersegelser, fordi der er industrielt-skala
forgeringer kraver en stabilitet af plasmidet gennem
mindst 40 generationer. Selv den mest effektive vektor
(P3) beskrevet i EP 0 241 435 tabes af ca. 70% af cellerne
i en given population efter kun 6 generationer i et ikke-
selektivt medium (europaisk patentansegning EP 0 241 435
A2, offentliggjort 14.10.1987). Selv om det er teknisk mu-
ligt at bpretholde et selektionstryk under fermentering i
stor malestok, bevirker anvendelse af selektivt medium of-
te en betydelig lavere celletathed, og kraver aﬁvendelsen
af veldefinerede stammer, hvilket ger denne metode mindre
attraktiv og kostbar. Yderligere indeholder EP 0 241 435
ikke et enkelt eksempel p& udtrykkelse af et heterologt
protein af kommerciel interesse. Faktisk er det eneste
“heterologe” gen, der viser sig at blive udtrykt af vekto-
rer stammende fra pKD1 URA3 genet af garen S. cerevisiae.
Det forbliver derfor tilbage at bevise, at indferelsen af
ikke-gergen f.eks. et gen af pattedyrsoprindelse i pKDl og
det overudtrykkelse i Kluyvergmyces ikke bevirker foreget
plasmid instabilitet. EP-A-0 301 370 beskriver produktion
af human serum albumin af K. lactis med et plasmid omfat-
tende en autonom udtrykkelsessekvens, der er funktionel i
E. coli og et andet udtrykkelsesorigin, der er funktionelt
i vertsceller. pKDl navnes som vaerende sandsynlig til til-
vejebringelse med udtrykkelsessekvenser anvendelige i
Kluyveromyces, men ingen information gives angaende de ve-

sentlige karakteristika af et “funktionelt” pKD1.
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Den foreliggende opfindelse har til hensigt at tilvejebringe en
fremgangsmdde til fremstilling af hidtil ukendte vektorer, der
er i stand til at transformere gararter af slegten Kluyveromy-
5 ces, og som er 1 besiddelse af stabilitetsegenskaber, der er
betydeligt bedre end de, der er beskrevet i patentansegning EP
0 241 435. Det vises, at de beskrevne konstruktioner ifelge
opfindelsen opretholdes i hejt kopiantal i 85-%0% af cellerne
efter 50 generationers vakst i ikke-selektivt medium. Det er
10 sadledes muligt at frembringe heterocloge proteiner ud fra stabi-
le multikopi-vektorer under anvendelse af industrielle stammer
af slegten Kluyveromyces, der er blevet anvendt i mange ar pa

grund af deres optimale vaekstegenskaber og heje celletatheder.
15 Den foreliggende opfindelse angdr specielt en fremgangsmade til
fremstilling af human serum albumin (HSA), ved hvilken metode
en gar af slagten Kluyveromyces transformeret med et udtrykkel-
sesplasmid, der omfatter:
20 - funktionelle gener A, B og C af plasmid pKDI1,

- de omvendte gentagelser af plasmid pKD1l (IR),

- stabilitetsstedet af pKDl,

25
- originen for replikation af pKDl og en udtrykkelseskas-
sette, der indeholder et ikke-ge@r DNA, der koder det
strukturelle gen for human serum albumin under kontrollen
af sekvenser, der muligger dets udtrykkelse i garen,
30

- en selekterbar marker for den transformerede gaer, og

- eventuelt en origin for replikation og en selekterbar

marker for Escherichia coli,
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dyrkes i et vakstmedium.

Den hpje stabilitet af vektorerne beskrevet i forbindelse
med den foreliggende opfindelsen er blevet opnaet ved
fuldstendig at udnytte egenskaberne ved . plasmid pKDl.
Vektorer stammende fra pKDl er forskellig fra alle andre
kendte Kluyveromycesvektorer ved at de indeholder et
specialiseret replikationssystem, der er ansvarlig for
stabil plasmid vedligeholdelse i he¢jt kopiantal. Udover
en origin for replikation omfatter dette system to om-
vendte gentagelser, hver af 346 nucleotiders leangde, og
tre &bne aflasningsrammer (generne A, B og C), der er
integrerede dele af plasmidet (Chen, X.J. et al., Nucl.
Acids Res. 14, (1986) 4471-4481). Bibeholdelse af disse
replikations- og stabilitetselementer, generne A, B og C
og omvendte gentagelser (IR) resulterer i vektorer, der
udviser en sazrdeles hpj mitotisk stabilitet. Ved analogi
med det grundigst unders¢gte system, systemet af det
strukturelt beslagtede 2 u plasmid fra S. cerevisiae, er
proteinerne kodet af disse gener (B og C)‘sandsynligvis
involveret i plasmidfordeling under mitotisk celledeling
og kan spille en rolle i den negative regulering af gen
A, der koder en plads-specifik rekombinase (FLP; Futcher,
A.B., Yeast 4 (1988) 27-40). FLP-medieret rekombination
mellem de omvendte gentagelser af 2 s DNA har vist sig at
2ndre plasmidet fra en normal replikationsmade (en for-
dobling af 2 u» plasmider pr. celledeling) til en rullende
cirkeltype af replikation (kopiantalsformering til ca. 50
kopier pr. celle; ibid.). Denne andring i den normale re-
plikationsmdde induceres sé& snart plasmidkopiantallet
bliver for lavt til at muliggere frembringelsen af til-
strakkelige mangder af gen B og C produkter, der virker
som repressor for gen A, der koder FLP rekombinasen. Ved
hj2lp af denne mekanisme opretholdes kopiantallet af 2
(og hvad sansynligt af strukturelt lignende plasmider som
f.eks. pKD1l) pd hg¢je niveauver pad en autoreguleret made og
er uafhangig af tilstedevarelsen af en selekterbar mar-
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kor.

Vektorerne tidligere beskrevet i EP O 241 435 indeholder
enten kun en del af pKDl1 (Al5) eller indeholder et af-
5 brudt gen A (Pl og P3, hvori PstI kloningsstedet er be-
liggende inden i kodesekvensen af gen A (europaisk pa-
tentansggning nr. EP O 241 435 A2 offentliggjort
14.10.1987), hvorved det autoregulerende replikationssy-
stem ¢delagges, der er en af de karakteristiske egenska-
10 ber ved det residente plasmid pKDl. I modsatning hertil

respekterer plasmidkonstruktioner afledt af PKD1 beskre-
vet i forbindelse med den foreliggende opfindelse den
funktionelle integritet af alle de vigtige &bne laseram-
mer af pKDl. Som en fglge heraf er stabiliteten af plas-

15 miderne beskrevet nedenfor betydeligt forg¢get med hensyn
til plasmider Pl og P3, og kopiantallet af vektorerne
ifglge opfindelsen opretholdes P2 et hgjt niveau gennem
hele cellepopulationen.

20 I forbindelsen med den foreliggende opfindelse anvendes

udtrykket HSA om et hvilket som helst serumalbumin af
human oprindelse eller et hvilket som helst protein iso-
leret fra garceller og som er i besiddelse af den samme
aminosyresekvens, terti®re struktur og fysisk-kemiske
25 egenskaber som nativt HSA af human oprindelse. Yderligere
skal ved HSA varianter forstas, naturlige varianter, sa-
vel som molekyler med samme aktivitet som HSA, men fra
hvilket, hvor det er passende, omradder, der ikke er af
ngdvendighed for den pagzldende aktivitet, er blevet af-
30 skaret.

Den foreliggende opfindelse angar frembringelsen ved
genetisk manipulering af vektorer ifgplge opfindelsen, der
muliggeér at HSA kan frembringes i en let oprenselig form
i 35 under anvendelse af garceller som en eukaryotisk mikro-
' biel vart. Et trak ved produktionsmetoden er at den

effektive udskillelse af modent, nativt HSA i vazkstmediet
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for garen, hvorved rensning af det rekqmbinante protein
lettes betydeligt. Produktion af HSA opnas ved at dyrke
gerarter transformeret med et rekombinant plasmid, der
omfatter en transskriptions- og translationsinitiations-
region, der virker effektivt i varten, og en &ben lase-
ramme, der koder HSA, der forud har et sekrektionssignal,
der dirigerer det rekombinante protein til gararternes
secernerende veje.

Konstruktionerne ifglge opfindelsen omfatter udtrykkel-
seskassetter, der indeholder det strukturelle gen for HSA
eller en af dets varianter. Konstruktionerne fremstillet
sadvahligvis-trinvis under anvendelse af passende vekto-
rer, indtil elementerne, -der er essentielle for udtryk-
kelse, sekretion eller plasmidopretholéelse er blevet
kombineret til dannelse af en vektor, der herefter kan
indfeores i den/de definerede vart/verter, sdledes at det
¢nskede protein udtrykkes og udskilles. De anvendte ver-
ter er af eukaryotisk oprindelse, specielt gararter, mere
specielt af slagterne Saccharomyces eller Kluyveromyces
og fortrinsvis specien Kluyveromyces marxianus herunder
alle dens varieteter, specielt K. marxianus var. lactis.
Ved fremgangsméden ifglge opfindelsen er konstruktioner-
ne, der fremstilles og beskrives, eksemplér pP3 eukaryo-
tiske organismer &af mikrobiologisk oprindelse, men er

fortrinsvis rettet mod Kluyveromyces.

De specielle varter, der skal anvendes, vil fortrinsvis

vere industrielle stammer, der er stabile, vokser til

h¢je celletztheder i passende medier og har et hgjt pro-

duktionsniveau.

Blandt stammer, der kan transformeres med pKDl-afledte
plasmider, skal mere specielt navnes stammer af K.
wickerhamii, K. waltii og specielt K. marxianus var.
bulgaricus (K. bulgaricus), K. marxianus var. droso-

philarum (K. drosophilarum), K. marxianus var. marxianus
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(K. fragilis) og K. marxianus var. lactis (K. lactis.

HSA Kodesekvensen kan opnds pd en hel rakke mader, idet
den simpleste bestdr i at isolere messenger RNA fra human
5 lever og syntetisere kopier heraf i form af komplementart
DNA (cDNA). Den klonede sekvens kan herefter modificeres
ved forskellige metoder som f.eks. in vitro plads-
dirigeret mutagenese, primerforlangelse, restriktion,
indfgorsel af adaptorer eller 1ligation med oligodeoxy-
10 nucleotidlinkere. Kodesekvensen kan f.eks. vare tilpasset
til anvendelsen af foretrukne codoner.i gar for at opti-
mere effektiviteten af proteinsyntese (translation) i

varten.

15 Ved den N-endestillede del af proteinsekvensen, kan et
signalpeptid (presekvens) indfg¢res, sdledes at det
nascente protein dirigeres til vartscellens secernerende
dele. Denne presekvens kan svare til den naturlige N-
endestillede leder af proteinet, specielt albumin, eller

20 den kan vere af anden oprindelse, f.eks. kan den vare
opndet fra gargener som de, der koder a-pheromon eller

drazbertoxinet.

Yderligere kan en prosekvens, der koder .en anden peptid-
25 udstrakkelse, anbringes mellem sekretionssignalsekvensen
og den kodende sekvens for modent albumin. Denne prose-
kvens er normalt forbundet til kodesekvensen ved hjalp af
et sted til spaltning med en specifik protease, der nor-
malt involverer mindst to basiske aminosyrer, fortrinsvis

30 Lys-Arg eller Arg-Arg.

Udtrykkelseskassetten vil omfatte en transskriptions- og
translationsinitiationsregion knyttet til 5'-endestillin-
gen af den kodende sekvens, sdledes at transskriptionen
35 . og translationen af sekvensen dirigeres og reguleres. Ud-

valgelsen af disse promotorregioner kan variere afhangig

af den specielt anvendte vart. Disse sekvenser udvalges
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szdvanligvis fra promotorer afledt af gargener. Af sarlig
interesse er visse promotor- og/eller terminatorregidner,
der stammer fra glycolytiske gener af Saccharomyces eller
Kluyveromyces type g&r som f.eks. generne, der koder
phosphoglyceratkinase (PGK), glyceraldehyd-3-phosphatde-
hydrogenase (GDP), enolaser (ENO}, alkoholdehydrogenaser
(ADH) eller stammer fra andre starkt udtrykte gener som
f.eks. lactase (LAC4), den sure phosphatase (PHOS5) og
lignende. Disse kontrolregioner kan vare modificeret
f.eks. ved in vitro mutagenese, ved indf¢rsel af yderli-
gere kontrolelementer eller syntetiske sekvenser eller
ved deletioner. F.eks. kan transskriptionsregulerende
elementer, som f.eks. det sdakaldte UAS (opstrpmsak-
tiverende sekvenser), der stammer fra en anden promotor
f.eks. den fra S. cerevisiae GAL10 eller K. lactis LAC4
genet anvendes til at konstruere hybride promotorer, der
muligger at vekstfasen af en garkultur kan adskilles fra
udstrykkelsesfasen af et heterologt gen, afhangig af den
udvalgte carbonkilde. En transskriptions- og transla-
tionsafslutningsregion, der virker i den patankte vert,

vil vere anbragt ved 3'-enden af kodesekvensen.

Den sdledes konstruerede udtrykkelseskassette kobles til
en eller flere markgrer, hvilket muligge¢r at den trans-
formerede vart kan selekteres. Foretrukne garmark¢rer er
dominante marke¢rer dvs. markerer, der bliver resistens
overfor antibiotika som f.eks. geneticin (G418) sé&dan som
det er tilfzldet med udtrykkelsen i garen af aph(3')—1
genet (aph) af den bakterielle transposon Tn903 eller en
hvilken som helst anden toxisk forbindelse som f.eks.
kobberioner, specielt da sidstnavnte kan anvendes uden
specielt vertsspecificitet. S&danne resistensgener vil
blive anbragt under kontrollen af passendé transskrip-
tions- og translationssignaler i den pagazldende vart. Det
er ogsd muligt at anvende marke¢rer, der komplementerer
auxotrofi som f.eks. URA3 eller LEU2Z gener fra S.

cerevisiae.
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Samlingen, der bestar af af udtrykkelsekassetten og den
selekterbare marke¢r, kan anvendes enten til direkte
transformering af varten eller kan indfgres i en replika-
tiv vektor. N&r det drejer sig om en direkte transforma-
[ tion er sekvenser homologe med regioner, der forefindes
pd et kromosom eller pad et iboende plasmid koblet til
denne samling. S3danne sekvenser vil blive anbragt pa
hver side af udtrykkelseskassetten, saledes at der indu-
ceres et indskud.ved det homologe sted ved in vivo rekom-
10 bination. Udtrykkelseskassetten kan ogsd vare kombineret
med et replikationssystem, der fungerer i den pagaldende
vert. Et foretrukkent replikationssystem for Kluyveromy-
ces er afledt af plasmidet pKDl, der oprindeligt blev
isoleret fra K. drosophilarum (Falcone, C. et al.,
15 Plasmid 15 (1986) 248-252; Chen, X.J. et al., Nucl. Acids
\ Res. 14 (1986) 4471-4481). Et foretrukkent replikations-
' system for Saccharomyces er afledt af ger 2 u plasmidet.
Udtrykkelsesplasmidet kan indeholde alle eller en del af
replikationssystemerne eller kan kombinere elementer
20 stammende badde fra pKDl1l sivel som fra 2 u plasmidet.
Foretrukne konstruktioner er sadanne, der indeholder hele
sekvensen af plasmid pKD1l, dersom der ¢nskes udtrykkelse
i Kluyveromyces. Mere specielt er foretrukne konstruktio-
ner de, hvori indskudsstedet for de fremmede sekvenser i
25 PKD1l er beliggende i en 197 bp region, der ligger mellem
Sacl stedet (stilling 4714 af B-formen af pKDl; <Chen,
X.J. et al, Nucl. Acids Res. 14 (1986) 4471-4481) og
MstII stedet (stilling 154 af B-formen af pKDl; ibid.),
eller ved en af disse to steder eller alternativt Sphl

30 stedet af plasmid pKDl.

Af bekvemmelighedshensyn kan plasmidet vare en shuttle-
vektor: som sddan kan den overferes til en bakteriel vart
som f.eks. E. coli, hvor den lettere kan manipuleres end
35 i ger ved hvert konstruktionstrin. I dette tilfzlde kra-

ves en origin for replikation og en selekterbar marker,

der fungerer i den bakterielle vart. Det er ogsd muligt




10

15

20

25

30

35

DK 175846 B1

19

at anbringe restriktionssteder, der er unikke pa& udtryk-
kelsesvektoren, sdledes at de flankerer de bakterielle
sekvenser. Dette muligger at den bakterielle origin for
replikation kan fjernes ved spaltning, og at vektoren kan
redigeres inden transformation af garcellerne, og dette
kan bevirke et h¢jere plasmidkopiantal og foreget plas-
midstabilitet. Bekvemme pladser som f.eks.
5'-GGCCNNNNNGCC-3' (Sfil) eller 5'-GCGGCCGC-3' (Notl) kan
f.eks. anvendes specielt da de er umddeligt sjaldne 'i gar'
og sadvanligvis mangler i et udtrykkelsesplasmid.- Disse-
steder kan indfores i vektoren ved qligodeoxynucleotid-
dirigeret mutagenese eller ved at tilsatte specifikke
oligodeoxynucleotidlinkere eller adaptorer. '

N&r forst konstruktionen af udtrykkelsesvektoren er fuld-
fort, indfe¢res denne i den pagaldende vart. Forskellige
metoder til transformation er blevet beskrevet nar det
drejer sig om gararter. (Sherman, F. et al., "Methods in
Yeast Genetics", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold

Spring Harbor, N.Y., 1986). Transformanterne kan herefter

dyrkes i et passende medium for at frembringe det ¢nskede
produkt. '

Dersom det ¢nskede produkt udskilles, kan det renses pa
forskellig made fra den supernatante del af kulturen, Det

‘kan cryoudfzldes eller ekstraheres under anvendelse af

affinitetskromatografi, elektrophorese eller‘andre.almin-
deligt anvendte metoder. Det udskilte protein kan udvin-
des fra en batchkultur eller en kontinuer kultur.

Fplgende eksempler beskriver opfindelsen narmere.
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Under henvisning til tegningen skal bemerkes at afbild-
ningen af plasmiderne i figurerne ikke er optegnet i
skala, og at kun restriktionssteder, der er vigtige ved
konstruktionerne er angivet. Under henvisning til teg-

5 ningen viser

fig. 1 konstruktion af plasmid pXL276 indeholdende den
fuldst®ndige sekvens, der koder Met-HSA, der er opndaet
fra tre cDNA kloner (se teksten) afledt af poly(A)-mRNA

10 isoleret fra human lever,

fig. 2 rekonstituering af prepro-sekvensen af albumin fra
fire syntetiske oligodeoxynucleotider: konstruktion af
plasmid pXL290,

15
fig. 3 konstruktion af plasmid pXL299,
fig. 4 konstruktion af plasmid pXL322,
20 fig. 5 konstruktion af plasmid pXL855,
fig. 6 konstruktion af plasmid pXL869,
fig. 7 nucleotid- og aminosyresekvens af Hindl1lI fragmen-
25 tet stammende fra plasmidet pXL869 og indeholdende det
prepro-HSA strukturelle gen. De kraftige pile indicerer
enden af "pre" og "pro" regioner, '
fig. 8 konstruktion af plasmid pUC-URA3,
30

fig. 9 konstruktion af plasmid pCXJl,

fig. 10 konstruktion af plasmid pkl-PS1535-6,

35 fig. 11 konstruktion af plasmid pUC-kan202,
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fig. 12 nucleotidsekvens af ORF1l promotoren af plasmid k1l
fra Scal restriktionsstedet og omfattende bindingen
mellem ORF1l og 5' regionen af det bakterielle gen, der
koder amioglycosidphosphotransferase stammende fra Tn903,

fig. 13 konstruktion af plasmid pKan707,

fig. 14 stabilitetskurve af plasmid pKan707' i stamme
MW98-8C under ikke-selektive vakstbetingelser,

fig. 15 konstruktion af plasmid pYG1l1,
fig. 16 konstruktion af plasmid pYG18,
fig. 17 konstruktion af plasmid pYG19,

fig; 18 illustration af plasmiderne pYGl9 (prepro-HSA) og
pYG23 (Met-HSA). Nucleotidsekvensen, der forekommer under
hvert plasmid, er bindingen mellem PGK gen promotoren og

de strukturelle gener for de forskellige former af HSA,

fig. 19 konstruktion af plasmiderne pYG208, pYG210 (bane
A) og pYG221B (bane B),

fig. 20 konstruktion af plasmiderne pYGl4, pYG26 og
pYG29,

fig. 21 A. Mutagenese af PGK promotoren af S. cerevisiae
| for at indfegre Notl steder, der omgiver UAS

regionen. De fire basepase andret ved plads-

dirigeret mutagenese er angivet ved stjerner

under Notl stederne,
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B. Utranslaterede PGK 1edersekvensef i konstruk-
tionerne pYG19 og pYG44. HindII stedet indfert
ved -25 regionen af wild-type PGK promotoren
ved pladsdirigeret mutagenese er angivet ved

5 en indramning,
fig. 22 ombytning af UASpGK med et syntetisk ﬁNA fragment
indeholdende UAS af LAC4 promotoren af K. lactis og re-
konstituering af PGK wild-type ATG kontexten via ligation

10 af en syntetisk adaptor til den mutageniserede PGK promo-

tor,

fig. 23 SallI-Sacl udtrykkelseskassetter med forskellige
promotor og signalsekvenser til stede inden i pKan707
15 afledte plasmider, der dirigerer udskillelsen af HSA i

vekstmediet,

fig. 24 plasdirigeret mutagenese af PHOS5 promotoren af S.
cerevisiae for at indfeore et HindIII sted ved stilling
20 -20,

fig. 25 nucleotisekvensen af promotorregionen nar ATG

initiatorcodonen i konstruktionen pYG31,

25 fig. 26 rekonstituering af et syntetisk HindII-Dral DNA

fragment indeholdende den 5' ikke-translaterede lederse-
P kvens af PGK promotoren, signalsekvensen af drabertoxinet
| af K. lactis (pre-region) og de forste fa codoner af pro-
HSA genet, konstruktion sf plasmid pYG56,

30
; fig. 27 skematisk afbildning af plasmiderne
- p31/RAG2:URA3, pYG60-5 og pYG60-21,
fig. 28 mitotisk stabilitet af HSA udtrykkelsesplasmider
35

pYGl9 og p¥G23 under ikke-selektive vakstbetingelser;

lukkede firkanter, stamme MW98-8C tranformeret med plas-
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mid pYGl9; &bne firkanter, stamme MW98-8C transformeret

med plasmid pYG23; abne trekanter, stamme CBS683 trans-

formeret med plasmid pYG19,

fig. 29 8,5% SDS-polyacrylamidgel efter farvning med
Coomassie Blat, hvilket viser udtrykkelsen og udskillel-
sen af HSA fra étamme MW98-8C. Bane 1-4: referencealbumin
ekstraheret fra humant plasma (Sigma) afsat pletvis i
stigende koncentrationer: 0,2 ag, 0,6 ug, 2 ug og 6 ug
pr. bane. pYGl9 (prepro-HSA), pYG23 (Met-HSA) og pYG25
(kontrolvektor uden udtrykket kassette): hver bane svarer

til en mazngde protein svarende til 100 sl af den oprin-

delige kultur. a) opleselige fraktioner; b) uopl¢selige'

fraktioner; c) supernatante dele af kulturen,

fig. 30 immunoaftrykning af en 7,5% polyacrylamidgel af-
trykt pa nitrocellulose som beskrevet i teksten. Bane 1-
5: referencealbuminekstraheret fra humant plasma (Sigma),
der var blevet opl¢st i et YPD medium i forskellige kon-
centrationer og udfzldet med TCA (5% slutkoncentration)
som beskrevet. Pr¢verne af HSA.standarderne er derefter
blevet behandlet pa samme made som kulturens supernatante
dele. I begge tilfazlde svare gelpletterne til lige rum-
fang. 1) udfaldningsforsg¢g med en koncentration af HSA pé
100 mg/liter; 2) 50 mg/liter; 3) 25 mg/liter; 4) 12,5
mg/liter; 5) 6 mg/liter. pYGl9 (prepro-HSA) og pYG23
(Met-HSA): hver' bane svarer til en mangde proteiner

.svarende til 20 sl af den oprindelige kultur. a) dyrk-

ningssupernatante dele; b) uoplgselige fraktioner; c)

oplegselige fraktioner,

fig. 31 8,5% polyacrylamidgel efter farvning med Coomas-

"sie Blat, da de demonstrerer udskillelseskinetikken af
"HSA fra stamme MW98-8C,

A. banerne a-e: reference HSA (Sigma), der er blevet op-

l¢st i YPD medium i forskellige koncentrationer og udfal-

DK 175846 B1
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det med TCA (5% .slutkoncentration) sdledes som beskrevet
(se forklaring tl1 fig. 21). 1) koncentration af HSA
(Ssigma) pd 6 mg/liter; 2) 12,5 mg/liter; 3) 25 mg/liter;
4) 50 mg/liter; 5) 100 mg/liter. pYGl9-medieret sekre-
5 tion af HSA som en funktion af kulturens alder, 16-61 ti-
mer, sdledes som angivet. Hver pro¢ve svarer til ekviva-

lenten af 160 ¢l kultursupernatant.

B. banerne a-e: reference HSA (Sigma), udklakket i sti-

10 gende koncentrationer: 0,4 ug, 0,6 ug, 0,8 ug, 1,0 ug og
1,2 ug pr. bane. pYGl9: pYGlQ-medieret sekretion af HSA
som en funktion af kulturens alder, 72-240 timer, sdledes
som angivet. Hver pre¢ve svarer til den akvivalente af 25
ul kultursupernatant,

15
fig. 32 A. grafisk afbildning af udskillelseskinetikken

af HSA fra stamme MW98-8C tranformeret med plasmid pYG19
og dyrket i en Erlenmeyer kolbe sdledes som beskrevet i
teksten. Koncentrationen af malt albumin i vakstmediet
20 . (mg/liter) er angivet som en funktion af kulturens alder
(timer). resultaterne af fire uafhangige undersggelser er

angivet.

B. vazkstkurver af stamme MW98-8C transformeret med plas-

25 mid pYG19,

fig. 33 virkning af carbonkilden pd effektiviteten af
albuminsekretionen under kontrol af PGK eller en PGK/LAC4
hybrid promotor: SDS-PAGE analyse af dyrkningssupernatan-
30 te dele farvet med Coomassie Blat af K. lactis stamme

MW98-8C transformeret med plasmiderne pYGl9 og pY¥G44,

A. supernatanter (12,5 ul pr. bane) fra rystet kolbekul-
turer dyrket i 211 timer enten i YPD (indeholdende 2%
35 glucose) (bane 1-3) eller i YPD medium, hvortil 2% lac-
tose er sat efter 43 timers vakst (bane 4-6). Baner a og
b: HSA Sigma 0,5 og l,O_ug; bane 1 og 4: plasmid pYG44-5;
bane 2 og 5: plasmid pYG44-7; bane 3 og 6: plasmid p&GlQ,
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B. supernatanter (25 ul pr. bane) fra rystet kolbekul-
turer dyrket i 113 timer enten i YPD (indeholdende 2%
glucose) (bane 1, 4 og 7), YPL (indeholdende 2% lactose
(bane 3, 6 og 9) eller i YPD medium, hvortil 2% lactose
var sat efter 43 timers vakst (bane 2, 5 og 8); bane &, b
og c: HSA Sigma henholdsvis 0,25, 0,5 og 1,0 ug:; bane 1-
3: plasmid pYG44-5; bane 4-6: plasmid pYG19-7; bane 7-9:
plasmid pKan707 uden udtrykkelseskassette;

fig. 34 virkning af promotor og signalsekvenssubstitutio-
ner pa effektiviteten af albuminsekretion: SDS-PAGE ana-
lyse af kultursupernatanter farvet med Coomassie Blat af
K. lactis stamme MW98-8C transformeret med plasmiderne
pYG51, pYG1l9 og pYGS58, ‘

A. supernatanter (25 ul pr. bane) fra rystet kolbekultu-
rer dyrket i 115 timer YPD medium, hvortil 2% lactose er
sat efter 43 timers vakst. Bane a, b og c: HSA Sigma hen-
holdsvis 0,2, 0,5 og 1,0 ug:; bane 1: plasmid pYGS3l ( PHOS
proﬁotor); bane 2: plasmid pYG19 (PGK promotor),

B. supernatanter (25 ul pr. bane) fra rystet kolbekultu-
rer dyrket i 66 timer (bane 1-3) eller 138 timer (bane 4-
6) i YPD medium. Bane a, b og c: HSA Sigma henholdsvis
0,25, 0,5 og 1,0 ug; bane 1, 2, 4 og 5: plasmid pYGS8
(drzbertoxinsekretionssignal, to uafhangige transforman-
ter); bane 3 og 6: plasmid p¥YG1l9 (albuminéekretionssig—

nal),

fig. 35 wvirkning af carbonkilde pa effektiviteten af.
albuminsekretion- under kontrol af LAC4 eller PGK promo-
toren: SDS-PAGE analyse af kultursupernatante dele farvet
med Coomassie Blat af K. lactis stamme CBS2359 transfor-
meret med plasmiderne pYG404 og pYGl9,

supernatanter (25 sl pr. bane) fra rystet kolbekulturer
dyrket i 166 timer enten i YPD (indeholdende 2% glucose)
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(bane 1 og 4), YPL (indeholdende 2% lactose) (bane 3 og'

6) eller i YPD medium hvortil 2% lactose var sat efter 48’

timers vakst (bane 2 og 5). Bane a,.b og c: HSA Sigma

henholdsvis 0,25, 0,5 og 1,0 ug; bane 1-3: ' plasmid
5 pYG404; bane 4-6: plasmid pYGl9,

fig. 36 effektiviteten af albuminsekretion under kontrol
af en integreret i forhold til et plasmid baseret PGK
udtrykkelseskassette: SDS-PAGE og immunoaftryksanalyse af

10 kultursupernatanter af K. lactis integrant stammerne
MW98-8C::60-5 og MW98-8C::60-21 og af stamme MW98-8C
transformeret med plasmid pYG1l9. Supernatanter (25 ul pr.
bane) blev udtaget fra rystekolbekulturer dyrket i YPD i
137 timer,

15
A. PAGE-SDS: bane a, b, ¢ og d: HSA Sigma henholdsvis
0,1, 0,25, 0,5 og 1,0 wg; bane 1: stamme MW98-8C trans-
formeret med plasmid pYG19; bane 2-7: 6 uafhangige inte-
grantstammer henholdsvis (MW98-8C::60-5 nr. 6, MWO 8~

20 8C::60-21 nr. 9, MW98-8C::60-21 nr. 7, MW98-8C::60-5 nr.
4, MW98-8C::60-5 nr. 8, MW98-8C::60-21 nr. 1l1; se kapitel
E.3.7),

B. Western aftryksanalyse: samme pr¢ver som angivet under

25 A (25 ul supernatant anbragt pr. bane):

fig. 37 effektiviteten af albuminsekretion i forskellige
Kluyveromyces stammer transformeret med plasmiderne pYG19

og pYG221B: SDS-PAGE analyse af koncentrerede kultur-

30 supernatanter farvet med Coomassie Blat. Celler blev

dyrket i YPD medium tilsat G418 (200 ug/ml) i 89 timer.
Supernatanter blev koncentreret ti gange med mikrofiltre-
ring under anvendelse af centricon 30 mikrofiltrerings-
enheder (Amicon). Rumfanget af Koncentreret supernatant

35 anbragt pr. bane blev standardiseret som en funktion af

biomasseproduktion og ligger mellem 9 og 25 ul.
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Bane a og b: HSA Sigma henholdsvis 0,5 og 1,0 ug:; bane c
og d HSA Sigma underkastet mikrofiltrering. En ople¢sning
af HSA i YPD medium (10 mg/l) blev koncentreret ti gange
ved mikrofiltrering. 25 og 2,5 ul af den koncentrerede

"standard blev anbragt henholdsvis pa bane ¢ og d. Bane 1:

stamme ATCC 16045 (K. marxianus var. bulgaricus) trans-
formeret med plasmid pYG221B; bane 2: stamme ATCC 24178
(K. wickerhamii) transformeret med plasmid pYG221B; bane
2: stamme ATCC 12424 (K. marxianus var. marxianus) trans-
formeret med plasmid pYG1l9:; bane 4: stanne ATCC 56500 (K.
waltii) transformeret med .plasmid pYGl9; bane 5: stamme
ATCC. 36906 (K. var. drosophilarum) transformeret med
plasmid pYG221B; bane 6: stamme CBS4574 (K. marxianus
var. lactis) transformeret med plasmid pYG1l9; bane 7:
stamme CBS683 (K. marxianus var. lactis) transformeret
med plasmid pYGl9; bane 8: stamme MW98-8C (K. mafxianus
var lactis) transformeret med plasmid pYGl9; bane 9:
stamme MWQB-BC (K. marxianus var. lactis) transformeret
med'plasmid pKan707 (kun vektor); bane 10: stamme MW98-8C
(K. marxianus var. lactis) transformeret med plasmid
pYG221B,

fig. 38 elektrophoretiske teknikker (S = standard, L =

garalbumin)

A - PAGE-SDS (Phast gel, Pharmacia, gradient 8-25%) farv-
ning med s¢plvsalte (S = 1 ug, L: fra 0,05 til 0,25 ug,

B - Isoelektrisk fokusering (Phas gel, pH 4,5-6,0), farv-
- ning .med Coomassie Blat, pletter = 1 ug,

C - PAGE-SDS (7,5%) farvning med Coomassie Blat,

S = 0,2-1,0 g, L = 0,25-2,5 ug,

fig. 39 Ionbytterkromatografi - Mono Q (pharmacia). Forél

neden: gar HSA 40 ug, foroven: standard HSA 50 ug,
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fig. 40 omvendt fasekromatografi = nucleosil C4. a) stan-
dard HSA; b) gar HSA,

fig. 41 tryptophan fluorescensemissionsspektrometri.
5 Fuldt optrukken linie: standard HSA; stiplet 1linie: gar
HSA,

fig. 42 termisk stabilitet ved 75 °C. Fuldt optrukken
linie: standard HSA; stiplet linie: ger HSA,

10 ‘
fig. 43 regioner af albuminet genkendt med forskellige
monoklonale antistoffer, der anvendes til antigen karak-

terisering,

15 fig. 44 A,B,C: hamningskurver (se teksten) med hensyn til

ni monoklonale antistoffer, hvis specificitet er angivet

: i fig. 43: den procentige hamning som en funktion af
: albuminkoncentrationen (ug/ml); &bne kvadrater: standard

§ HSA; udfyldte kvadrater: gar HSA,
20

EKSEMPLER

Generelle kloningsteknikker

25
Klassiske metoder indenfor den molekylzre biologi som

f.eks. casiumchlorid-ethidiumbromidgradientcentrifugering
af plasmid DNA, restriktionsenzymnedbrydning, gelelektro-
phorese, elektroeluering af DNA fragmenter fra agarose-

geler, transformation i E. coli og lignende er beskrevet
30

i litteraturen (Maniatis, T. et al., "Molecular Cloning:
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a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel, F.M. et al., (udg),
"Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley &
Sons, New York 1987).

Restriktionsenzymerne blev leveret af New England Biolabs
(Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) eller

Amersham.

For at ligere adskillles DNA fragmenter efter stgrrelse

pa 0,7% agarose eller 8% acrylamidgeler, renses ved elek-
troeluering, ekstraheres med phenol, udfazldes med ethanol
og inkuberes herefter i en puffer bestaende 'af 50 mM
Tris-HCl, 10 mM MgClz, 10 mM dithiothreitol, 2 mM ATP, pH
7,4 i nerverelse af phag T4 DNA ligase (Biolabs).

Hvor det er n¢dvendigt dephophoryleres DNA fragmenter med
3' tilbagetrukne endestillinger ved behandling med kalve-
intestinal alkalisk phosphatase (CIP Pharmacia) ved 37 °C
i 30 minutter i fplgende puffer: 100 mM glycin, 1 mM
MgClz, 1 mM ZnClz, pH:lO,S. Den samme metode anvendes til
dephosphorylering af 5' tilbagetrukne eller stumpafslut-
tede endestillinger, men behandlingen er 15 minutter ved
37 °C og derefter 15 minutter ved 56 °C. Enzymet inakti-
veres ved opvarmninhg af reaktionsblandingen til 68 °C i
15 minutter i nafvarelse af 1% SDS og 100 mM NaCl efter-
fulgt af ekstraktion med phenol/chloroform og ethanolud-
faeldning.

Udfyldning af 3' tilbagetrukne endestiliinger udfeores med
Klenow fragmentet af E. coli DNA polymerase I (Biolabs).
Omsatningen udf¢res ved stuetemperatur 30 minutter i en
puffer, der bestar af 50 mM Tris-HCl, 0,4 mM ANTPs, 10 mM
MgSO4, 0,1 mM dithiothreitol, 50 ug/ml BSA (bovint serum-
albumin) pH 7,2. Stumpafslutning af 5' tilbagetrukne
endestillinger udfe¢res i narvarelse af phag T4 DNA poly-
merase (Biolabs) som anbefalet af leverand¢ren. Nedbryd-
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ning af tilbagetrukne ender udfores ved begrznset behand-
let med S1 nuclease (BRL) sdledes som anbefalet af fabri-

kanten.

5 In vitro oligodeoxynucleotid-dirigeret mutagenese udfpres
efter metoden udviklet af Tayloe et al., (Taylor, J.w. et
al., Nucleic Acids Res. 13 (1985) 8749-8764), under an-
vendelse af udstyret fabrikeret af Amersham. Nucleotidse-
kvensering udfg¢res efter keadeafslutningsmetoden (Sanger

10 F. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. usa, 74 (1977).5463-
5467). Enzymatisk forstarkning af specifikke DNA fragmen-
ter udferes ved hjzlp af poclymerasekadereaktionsmetoden
(Mullis, K.B. and Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987)
335-350; Saiki R.K. et al., Science 230 (1985) 1350-1354)

15 med en "DNA termisk cycler" (Perkin Elmer Cetus), idet
man arbejder som anbefalet af fabrikanten.

Ligeret DNA anvendes til at transformere kompetente cel-
ler opndet fra felgende stammer: E. coli MC1060
20 ({lacIPOZYA], X74, galu, galk, strAr) eller TGl ([lacpro
A,B], sSupE, thi, hsdD5/F'traD36, proA*B*, 1ac1d, 1acz
M15). Plasmid DNA renses fra ampicillin- eller etetracyc-
lin-resistente transformanter afhangig hvad der er pas-
sende. EKstraktion af plasmid DNA udfores saledes som
25 beskrevet af Maniatis et al., (Maniatis, T. et al.,
"Molecular Cloning: a Laboratory Manual”, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. 1982), som er
afledt af den alkaliske lysemetode beskrevet af Birnboim
and Doly (Birnboim, H.C. and Doly, J., Nucleic Acids Res.
30 7 (1979) 1513-1523). Til hurtig plasmidanalyse fremstil-
les bakterielle lysater siledes som beskrevet af Holmes
Oog Quigley (HOlmes, D.S. and Quigley, M., Anal. Biochem,
114 (1981) 193-197) og underkastes agarosegelelektropho-
reseanalyse uden forudgdende rensning. Efter endonuclease
35 restriktionsanalyse fremstilles rekombinante plasmider,
der udviser den ¢nskede struktur, i stor malestok efter

den alkaliske lysemetode (Maniatis, T. et al., "Molecular
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Cloning: a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Labora-
tory, Cold Spring Harbor, N.Y. 1982) under anvendelse af
0,5 til 1 liter kulturer og renses ved casiumchloridden-

sitetscentrifugering.

Transformation af K. lactis med fremmed DNA og rensning

af plasmid DNA fra K. lactis er beskrevet i teksten.
EKSEMPEL 1

Kloning af en kassette indeholdende det prepro-HSA struk-

turelle gen

E.1.1 Isolering af en komplementar DNA (cDNA) klon, der
kodexr HSA

Konstruktionen af rekombinante plasmider, der muligger
udtrykkelse af HSA i E. coli er detaljeret beskrevet i
den tidligere patentansgpgning EP 0 198 745 (europazisk pa-
tentanspgning nr. EP 198 745 offentliggjort 22.10.1986).
Kort fortalt blev cDNA opnaet fra poly(A)mRNA isoleret

fra human lever efter guanidinthiocyanatmetoden (Chirg-

win, J.M. et al., Biochemistry 18 (1979) p. 5294). DNA

sekvensanalysen muligjorde isolering af tre kloner
(pT1Bl1l, pAA38 og p6D8B, fig. 1), der indeholdt overlap-
pende fragmenter af det albuminstrukturelle gen og var i
besiddelse af fzlles restriktionssteder inden for disse
overlapninger. Disse steder blev anvendt ved konstruktio-
nen af en cDNA klon for HSA (fig. 1), der er komplet

bortset fra prepro-sekvensen.
E,1.2 Syntese af HSA prepro-sekvensen

I plasmid pXL276, hvis konstruktion detaljeret er
beskrevet i patentansggning EP O 198 745, var kodesekven-
sen for moden HSA blev koblet i ramme til ATG codonen af
ribosombindingsstedet (RBS) af clII genet af bakteriofag
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lambda (fig. 2). Dette frembragte et Ndel sted umiddel-
bart opstrgms for translationsinitiationscodonen af HSA
genet. pXL276 anvendes til at rekonstituere prepro-regio-
nen af HSA, der viser sig at vare stumpafsluttet i cDNA
5 lige opstregms for Tagl stedet ved aminosyre "-1". Rekon-
stituering opnds ved at indfere et DNA fragment svarende
til HSA preprosekvensen i form af fire oligodeoxynucleo-
tider 33-36 baser lange (SqQ32, Sqg34, Sq35 og Sqg38; fig.
2) og 120 bp EcoRI-Ndel fragment afledt af pXL276, der
10 bzrer udtrykkelséssignaler fra E. coli gener mellem Ecorl
og Accl stederne af plasmid pUC8. Tagl stedet genoprettes
sdledes ved den ene ende af indskuddet i dette plasmid
betegnet pXL290 (fig. 2). Det 1lille HindIII-Taql frag-
ment, der bazrer RBS og prepro-sekvensen ovenfor Tagl ste-
15 det ligeres med TaqIl-Pstl fragmentet af HSA cDNA klonen
(plasmid plBll, indeholdende 5' enden af HSA) mellem
HindIII og Pstl stederne af pUCB8 til opndelse af plasmid
pXL299 (fig. 3). Plasmid pXL322 konstrueres ved ligering
af HindIII-Pvull fragmentet af pXL299, der barer RBS og
20 prepro-HSA sekvensen op til Pvull stedet, med det store
Pvull-EcoRI fragmentet af pXL276, der barer repliconen og
3' enden af den HSA kodende sekvens, og med ECORI-HindIII
fragmentet af pXL276 indeholdende promotoren (fig. 4).

25 E.1.3. Frembringelse af et HindIIl sted opstrems for HSA

translationsinitiationscodonen

For at opnd en prepro-HSA kassette, der er i stand til
let at integreres i udtrykkelsesvektorer, endres Ndel
30 stedet af plasmid pXL322, beskrevet ovenfor, til et
HindIIXI sted ved oligodeoxynucleotid-dirigeret mutagene-
se. Til dette formal subklones HindIII-BglII fragmentet
af pXL322 indeholdende 5' enden af prepro-HSA genet i
M13mpl8 og mutageniseres ved hybridisering af det syn-

35 tetiske oligodeoxynucleosie
5'-ATCTAAGGAAATACAAGCTTATGAAGTGGGT-3' til den enkelt-

strengede skabelon (henholdsvis de understregede og med
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fed type angivne sekvenser, der reprasenterer HindIIX
stedet og translationsinitiationsstedet. Plasmid pXL855
blev saledes fremstillet (fig. 5), af hvilket nucleotid-
sekvensen af den mutageniserede region blev verificeret
under anvendelse af kadeafslutningsmetoden. Sekvensen,
der koder det fuldstandige prepro-HSA genopreftes ved
indf¢rsel af HindIII-Pvull fragmentet af den mutagenise-
rede phag og Pvull-HindIII fragmentet af pXL322, der
indeholder 3*' enden af det strukturelle gen, ind i
HindIII stedet af puUC8 til opndelse af plasmid pXL869
(fig. 6). Dette plasmid indeholder séledes et 1,87 kb
HindI1I1 fragment indeholdende det fuldstandige prepro-HSA
strukturelle gen sdvel som en ikke-translateret 61 bp re-
gion ved dens 3' ende. Den fuldstendige sekvens af

HindlI1 fragmentet savel som aminosyresekvesen af det re-

‘kombinante HSA er afbildet i fig. 7. En HindlII kassette

indeholdende det Met-HSA strukturelle gén uden nogen
sekretionssignal konstrueres ved at anvende samme metode,
bortset fra at et M13 derivat af plasmid pXL276 mutageni-
seres under anvendelse af det syntetiske oligodeoxynu-
cleotid 5'-ATCTAAGGAAATACAAGCTTATGGATGCACAC AAG-3'. Gen-
oprettelse af den fuldstazndige Met-HSA kodesekvens i pUC8
giver plasmid pXL868, der er fremstillet pd samme made

som plasmid pXL869.
EKSEMPEL 2

Konstruktion af garkloningsveKktorer

E.2.1 Isolering og rensning af plasmid pKD1

Plasmid pKDl kan renses fra en sen logaritmisk fasekultur
af K. drosophilarum stamme UCD 51-130 (U.C.D. collection,
University of California, Davies, CA 95616) efter meto-
den, der er afledt af den, der er beskrevet af Fleer et
al., (Mol. Cell.Biol. 7 (1987) 1180-1192). En 1 1liters
kultur i YPD medium (1% gerékstrakt, 2% Bacto-pepton
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(Difco), 2% glucose) centrifugeres, vaskes og genopslam-
mes i en 1,2 M sorbitoloplesning, og cellerne omdannes
til spheroplaster i narvarelse af zymolyase (300 ug/ml),
25 mM EDTA, 50 mM phosphat og #-mercaptoethanol (1
5 ug/ml). Efter vask i 1,2 M sorbitoloplesning genopslammes
spheroplasterne (svarende til 250 ml af den oprindelige
kultur pr. rer) i 2,5 ml 1,2 M sorbitol og det samme rum-
fang puffer bestdende af 25 mM Tris-HCl, 50 mM glucose og
10 mM EDTA, pH 8,0 tilsattes. De efterfplgende trin sva-
10 rer til den alkaliske lysemetode allerede beskrevet (Ma-
niatis, T. et al., "Molecular Cloning:.a Laboratory Manu-
al", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
N.Y. 1982), bortset fra at udfaeldningen af DNA, der udfo-
res ved 23 °C i 15 minutter ved tilsatning af 14 ml iso-
15 propanol. Det frembragte materiale behandles med RNase
(50 wg/ml) ved 37 °C i 20 minutter og derefter med pro-
teinase K (150 ug/ml) i en oplg¢sning bestaende af 0,5 M
NaCl, 0,5% sarkosyl og 25 mM EDTA i 1 time ved 60 °c.
Efter centrifugering i en Eppendorf mikrocentrifuge ud-
20 fzldes de supernatante dele med ethanol i 10 minutter ved
-70 °C, hvorefter pellets oplgses, og DNA'et renses ved
CsCl densitets-gradientcentrifugering i narvarelse af

ethidiumbromid.
25 E.2.2 Konstruktion ‘af plasmid pCXJl

Konstruktionsmellemproduktet pUC-URA3 (fig. 8) bestar af
et 1,1 kb HindIII fragment indeholdende URA3 genet fra S.
cerevisiae indfeort i det unikke Narl sted af plasmid
30 pUC19 (Yanisch-Perron, C. et. al., Gene 33 (1985) 103-
119). HindIII fragmentet stammer fra plasmid pG63
(Gerbaud, C. et al., Curr. Genet. 3 (1981) 173-180), der
er blevet nedbrudt med HindIII og herefter behandlet med
Klenow fragmentet af E. coli DNA polymerase I til frem-
35 bringelse af stumpafsluttede ender. 1,1 kb fragmentet

indeholdende URA3 genet renses og indfgres derefter i

pUC19, der selv er afskaret med Narl, og behandles med
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Klenow fragmentet af E. coli DNA polymerase I. Plasmid
pUC-URA3 indeholder herefter: et origin for replikation
for vedligeholdelse af plasmidet i E. coli, ampicillinre-
sistensmark¢ren til transformationer i E. coli, lacZ ge-
net indeholdende en polylinker (EcoRI,-SacI, Kpnl, BamHI,
XbaI, Sall, SphI, HindIII som unikke steder) og URA3
genet fra S. cerevisiae, der tjener som en selekterbar

marker i uraA mutanter af K. lactis.

Plasmid pCXJl (fig. 9) indeholder den komplette sekvens
af plasmid pKD1l indfert i det unikke -Aatll sted af‘pUC-
URA3. Denne konstruktion er blevet opndet ved at lineari—‘
sere pKD1 ved EcoRI stedet og herefter behandle dette
plasmid med Klenow fragmentet af E. coli DNA polymerase
1. Dette DNA fragment ligeres med pUC-URA3, der forud er
skaret med AatIl og behandlet med T4 DNA polymerase.
Ligation af disse to fragmenter muliggoer genopretning af
EcoRI restriktionsstederne. Indfeorslen af DNA'et af pUC-
URA3 ved EcoRI stedet af plasmid pKDl inaktiverer ikke
noget gen, dér er ngdvendigt for at~opretholde plasmid-
stabilitet og kopiantal (EcoRI stedet er beliggende 205
nucleotider (nt) ovenfor ATG codonen af gen B; Chen, X.J.
et al., Nucl. Acids Res. 14 (1986) 4471-4481). Som en
folge heraf opformeres plasmid pCXJl, der transformerer
K. lactis uraA cir® celler med hej frekvens, til ca. 70-
100 kopier pr. celle og’ opretholde stabil selv uden
selektionstryk. Pa grund af originen for replikation til-
delt af pUC-URA3 kan plasmid pCXJl ogsa formeres i E.
coli, hvorved plasmidkonstruktionen og rensningstrinnene
lettes. De unikke steder af plasmid pCXJ1l, der kan anven-
des til at indfe¢re fremmed DNA, er HindIII og Sall ste-
derne fra pUC19 polylinkeren.

E.2.3. Konstruktion af en fusion mellem K. lactis P,
promotor og 3'-aminoglycosidphosphotransferasege-
net af Tn903
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anvendelsen af pCXJl som en vektor til transformation af
K. lactis og andre Kluyveromyces species forbliver be-
greanset til stammer, der barer den kromosomale uraA muta-
tion som en auxotrop marke¢r. For at vere i stand til at

5 transformere industrielle wild-type stammer af Kluyvero-
myces, valgte man 3'-aminoglycosidphosphotransferase
(aph) genet fra den bakterielle transposon Tn903 som en
dominant antibiotisk resistensmarke¢r, der blev indfert i
pCXxJ1l. aph genet bliver resistens overfor kanamycin i E.

10 coli, og dersom det udtrykkes i wild-type garstammer bli-
ver det resistens overfor antibiotikummet G418 (geneti-
cin), der er en kraftig hzmmer af cellevakst (Jimenez, A;
and Davis, J., Nature 287 (1980) 869-871). For at mulig-
gore en tilstrazkkelig kraftig udtrykkelse af aph genet i

15 K. lactis erstattes de bakterielle transskriptionssigna-
ler af aph-genet med ORFl promotoren (Pkl) isoleret fra
drezberplasmidet K1 af K. lactis.

Konstruktionen af Pkl—aph fusionen udfe¢res i flere trin
20 (fig. 10-12). I f¢rste rakke subklones et 1,5 kb ScaI-
Pstl fragment af plasmid kl mellem de unikke Scal og Pstl
steder af pBR322; det ampicillin-fgplsomme og tetracyclin-
resistente rekombinante plasmid betegnes pkl-PS1535-6
(fig. 10). Det 1,5 kb ScalI-Pstl subklonede fragment stam-
25 mer fra en ydre del af det linesre drazberplasmid: det
indeholder 5' halvdelen af ORF1l baret af plasmid k1l og
ca. 220 basepar opstre¢ms (Sor, F. and Fukuhara, H., Curr.
Genet. 9 (1985) 147-155). Da Scal stedet er beliggende
kun 22 basepar fra den venstre udstrakning af kl (fig.
30 10), indeholder 1,5 kb Scal-Pstl fragmentet sandsynligvis
hele promotorregionen af ORF1 (Pkl)‘ Nedbrydning af pkl-
PS1535-6 med Ddel giver et 266 bp fragment indeholdende
17 bp, der stammer fra pBR322 med en af dens ydre dele
(tet pd Scal) og de ferste 11 codoner af ORFl ved den
35 anden ydre ende. Efter behandling med Klenow fragmentet

af E. coli DNA polymerase I indf¢res det rensede fragment

i det unikke Xhol pladssted af plasmid pUC-kanl (fig.
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11). Sidstnavnte plasmid blev fremstillet wved indfo¢rsel

"af et 1,25 kb EcoRI fragment indeholdende aph-genet stam-

mende fra Tn903 ("Kanamycin Resistance Gene Block", Phar-
macia) i det uﬁikke EcoRI sted af pCUl9. Plasmid puUC-
kan202 opnéds ved at udfe¢re en nedbrydning af pUC-kanl med
Xhol, efterfulgt af en kort nedbrydning med S1 nuclease,
hvilket giver stumpafsluttet endestillinger, efterfulgt
af ligation med Ddel fragmentet af pkl-PS1535-6, der
gores stumpafsluttede med Klenow fragmentet af E. coli
DNA polymerase I (fig. 11). Denne konstruktion muliggor
en i-rammefusion kan opnds mellem de forste 11 aminosyrer
af ORFl genet af det lineare plasmid k1l og’den 5' stump-
afsluttede ende af aph-genet af Tn903. Faktisk genopret-
ter sammenbindingen mellem ORF1l og aph den tolvte codon
af aph (AGG), saledes at de forste elleve aminosyrer af
aph er blevet erstattet med de forste 11 aminosyrer af
ORF1. ben fuldstendige sekvens af ORFl promotoren anvendt
til Pkl
strukturelle gen, der koder aph, er vist p& fig. 12.

-'aph fusionen sammen med begyndelsen af det

E.2.4. Konstruktion af plasmid pKan707

Plasmid pKan707 (fig. 13) er et derivat af plasmid pCXJl
beskrevet ovenfor. Det er opbygget ved at sk®re plasmid
pCXJ1l med HindIII 'og herefter behandle med Klenow frag-
ment af E. coli DNA polymerase I. Det lineariserede plas-

.mid med stumpafsluttede ender ligeres herefter med et 1,2

kb ScalI-HinclIl fragment stammende fra plasmid pUC-Kan202,
der berer Pkl-'aph fusionen (fig. 13). Nedbrydning af
pUC-Kan202 med Scal og HincII giver en stumpafsluttet
kanamycinresistenkassette, der ikke 1langere indeholder
den oprindelige bakterielle promotor. Det opndede plas-
mid, pKan707, giver resistens overfor meget h¢je niveauer
af G418 (>2,5 g/1) i K. lactis stammer. Som i tilfzldet
med pCXJl kan plasmid pKan707 indfg¢gres i K. lactis cir®
stammer med he¢j frekvens, forstarkes til 70-100 kopier
pr. celle og stabilt opretholdes uden selektionstryk
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(fig. 14). Den store felsomhed overfor G418 af de fleste
Kluyveromyces stammer kombineret med tilstedevaerelsen af
en effektiv dominant marker, der muligger transformation

af industrielle stammer, ge¢r at pKan707 er en sardeles

5 verdifuld kloningsvektor for gar af slagten Kluyveromy-
ces.
' EKSEMPEL 3
10 Konstruktion af udtrykkelsesvektorer indeholdende udtryk-

kelse og/eller sekretionskassetterne'ﬁor albumin i ger

E.3.1. Konstruktion af udtrykkelseskassetter for Met-HSA
og prepro-HSA under kontrollen af PGK promotoren

15 af S. cerevisiae

Plasmid pYGl2 (fig. 15) indeholder et 1,8 kb Sall-BamHI
restriktionsfragment bestdende af promotor- og termina-
torregionerne af PGK genet af S. cerevisiae. Dette frag-
20 ment stammer fra et 3,0 kb HindI1I genomt fragment, hvor-
fra et 1,2 kb fragment svarende til det strukturelle gen
er blevet deleteret og omfattende en region mellem trans-
lationsinitiations ATG og BglII stedet beligende 30 codo-
ner opstremt for TAA codonen, der specificerer afslut-
25 ningen af translation (mellor, J. et al., Gene 24 (1983)
1-14). HindIII stederne, der omgiver 1,8 kb fragmentet,
der herved opnds, odelagges herefter og erstattes med et
Sall og BamHI sted, henholdsvis opstregms for promotorre-
gionen og nedenstrgms for PGK transskriptionsterminato-
30 ren. Et HindIII sted indfe¢res herefter ved sammenbindin-
gen mellem promotor- og terminatorregioner; da stedet er
unikt, muligger det at heterologe gener let kan indf¢res.
Nucleotidsekvensen af denne region er vist pa fig. 1S.
1,8 kb HindIII fragmentet stammende fra plasmid pXL868
35 (se E.1.3) og som koder Met-HSA indf¢res herefter i
HindIXII stedet af plasmid pYGl2 til opnaelse af det re-

kombinante plasmid pYT10. Pa samme made frembringes
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plasmid pYGll ved indfersel i pYGl2 af et HindIII frag-
ment stammende fra plasmid pX1869 (se E.1.3) og som koder
prepro-HSA (fig. 15). Som en fe¢lge heraf frembringes to
SalI-BamHI udtrykkelseskassetter af ca. 3,6 kb st¢rrelse
omfattende PGK genpromotoren af S. cerevisiae (PPGK),
efterfulgt af genet, der koder enten Met-HSA eller pre-
pro-HSA og endelig regionen svarende til transskriptions-
terminatoren af PGK genet (TPGK)' en region, der omfatter
polyadenyleringsstedet af mRNA'’et.

E.3.2 Konstruktion af udtrykkelsesplasmiderne pYG19,
pYG23 og pYG221

Med den hensigt at indfeore udtrykkelseskassetterne be-
skrevet ovenfor i vektoren pKan707 subklones 3,7 Sall-
BamHI fragmenterne afledt af plasmiderne pYG1l0 og pYGll i
et forste trin i de tilsvarende steder af plasmid pIC-20R
(Marsh, L. et al., Gene 32 (1984) 481-485), til fremstil-
ling af pd denne made plasmidkonstruktionerne pYG18
(prepro-HSA) (fig. 16) og pYG22 (Met-HSA). Disse Kkon-
struktionsmellemprodukter . foranlediger opstdelsen af
Pock/Met-HSA/Ty péx/prepro-HSA/TpGK
kassetter i form af Sall-Sacl restriktionsfragmenter, der

og P udtrykkelses-
direkte kan indfgres i de tilsvarende steder af pKan707
(fig. 17). Nedbrydning af sidstnavnte med enzymerne Sall
og Sacl fe¢rer til deletion af URA3 mark¢ren savel som
deletion af et 35 bg fragment beliggende opstre¢ms for gen
B af pKDl. De herved fremstillede konstruktioner betegnet.
pPYG19 (prepro-HSA) (fig. 18) og pYG23 (Met-HSA) omfatter

/HSA/TPGK
den fulde sekvens af K. drosophilarum plasmid pKD1l, de

udtrykkelseskassetterne, bogstaveligt talt

sekvenser, der tillader autonom replikation i E. coli
sdvel som generne, der koder for B-lactamase og 3'-amino-
glycosidphosphotransferase (under kontrollen af Pkl pro-
motoren) hvilket muligger at henholdsvis E. coli kan se-
lekteres i narverelse af ampicilling og K. lactis i ner-
varelse af G418.
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HSA-sekretionsvektorer, der stadig indeholder URA3 genet
af plasmid pKan707 er ogsad blevet konstrueret. Som angi-
vet i fig. 19A stammer plasmid p¥G208 fra plasmid pYG1l2
ved indfeorsel af en BamHI/Sall adaptor (5'-GATCCGTCGACG-
5 3') nedenstreoms for PGK terminatoren. HindIII fragmentet,
der koder prepro-HSA, renses ved elektroeluering fra
plasmid pXL869 (prepro-HSA) og klones i den korrekte
orientering ind i HindIII stedet af vektor pYG208 til
frembringelse af plasmid pYG210; Sall udtrykkelseskasset-
10 ten frembragt pd denne mdde (PGK promotor/prepro-HSA/PGK
terminator) renses ved elektroeluering og klones ind i
Sall stedet af plasmid pKan707 til frembringelse af ud-
trykkelsesplasmiderne pYG221A og pYG221B (fig. 19B), der
kun er forskellig fra hinanden med hensyn til den relati-
15 ve orientering af Sall udtrykkelseskassetten med hensyn
til vektoren pKan707. I plasmid pYG221B er orienteringen
af Sall udtrykkelseskassetten i forhold til Km® genet,
der koder for reéistens overfor G418, identisk med orien-
teringen af SallI-Sacl udtrykkelseskassetten bidret af
20 plasmid pYG19.

E.3.3 Konstruktion af en PGK/LAC hybridpromotor = med
optimeret ATG kontekst

25 For at fremstille et inducerbart derivat af PGK promoto-
ren, der findes i udtrykkelsesplasmidet p¥YG19, blev UAS
af PGK promotoren erstattet med UAS stammende fra LAC4
promotoren fra K. lactis (Breunig, K.D. et al., Nucl.
Acid Res. 12 (1984) 2327-2341). Til dette formal blev

30 Sall-HindIII fragmentet af pYG1l2 indeholdende PGK promo-
toren klonet i bakteriophag M13mpl8 til opndelse af kon-
struktion af pYGl4 (fig. 20). Under anvendelse af den
ovenfor beskrevne metode blev to Notl steder herefter
indfert i PGK promotorregionen via stedsdirigeret mutage-

35 nese, hvilket frembragte konstruktionen pYG26 (fig. 20).
De syntetiske oligonucleotider, der blev anvendt til det-

te formdl, var:
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5'-CAAAACCTGTGA GCGGCCGCTAGGACCTTG-3'
5'-GG TAATTTCTTTCTCGATAA GCGGCCGCGTGCTTT ATG-3' (Sq4l6).

Herved blev indfert ialt fire baseparandringer (under-
streget) ved stillingerne -397, -399, -536 og -541 (i
forhold til ATG initiatorcodcnen defineret som +1; fig.
21). De to Notl steder (fede typer) opnaet pé denne made
omgiver regionen af PGK promotoren,‘der'tidligere er be-
skrevet for at indeholde to funktionelle distinkte doma-
ner (A og M i fig. 21A) af UAS . (Stanway, C. et al.,
Nucl. Acids Res. 15 (1987) 6855-6873). Nedbrydning af,
dette PGK derivat med enzymet Notl muligge¢r deletion -af

UASPGK
fragment indeholdende UAS

og- efterfplgende ombytning heraf med et syntetisk
LAC omgivet af NotlI steder (fig.
22) Klonet i den ene eller anden retning i forhold til

PGK promotoren. . UAS fragmentet blev opndet ved hybri-

LAC

‘disering og efterfglgende ligation af feglgende fire oli-

godeoxy-nucleotider:

Sg526, ¢vre streng, fragment 1:
(-448) 5'-GGC CGC TGT GAA AAG TGT AGC GGA AAT ATG TGG TCC
GAG CAA CAG CGT CTT TTT CTA GTA GTG CGG-3' (-389)

S@527, e¢vre streng, fragment 2:
(-388) 5'-TCG GTT ACT TGG TTG ACA TTG GTA TTT GGA CTT TGT
TGC TAC ACC ATT CAC TAC TTG AAG TCG AGT GTG AGC-3' (-319)

Sqg528, ¢vre streng, fragment 1:
(-319) 5'-GGC CGC TCA CAC TCG ACT TCA AGT AGT GAA TGG TGT
AGC AAC AAA GTC CAA ATA CCA ATG TCA ACC AAG T-3' (-382)

$q525, nedre streng, fragment 2:
(-383) 5'-AAC CGA CCG CAC TAC TAG AAA AAG ACG CTG TTG CTC
GGA CCA CAT ATT TCC GCT ACA CTT TTC ACA GC-3'(-448)

Antallet i parentes viser stillingen af hver oligodeoxy-
nucleotid i forhold til ATG codonen (+1) i wild-type LAC4
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promotoren (Beunig, K.D. et al., Nucl. Acids Res., 12
(1984) 2327-2341). Denne region spander over stillingerne
-328 til -435 og har vist sig at indeholde de forste af
tre UAS elementer fundet i LAC4 promotoren (Breunig, K.D.
5 et al., 5th Internat. Sympos. Genet. Industr. Microorgan.
(1986) Alacevic M. et al., (udg.) 551-560; Leonardo, J.M.
et al., Mol. Cell. Biol. 7 (1987) 4369-4376). Bogstaver
trykt i fed skrift reprasenterer nucleotider, der er del
af de to Notl steder, der omgiver UAS af LAC4 genet af K.
10 lactis; bindingssekvensen af Sq527 komplementar med $g@525

er understreget.

Da nucleotidsekvensen nar initiator ATG'et af hejt
udtrykte eukaryotiske gener antages at have indflydelse
15 pad effektiviteten af translationsinitiation (Koxak, M.,
Microbiol. Rev. 47 (1983) 1-45; Hamilton, R. et al.,
Nucl. Acid Res. 15 (1987) 3581-3593) blev ATG konteksten
af PGK promotoren modificeret pad feolgende méde: via
pladsdirigeret mutagenese blev et yderligere HindII1 re-
20 striktionssted (fed skrift) indfert ved stilling -25 af
PGK promotoren baret pd pYG26, hvorved plasmid pYG29 blev
frembragt (fig. 20). Det syntetiske oligodeoxynucleotid
anvendt til dette forseg var
5'-TATATTTGTTGTAAAGCTTAGATAATTACTTCC-3"' (sqg449). UASLAC
25 fragmentet beskrevet ovenfor blev herefter klonet ind i
Notl stederne af p¥YG29 hvilket bevirkede frembringelse af
plasmiderne pYG63-1 og pYG63-2 (fig. 22). PGK/LAC4 hy-
bridpromotorregionerne af sidstnavnte plasmider blev ren-
set som SalI-HindlIl fragmenter og ligeret til en synte-
30 tisk HindIII/BstEIIl adaptor bestaende af fglgende to kom-
plementzre oligodeoxynucleotider: (i)
5'-AGC TTT ACA ACVA AAT ATA AAA ACA ATG AAG TGG-3'
(Sq451) og (ii)
5'-GT TAC CCA CTT CAT TGT TTT TAT ATT TGT TGT AA-3'
35 (Sg452) (prepro-HSA initiatorcodonen er afbildet i fede
typer). Denne adaptor genopretter de 22 bp umiddelbart

opstrgms for wild-type PGK promotoren (fig. 21B) og
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omfatter de forste fire codoner af det prepro-HSA struk-
turelle gen indtil et naturligt forekommende BstEII sted.
SalI-BstEII fragmenterne opnaet pd denne made (der barer
PGK/LAC4 hybridpromotoren med et optimeret initiator ATG
kontext) blev herefter anvendt for at opbytte det tilsva-
rende restriktionsfragment (der indeholder den ikke-muta-
geniserede PGK promotor) i konstruktion pYGl8 (javnfer
fig. 16). ved at felge denne strategi blev opnaet to kon-
struktionsmellemprodukter, der kun er forskellige med
hensyn til ofienteringen af UASLAC i forhold til PGK pro-
motoren. Disse nye Kkonstruktioner blev anvendt til at
frembringe SallI-Sacl udtrykkelseskassetter, der blev
klonet ind i de tilsvarende restriktionssteder af pKan707
(jevnfer fig. 13), hvilket gav plasmiderne pYG44-5 og
pYG44-7 (fig. 23). Disse plasmider er isogene bortset
fra, at det syntetiske NotI fragment, der indeholder

UAS er en wild-type orienteringen for pYG44-5 og i den

LAC

‘modsatte orientering for plasmid pYG44-7.

E.3.4 Konstruktion af en vektor for prepro-HSA sekretion
under kontrol af PHO5 promotoren af S. cerevisiae

Vektor pEPHO (fig. 24) indeholder et 0,94 kb BamHI-PstI
restriktionsfragment, der huser promotor- og terminator-
regionen af det sure phosphatasegen (PHOS5) fra S. cerevi-
siae. Dette fragment stammer fra et 2,03 kb genomt BamHI-
Pstl fragment (Bajwa, W. et al., Nucl. Acid Res. 12
(1984) 7721-7739) ved deletion af det PHOS5 strukturelle
gen. Denne deletion omfatter stillinger -3 (i forhold til
ATG initiatorcodonen +1) og +1109 (Sau3A stedet beliggen-
de opstr¢ms for TAG initiatorcodonen). En polylinker
EcoRI/Smal/BamHI blev indfert ved sammenbindingen mellem
promotor og terminator og Kkan anvendes som klohingssted
for indfe¢rslen af et heterologt gen. Sammenbindingen mel-
lem PHOS promotoren og denne polylinker er angivet neden-
for (idet nucleotidsekvensen svarende til polylinkeren er

understreget):
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5'-AAATTCGAGATTAG GAATTCCCGGGGATCC-3'

For at opnd en konstruktion, hvori HSA-genet er udtrykt
under kontrollen af PHOS promotoren og den ikke-trans-
5 laterede lederregion af PGK genet, blev et HindIII sted
indfert ved stilling -20 af PHO5 promotorfragmentet af-
ledt af plasmid' pEPHO. Til dette formdl blev 0,83 kb
Sall-EcoRl fragmentet af pEPHO subklonet i polylinkeren
af bakteriophag M13mp9, og den fremstillede enkeltstren-
10 gede skabelon (pYGRF3) blev derefter mutageniseret under
anvendelse af oligodeoxynucleotidet
5'-CCTAATCTCGAATAAGCTTGCTCTATTTG-3' (Sqg487; det indferte
HindIII sted er angivet i fede typer) som mutagen primer,
hvilket resulterede i plasmid pYGRF4 (fig. 24).
15
For et lette konstruktionen af en rakke udtrykkelseskas-
setter indeholdende forskellige promotorer og/eller
terminatorer blev et derivat af plasmid pIC-20R (se fig.
16) frembragt, hvori HindIII stedet af polylinkeren var
20 ¢delagt ved behandling af de klzbrige ender med det store
fragment af polymerase I (Klenow) af E. coli. Denne ny
kloningsvektor (pIC-~20RaAH3) blev herefter anvendt til at
indfere Sall-BamHI fragmentet af plasmid pYGl2 (se fig.
15) indeholdende promotor- og terminatorregionerne af PGK
25 genet, hvorved plasmid pYG61l blev frembragt. Under anven-
delse af promotormoduler som Sall-HindIIl fragmenter og
terminatormoduler som HindIII-BamHI fragmenter, kan
udtrykkelseskassetter med en hvilken som helst kombina-
tion af transskriptionelle initiations- og terminations-
30 signaler, i hvilket det strukturelle gen, der skal ud-
trykkes, er blevet klonet som et HindIII restriktions-
fragment. Nedbrydning af disse konstruktionsmellemproduk-
ter med enzymerne Sall og Sacl muligger efterfglgende
indfprsel af de nye udtrykkelseskassetter i de tilsva-

35 rende steder af garkloningvektoren pKan707 (se fig. 17 og
18).
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under anvendelse af denne basale strategi blev Sall-
HindIII PGK promotorfragmentet af plasmid pYG61 ombyttet
med SallI-HindIIl1 fragmentet af PpYGRF4, der huser PHOS
promotoren. Indfegrsel af det prepro-HSA strukturelle gen
isoleret fra plasmid pYG44-5 som HindIIl fragment (se
fig. 23) og overfgrsel af den fremkomne udtrykkelseskas-
sette som Sall-Sacl fragment i plasmid pKan707 foranle-
diger sekretionsvektor pYG51 (fig. 23). Plasmidet inde-
holder saledes PHOS5 promotoren af S. cerevisiae indtil
stilling -17 (herunder alle transskriptionsinitiations-
steder (Rudolph, H. and Hinnen, A.,_ .Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84 (1987) 1340-1344), (fig. 25), efterfulgt af
21 bp af den ikke-translaterede PGK ledersekvens, det
prepro-HSA strukturelle gen og endelig PGK terminatoren.

E.3.5 Konstruktionaf en vektor for HSA sekretion under

kontrol af LAC4 promotoren fra K. Lactis

Under anvendelse af polymerasekadereaktions (PCR) metoden
(Mullis K.B. and Faloona F.A., Meth. Enzym, 155 (1987)
335-350; Saiki R.K. et al., Science 230 (1985) 1350-
1354), blev LAC4 promotoren fra K. Lactis forstarket fra
gergenom DNA som et Sall-HindIlI restriktionsfragment.
Totalt genomt DNA isoleret fra stamme CBS2359 tjente som
skabelon, og folgende syntetiske oligodeoxynucleotider
blev anvendt som primere for Tag-polymerasereaktionen
(Sall og HindIII steder indfgrt opstrems og nedenstrem
for LAC4 promotoren fra K. Lactis er angivet i fede

typer):

1) 5'-CCC GTCGAC ATGTAGAGTAGACAACAGACAGGGAGGGC-3'
2) 5'-A AAGCTT ATCTTTCAGTTCTCGATGAGTATGTGTGTT-3'

Opbygningen af disse primere var baseret pa LAC4
sekvensen tidligere publiceret af Leonardo J.M. et al.,
(Mol. Cell. Biol. 7 (1987) 4369-4376). Sall-HindIII re-

striktionsfragmentet fremstillet pa denne made indeholder
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LAC4 promotorregionen, der spander fra stillingerne -1198
til -1 (idet ATG initiatorcodonen er defineret som +1).
Det forstarkede materiale blev nedbrudt med enzymerne
Sall og HindIII, Klonet i plasmid pYG61 (javnfer afsnit
5 E.3.4), og nucleotidsekvensen heraf blev bekraftet under
anvendelse af dideoxykadeafslutningsmetoden (Sanger F. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467).

ved at feplge det generelle skema beskrevet i det tidlige-
10 re kapitel blev opndet et pKan707 derivat, betegnet
pYG404 (fig. 23) hvori prepro-HSA genet er udtrykt under
kontrollen af den lactose/galactoseinducerbare LAC4 pro-
motor fra K. Lactis. Sekvensen umiddelbart opstroms for
HSA initiatorcodonen i denne specifikke konstruktion
15 stammer fra plasmid p¥G44-5 (fragment HindI1I) og inde-
holder derfor del af den utranslaterede leder af PGK ge-

net (jevnfer afsnit E.3.3).

E.3.6 Konstruktion af en vektor for HSA sekretion under
20 konstrol af PGK promotoren fra S. cerevisiae og

drzbertoxinsekretionssignalet fra K. Lactis

Under anvendelse af to par komplementzre syntetiske oli-
godeoxynucleotider blev et HindlII-Dral fragment genop-
25 bygget, der indehdlder fgolgende elementer: (i) de ATG
proximale 21 bp af PGK promotoren, (ii) sekretionssignal-
sekvensen ('"pre"-region) af drzbertoxingenet fra plasmid
k1 fra K. Lactis (Stark M.J.R. and Boyd A., EMBO J. 5
(1986) 1995-2002), og (iii) de ferste 17 aminosyrer af
30 pro-HSA genet indtil N-endestillede Dral sted koblet i
ramme til drazbertoxin pre-regionen. De fire oligodeoxy-
nucleotider, der blev anvendt i denne konstruktion, var

fgplgende:

35 $q1000, ovre streng, fragment 1:
5'-
AGCTTAGCTTTBCAACAAATATAAAAACAATGAATATATTTTACATATTTTTGTTTT
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TGCTGTC-3'

Sq998, o¢vre streng, fragment 2:

5=

ATTCGTTCAAGGTAGGGGTGTGTTTCGTCCGAGATGCACACAAGAGTGACCTTCCTCA
TCGGTTT-3'

Sg996, nedre streng, fragment 1:
5'-
AAAAACAAAAATATGTAAAATATATTCATTGTTTTTATATTTGTTGTAAAGCTA-3"

Sq997, nedre streng, fragment 2:
5t
AARCCGATGAGCAACCTCACTCTTGTGTGCATCTCGACGAAACACACCCCTACCTTG
AACGAATGACAGC-3*

Bogstavef printet med fed type reprasenterer nucleotider,
der er del af HindIII og Dral stederne anvendt ved dette
forsepg; sammenbindensekvensen af Sq998 komplementar med
$g996 er streget under. '

Efter phosphorylering af oligodeoxynucleotiderne $SqQ996 og
Sq998 blev frembragt et Adobbeltstrenget HindIII-Dral
fragment efter skemaet angivet i fig. 26. Dette 130 bp
fragment blev renset ved gelelektrophorese og ligeret til
et 1,04 kb DralI-Xabl fragment indeholdende en del af det
HSA strukturelle gen isoleret fra plasmid oXL869 (se fig.
6). HindIII-Xbal fragmentet isoleret pd denne made blev
herefter klonet ind i bakteriophag M13mplO, hvilket frem-
bragte konstruktionen pYG56 (fig. 26). Den korrekte
nucleotidsekvens af dette mellemprodukt blev bekraftet

ved dideoxysekvensering.

Hele det prepro-HSA strukturelle gen Kkan herefter
genopbygges ved ligation af fe¢lgende tre elementer: (i)
1,17 kb HindIII-Xbal fragmentet stammende fra pYG56 kon-

struktionen netop beskrevet ovenfor, (ii) XbaI-BamHI
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fragmentet fra p¥Gl8 (se fig. 16) indeholdende den car-
boxy-endestillede halvdel af HSA genet savel som PGK
terminatorregionen og (iii) et BamHI-HindIII fragment af
plasmid pYG62. Sidstnavnte plasmid er et derivat af kon-

5 struktionen pYG61l (se afsnit E.3.4), hvori SalI-HindIIX
fragmentet, der bazrer PGK promotoren, er blevet erstattet
med det @kvivalente restriktionsfragment stammende fra
plasmid pY¥G29 (se fig. 20). BamHI-HindIII fragmentet fra
plasmid pYG62 anvendt i denne konstruktion indeholdt sa-

10 ledes E. coli originen for replikation, ampicillin resi-
stensgenet og PGK promotoren med et HindIII sted indfort
ved stilling -25 (se afsnit E.3.4). Det fremstillede pIC
derivat blev betegnet pYG57. Sidstnavnte plasmid blev
anvendt som en kilde for et Sall-Sacl fragment, der blev

15 klonet ind i de tilsvarende steder af garkloningsvektor
pKan707, hvilket gav anledning til fremstilling af ud-
trykkelsesvektor pYGS58 (fig. 23).

E.3.7 Konstruktion af en integrativ vektor til at diri-
20 gere en PGK/prepro-HSA udskillelseskassette til
RAG2 stedet af K. Lactis

Plasmid p31/RAG2:URA3 (fig. 27) leveret af Dr. M.
Wesolowski-Louvel (Institut Curie, Orsay, France),
25 indeholder et 2,3 kb genomt Nhel fragment, der huser pro-
motoren og den N-endestillede region af det RAGZ struk-
turelle gen af K. Lactis, der hg¢jst sandsynligt koder en
phosphoglucoseisomerase (Wesolowski-Louvel M. et al.,
Nucl. Acid Res., 16 (1988) 8714). Plasmid p31/RAG2:URA3
30 blev konstrueret ved indforsel af et 1,6 kb EcoRI frag-
ment stammende fra plasmid pCXJl (fig. 9), der huser URA3
genet af S. cerevisiae, i ECORI stedet af RAGZ promo-
toren. Det 3,9 kb Nhel fragment opndet pd denne made blev
herefter klonet i det unikke Nhel sted af plasmid pBR322.
35
Ved at skzre plasmid pYG18 (fig. 16) med restriktionsen-

zymerne EcCORV og Smal opndede man et 3,7 kb fragment
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indeholdende den samme PGK/prepro-HSA udtrykkelseskas-
sette som den, der blev anvendt i garsekretionsvektor
pYG19 (fig. 18). Indfersel af denne kassette i det unikke
Smal sted af plasmid p31/RAG2:URA3 (beliggende 3' for
URA3 markergenet) frembragt af konstruktionerne pYG60-21
og pYG60-5 (fig. 27), der kun er forskellig fra hinanden
med hensyn til orienteringen af preprb—HSA udtrykkelses-

kassetten.

Ved at skaré plasmider pYG60-21 og pYG60-5 med enzymet
Nhel frembragte man et 7,7 kb fragment indeholdende HSA
udtrykkelseskassetten og URA3 mark¢rgenet omgivet af RAG2
afledte sekvenser. Disse sidstnévnte sekvenser tjente til
at malrette integrationen af hele fragmentet til RAG2
stedet af K. Lactis stamme MW98-BC via homolog rekombina-
tion (Rothstein R.J., Methods in Enzymol. 101 (1983) 202-
211). Integration Qed RAG2 stedet blev bekraftet véd
Southern analyse af tre ud af seks undersogte integranter
(MW98-8C::60-5 integrantklon nr. 6 og MW98-8C::60-21
integrantkloner nr. 7 og 9). De ¢vrige tre integranter
viste sig at bazre en (MW98-8C::60-5 integrantklon nr. 8
og MW98-8C::60-21 integrantklon nr. 11) eller to (MW98-
8C::60-5 integrantklon nr. 4) HSA udtrykkelseskassette
integreret ved andre steder end RAG2. Alle seks af de be-
krezftede integranter blev undersg¢gt for evne +til HSA
udskillelse.

EKSEMPEL 4

Transformation af Kluyveromyces species med plasmider,
der udtrykker HSA

E.4.1 Transformationsmetoder

Transformanter af K. Lactis stamme MW98-8C (a uraA arg
lys K’ pKD1°) blev opndet enten ved spheroplastdannelses-

metoden oprindeligt beskrevet af Hinnen et al., (Hinnen,
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A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75 (1978) 1929-
1933) og passende tilpasset, eller ved at man behandlede
hele cellevart med lithiumacetat (Ito, H. et al., J.
Bacteriol. 153 (1983) 163-168), der favoriserer DNA
5 inkorporering i narvarelse af polyethylenglycol (PEG
4000, Sigma). Transformanter af alle andre Kluyveromyces
stammer beskrevet nedenfor blev udelukkende opndet ved

behandling med lithiumacetat.

10 En prove  af stamme MW98-8C blev deponeret i
Centraalbureau voor Schimmelkulturen- (CBS) i Baarn i
Holland i overensstemmelse med Budapesttraktaten, hvor
den blev registreret den 16.09.1988 under nummeret CBS
579.88.

15
Modifikationerne i forbindelse med spheroplastdannelsen

er allerede blev beskrevet (Bianchi, M. et al., Curr.
Genet. 12 (1987) 185-192). Dersom metoden med lithium-
acetat blev anvendt udfgres celledyrkning ved 28 °c i 50
20 ml YPD medium under omre¢ring og til en optisk densitet
ved 600 nm (ODGOO) mellem 0,6 og 0,8. Cellerne hestes ved
centrifugering ved lav hastighed, vaskes i sterilt TE op-
lgpsning (10 mM Tris-HCl pH 7,4, 1 mM EDTA), genopslzmmet
i 3-4 ml lithiumacetatoplesning (0,1 M i TE) til opnédelse
25 af en celledensitet pd ca. 2 x 108 c/ml og inkuberes der-

nest 1 time ved 30 °C under moderat omr¢ring.

0,1 ml prover af den fremstillede suspension af kompeten-
te celler inkuberes ved 30 °C i 1 time i narvazrelse af
30 DNA og PEG 4000 til en slutkoncentration pd 35%. Efter et
varmeshock pd 5 minutter ved 42 °C vaskes cellerne to
gange med sterilt vand, genopslammes i 0,2 ml sterilt
vand og overferes til 10 ml r¢r. YPD medium indeholdende
0,7% agar og holdt smeltet ved 46 °C tilsattes herefter
35 (5 ml), og blandingen udhzldes straks pd YPD plader.

Efter steorkning tilsazttes et yderligere dzklag bestaende
af 5 ml dekagar. Efter 18-24 timers inkubation ved 28 °C
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spredes 0,16 ml G418 ople¢sning (Geneticin 50 mg/ml,
GIBCO, Grand Island, N.Y.) udover pladerne, og transfor-
manterne talles efter yderligere 4-5 dages inkubation ved
28 °C.

Direkte udstryning af cellerne pa YPD + G418 plader (dvs.
uden anvendelse af dakagar) bevirker tilsynekomsten af
kloner af storre storrelse for de transformerede K.
Lactis celler. Imidlertid m& man anvende en lavere
koncentration af G418 (slutkoncentration 50 ug/ml) for at
observere kolonier, der fgrer til selektionen af mutanter:
specielt resistente overfor G418 og afledt af ikke-
transformerede celler. Herudover er transformationseffek-
tiviteten mindst ti gange lavere end den effektivitet,
der ses efter phenotypens udtrykkelse af resistensgenet i
18-24 timer.

E.4.2 Mitotisk stabilitet af HSA-udtrykkende pKD1l afledte
plasmider under ikke selektive vakstbetingelser

Den mitotiske stabilitet af plasmider pYGl9 og pYG23
males med forskellige tidsintervaller efter vakst i ikke-
selektivt medium; den bestemmes som forholdet mellem
slut- og begyndelsesprocentdelen af celler, der vokser pa
YPD plader indeholdende 200 ug/ml G418. Som vist i fig.
28 er begge plasmider ekseptionelt stabile pa trods af
det h¢je udtrykkelsesniveau af et heterologt gen. Na&r
transformanter af stamme MW98-8C dyrkes i et ikke-selek-
tivt medium i 40 cellegenerationer opretholder 40-45% af
cellerne disse plasmider. Plasmid pYGl9 viser endog hg¢je-
re mitotisk stabilitet i K. Lactis stamme CBS683: over
80% af cellerne opretholder plasmidet efter 40 generatio-

ner af ikke-selektivt vakst.

E.4.3 pYG1l9 og pY¥Gl23 transformanter af K. Lactis MW98-
8C:HSA udtrykkelse og sekretion
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Udtrykkelses- og sekretionsniveauerne af K. Lactis MW98-
8C celler indeholdende plasmiderne pYG19 (prepro-HSA) og
pYG23 (Met-HSA) bestemtes med forskellige tidsintervaller
efter dyrkning ved 28 °C i ikke-selektivt YPD-medium og
5 under konstant omrgring. Disse kultursupernatante dele
fas ved to efter hinanden fglgende centrifugeringer (5
minutter ved 4000 omdrejninger pr. minut) i en Kontron
Hermle Z-365 K centrifuge) og derefter 10 minutter ved
12000 omdrejninger pr. minut) for at fjerne eventuel kon-
10 taminering med celler. En pre¢ve af den anden supernatante
del (0,5 ml) opvarmes til 95 °C i 15 minutter i nzrvarel-
se af lige rumfang pre¢vepuffer indeholdende 0,125 M Tris-
HCl, 20% glycerol, 10% 2-mercaptoethanol (8-ME), 4,6% na-
triumdodecylsulfat (SDS) og O,4% bromphenolblat. Dexrsom
15 der gnskes en koncentration af de tilstedevarende protei-
ner i den supernatante del tilsattes 0,4 ml af en 100
vagt/rumfang-3% trichloreddikesyreople¢sning (TCA) til 8 ml
af supernatanten, og proteinerne udfeldes pa is i 1 time.
Det udfzldede materiale udvindes ved centrifugering i 20
20 minutter ved 15000 omdrejninger pr. minut og resolubili-
seres herefter ved opvarmning til 95 °C i 15 minutter i
0,2 ml provepuffer indeholdende 63 mM Tris-HCL, 10% gly-
cerol, 5% B-Me, 2,3% SDS og 0,2% bromphenolblat.

25 Den intracellulare "udtrykkelse af albumin detekteres un-
der anvendelse af celleekstrakter fremstillet pa felgende
made: zkvivalenten svarende til 0,25 ml af en cellepellet
(vasket en gang i saltvandspuffer) genopslammes i det
samme rumfang af lysepuffer holdt pd is og indeholdende

30 67 mM phosphat, pH 7,5 mM 8-ME, 1 mM phenylmethylsulfo-
nylfluorid (PMSF), 2 uM leupeptin og 2 uM pepstatin A
(Sigma). Efter tilsztning af 0,5 ml zirconiumkugler (0,5
mm diameter) anbragt i phosphatpuffer (67 mM, pH 7) ved 4
°C itubrydes cellerne ved 7 efter hinanden fglgende 30

35 sekunders perioder med en celleitubryder (Biospec Mini

Bead-Beater, Biospec Products) afbrudt af 2 minutters

kpleperioder pd is. Under disse betingelser er effektivi-
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teten af celleitubrydningen mere end 90% bedgmt ved at
talle cellerne under et fasekonstrastmikroskop. Vaske-
fraktionen uden zirconiumkugler overferes til et
Eppendorf r¢r, og kuglerne vaskes tre gange med 0,2 ml
lysepuffer og opsamles herefter i det samme Eppendorf
ror. Ved centrifugering af reoret i 15 minutter ved 4 °C
og ved 12000 g opnas en oplgselig proteinfraktion (super-
natantdel) og en uople¢selig proteinfraktion (pellet).
Disse to fraktioner adskilles og optéges Berefter i det
sammé slutrumfang af en opl¢sning af provepuffer efter
fortynding. Disse pre¢ver opvarmes 15 minutter ved 95 °C
og anbringes pé& en 8,5% SDS-polyacrylamidgel dakket med
en 5% dzkgel (Laemli, U.K., Nature 227 (1970) 680-685) og
underkastes herefter en str¢m pa 25 mA, indtil bromphe-

nolblatfarven nar den nederste del af gelen.

Fig. 29 viser resultaterne af et typisk fors¢g, der mu-
ligg¢r at der kan foretages -en bestemmelse af udtrykkel-
sen og sekretionen af albumin, der er opnadet med K.
Lactis stamme MW98-8C transformeret med plasmiderne pYGlQ
(prepro-HSA), pYG23 (Met-HSA) og bYGZS (vektor . uden en
udtrykkelseskassette) efter dyrkning i 50 ml YPD medium
uden G418 ved 28 °C i 68 timer. Hver preve svarer til 100
ul af den oprindelige kultur og muligger at de oplgselige
fraktioner, uoplgsélige fraktioner og de dyrkningssuper-
natante dele kan sammenlignes efter vandring i 8,5%
polyacrylamidgel og Coomassie Blat farvning. Et protein-
band, der vandrer sammen med kommercielt humant albumin
(Sigma) tjener som en molekylvagtsreference og afsleres i
proverne, der stammer fra cellerne transformeret med
plasmiderne pYGl9 eller pYG33, men ikke med cellerne
indeholdende vektor pYG25, der ikke indeholder HSA genet.
Det skal bemarkes, at medens bogstaveligt talt alt albu-
minet udtrykt af pYGl9 (prepro-HSA) eksporteres til kul-
turens supernatante del, forefindes al albuminet frem-
bragt under anvendelse af plasmid pYG23 (Met-HSA) i den

uoplgselige cytoplasmiske proteinfraktion. Herudover vi-
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ser resultaterne i fig. 29, at albumin secerneret af cel-
ler indeholdende plasmid pYGl9 er det eneste tilstedeva-
rende ekstracellulzre protein i signifikante mangder. 1
den supernatante del af en rystekolbekultur af MW98-8C
5 transformeret med plasmid pYGl9 og dyrket under passende
betingelser (se afsnit E.4.6) kan albuminkoncentrationen

na 150 mg HSA/liter.

E.4.4 Immunologisk detektion af albumin ved fremgang af

‘ 10 K. Lactis

Identiteten af garproteinerne, der vandrer sammen med
albuminstandarden, kan undersgges ved immunologisk detek-
tion. Til dette formdl aftrykkes en polyacrylamidgel pa
15 et nitrocellulosefilter (Schleicher and Schuell, 0,45 um)
under anvendelse af et halvtert aftryksapparat {Biometra)
i en overferselspuffer indeholdende 25 mM Tris base, 150
mM glycin og 10% methanol. Aftrykstiden er 30 minutter
under anvendelse af en strom pa omtrent 0,85 mA/cm2 gen-
20 overflade. Efter overfersel inkuberes filteret tre gange
3 minutter med 50 ml puffer A (5% skummetmazlkpulver, O,2%
Tween 20 i PBS puffer [127 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM
N82 :
puffer A indeholdende kaninpolyklonale antistoffer rettet

HPO4]), efterfulgt af inkubation i 30 minutter i 40 ml

25 mod HSA og fortyndet 1:1000. Efter tre afvaskninger af
filteret med puffer A tilsazttes et andet, biotinyleret
antistof, der genkender kaninantistoffer, Vectastain ABC
Immuno Peroxidase Kit, Vector Laboratories), pa basis af
en drabe pr. 50 ml puffer A. Efter inkubering af filteret

30 i 30 minutter vaskes filteret tre gange med puffer B
(0,2% Tween 20 i PBS) og inkuberes herefter i narvarelse
af et avidin DH/biotinyleret peroxidase H kompleks. Det
avidin/biotinylerede peroxidasekompleks fremstilles lige
inden brugen ved at fortynde 1 drabe af hver af reagen-

35 serne A og B fra kittet i 5 ml puffer B efter inkubation
ved 23 °C i 30 minutter. Filteret inkuberes i en 1:10

fortynding af komplekset i puffer B (ialt 50 ml) 1 30
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minutter. Filteret renses atter med puffer B i tre 5

_minutters perioder og fremkaldes 2-3 minutter i 10 ml af

en oplgsning indeholdende O0,02% HZOZ og 10 ml af en
oplg¢sning indeholdende 1 mg/ml diaminpbenzidin og 0,4
mg/NiCl2 i
Lactis MW98-8C udtrykker (p¥YG23) og secernerer (pYGl9) et
protein, der genkendes af anti-HSA polyklonale antistof-

0,1 M Tris-HCl1 pH 7,4. Fig. 30 viser, at K.

fer. Dette antigene materiale er specifikt forbundet med
tilstedevarelsen af en albumin-udtrykkende kassette, da
det ikke afslgres i celleekstrakter eller dyrkningssuper-
natanter fra ger transformeret med vektoren uden en ud-

trykkelseskassette.
E.4.5 Kinetikken ved HSA sekretion

Som angivet i fig. 31A foregdr sekretionen af albumin med
relativ langsom kinetik i en Erlenmeyer. Maksimumudskil-
lelsesniveauerne synes at foregd efter 70-100 timers
inkubation af en kultur oprindeligt inoculeretmed 105
celler/ml (fig. 31B). Der kan ikke afsle¢res nogen signi-
fikante stigninger eller fald mellem 100 og 240 timers
dyrkning, hvilket antyder en god .stabilitet HSA under
disse vakst- og 'temperaturbetingelser.' Da der ikke er
nogen akkumulering af proteolytisk nedbrydeligt materiale
under denne periode, kan det konkluderes, .at intet
ekstracellulart protease, der kunne nedbryde det udskilte

albumin, er tilstede.

En grafisk afbildning af kinetikken ved udskillelse (A)

~ savel som yakstkurven af stamme MW98-8C transformeret med

plasmid pYG1l9 (B) er angivet i fig. 32; disse resultater
viser, at udskillelsen af albumin fortsatter efter at
cellerne har ndet den stationzre vakstfase. Denne obser-
vation er i overensstemmelse med tidligere observationer
i forbindelse med andre udtrykkelsessystemer i g&r
(Tschopp, J.F. et al., Bio/Technology 5 (1987) 1305-
1308).




DK 175846 B1

56

E.4.6 Effektiviteten af HSA sekretion med plasmiderne
PYG44, pYG51, pYG404 og pYGSS8

Effektiviteten af HSA sekretionen er blevet underse¢gt
5 under kontrol af PGK promotoren fra S. cerevisiae (plas-
miderne pYG1l9, fig. 29-32), en PGK/LAC4 hybrid promotor
med optimeret ATG kontekst (plasmiderne pYG44~5 og pYG44-
7; fig. 33), PHOS5 promotoren fra S. cerevislae (plasmid
pPYG51; fig. 34 A) og LAC4 promotoren af K. lactis (plas-
10 mid pYG404; fig. 35). Herudover er sekretionssignal-
sekvensen (pra-region) af drazbertoxinet af K. lactis
blevet koblet i ramme til det pro-HSA strukturelle gen
(plasmid pYG58; fig. 34 B) og sekretionseffektiviteten af
funktionsproteinet sammenlignet med effektiviteten af det
15 naturlige prapro-HSA (med hensyn til detaljer af plasmid-
konstruktioner se afsnit 3). Resultaterne opnaede med

disse konstruktioner er opsummeret nedenfor:

niveauet af HSA serneret ud i dyrkningsmediet, hvor det
20 udtrykkes fra PGK/LAC4 hybridpromotoren tilstede i
plasmid pY¥YG44, ¢ges to til tre fold, dersom celler dyrkes
i glucoseholdigt medium, hvortil lactose er sat mellem
midt-log og den tidlige stationzre vazkstfase (fig. 33).
Denne virkning ses ikke, dersom tilsztningen af lactose
25 erstattes med en tilsvarende mangde glucose (resultater
ikke angivet). Dersom celler dyrkes i medier indeholdende
lactose som eneste carbonkilder, er niveauerne for secer-
neret HSA ikke he¢jere end de, der opnas med glucosehol -
dige medier (fig. 33 B). Den lactoseformidlede stigning
30 af HSA udskillelse observeret efter "induktion" af celler
efter en f¢rste dyrkning i glucose er imidlertid ikke af-
hengig af tilstedevarelsen af UAS elementet fra LAC4 pro-
motoren af K. lactis. Denne lactoseformidlede stigning
findes ligeledes, dersom HSA sekretion er dirigeret af
35 PGK promotoren (fig. 33 A, B for stamme MW98-8C trans-
formanter; fig. 35 for CBS2359 transformanter) eller PHOS

promotoren af S. cerevisiae (resultater ikke vist).
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HSA sekretion under kontrol af LAC4 promotoren af K.
lactis bevirker lavere HSA niveauer end de, der opnas med
PGK promotoren af S. cere&isiae (fig. 35). Pa den anden
side er LAC4 dirigeret HSA udtrykkelse let reguleret;
intet udskilt HSA kunne afsleres i kulturens supernatante
dele fra CBS2359 transformanter, dersom glucose var den

eneste tilgangelige carbonkilde (fig. 35).

Dersom celler dyrkes i komplet medium (YPD) er effektivi-
teten af PHOS5 dirigeret HSA sekretion overraskende Kkun
1idt under den, der observeres med konstruktioner inde-
holdende den glycolytiske PGK promotro (fig. 34 A).

Erstatning af HSA sekretionssignalet med pra-regionen af
drabertoxinet af K. lactis har heller ingen indflydelse
pd kinetiken eller effektiviteten af HSA sekretion (fig.
34).

E.4.7 Effektivitet af HSA sekretion med integrerede
udtrykkelseskassetter

PGK-praproHSA udtrykkelseskassetten, der findes i plasmid
pYGl9, er blevet integreret i det K. lactis chrbmosomale
DNA blev hjzlp af entrinsgen i afbrydelsesmetoden beskre-
vet af Rothstein, 'RJ. (Methods in Enzymol. 101 (1983)
202-211; med hensyn til eksperimentelle detaljer se
afsnit E.3.7). Som angivet i fig. 36 er niveauerne af HSA
secerneret ud i dyrkningsmediet af de integrante stammer
(bane 2-7) mindst 20 gange under de, der opnas med PKDl
derivatet pYGl9 (bane 1). HSA sekretion var fundamental
den samme hvad enten integration af udtrykkelseskassetten
forekom pd& RAG2 stedet eller noget andet sted i K. lac-
tisgenomet (fig. 36). Yderligere havde orienteringen af
udtrykkelseskassetten i forhold til den URA3 selekterbare
marke¢r ikke nogen signifikant indflydelse pa HSA sekre-
tionsniveauerne (fig. 36, bane 2 og 3). Et tofoldsstig-
ning af udskilt HSA blev inialertid observeret med trans-
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formanter, hvor to udtrykkelseskassetter var blevet
integreret i genomet (fig. 36, bane 5). Alt i alt synes
effektiviteten af HSA sekretion at vere direkte forbundet
med antallet af kopier af det strukturelle gen der fore-

5 findes i en transformeret garcelle.

E.4.8 Sekretion af HSA i en razkke species og stammer af

slaegten Kluyveromyces

10 Plasmiderne pYGl9, pYG221B eller pKan707 er blevet
anvendt til at transformere fglgende stammer af Kluyvero-
myces: ATCC16045 (K. marxianus var. bulgaricus),
ATCC24178 (K. wickerhamii), ATCC12424 (K. marxianus var.
marxianus), ATCC56500 (K. waltii), ATCC36906 (K. marxia-

15 nus var. drosephilarum), CBS4574 (K. marxianus var. lac-
tis), CB683 (K. marxianus var. lactis), and MW98-8C (K.
marxianus var. lactis). Malelige niveauer af secernerede
HSA blev opndet med alle unders¢gte transformanter, sk¢nt
man observerede store variationer mellem de forskellige

20 stammer. De hgjeste niveauer blev fundet under anvendelse
af transformanter af stamme MW98-8C (CBS579.88) og
CBS683, det laveste niveau blev observeret med stamme
ATCC16045, hvor ikke-nedbrudt HSA kun kunne detekteres
under anvendelse af immunologiske metoder (resultater

25 ikke angivet). Plasmider pYGl9 og pYG221B formidlede lig-
nende niveauer af udskilt HSA i alle unders¢gte stammer.

EKSEMPEL 5

30 Rensning af HSA uskilt i vakstmediet

I et typisk oprensningsfors¢g blev stamme MW9808C trans-
formeret med plasmid pYG1l9 dyrket i YPD medium i 72 timer
under de allerede beskrevne standardbetingelser. En
35 supernatant del fra kulturen (0,5 1) befries fra alt
cellular forurering ved centrifugering og inkuberes 15

minutter ved 4 °C i i narvarelse af 60% ethanol (rum-

1
|
|
I
I
|
)
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fang/rumfang). Bundfaldet udvindes af centrifugering,
genopslammes i 10 ml ople¢sning bestdende af 50 mM Tris-
HC1 bH 8,0 og anbringes derefter pa3 en Trisacryl bla s¢j-
le (I.B.F., Frankrig). Det humane albumin elueres fra
denne s¢pjle med 3M MaCl ople¢sning. Efter dialyse af frak-
tionerne, der indeholder HSA, overfor S50 mM Tris-HCl
renses disse fraktioﬁer pd en MONO Q sojle (Pharmacia),
og elueres ved en NaCl koncentration pa 0;25 M. Til slut
muliggoer chrbmatografi-pé Superose 12 (Pharmacia) at HSA
kan opnds med mere end 9%% renhed bed¢mt ved sglvfarvning
af SDS polyacrylamidgeler.

EKSEMPEL 6

Karakterisering af secerneret og renset albumin

Mangel pa en undersg¢gelse der muligger at de biologiske
egenskaber ved albumin kan mdles in vitro ge¢r det ikke
let at undersgge kvaliteten éf det rekombinante albumin.
Af denne grund karakteriseres albuminet udskilt af k.
lactis derfor efter rensning ved hjalp af adskillige
fysiske, kemiske og immunologiske undersggelsesmetoder.
Disse undersggelser viser, at det rekombinante albumin
udskilles af K. lactis i moden form og i dets native
konfiguration; det kan ikke skalnes fra humant serumal-
bumin ekstraheret fra plasma med hensyn til alle disse

kriterier.
E.6.1 PAGE-SDS: Coomassiebladt og se¢lvfarvning

Elektrophorese udfgres pa en SDS polyacrylamidgel (7,5%)
(fig. 38 C) som beskrevet ovenfor eller ved hjalp af
"Phast gel"” systemet (Pharmacia, fig. 38 A). Forskellige
m&ngder rekombinant albumin blev sammenlignet med et
kommercielt preparat af standardalbumin (Sigma) ekstrahe-
ret fra humant plasma. Farvning af gelen med Coomassie-
blat (fig. 38 C) eller med so¢lvsalte (fig. 38 A) viser
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den fuldstandige homogenisitet af albuminpreoverne fra

gar.
E.6.2 Isoelektrofokucering

Isoelektrofokucering udfgres mellem PH 4,5 og 6,0 (Phast

gel, Pharmacia,  fig. 38 B), og mellem pH 4,0 og 7,0

(Immobiline, LKB). De isoelektriske punkt af det rekombi-

nante HSA er identisk med det referencehumane HSA (pl =
10 4,8).

E.6.3 Nativ PAGE og immunoaftrykning

Elektrophorese af det rekombinante HSA i en ikke-denatu-
15 rerende polyacrylamid gel (10%), efterfulgt af aftryk pa
et nitrocellulosefilter og immunodetektion under betin-
gelserne beskrevet i afsnit E.4.4 afslgrer en samtidig
vandring med standardalbuminen ekstraheret fra humant
plasma. Dette antyder strekt, at korekt modning af det
20 rekombinante prapro-HSA foregadr under udskillesesproces-
sen i K. lactis. Der kan ikke afslores nogen forurering
med ikke-modnet . HSA, hvilket antyder, at spaltning af
signalsekvensen og af pro-sekvensen af HSA foregar effek-
tivt i denne gar.
25
E.6.4 Molekylar siechromatografi

Molekylar siechromatografi udferes med Superose 12 (Phar-
macia). Stre¢mningshastigheden af elueringspufferen (50 mM
30 Tris-HCl pH 8,0) opretholdes med 1 ml/min. Koncentra-
tionerne af rekombinant albumin og referencealbumin er
henholdsvis 0,4 og 1 mg/ml. Elueringen af albumin detek-

teres ved at mdle absorbansen ved 280 nm. I begge tilfal-

de er elueringsrumfanget identisk (11,5 ml).
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E.6.5 Anionbytterchromatografi

Det rekombinante albumin elueres fra en Mone Q HR 5/5
spjle (Pharmacia) med en koncentration pd 0,31 M NaCl som
er referencealbuminet stammende fré humant plasma. Fig.
39 viser de opndede chromatografiske profiler for injek-
tioner af 100 ul rekombinant HSA (0,4 mg/ml) og af refe-
rence HSA (0,5 mg/ml) under anvendelse af en s¢ojle bragt
i ligevagt med 50 mM Tris-HCl pH 8,0 og en konstant
stremningshastighed pa 1 ml/min.

E.6.6 Omvendt-fasechromatografi

Opfe¢rslen af gazralbuminet i omvendt-fase analyseret pa en
nucleosil (C4) spjle med pufre A (vand indeholdende 0,1%
trifluoreddikesyre (TFA)) og B (acetonitril indeholdende
0,1% TFA). Fig. 40 viser elueringén med en gradient pa 20
til 80% B i A af geralbumin, der udviser den samme til-
bageholdelsestid som referencealbuminet.

E.6.7 Aminosyresammensatningen
Aminosyresammensatningen af det rekombinante HSA bestem-

tes ved omvendt fasechromdtografi efter sur hydrolyse (6
N HCl) og phenylisothiocyanylderivatisering. De opndede

" . resultater ved denne metode viser klart en identisk

sammensztning svarende til sammens®tningen af reference-

albuminet stammende fra humant plasma.
E.6.8 N-endestillet sekvens

Anvendelsen af et automatiseret apparat til Edman ned-
brydning (Applies Biosystems) viser, at den N-endestil-
lede sekvens af HSA udskilt af K. lactis er Asp-Ala-His-
Lys-Ser-Glu-vVal-Ala-His-Arg-Phe-Lys-Asp-Leu-Gly.
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Bestemmelsen af denne konsekvens bekrafter saledes resul-
taterne og opndet fra de native polyacrylamidgelelektro-
phoreseforspg og viser den korrekte og fuldste®ndige mod-
ning af albuminet udskilt af K. lactis gaer.

E.6.9 Tryptophanfluorescens

Efter excitation ved 295 nm viser fluorescensemissionen
af det enkelte tryptophan den samme profil for bade re-
10 kombinante og plasmaalbuminer (maksimum ved 337 nm),
hvilket indicerer et identisk hydrofobt milje® rundt om

denne aminosyre (fig. 41).

E.6.10 Termisk stabilitet

15
Referencealbuminet (Sigma) og albuminet udskilt af garen
havde identiske stabilitetegenskaber ved 75 °C (fig. 42),
hvilket antyder, at ' bindingerne, der stabiliserer
proteinstrukturen (hydrofobe interaktioner og disulfid-

20 bindinger) er identiske i begge tilfazlde.
E.6.11 Reaktivitet overfor monoklonerede antistoffer

Antigeniciteten af det rekombinante albumin blev under-

25 s¢gt med forskellige monoklonale antistoffer rettet mod
humant albumin. Fig. 43 viser deres specificitet: Anti-
stofferne HA10, HAll og HAl1l3 svarer til apitoperne, hvis
bevarelse kraver integritet af hele molekylet. Antistof-
ferne HA21, HA6, HA4, HA3, HA8 og HAl svarer til epito-

30 perne beliggende langs peptidkaden fra den N-endestillede
del til den C-epdestillede del (Doyen, N. et al., Mol.
Immun. 22 (1985) 1-10; Lapresle, C., Anal. Biochem. 174
(1988) 308-312).

35 Den anvendte undersggelsesmetode er en ELISA hamnings-

undersggelsesmetode. De forskellige antistoffer absorbe-

res pa polystyrenplader, og en bindingskurve for albumin
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merket med alkaliskphosphatase etableres for hver anti-
stof. Matningskurvene for hvert antistof udviser en S-
form, og mangden er market albumin svarende til 50% bin-

ding blev udvalgt til at undersg¢ge hamningen af hvert
antistof.

Hemningen blev ﬁdf@rt med proven af rekombinant og sam-
menlignet med pre¢ven opndet med en preve af plasmaet
albumin (Sigma). Fig. 44 viser, at for de ni ﬁnderswgte
antistoffer er det rekombinante albumin sd hammende som
det native albumin. Der m3 tages hensyn til den ekstreme
folsomhed ved denne undersg¢gelse er de observerede for-
skelle sandsynligvis ikke signifikante.

En prove at stamme MW98-8C er deponeret 1 Centraalbureau
voor Schimmelkulturen (CBS) i Baarn i Holland under
Budapest-traktaten som CBS nr. 579.88.
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Patentkrav

1. Fremgangsmade til fremstilling af human serum albumin
(HSA), k ende t e gnet ved, at en ger af slagten Kluy-
5 veromyces transformeret med en udtrykkelsesplasmid omfattende:
— funktionelle gener A, B og C af plasmid pKD1,
- de omvendte gentagelser af plasmid pKD1,
—~ stabilitetsstedet af plamid pKD1,
~ originen for replikation af pKDl og en udtrykkelseskas-
10 sette indeholdende et ikke-ger DNA, der koder det struk-
turelle gen for human serum albumin under kontrollen af
sekvenser, der muligger dets udtrykkelse i garen,
— en selekterbar marker for den transformerede gear,
- og eventuelt en origin for replikation og en selekterbar
15 marker for Escherichia coli,

— dyrkes i et vakstmedium.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, kende t e gnet ved, at
udtrykkelseskassetten og den selekterbare marker er indfert 1

20 EcoRI stedet af pKDl.

3. Fremgangsmade ifelge krav 1 eller 2, k ende tegnet
ved, at udtrykkelseskassetten og den selekterbare marker er
indfert i en region p& 197 nucleotider defineret af Saci og

25 MstII i stederne pKD1l, eller Sphl stedet af pKDl.

4. Fremgangsmade ifglge vilkarlige af kravene 1-3, ke nde -
t egnet ved, at sekvenserne, der muligger udtrykkelsen af
det strukturelle gen, er valgt blandt promotorer stammende fra

30 gener af gar af slagten Saccharomyces eller Kluyveromyces.

5. Fremgangsmade ifelge krav 4, k e n d e t e g ne t ved at

promotorerne stammer fra de glycolytiske gener af ger af slaeg-

ten Saccharomyces eller Kluyveromyces.
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6. Fremgangsmdde ifelge krav 4, ke nd e t e g ne t ved, at
sekvenserne, der muligger udtrykkelsen af det strukturelle
gen, er valgt blandt gener, der koder phosphorglyceratkinase
(PGK), glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GPD), enolaser
(ENO), alkoholdehydrogenaser (ADH), lacﬁase (LAC4) eller sur
phosphatase (PHOS) . '

7. Fremgangsmade ifelge krav 6, k end e t e gn e t ved, at
sekvenserne, der muligger udtrykkelsen af det strukturelle
gen, er valgt blandt generne, der koder phosphorglyceratkinase

(PGK) eller sur phosphatase (PHO5).

8. Fremgangsmade ifelge vilkarlige af kravene 1-7, k e nd e -
t e gne t ved, at sekvenserne, der koder proteinet, forud
har en protein-eksportsekvens, der er valgt blandt den natur-

lige N-endestillede leder af proteinet.

9. Fremgangsmade ifelge vilkarlige af kravene 1-8, k e nde -
t e gne t ved, at sekvensen, der koder proteinet, forud har
en eksportsekvens, der er forskellig fra den naturlige se-

kvens.

10. Fremgangsmide ifelge krav 9, kende t e g net ved, at
sekvensen, der koder eksportsignalet . af human serum albumin,
er sekvensen opndet fra gargener, der koder alfa-pheromonet

eller draber toxinet.

11. Fremgangsmide ifplge vilkarlige af kravene 1-10, k e n -
detegnet ved, at sekvensen, der muligger udskillelse af
human serum albumin, er den prepro-naturlige endestillede le-

der af albumin.
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12. Fremgangsmade ifelge vilkdrlige af kravene 1-11, k e n -
d et egne t ved at de selekterbare markerer for den
transformerede ger er valgt blandt gener, der giver resistens

over for antibiotika eller overfor kobberioner.

13. Fremgangsmade ifplge krav 12, k end e t e g n et ved,

at den selekterbare sekvens giver resistens over for G418,

14. Fremgangsmade ifelge krav 13, kende t e g net ved at
den selekterbare sekvens er en fusion mellem ORF1 promotoren
af det 1linezre plasmid k1 af K. lactis og aminoglycosid-

phosphotransferasen af transposonen Tn903.

15. Fremgangsmdde ifelge vilkarlige af kravene 1-14, k e n -
detegne t.ved, at den selekterbare marker er et gen der

komplementerer auxotrophi.

16. Fremgangsmdde ifslge vilkdrlige af kravene 1-15, k e n -
detegnet ved, at stammen er af specien K. marxianus, K.

wicherhamii, K. waltii.

17. Fremgangsma&de ifslge krav 16, k e nd e t e gn et ved,
at stammen er af specien K. bulgaricus, K. marxianus var. dro-
sophilarum, K. marxianus var. marxianus og K. marxianus var.

lactis.

18. Fremgangsmdde ifelge vilkadrlige af kravene 1-17, k e n -
detegnet ved, at geren dyrkes i glucoseholdig medium,

hvortil lactose er sat mellem mid-log og den tidlige stationa-

re vakstfase.
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MecLysTrpValThrPheIleSerLeuLeuPheLeuPheScrSerAlaTy:Se!;cgclyValpheArg
AAGCTTATGAAGTGGGTAACCTTTATTTCCCTTCTTTTTCTCTTTAGCTCGGCTTATTCCAGGGGTGTGTTTCGT
1 11 21 31 4q1 51 61 n

ArJLspAlaHisLysSerGluValhlaHisArgPheLysAspLeuGlyGluGIuAsnPheLysAlaLeuValLeu
CGAGATGCACACAARGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTAARGATTTGGGAGAAGARAARTTTCAARGCCTTGGTGTTG
76 86 96 106 116 126 136 146

IleAlaPheAlaGlnTyrLeuGlnGlnCysProPheGluAspHisvVallysLeuValAsnGluvalThrGluPhe
ATTGCCTTTGCTCAGTATCTTCAGCAGTGTCCATTTGAAGATCATGTAARATTAGTGAATGAAGTAARCTGAATTT
151 161 171 181 191 T 201 211 221

AlaLysThrCysValAlaAspGluSerAlaGluAsnCysAsplLysSerLeuHisThrLeuPheGlyAspLysLeu
GCAAARACATGTGTTGCTGATGAGTCAGCTGARAATTGTGACARRTCACTTCATACCCTTTTTGGAGACARATTA
226 236 246 256 266 276 286 296

CysThrValAlaThrLeuArgGluThrTyrGlyGluMetAlaAsprsCysAlaLysGlnGluPioGluArgAsn
TGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCTATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAARACAAGARCCTGAGAGARAT
301 311 321 331 341 351 361 371

GluCysPheLeuGlnHisLysAspAspAsnProAsnleuProArgleuvalArgProGluvalhAspValMetCys
GRATGCTTCTTGCAACACAAAGATGACAATCCARATCTCCCCCGATTGGTGAGACCAGAGGTTGATGTGATGTGC
376 386 396 406 416 426 436 446

ThrAlaPheHisAspAsnGluGluThrPheLeulysLysTyrLeuTyrGlulleAlaArgArgHisProTyrPhe
ACTGCTTTTCATGACAATGAAGAGACATTTTTGAAAAAATACTTATATGARATTGCCAGARGACATCCTTACTTT
451 461 471 481 491 501 511 521

TyrAlaProGluLeuLeuPhePheAlalysArgTyrLysAlaAlaPheThrGluCysCysGlnAlaAlaAspLys
TATGCCCCGGAACTCCTTTTCTTTGCTAAAAGGTATAAAGCTGCTTTTACAGAATGTTGCCAAGCTGCTGATARAA
526 536 546 556 566 576 586 596 .

AlaAlaCysLeuLeuProLysLeuAspGluLeuArgAspGluGlyLysAlaSerSerAlaLysGlnArgLleuLys
GCAGCCTGCCTGTTGCCAAAGCTCGATGAACTTCGGGATGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAARCAGAGACTCAAG
601 611 621 631 641 . 651 661 671

CysAlaSerLeuGlnLysPheGlyGluArghlaPheLysAlaTrpAlaValAlaArgLeuSerGlnArgPhePro
TGTGCCAGTCTCCAAAAATTTGGAGAAAGAGCTTTCAAAGCATGGGCAGTAGCTCGCCTGAGCCAGAGATTTCCC
676 686 696 706 716 726 736 746

LysAlaGluPheAléGluValSerLysLeuValThrAspLeuThrLysValHisThrGluCysCysHisGlyAsp
AARGCTGAGTTTGCAGAAGTTTCCAAGTTAGTGACAGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGAT
751 761 771 : ©781 791 801 811 821

LeuLeuGluCysAlaAspAspArgAlaAspLeuAlaLysTyrIleCysGluAsnGlnAspSerIleSerSerLys
CTGCTTGAATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTATATCTGTGAAAATCAAGATTCGATCTCCAGTARR
826 836 846 856 866 876 886 896

LeuLyscluCysCysGluLysProLeuLeuGluLysSerHisCysIleAlaGluva1GluAsnAspGluMetéro
CTGAAGGAATGCTGTGAAAAACCTCTGTTGGBAAAATCCCACTGCATTGCCGAAGTGGAAAATGATGAGRTGCCT
901 911 921 931 941 951 961 971

AlaAspLeuProSétLeuAlaAlaAspPheValGluSerLysAspValesLysAsnTyrAlaGluAlaLysAsp
GCTGACTTGCCTTCATTAGCGGCTGATTTTGTTGAAAGTARGGATGTTTGCAAAARCTATGC TGAGGCAARGGAT
976 986 936 1006 . 1016 1026 1036 1046

ValPheleuGlyMetPheLeuTyrGluTyrAlaArgArgHisProAspTyrSerValValLeuleuleuArgleu

GTCTTCTTGGGCATGTTTTTGTATGAATATGCAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTACTGCTGCTGAGACTT
1051 1061 1071 1081 1091 1101 1111 1121

FIG.7
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AlaLysThrTyrGluThrThrLeuGluLysCysCysAlaAlaAlaAspProHisGluCysTyrAlaLysValPhe
GCCAAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGTGCTGTGCCGCTGCAGATCCTCATGAAIGCTATGCCAAAGTGTTC
1126 1136 1146 1156 1166 1176 1186 1196

AspGluPheLysProLeuValGluGluProGlnAsnLeuI1eLysG1nAanysGluLeuPheGluGlnLeuGly
GATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCTCAGAATTTAATCAAACAAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGA
1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271

GluTerysPheGlnAsnAlaLeuLeuValA:gTerhrLysLysValProGanalSerThrProThrLeuVal
GAGTACAAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTACCCCARGTGTCARCTCCAACTCTTGTA
1276 1286 1296 1306 1316 1326 1336 1346

GluValSerA:gAsnLeuGlyLysValGlySerLysCysCysLysHisProGluAlaLysAngetProCysAla
GAGGTCTCAAGAAACCTAGGAAAAGTGGGCAGCAAATGTTGTAAACAICCTGAAGCAAAAAGAATGCCCﬂ?ﬁ?:&
1351 1361 1371 1381 - 1391 1401 1411 1421

GluAspTyrLeuSerValValLeuAsnGlnLeuCysValleuHisGluLysThrProValSerAspArgValThr
GAAGACTATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTBTGTGTGTTGCATGAGAAAACGCCAGTAAGTGACAGAGTCACC
1426 1436 1446 1456 1466 1476 1486 1496

LysCysCysThrGluSerLeuvalAsnA:gA:gProCysPheSerAlaLeuG1uVa1AspGluTh:TeralPto
AAATGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACAGGCGACCA1GCTTTTCAGCTCTGGAAGTCGAIGAAACAIACGTTCCC
1501 1511 1521 1531 1541 1551 1561 1571

1576 1586 1596 1606 1616 1626 1636 1646

LysGlnTh:AlaLeuValGluLeuValLysHisLysProLysAlaThrLysGluGlnLeuLysAlaValMetAsp
AAACAARC TGCACTTGTTGAGCTTGTGAARCACAAGCCCAAGGCAACARAAGAGCAACTGARAGCTGTTATGGAT
1651 1661 1671 1681 1691 1701 1711 1721

AspPheAlaAlaPheValGluLysCysCysLysAlaAspAspLysGluThrCysPheAlaGluGluGlyLysLys
GATTTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGAIAAGGAAACCTGCTTTGCCGAGGAGGGTAAAAAA
1726 1736 1746 1756 1766 1776 1786 1796

LeuvValAlaAlaSerGlnAlaAlaleuGlyLeu***
CTTGTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTAGGCTTATAACATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAA
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