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Anwendungsgebiet der Erfindung:

Die Erfindung betrifft allgemein das Gebiet der rekombinahten
DNA-Technik unter Verwendung von Hefewirtssystemen und Ex--
pressionstridgern, die Expressién, Processing und Sekretion
von heterologem Protein als diskretem Produkt bewibken, wobei
dieses Produkt nicht von unerwiinschten Prisequenzen oder an-
'deren Artefakten der Expression begleitet ist.

Erfindungsgeméiss ist es erstmals méglich, ein Protein, das

fiir einen Hefewirt normalerweise heterolog ist, in brauch-
baren Mengen aﬁs dem die Hefekultur tragenden Medium zu ge-
winnen, nachdem es durch den Hefeorganiémus auf eine Art und
Weise, die die Bildung nativer Zellumgebung nachahmt, expria
miert, aufgeschnitten (Processing) und ausgeschieden worden ist.
Somit beruht die Erfindung auf der erfolgreichen Manipulation
von Expressionstrigern und Hefewirt, so0 dass és zZzu einer Syn-
these von normalerweise durch den Hefewirt nicht gebildetem
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Protein kommt und insbesondere der Hefewirt so reguliert wird,
dass er das gebildete Protein in den Sekretionsweg abgibt.
Somit ist die Erfindung auf Mittel und Verfahren gerichtet, mit
Hilfe derer brauchbare Mengen von heterologem Protein aus dem
Medium einer Hefekultur gewonnen werden konnen, wobei die Hefe-
kultur lebensfédhige Zellen enthélt, die Expressionstrager mit
einem Gehalt an das Protein kodierender DNA beherbergen. Ein
'erheblicher Vorteil der Erfindung besteht darin, dass wert-
volles, diskretes Proteinprodukt im Zellkulturmedium erhalten
Werden kann und eine Lysis der Zellen zur Gewinnung des Pro-
dukts, das bisher nur aus dem Zellinhalt und hdufig nicht in
reifer Form zugidnglich war, erilibrigt.

Charakteristik der bekannten technischen L&sungen:

Verdffentlichungen und andere Materialien, die der vorliegenden
Erfindung}als Stand der Technik und als technischer Hintergrund
zugrunde liegen und die teilweise flir die praktische Durch-
fiihrung der Erfindung zusdtzliche Erliuterungen geben, sind
‘mit Nummern gekennzeichnet und in der beigefligten Bibliographie
aufgefiihrt. - ”

Hefeorganismen transportieren naturlicherweise eine kleine
Anzahl von bestimmten homologen Prdteihen zur und gelegentlich
durch die Plasmamembran als wesentlichen Beitrag zum Wachstum.
der‘Zeiloberfléche und zum'ZellstoffWechsel. Zellkeime als
Reproduktionsgrundlage zur Bildung von Tochterzellen benstigen
zusdtzliche Proteine zur Bildung von Zellwand und Plasmamem-
bran sowie filir den Stoffwechsel. Einige dieser Proteine miissen
zundchst ihren Weg zur Funktionsstelle finden. Daher wird
angenommen, dass ein Sekretionsweg existiert (1). Bestimmte,
bei den vorstehenden Verfahren beteiligte homologe Proteine
werden durch Translation im endop1asmatischen Reticulum gebildet.
Bel homélogeh Prdteinen.handelt es sich um_solche Proteine, die

normalerweise durch die Hefespezies gebildet werden und fir
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deren_Lebensféhigkeit erforderlich sind. Nach der Bildung wan-
- dern sie durch enzymatischen Transfer zum Golgi-Apparat, von
dort innerhalb der Vesikel zu den Plasmamembranen, wo sich

- einige assoziieren ocder in gewissem Unfang in den Raum zwie'
schen der Plasmamembran und der Zellwand eindringen. Eine
kleine Anzahl von homologen Proteinen scheint vollstindig durch
die Zellwand nach aussen transportiert zu werden, z.B. der

o -Faktor und das Killer-Toxin (2, 3).

Die Keimregion der Zelle scheint die Anziehungsstelle fir die
Vesikel zu sein. Durch ihr Verschmelzen mit der inneren Ober-
fldche des Keims tragen sie zum Gesamtwachstum der Plasma-
membran und vermutlich der Zellwand bei (4, 5, 6). Diese Theo-
rie liefert keinen Beweis dafiir, dass die Sekretion oder Wan-
~ derung von Proteinen durch die Membrah tatsdchlich erfolgt.
In &hnlicher Weise ist es noéh‘umstritten, ob die Glycosylie-
rung des Proteins den sogenannten Sekretionsprozess unter-

- stlitzen kann oder an diesem beteiligt ist. Ferner nimmt man
definitionsgemdss an, dass "sekretierte" Proteine ein Signal-
prdpeptid aufweisen, von dem postuliert wird, dass es mit dem
Transportprozess oder dem Einverleibungsprozess an der Mem- -
branoberfldche assoziiert ist. Die eventuelle Funktion der-
~artiger Modifikationen des reifen Proteins beim Sekretions-
prozess und die Gesamtrolle des Sekretionswegs beim Ober-
fldchenwachstum sind Spekulationen, die eines sicheren Be-
weises entbehren. |

Es wurde angenommen, dass die rekombinante DNA-Technik einen
wertvollen Beitrag bei der Beantwortung der offenen Fragen
Uber den Sekretionsprozess bei Hefeorganismen geben kdnnte und,
sofern ihre Anwendbarkeit gegeben ist, derartige und andere
Organismen befdhigen kdnnte, endogen reichliche Mengen an
heterologen Polypeptidprodukten zu bilden (vgl. beispiels-
weise 7 bis 17), wodurch eine entsprechende Manipulation des
Hefewirts erreicht werden kénnte, dass er zur Sekretion von
heterolcogem Protein in diskreter, reifer Form veranlasst
werden konnte.
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Ziel der Erfindung:

Der Erfindung liegt die'Aufgabe zugrunde, fir einen Hefeorga-
nismus heterologe Proteine als Produkt von Expression,

Processing und Sekretion_dufch die Hefe herzustellen.

Darlegung des Wesens der Erfindung:

Die Erfindung beruht auf dem Befund, dass Hefeorganismen dazu
veranlasst werden Kénnen, Protein, das normalerweise fiir den
Hefeorganismus heterolog ist und flir dessen Lebensfédhigkeit
nicht notwendig ist, zu exprimieren, abzuschneiden (Processing)
und zu sekretieren, so dass das Protein aus dem Medium, in

dem die lebensfidhigen produzierenden Hefezellen vorhanden sind,
in diskreter Form erhalten werden kann, ohne dass es von uner-
wiinschten Polypeptidprasequenzen oder anderen Expressions-
artefakten begleitet ist. Geeignete Hefezellen in einer le-
“bensfidhigen Kultur werden mit Expressionstrédgern transformiert.
die ein heterologes Protein und ein heterologes Signalpoly-
peptid kodierende DNA beherbergen. Bei der Expression des Pro-
teins zusammen mit dem heterologen Signalpolypeptid wird das
reife Expressionsprodukt dem Processing unterworfen und das
reife heterologe Protein in das Medium der Zellkultur trans-
portiert. Das Produkt lidsst sich relativ leicht aus dem Me-
dium entfernen, ohne dass es erforderlich ist, unerwiinschte
Prédsequenzen oder andere Expressionsartefakte zu entfernen, z.B.
Methionin, das an die normalerweise erste N-terminale Amino-
sdure gebunden ist, was eine Expressionsfoige des AUG-transla-
tionalen Startsignalcodons ist. Somit ldsst sich das Medium

in einer- Form erhalten, die im wesentlichen frei von lebens-
fdhigen oder zerstdrten (d.h. lysierten oder anderweitig auf-
gebrochenen) Zellen ist und die aufgrund ihres Gehalts am ge-
wiinschten Produkt leicht zu weiteren Reinigungsverfahren ein-

gesetzt werden kann. Dieses Produkt ist nach entsprechender
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Reinigung einsatzbereit fiir den beabsichtigen Verwendungs-
zweck. 2z.B. kann Humanleukozyteninterferon beim Menschen
als Antivirus- und/oder Antitumormittel eingesetzt werden
(vgl. allgemein 7 bis 17).

Gegenstand der Erfindung ist ein fiir einen Hefeorganismus nor-
malerweise heterologes und fiir dessen Lebensfdhigkeit nicht
erforderliches Protein, das in diskreter Form vorliegt und
nicht von Polypeptidprédsequenzen oder anderen Artefakten der
Expression begleitet ist, als ein Produkt von Expression,
Processing und Sekretion durch die Hefe. Gegenstand der Erfin-
dung sind ferner Mittel und Verfahren, die bei der Bildung der-
artiger Proteine angewandt werden. Gegenstand der Erfindung
sind schliesslich Hefekulturen, die zur Bildung derartiger
Proteine fdhig sind, sowie die erhaltenen Hefekulturmedien,
die derartige Proteine als Produkte enthalten.

Unter dem hier verwendeten Ausdruck "heterologes Protein" ist
ein Protein zu verstehen, das normalerweise von einem Hefe-
organismus nicht gebildet wird oder flir dessen Lebensfdhigkeit
nicht erforderlich ist. Mit diesem Ausdruck ist die funktio-
nelle Insertion einer ein derartiges Protein kodierenden DNA
mittels rekombinanter DNA-Technik in einen Expressionstréger,
der wiederum zur Transformation eines Hefeorganismus—Wirts.
verwendet wird, zu verstehen. Die funktionelle Insertion von
DNA bedeutet die Insertion von DNA, die das heterologe Pro-
tein und die Pr&dsequenz kodiert, in einen Expressionsvektor
unter Kontrolle von die Expression dirigierenden Promotor-
systemen. Beispiele fiir derartige heterologe Proteine sind
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Hormone, wie menschliches Wachstumshormon, Rinderwachstums-

" hormon und dergleichen, Lymphokine, Enzyme, Interferone, wie
vHumanfibroblasteninterferon, Humanimmuninterferon und Human-
und Hybridleukozyteninterferon und dergleichen, virale Anti-
gene oder Immunogene, z.B. Maul- und Klauenseuche-Antigene,
Grippeantigenprotein, Hepatitiskern- und -oberflidchenantigene
und dergleichen, sowie verschiedene andere Polypeptide, wie
Humanserumalbumin, Humaninsulin, verschiedene Glycoproteine
und dergleichen..Die Ausdfﬁcke "heterologe Prdsequenz" oder
"heterologes Signalpolypeptid" beziehen sich auf Polypeptide,
die normalerweise von einem Hefesystem nicht gebildet oder
verwendet werden und von dem Signalpolypeptid selektiert wer-
den koénnen, das fiir das in Frage stehende heterologe Protein
oder andere heterologe (Signal)-Polypeptide, die mit dem in
Frage stehenden heterologen Protein funktionell verkniipft
sind, nativ ist.

Der Ausdruck "Sekretion" bedeutet den Transport des Produkts
durch die Plasmamembran und zumindest in die Zellwand oder
durch die Zellwand des Hefeorganismus hindurch in das die Zell-
kultur tragende Mediﬁm. In diesem Zusammenhang ist darauf hin-
zuweisen, dass in einigen Fidllen das "sekretierte" Produkt sich
mit der Zellwand assoziiert und somit méglicherweise ein unter-
schiedlichés Reinigungsverfahrén oder eine Modifikation der
Struktur und der Funktion des Hefewirts erforderlich macht.
Unter dem Ausdruck "Processing" (Herausschneiden) ist die
zelluléré Spaltung des Signalpolypeptids vom reifen Protein

zu verstehen, so dass ein Protein frei von fremdem'Peptid in
sogenannter diskfeter, reifer Fofm gebildgt wird. Der Aus-
druck "fremdes Pept';id" umfasst, wie vorstehend erwdhnt, Peptide, die
durch Expressionsaﬁtefakte entstehen und beispielsweise Methio-
nin enthalten. Das Processing ermdglicht eine unbedeutende
Spaltung des Signalpolypeptids an einer Stelle, die nicht in
desaktivierender Weise nahe am prézisen Vereinigungspunkt des
Signalpolypeptids mit dem reifen Protein ist.
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Fig. 1 zeigt einen Vergleich der Aminosduresequenz des Signal-
pridpeptids von humanem IFN-&1 (pre D), IFN-«2 (pre A), IFN-K-
1,2 (pre D/A), IFN—J’ (prle) und IFN-R (pré B). Die unter-
strichenen Aminosduren geben die Unterschiede in den Amino-
sduresequenzen von pre A und pre D wieder. Die DdeI-Stelle

gibt die Verknlipfung der D- und A-Pridsequenzen bei der Her-
stellung der Hybrid-pre-D/A-Prisequenz an.

Fig. 2 ist ein Diagramm des Hefeexpressionsplasmids YEpIPT,
das hier als allgemeiner Triger zur Expression verschiedener
Geninserts verwendet wird. Die Abbildung zeigt einige der

Restriktionsstellen und verschiedene interessierende Bereiche.

Fig. 3 zeigt'deﬁ Aufbau eines EcoRI-Fragments mit einem Gehalt
an pre-plus IFN-« 1-Gen zur direkten Expression von IFN-x1 in
Hefe. | '

-Fig. U4 zeigt den Aufbau eines EcoRI-Fragments mit einem Gehalt
‘an reifem IFN-o(2-Gen zur direkten Expression in Hefe.

Fig. 5 zeigt den Aufbau eines EcoRI-Fragments mit einem Gehalt
an pre-plus IFN-X2-Gen mit der kodierenden Sequenz der ersten
14 Aminosduren in der Pridsequenz von pre-IFN- &1 zur direkten
Expression von IFN-yx 2 in Hefe. |

Fig. 6 zeigt den Aufbau eines EcoRI-Fragments mit einem Gehalt
an pre-pluS‘IFN—j’;Gen mit 70 bp (Basenpaaren) der einleitenden
Sequenz, die dem Initiations-ATG-Codon zur Expression von

IFN-/in Hefe vorhergeht.

Fig. 7 zeigt den Aufbau eines EcoRI-Fragments mit einem Gehalt
an pre-plus IFN- »-Gen fiir die direkte Expression von IFN-/’
in Hefe.
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Fig. 8 fasst sdmtliche Bauteile zusammen, die bei der prak-
tischen Durchfiihrung des erfindungsgeméssen‘Verfahrens im Ver-
lauf von Expression, Processing und Sekretion verschiedener

IFN—Gene-in‘Hefe verwendet werden.

Fig. 9 zeigt eine Wachstumskurve von a) YEp1PT-LeIFA1/pep4-3
“und- b) YEp1PT-preLeIFAigt/pepM-S,‘gemessen durch die Absorp-
tion bei 660 mp. Die Medien werden fiir a) und b) auf ihre
Interferonaktivitit unter Anwénduhg eines Bioassay untersucht.
Die angegebene Zeit bezieht sich auf Stunden Wachstumsdauer bei
- 30°c.

Fié. 10A zeigt eine Wachstumskurve fir einen 5 Liter-Fermenta-
tionsansatz von YEp1PT-preLeIFA53t/pepli-3. (o) bedeutet die Ab-
sorption bei 660 mu und (o) Millionen Einheiten Interferonakti-
vitdt innerhaldb der Zellen pro Liter.

Fig. 10B gibt die gleiche Wachstumskurve wie in Fig. 10A wieder,
wobei die Aktivitdt der Medien angegeben ist.

Fig. 11 stellt ein Elutionsprbfil von Medien pre D/A LeIF von
einer monoklonalen Antikdrpersdule dar.

Fig. 12 gibt den HPLC-Nachweis des Peak A-Interferonpools von
der monoklonalen Antikdrpersdule wieder.

Fig. 13 zeigt das Ergebnis der Aminos&duresequenzierung des
nach HPLC-Reinigung erhaltenen Produkts.

Fig. 14 stellt die verschiedenen Bauteile dar, die
hier zur Bildung von menschlichem Wachstumshormon (HGH) ver-

wendet werden.

Fig. A erldutert schematisch die Restriktionskarte des 3,1 kbp
HindIII-Inserts von Vektor pB1, aus dem der PGK-Promotor iso-
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liert wurde. Es ist die Insertion einer EcoRI-Stelle und einer

XbaI-Stelle in der 5'-flankierenden DNA des PGK-Gens ange-
geben.

Fig. B erldutert die 5'-flankierende Sequenz und die urspriing-
- liche kodierende Sequenz fiir das PGK-Gen vor Insertion einer
XbaI- und EcoRI-Stelle.

Fig. C erldutert schematisch Techniken, die zur Insertion einer
XbaI-Stelle in Position -8 im PGK-Promotor und zur Isolation

.eines 39bp-Fragments der 5'-flankierenden Sequenz von PGK, die
dieses XbaIl-Ende und ein Sau3A-Ende enthdlt, verwendet wurden.

Fig. D erliutert schematisch den Aufbau eines 300 bp;Fragments, ,
das das vorstehende 39bp-Fragment, zusitzlich die PGK-5'-
flankierende Sequenz (265 bp) von Pvul bis Sau3A (vgl. Fig. A)
und eine XbaI-benachbarte EcoRI-Stelle enthilt.

Fig. E erldutert schematisch den Aufbau des 1500 bp-PGK~Promo-
torfragments (HindIII/EcoRI), das neben dem gemiss Fig. 4 auf-
gebauten Fragment ein 1300 bp-HindIII- bis Pvul-Fragment von
der PGK-5'-flankierende Sequenz (vgl. Fig. A) enthilt.

Nachstehend wird die Erfindung nZher erliutert.

Materialien

S&mtliche DNA-Restriktions- und -Stoffwechselenzyme wurden von
New England Biolabs und vom Bethesda Research Laboratories
bezogen. Diese Enzyme wurden unter den Bedingungen und mit

den Puffern eingesetzt, die von den Herstellern angegeben wer-
den. ATP und die Desoxynucleotidtﬁiphosphate dATP, dGTP, dCTP
und dTTP wurden von PL Biochemicals bezogen. DNA Linker wurden
nach ublichen Verfahren hergestellt.
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' DNA Herstellung und —Transformatlon

Die Re1n1gung von kovalent geschlossenen zirkuldren Plasmid-

DNAs aus E. coli (18) und die Transformation von E. coli (19)
wurden nach bekannten Verfahren durchgefiihrt. E. coli-Miniscreens
entsprachen (20) Die TranSformétidn von Hefe wurde gemiss (21)
durchgefuhrt jedoch unter Beruck31cht1gung der nachstehenden
"Modlflkatlonen 200 ml Zellen mit 2 x 107 Zellen/ml wurden ver-
_wendet‘und qurch Zentr;fugatlon mit 25 ml HZO gewaschen. Diese
Zellen wurden mit 10 ml 1 m Sorbit, 25 millimolar EDTA (pH-Wert
8) und 50 millimolar Dithiothreit 10 Minuten bei 30 °C behandelt
und anschllessend mit 10 ml1 1T m Sorbit gewaschen. Die pelletl—
sierten Zellen wurden sodann vorsichtig in 10 ml SCE (1 m Sor-
bit, 0,1 m Natriumcitrat,'bH-Wert 5,8 und 0,01 m EDTA) resus-
~pendiert und bei 30°anit3200 pg Zymolase 60 000 (Kirin Brewery)
behandelt. Die Sphéroplasténbildung wurde bis zu 80 Prozent

durch Zusatz von 100 nl der Suspension zu 0,9 ml 10~prozentigem
SDS und Messen der Absorption bei 800 mu durchgefiihrt, wobei

eine Verdiinnung der Zellen vor Zusatz des Enzyms als

"0 Prozent-Standard (Lysis im 10-prozentigen SDS fiihrt

zu einem Abfall der Absorption bei 800 mu) verwendet wurde.

Die Zellen wurden sodann 3}ma1 mit 10 ml 1 m Sorbit gewaschen.
Die Zellen lassen sich mehrere Tage bei 0°C in Sorbit lagern.

Die Zellen wurden sodann 1 mal mit 1 m Sorbit, 10 millimolar
CaCl2
sodann in 1 ml dieser L&sung resuspendiert. 5 bis 15 ug ge-

und 10 millimolar Tris-HC1l (pH-Wert 7,4) gewaschen und

reinigte Plasmid-DNA oder 20 ul ven E. coli abgeleitete Mini-
screen-DNA (2/5 der Plasmid-DNA von 5 ml stationdrer, in LB
geziichteter E. coli—Kultur)>WUrden sodann zugesetzt und vor-
sichtig 15 Minuten mit 100 ul der resuspendierten Zellen ver- |
mischt. Anschliessend wurde 1 ml einer L&sung mit einem Gehalt
an 20 Prozent (Gew./Vol.) Polyithylenglykol 4000 (Baker), 10
millimolar CaCl, und 10 millimolar Tris-HCl (pH-Wert 7,5) unter
15-minilitigem vorsichtigem Vermischen zugesetzt. Die Zellen
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wurden hierauf abzentrifugiert und vorsichtig in 200 pl SOS

(1 m Sorbit, 33,5 Prozent (Vol./Vol.) YEPD-Briithe und 6,5 milli-
molar CaC12) resuspendiert und 20 Minuten bei 30°C inkubiert.
100 pl dieser Suspension wurden sodann auf eine Petrischale mit
einem Gehalt an 20 ml Bodenagar (182 g Sorbit, 20 g Glucose,

6,7 g YNB und 30 g Difco-Agaf pro 1 Liter H20) gebracht und

mit 10 ml Deckagar von 50°c (gleiche Zusammensetzung wie das
Bodenagar, aber mit 1 ml Adenin (1,2 mg/ml), 1 ml Uracil (2,4
mg/ml) und 1 ml -trp-Ausscheidegemisch (-trp drop-out mix) pro
50 ml Bodenagar bedeckt. Das -trp-Ausscheidegemisch enthdlt pro 100 ml
H,0 folgende Aminoséuren: 0,2 g arg, 0,1 g his, 0,6 g ile,’0,6 g
leu, 0,4 g 1lys, 0,1 g met, 0,6 g phe, 0,5 g thr. Diese Trp" -
Selektion fiihrt zu 103 bis 10" Hefetransformanten pro 1 mg
Plasmid-DNA. '

Hefeplasmid wurde aus Hefe durch Ziichten von 15 ml Hefe

zur stationdren Phase (Agqn = 5-6) in YNB+CAA (vgl. den nach-
stehenden Abschnitt "Stdmme und Medien"), durch Sphdroplasten-
'bildung gemidss dem vorstehenden Verfahren, durch Pelletisieren
der Zellen und unter Verwendung des E. coli-Miniscreenverfahrens
(ohne Lysozym) gemdss (20) erhalten.

Die Stabilitdt von Plasmiden in Hefe wurde durch Zellverdiinnung
wdhrend des selektiven Wachstums in YNB+CAA und Ausstreichen
auf YEPD-Platten (nicht-selektiv) bestimmt. Nach 2-tdgigem
Wachstum bei 30°C wurden diese Platten auf YNB+CAA-Platten
replikaplattiert (Trp*-Selektion). Die prozentuale Plasmid-
stabilitdt wurde folgendermassen‘berechnet: Anzahl der Kolonien
mit nicht-selektivem Wachstum minus Anzahl der Kolonien die
nicht selektiv wachsen, dividiert durch die Anzahl der Kolonien
mit nicht-selektivem Wachstﬁm, multipliziert mit 100. ‘

Stdmme und Medien

E. coli K-12 Stamm 294 (ATCC Nr. 31446) (22) wurde fiir sdmtliche

anderen bakteriellen Transformationen verwendet. Die Hefestimme
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pepi-3 (20B-12, d trp1 pephi-3) (23) und GM3C-2 (& ,leu 2-3,
leu 2-112, trp 1-1, his 4-519, eyec 1-1, cyp 3-1) (24) wurden
fir Hefetransformationen verwendet. Die Hefest&dmme 20B-12 und
GM3C-2 Eind ohne Beschrédnkungen bei der American Type Culture
Collection unter den ATCC Nummern 20626 und 20625 am 5. Mirz
1982 hintérlegt worden. Es kdnnen verschiedene Hefestdmme ver-
wendet werdeh; vgl. Lodder et al., The Yeasts, A Taxonomic
Study, North-Holland Publ. Co., Amsterdam. In &hnlicher Weise
kénnen verSchiedene Medien verwendet werden; vgl. Difco Manual
of Dehydrated Culture Media.uhd Reagents flir Microbiological

and Clinical Laboratory Procedures, 9. Aufl., Difco Laboratories,
Inc., Detroit, Michigan (1953).

LB entsprach der Beschreibung von Miller (25) unter Zugabe von
20 pg/ml Ampicillin (Sigma) nach Autoklavisierung und Kiihlung
der Medien. Die Hefe wurdevauf fblgenden Medien geziichtet:

YEPD mit einem Gehalt an 1 Prozent Hefeextrakt, 2 Prozent Pepton
und 2 Prozent Glucose + 3 Prozent Difco-Agar. YNB+CAA mit einem
Gehalt an 6,7 g Hefestickstoffbase (ohne Aminosiuren) (YNB)
(Difco), 10 mg Adenin, 10‘mg Uracil, 5 g Difco-Casaminsiduren
(CAR), 20 g Glucose': 30 g Agar pro 1 Liter (zur Trp+—Selek—
tion verwendef). :

Wachstumskurve und Extraktherstellung

Einzelne Kdlonipn von Hefestimmen YEpIPT-prelLelF-A 53t/peph-3
und YEpIPT-LeIF-A 1/pepli-3 wurden 7 Stunden bei 30°C in 100 ml
YNB+CAA bis zu einem A66O—Wertvvon etwa 1,1 gezlichtet. 100 ml
dieser Kulturen wurden mit YNB+CAA auf 1 Liter verdiinnt, wo-
durch man eine Ldsung mit A660 von 0,1 erhielt. Diese 1 Liter-
Kulturen wurden sodann bei 309C gezilichtet. 10 ml Aliquotanteile
wurden in regelmidssigen Abstdnden zur Messung der optischen
Dichﬁe, der Interferohbildung und der Sekretion entnommen.

Zur Bestimmung wurden die 10 ml-Aliquotanteile jeweils 15 Minu-
ten bei 7000 U/min in einem Sorval RC3B zentrifugiert. Der Uber-
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stand (Medien) wurde ohne Verdﬁhnung bestimmt. Die Zellen wurden
in 0,4 ml 7 m Guanidin-HCl mit einem Gehalt an einem gleichen

Volumen an Glasperlen resuspendiert und 2 Minuten bei hoher

' Geschwindigkeit geriihrt. Das Lysat der Zellen wurde sodann in
- PBS/BSA (150 millimolar NaCl, 20 millimolar Natriumphosphat
(pH-Wert 7,9) und 0,5 Prozent Rinderserumalbumin) zur Durch-

fliihrung des Bioassay verdiinnt.

Interferonbestimmungen

Die Interferonbestimmung von Hefeextrakten wurde durch Ver-
gleich mit Interferonstandards anhand der Hemmung des cyto-
pathischen Effekts (CPE) durchgefﬁhrt'(26). Die Hefeextrakte
wurden folgendermassen hergestellt: 10 ml-Kulturen wurden in
YNB+CAA bis zum Erteichen von A660 ~ 1-2 geziichtet. Die Zellen
wurden abzentrifugiert, in 3 ml 1,2 m Sorbit, 10 millimolar
KH2PQu; pH-Wert 6,8 und 1 Prozent Zymolase 60 000 resuspendiert
und sodann 30 Minuten bei 30°C inkubiert (bis zu 90 Prozent
Seroplastenbildung). Die Sphdroplasten wurden 10 Minuten bei
3000 g pelletisiert und sodann in 150 pl 7 m Guanidin-Hydro-
chlorid (GHCl) + 1 millimolar Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) resuspendiert. Die Extrakte wurden unmittelbar vor der

- Bestimmung auf das 20- bis 100-fache in PBS/BSA-Puffer (20 milli-

molar NaHZPOu, pH-Wert 7,4, 150 millimolar NaCl, 0,5 Prozent
BSA) verdiinnt. Eine andere Mdglichkeit bestand darin, 10 ml
Zellen mit dem gleichen A660-Wert zu pelletisieren und in

0,4 ml 7 m GHC1 in einem Eppendorf-Reaktionsgefidss (Fassungs-
vermdgen 1,5 ml), in dem sich etwa 0,4 ml Glasperlen (0,45 bis
0,5 mm, B. Braun Melsungen AG) béfanden, Zu resuspendieren.
Die Gefédsse wurden 2 mal 2 Minuten bei hﬁchstér Geschwindig-
keit geriittelt, wobei sie sich auf Eis befanden. Die Extrakte
wurden 0,5 Minuten in einer Eppendorf-Zentrifuge zentrifu-
giert und in PBS/BSA-Puffer auf die vorstehend beschriebene
Weise verdiinnt. Die Biocassays wurden mit MDBK-Zellen (26) auf
LeIF A, LeIF D und die Vorformen durchgefiihrt. Bei Hela-Zellen
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(26) wufde eine Bestimmung auf IFN-Jrund preIFN-vaorgenommen.

Reiniguﬁg von (pre/D/A) LelIF A aus den Medien

Eine einzelne Kolonle des Hefestamms YEpIPT-preLeIF-A 53t/
pepk-3 wurde bei 30 Oc in 500 ml YNB+CAA bis zu einem A660-Wert
von 2,4 geziichtet. 500 ml dieser Kultur wurden mit YNB+CAA

auf 5 Liter auf einen A660-Wert von 0,21 verdiinnt. Die er-
haltene 5 Liter-Kultur wurde bei 30 °C bis zu einem A66O-Wert
von 4 gezuchtet. Dann wurde die 5 Liter-Kultur durch 10-miniitige
Zentrifugation bei 7000 U/min geerntet. 10 ml-Aliquotanteile
wurden in regelmidssigen Abstédnden wihrend der Fermentation

zur Messung von optischer Dichte, Interferonbildung und Se-
kretion entnommen. Vor der Bestimmung wurden die einzelnen

"~ Aliquotanteile 5 Minuten zur Abtrennung der Zellen von den
Medien in einer Kiihlzentrifuge zentrifugiert. Das Medium und
die Zellen wurden auf die vorstehend beschriebene Weise unter-
sucht (vgl. Figuren 9, 10A und 10B).

Die Medien wurden auf ein Endvolumen von 200 ml eingeengt und
sodann gegen tris/cys/EDTA, pH-Wert 8,0, auf einer 1000 Dalton-
Ultrafiitratioﬁsmembran (0-PS, Osmonics) in einem Amicon-
Diinnkanalgerdt (TCF 10) diafiltriert. Das zurilickgehaltene
Produkt’ (200 ml) wurde iiber eine 1,5 ml-Immunoaffinitdtssdule
mit einem Gehalt an monoklonalem Antikdrper gegen LeIF-4, kova-
lent gebunden an Affigel 10 (BioRad) mit einer Strdmungsge-
 schwindigkeit von 15 ml/Stunde gegeben. Mehr als 80 Prozent
der Interferonaktivitdt der urspriinglichen LOsung waren an

der Sdule gebunden. Sodann wurde eine Strémungsgeschwindigkeit
von 40 ml/Stunde angelegt. Nach der zweiten Anwendung be-
fanden sich etwa 7 Prozent der urspriinglichen Interferonaktivi-
tit im durchstromenden Produkt. Die Siule wurde sodann mit

0,2 m NéCl in tris/cys/EDTA, pH-Wert 8,0 gewaschen. Etwa 1,7
Prozenﬁ der Aktivitidt wurde widhrend dieses Waschvorgangs
eluiert. |
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Der Grossteil der Interferonaktivitdt (etwa 50 Prozent der
urspringlichen Aktivitdt) wurde sodann von der Siule mit

51,5 ml entionisiertem Wasser vom pH-Wert 5,5 eluiert. Die
Sdule wurde schliesslich mit 22,5 ml 0,2 m Essigsdure gewaschen,
‘um verbleibendes Protein zu eluieren. Es wurden etwa 8 Pro-
zent der urspriinglichen Aktivitat eluiert. Anschliessend an
die Elution mit Essigsidure wurde die Sidule mit tris/cys/EDTA,
pH-Wert 8,0, wieder dquilibriert. Fraktionen von 2,25 bis 4,5 ml
wurden wdhrend der Waschvorginge mit Wasser, Essigsdure und
‘tris/cys/EDTA aufgefangen (Fig. 11). Die Fraktionen Nr. 1 bis
 7 wurden vereinigt und zur Trockne lyophilisiert. Der Riick-
stand wurde in 200 M1l 0, 1-prozentiger Trifluoressigsiure
(TFA), pH-Wert 2,5, geldst und durch HPLC an einer Synchro-
pak RP-P-Sdule weiter gereinigt. Die Siule wurde mit einer
Strémungsgeschwindigkeit von 1 ml/min mit einem linearen Gra-
dienten von 0 bis 100 Prozent Acetonitril in 0,1 Prozent TFA,
pH-Wert 2,5, eluiert. Fraktionen von 1 ml wurden aufgefangen
und auf die vorstehend beschriebene Weise nach Verdiinnung in
PBS/BSA untersucht. Eine gereinigte Probe von 2,5 ng IFN-A
wurde zur Kontrolle auch chromatographiert (Fig. 12). Die
Interferonaktivitdt wurde von dér Sdule als einzelner Peak,
zentriert um Fraktion 39, eluiert. Diese Fraktion wurde zur
Trockne lyophilisiert. Der Riickstand wurde der Sequenzanalyse
unterzogen.

Sequenzanalyse

Die Sequenzanalyse beruhte auf dem Edman-Abbau (27). Die Probe
wurde in den Becher eines Beckman 890B "spinning cup sequencer"
gegeben. Polybrene (Poly-N,N,N'N'-tetramethyl-N-trimethylen-
hexamethylendiammoniumdiacetat) wurde als Triger im Becher ver-
wendet (28). Das Sequenziergerdt wurde mit einer Kdltefalle
und éinigen Programmédnderungen zur Verminderung von Hinter-
grundpeéks modifiziert. Als Reagentien (Beckman-Reagentien fiir
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Sequenzierzwecke) wurden 0,1 m Quadrolpuffer, Phenylisothio-

cyanat und Heptafluorbuttersdure verwendet.

Eine Modifikation betraf auch die automatische Umwandlung der
2-Anilino-5-thiazolinonderivate in der aus dem Sequenzier-
gérét eXtrahiérten Form. Das 1-Chlorbutan wurde in einem
Pierce Reacti-Vial gesammelt und unter Stickstoff getrocknet.
Anschliessend wurde 25- prozentlge Trifluoressigsdure (TFA) in
Wasser zum 2-Anilino-5-thiazolinon’ gegeben. Zu dessen Umwand-
lung in das 3-Phenyl-2-thiohydantoin (PTH-Derivat) wurde 10
Minuten auf 20°C erwdrmt. Der PTH-Aminosiurerest wurde so-
~dann automatisch in 50-prozentigem Acetonitril in Wasser ge-
18st und in einen Hochdruck-Flﬁssigkeitschromatographen um-
gekehrter Phase injiziert. Jede PTH-Aminosiure wurde sodann
durch Vergleich mit den Retentionszeiten eines Standardge-
misches, das in die Konvers1onsampulle eingefihrt und gemass
einem Zyklus des Sequenziergeridtsbehandelt wurde, identi-
fiziert. Die Ergebnisse sind in Fig. 13 zusammengestellt und

nachstehend erlidutert.

Western- Blottlngverfahren

Die Protelne wurden zuerst der Elektrophorese an einem Poly-
acrylamldplattengel in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat
(46,47) unterworfen, dann elektrophoretisch auf Nitrocellulose-
papier (S + S BA 85) Ulbertragen und sodann immunologisch auf
HGH identifiziert. Die Transfervorrichtung (Elektroblot, E.C.
Apparatus Corp., St. Petersburg, FL.) wurde nach kurzem Waschen
des Gels und des Nitrocellulosepapiers mit einem Transfer-
puffer mit einem Gehalt an 25 millimolar Tris, 192 millimolar
Glycin, pH-Wert 8,4, zusammengebaut. Die Ubertragung wurde

1 1/2 Stunden bei 400 mA durchgefiihrt, wonach der Blot in

50 millimolar Tris, pH-Wert 7,4, 0,15 m NaCl, 5 millimolar
EDTA, 0,25 Prozent Gelatine (Gew./Vol.), 0,05 Prozent NP-40
gebracht wurde und mdssig ﬁberiNacht bewegt wurde. Eine ent-
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sprechende Verdiinnung von Kaninchen-anti~human-HGH-Antiserum
wurde mit dem Blot und NP-U40/Gelatinepuffer (typischerweise
100 pl/cmz) in einen Kunststoffbeutel gebracht und 2 Stunden
unter missigem Schwenken bei Raumtemperatur inkubiert. Der

~ Blot wurde kurz mit H,0, und anschliessend 1 Stunde mit NP-40/
Gelatine gewaschen und m1t A 125J/ Protein A (New England
Nuclear) das in NP-40/Gelatinepuffer verdinnt war, markiert,
wobei es 1 Stunde bei Raumtemperatur unter mdssigem Schwenken
in einem Kunststoffbeutel belassen wurde. Nach mehrmaligem
Waschen mit H 0 wurde der Blot in Cellophan eingehﬁllt und
iber Nacht in eine Kassette mit X-Omat-AR-Film (Kodak) mit

einem Verstédrkungsfilter bei -T0 O¢ belassen.

Gelfdrbung

Polyacrylamidgele mit einem Gehalt an Protein wurden geméss
dem Verfahren von Oakley et al.,; (H41) gefirbt.

Sekretionssignalsequenzen von Sidugetier-Interferongenen

Aufgrund der kiirzlich erfolgten Isolierung von cDNAs mit einem
Gehalt an Genen fiir Leukozyten (7), Fibroblasten (10) und
Tmmuninterferonen (30) - der jingsten Entwicklung von Hefe als
Expressionssystem fiir heterologe Gene (14) - , wurde es moglich,
“die Expression von heterologen Genen mit einem Gehalt an ko-
dierenden Bereichen fiir Signalpeptidsequenzen in Hefe zu

testen. '

Fig. 1 zeigt die Signalsequenzen fir 5 verschiedene Interferone.
Diese aminoterminalen Sequenzen erleichtern vermutlich die
Sekretion von Interferonproteinen aus Sdugetierzellen. Wahrend
des Verfahrens wird die Signalsequenz durch spezifische Pro-
teasespaltung zwischen der Position -1 und +1 entfernt, wo-
durch man das als reife Form von Interferon bekannte Produkt
erhilt. Diese Sequenzen haben allgemeine Eigenschafteﬁ von
anderen Sekretionssignalsequenzen (31). Sie sind alle sehr
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hydrophob, haben etwa die gleiché Linge wie andere Signale

und weisen eine kleine Aminosdure links von der Spaltungs-

. stelle auf. Obgleich preLeIFA, preLeIFD und preIFN-# alle
zwischen Glycin und Cystein spalten, stellt dies keine allge-
meine Regel fiir andere Siugetiersignale dar, wie durch prelIFN-§-
belegt. '

Tatséchlich gibt es unter verschiedenen Organismen oder inner-
halb des gleichen Organismus keine iibereinstimmende Signal-
sequenz. Es gibt auch keine {ibereinstimmende Sequenz an der
Spaltungsstelle zwischen der Signalsequenz und der reifen Form
des Proteinprodukts.

Daher war es sehr interessant, die Expression dieser Prédinter-
ferone in Hefe zu untersuchen und festzustellen, ob diese
heterologen Proteine aus Hefe sekretiert werden und wie der
Processingvorgang bei diesen Proteinen beschaffen ist. Ob-
gleich Hefe ein eukaryontischer Organismus ist wie Sdugetier-
zellen und obgleich Hefe offensichtlich einen Sekretionsweg
aufweist, der in vielerlei Hinsicht h&heren Eukarionten ent-
spricht (1, 32) handelt es sich um einen sehr primitiven Euka-
rionteﬁ, so dass die richtige Funktion und der Processing-
vofgang dieser Genprodukte eine weitgehende Konservierung des Pro-
zesses zwischen Hefezellen und S#ugetierzellen wdhrend der
Evolution, deren Ergebnisse keinesfalls offensichtlich -sind,

. erforderlich machen wirde.

Aufbau eines Hefeplasmids zur Expression der Préinterferongene

Informationen iiber den Aufbau eines Plasmids fiir die Expression
eines heterologen Gens in Hefe wurden verdffentlicht (14).

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Plasmid ist in Fig. 2
dargestellt. Dieses Plasmid enth&lt einen Teil von pBR322 (33)
mit dem Ampicillinresistenz-(ApR)—Gen und dem E. coli-Ursprung
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(origin) der Replikation fiir Selektion und stabiles Wachstum

in E. coli (als Zwischenprodukt zwischen dem in vitro-Aufbau
und der Transformation von Hefe verwendet). Das Plasmid ent-
hilt auch das TRP1-Gen an einem EcoRI-bis Pst1-Fragment, das
vom Chromosom III von Hefe stammt (34-36). Dieses Gen er-

laubt eine Selektion in trp1 -Hefe und kann somit zur Isola-
tion von Hefezellen mit einem Gehalt des Plasmids und zur
Aufrechterhaltung des Plasmids verwendet werden. Ferner enthdlt
das Plasmid eine Hefe-Ursprungsstelle an einem 2,0 kbp-Fragment
von endbgener Hefe-2n-Plasmid-DNA (37). Dieser Ursprung er-
laubt eine autonome Replikation der DNA in Hefe und die Auf-

rechterhaltung als Plasmid.

Die andere Hauptkomponente des Systems ist das Hefe-3-Phos-
phoglycerat-kinase- (PGK)-Promotorfragment, das von der Trans-
kription nahe der einzigen EcoRI-Stelle im Plasmid stammt

(die andere EcoRI-Stelle wurde durch Auffiillen der Restrik-
tionsstelle unter Verwendung von E. coli~-DNA-Polymerase I
(Klenow) unter anschliessender Ligation des stumpfen Endes
entfernt).

Die Isolierung des 3-Phosphoglycerat-kinase- (PGK)-Gens wurde
bereits friiher erdrtert (37a) wie auch der Aufbau des 1,6 kbp-
Promotorfragments (vgl. unten). Ein Hind IIZBgl II-Fragment
vom Hefe-TRP 1-Genbereich (34-36) von Chromosom III wurde als
Konverter von Hind III bis Bgl II zur Ligation mit der Bam HI-
Stelle von pBR322 verwendet, um das Plasmid gegen Tetracyclin
empfindlich (Tcs) zu machen. Ferner ist zu erwdhnen, dass das
2,0 kbp-Fragment von 2 u-DNA eine andere Funktion insoweit
ausiibt, als es ein Transkriptions-Terminations/Polyadenylie-
rungssignal enthdlt, das normalerweise das Terminationssignal
fir das "Able"-Gen im 2 p-Plasmid darstellt (37). Ein der-
artiger Bereich scheint flir eine gute Expression wesentlich

zu sein. Geninserts von EcoRI-Fragmenten in der richtigen
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Orientierung konnen als Protein exprimiert werden, wenn der
Vektor in Hefe gebracht wird.

Aufbau von Hefeplasmiden fiur die Expression von verschiedenen

Interferongenen

Das Hefeexpressionsplasmid YEpIPT enthilt eine einzige EcoRI-
Restriktionsstelle. Eine Insertion eines fremden Gens in die-
se einzige EcoRI-Stelle fihrt zur Expression dieses Gens unter
der Kontrolle von Hefe-Phosphoglycerat-kinase- (PGK)-Promotor.
Ein zweckmissiger Weg zur Insertion der verschiedenen Inter-
feroﬁgéne in die EcoRI'Stelle dieses Hefeplasmids besteht in
der Bereitstellung von DNA-Fragmenten mit EcoRI- Stellen, die
das Initiationskodon und das Termlnatlonskodon der verschie-
denen Interferongene flankleren._Hler wird der Aufbau von der-
artlgen EcoRI Fragmenten fiir die Expression von Interferon-
genen beschrieben. Es ist w1cht1g, Konverter fiir EcoRI am 3'-
‘Ende des. Gens zu verwenden, 'so dass diese nicht die Transkrip-
tion beenden, sondern eine Transkription bis zum 2‘p-Term1—
~nator  ermdglichen.

Der Aufbau einer EcoRI-Stelle unmittelbar vor dem ATG-Initia-
tionskodon fiir reifes IFN-o- 1-Gen (14, 17), reifes IFN~-w 2~Gen
(7), reifes IFN-R-Gen (10) und réifes'IFN—jf-Gen (30) wurde

beschrieben.

Die DNA-Restriktionsanalyse zeigt, dass eine EcoRI-Stelle vor-
handen. 1st die zweckmas51gerwelse im 3'-nlcht—kod1erenden»
Bereich des cDNA-Klons von IFN-of 1 liegt (8), so dass eine
Verdauung des Plasmids pLeIFD3 (17) mit EcoRI ein 583 bp-EcoRI-
’Fragment erzeugt, das das gesamte IFN- X 1-Gen enthilt.

Fig. 3 zeigt den Aufbau eines EcoRI-Fragments mit einem Ge-
halt am pre-IFN-& 1-Gen. Eine HaeIII-Stelle befindet sich
zwischen der ersten und zweiten Aminosdure von pre-IFN- 1 (8).
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Ein partiell mit HaeIII verdautes 254 bp-Fragment, das sich von
dieser HaeIIlI-Stelle zur BglII-Stelle in der Mitte des kodie-
benden Bereichs erstreckt,wurde isoliert. Ein selbst-komple-
mentdres synthetisches Oligonucleotid 5f-CCATGAATTCATGG-3' wurde
stumpfendig mit dem 254 bp-HaeIII-BgllI—Fragment ligiert, um
eine EcoRI-Stelle vor dem ATG-Initiationskodon zu erzeugen.

Ein 264 bp-EcoRI-BglII-Fragment wurde dann durch Verdauen des
iLigationsgemisches mit EcoRI und BglII isoliert. Dieses EcoRI-
BglII-Fragment, das die Fronthidlfte des preIFN- 1-Gens ent-
hdlt, wurde sodann mit der rilickwdrtigen Hdlfte des pre-IFN-¢ 1-
Gens, einem 372 bp-BglII-EcoRI-Fragment, isoliert nach Verdauung
des IFN-( 1-cDNA-Klons mit BglII und EcoRI, verknﬁpft. Das
EcoRI-Fragment, das das gesamte pre-IFN-« 1-Gen enthdlt, wurde
sodann durch Verdauen des Ligationsgemisches mit EcoRI und

- Isolieren eines 636 bp-Fragments erzeugt.

Fig. 4 zeigt den Aufbau eines EcoRI-Fragments mit einem Gehalt
an reifem IFN-®2-Gen. Ein 876 bp-EcoRI-PstI-Fragment, das das
reife IFN-x2-Gen mit einer EcoRI-Stelle unmittelbar vor dem
ATG-Initiationskodon und mit 400 bp des 3'-nicht-kodierenden,
vom cDNA-Klon abgeleiteten Bereich enthidlt, wurde durch Ver-
dauen des Plasmids pLeIFA25 (7) mit EcoRI und PstI isoliert.
Das PstI-Ende dieses 876 bp-Fragments wurde sodann unter Ver-
wendung eines Adaptorfragments in eine EcoRI-Stelle verwandelt.
Dieses 978 bp-Adaptorfragment enthilt eine interne EcoRI-Stelle
und weist an beiden Enden PstI-Stellen auf. 230 bp dieses Frag-
ments, das sich von einem Pst-Ende zur EcoRI-Stelle erstreckt,
leiten sich vom Hefeplasmid 2 n-DNA ab (37). T48 bp des Frag-
mentrestes, der sich von der EcoRI-Stelle zum anderen PstI-Ende
erstreckt, leiten sich vom bakteriellen Plasmid pBR322 ab (Das
gesamte Fragment ist von YEp13 abgeleitet (37b)). Eine Ligation
dieses Adaptorfragments an das 876 bp-EcoRI-PstI-Fragment, das
das reife IFN-2-Gen enthdlt, unter anschliessender Verdauung
mit EcoRI ergibt ein 1096 bp-Fragment, das das reife IFN-o{2-Gen
mit EcoRI-Stellen an beiden Enden enthidlt.
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Fig. 5 zeigt den Aufbau eines EcoRI-Fragments, danas;xe-INL{2;
Gen enthélt.‘Die‘Restriktiénsanalyse ergibt eine gemeinsame
DdeI-Stelle, die zwischen der 14.'Und 15. Aminoééure in der
Prisequenz beider: pre-IFN-g1- und o.2-Gene vorhanden ist. Eine
Ligation des 44 bp—EcoRIfDdeI—Fragments, das vom das pre-IFN-1-
Gen kodierenden EcoRI-Fragment abgeleitet ist, mit dem 900 bp-
DdeI-PstI-Fragment, das vom cDNA-Klon von IFN-™2 ébgeleitet
ist, unter anschliessender Verdauung mit EcoRI und PstI ergibt
~ein 9U4Y4-Fragment. Dieses 944 bp-EcoRI-PstI-Fragment enthdlt die
kodierende Sequenz filir die ersten 14 Aminosiuren im von IFN-oC(1
abgeleiteten Prapeptid, die kodierende Sequenz des restlichen
Pripeptids und des gesamten, reifen, von IFN-o2 abgeleiteten

- Pfoteins. Das PstI-Ende dieses 944 bp-Fragments wurde sodann
untef Verwendung des Adaptdnfragments wie im Fall des Aufbaus
eines EcoRI-Fragments fﬁr'reifestFN-«TZ in eine EcoRI-Stelle

umgewandelt.

Fig. 6 zeigt den Aufbau eines EcoRI-Fragments, das das pre-
IFN-&’—Gen mit einer 70 bp-Anfangssequenz (leader sequence),
die dem Initiationskodon ATG vorausgeht, enth&lt. Durch Di-
gestion (Verdauung) des IFN—j’—cDNA-Klons (30) erzeugt man ein
gu2 bp-Sau3A-Fragment mit 60 bp der 5'-flankierenden Sequenz,
der gesamten kodierenden Sequenz von pre-IFqu und 290 bp der
3'-nicht-kodierenden Sequenz. Dieses Sau3A-Fragment wurde so-
dann in einen mit BamHI verdauten Vektor pUCT7, einem Plasmid-
gegenstiick der einstrdngigen Phage M13mp7 (38), geklont. Das
Plasmid pUC7 wurde von PBR322 abgeleitet, indem man zundchst
das 2067 bp—EcoRI—PvuII-Fragment, das das Tetracyclinresistenz-
gen enthdlt, entfernte und dann ein 425 bp-HaeII-Fragment vom
Phagen-M13-Derivat mP7 (38) in die HaeII-Stelle des erhaltenen
Plasmids in Position 2352 (bezogen auf die pBR322-Z&hlung)
einsetzte. Das HaelI-Fragment von mp7 enthdlt den N-terminalen
kodierenden Bereich des E. coli-lacZ-Gens, in das eine Multi-
restriktionsenzym-Klonierungsstelle der Sequenz zwischen die

4. und 5. Aminosdurereste von RB-Galactosidase eingesetzt wurde.
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Die Insertion eines fremden DNA-Fragments in diese klonierenden
Stellen unterbricht die Kontinuitit zwischen dem lac-Promotor
und dem lacZ-Gen, wodurch der Phenotyp von JM83, das mit dem
Plasmid von lac’ zu lac” transformiert ist, verédndert wird.

Da 2 EcoRI-Stellen als Flanken der BamHI-Stellen in der Multi-
restriktionsklonierungsstellé von pUC7 vorhanden sind, wiirde
eine Digestion des das 842 bp-Sau3A-Inserts enthaltenden Plas-
mids mit EcoRI ein 862 bp-Fragment ergeben, das die gesamte
pre~IFN-Zf~Sequenz flankiert durch EcoRI-Stellen enthidlt.

Eine Digestion des Plasmids pIFN-/trpMS (30) mit EcoRI und

Bgll erzeugt ein 689 bp-Fragment mit einem dem ATG-Initiations-
kodon vorausgehenden EcoRI-Ende, die gesamte kodierende Se-
quenz von reifem IFN-/’und 210 bp der nicht-kodierenden Se-
quenz. Das BglI-Ende wurde sodann in ein EcoRI-Ende umgewandelt,
indem es der Ligation mit einem 29 bp-BglI-EcoRI-Adaptor, der
vom vorstehend beschriebenen pre-IFN-f'-EcoRI—Fragment abgef
leitet war, unterworfen wurde. Eine anschliessende Digestion

des Ligationsgemisches mit EcoRI ergibt sodann ein 718 bp-EcoRI-
Fragment mit einem Gehalt an reifem IFN-#-Gen.

Fig. 7 zeigt den Aufbau eines EcoRI-Fragments, das das pre-IFN-
f;Gen mit einem EcoRI-Ende und die dem ATG-Initiationskodon
vorausgehende Sequenz AAA enthilt. Das EcoRI-Fragment, das
das vorstehende pre-IFN-Jﬁ-Gen enthdlt, wurde mit EcoRI undv
MboII verdaut, um ein 184 bp-Fragment zu erzeugen. Dieses Frag-
ment, das den Frontteil des pre-IFN-fLGens enthdlt, wurde
‘widrmedenaturiert und mit einem 5'-kinasebehandelten syntheti-
- schen Oligonucleotid 5'-pATGAAATATACA, das die ersten 4 Amino-
sduren des pre—IFN-/LGens kodiert, verschweift (10). Mit
dem Bodenstrang des EcoRI-MboII-Fragments, der Schablone und
dem Oligonucleotid als Primer, wurde das Klénow-Fragment von
E. coli-DNA-Polymerase zur Synthese des Kopfstranges und zur
Entfernung des 3'-vorstehenden Endes vom Bodenstrang verwendet.
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Das erhaltene 178 bp-stumpfendige Fragment, das sich vom ATG-
Initiationskodon zur ersten weiter unten gelegenen MboII-Stelle
erstreckt, wurde sodann mit einem selbst-komplementdren
5'-TTTGAATTCAAA43'-EcoRI—Linker verknlipft. Durch Digestion des
Ligationsgemisches mit EcoRI und Ddel erhilt man ein 165 bp~-
EcoRI-DdeI_—Fr'agment, das den Frontteil des pre-—IF‘N-—f—Gens ent-
hdlt. Das gesamte Gen wurde dann zusammengebaut, indem man das
600 bp-DdeI-EcoRI-Fragment, das den rickwirtigen Teil des IFN-
/~Gens enthdlt, und den 3'-nicht-kodierenden Bereich verkniipfte.
Das Ligationsgemisch wurde $odann mit EcoRI verdaut, wodurch
ein 765 bp-EcoRI-Fragment, das das gesamte pre-IFN-’LGen ent-
hdlt, entstand. Eine Zusammenfassung simtlicher dieser EcoRI-
Fragmentbauteile (I bis IX) ist in Fig. 8 gegeben. Alle diese
Bauteile wurden fiir Expressions— und Sekretionsversuche unter
Verwendung von Hefe in den Vektor YEpIPT (Fig. 2) gebracht.

Expression und Sekretion von Interferonen durch Hefe mit einem

Gehalt an diésen Plasmiden

Nachdem die EcoRI-Fragmentgene von Fig. 8 in YEpIPT (Fig. 2)
gebracht ’ , auf ihre Orientierung gepriift und unter
'VePWendung von Trp+-Komp1ementierung in Hefe eingefiihrt waren,
wurden die diese Plasmide enthaltenden Hefen auf Interferon
untersucht, wobei der Test aufgrund des zytopathischen Effekts
(CPE) (26) (Bioassay) an Extrakten, freigesetztem Zellwand-
material und Medien angewandt wurde. Die Interferontests ﬁur-
den in drei unterschiedlichen Bereichen
der Hefekultur durchgefiihrt. Die Versuchsergebnisse sind in
vTabelle I zusammengestellt.
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‘Der erste Bereich ist innerhalb'der'Zelle. DieserFraktionbwird
‘gemessen, indem man nach Entfernen der Zellwand einen Zell-
extrakt herstellt und die nicht-sekretierte Interferonaktivitit
bestimmt. Bei den anderen Bereichen handelt es sich um die

- Medien (von Hefezellen vollstidndig abgetrenntes Material) und
die von den Zellen nach Zellwandentfernung unter Verwendung
von Zymolase freigesetzte Aktivitdt (sekretiertes, aber nicht-
kovalent in der Zellwand festgehaltenes Material). Die Medien-
fraktion und die nach Entfernung der Zellwand freigesetzte
Fraktion stdllen das gesamte sekretierte Material dar. Werden
die Zellwdnde nicht entfernt (vgl. Methoden) so umfasst die
Aktivitdt innerhalb der Zellen auch die sekretierte Aktivitit,
die an den Zellwinden haftet.

Es ist festzuhalten, dass in Tabelle I (pre D/A) LeIFA ein rei-
fes LeIFA-Gen mit einer hybriden Signalpeptidsequenz (vgl. Fig.1
und 8) ist. Dieser Aufbau wurde friiher erdrtert; zusammenfassend
wird darauf hingewiesen, dass er unter Verwendung der Ddel-
Restriktionsstelle, die sowohl preLeIFD und preLeIFA gemeinsam
ist, aufgebaut wurde. Fig. 1 zeigt diese DdeI-Stelle an der
Aminosdure~10. Die unterstrichenen Aminosiuren zeigen die Unter-
schiede zwischen der Aminosduresequenz von preﬁeIFD und preLeIFA.
Das Hybrid (pre D/A) LeIFA entspricht mehr preD als preA.

Reife LeIFA- und LeIFD-Gene (Bauteile I und III) werden in der
Hefe in Konzentrationen von 1,0 Prozent des gesamten Zellpro-~
teins exprimiert (Konzentrationen von 2,0 Prozent wurden eben-
falls beobachtet). Die falschen Orientierungen dieser Gene oder
die pre-Gene exprimieren nicht. Fiir diese beiden Gene sowie fir
das reife IFN-xX-Gen erfolgt keine Sekretion.

Werden jedqch Prdsequenzen an diesen Genen verwendet, so finden
sich alle drei Proteinprodukte in den Medien als sekretierte
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Produkte. Kohzentrationen in der H6he von 8 Prozent der Gesamt-
aktivitdt wurden in Medien von (pre D/A) LeIFA bei A66O = 3-4
beobachtet. Es ist festzuhalten, dass alle diese Plasmide in

95 Prozent der Zellen einer Kultur, die unter Trp ~-selektivem
Druck gezuchtet werden, vorhanden sind, was die Anwesenheit
eines autonomen Repllkatlonsplasmlds bestdtigt.

Wachstumskurve und Produktion in den Medien durch Hefe,’die
das (pre D/A)LeIFA-Gen enthilt

Zwei Interferon bildende Hefen wurden zur weiteren Charakteri-
sierung untersuchf. Es handelte sich um YEp1PT-preLelFA53t/pepld-3
und YEp1PT-LeIFA1/pepld-3. Die erste enthilt 2 Kopien des Bau-
‘teils IV (Fig. 8) in der EcoRI-Stelle von YEp1PT und fiihrt zu
Aktivit&t innerhalb der Zelle, in der Zellwand und ausserhalb

der Zelle (Medien). Dieses Zweikopiengen (in Tandemstellung- beide
in Orientierung fiir geeignete Expression), das das Plasmid
enthdlt, wurde anstelle des Einzelkopiebauteils verwendet, da

es in den Medien gelegentlich zu hdheren Interferonaktivitidten
fihrt. Pep U4-3-Hefe wurde verwendet, da sie stark verringerte
intrazellulsre und extrazellulire Proteaseaktivitéten‘aufweist
(23), was von Vorteil fiir die Bildung von nicht-abgebautem
Protein (Interferon) aus den Medien sein kann.

Die letztgenannte Hefe enth#dlt das Bauteil III (Fig. 8) in
YEp1PT und exprimiert reifes LeIFA innerhalb der Zellen, se-
kretiert aber nicht.

Fig. 9 erlédutert eine Wachstumskurve dieser beiden Hefestimme
in YNB+CAA (Trp+-se1ektives Waohstum). Die logarithmische Phase
setzt sich bis zu einer Absorption bei 660 pm von 3-4 fort.
Dann beginnt die stationidre Phase. Beide Kurven sind im we-

- sentlichen identisch, was darauf schliessen ldsst, dass die
Bildung der beiden unterschiedlichen Proteine / LeIFA und _
(pre D/A) LeIFA7/ das Wachstum oder die Lebensfihigkeit der Hefe
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nicht beeinflusst. Bioassays wurden zu verschiedenen Zeitpuﬁkten
wahrend des Zellwachstums an den Medien durchgefiihrt, um die
Abhdngigkeit der Wachstumskurve von der Interferonbildung in

den Medien durch diese beiden Stdmme zu untersuchen. Aus die-
sen Ergebnissen geht hervor, dass die Pridsequenz an LeIFA eine
'Freisetzung von Interferonéktivitét in die Medien verursacht.
Ohne diese Sequenz wird im wesentlichen keine Aktivitit frei-
gesetzt. Es ergibt sich auch, dass die Aktivitdtsspiegel in

den Medien nahe der stationiren Phase ein Maximum erreichen.

Reinigung von (pre D/A) LeIFA aus .den Medien

Un die Natur des Sekretionsverfahrens fiir (pre D/A) LeIFA in
Hefemedien zu bestimmen, war es erforderlich, das Proteinprodukt
aus den Medien zu reinigen. Ist‘Hefe zur Sekretion des Pro-
teins in der Lage, so schneidet sie vermutlich wihrend des
Sekretionsverfahrens das aminoterminale Ende irgendwie ab, wie
es bel Sdugetierzellen normalerweise mit pre-Interferonprotein

~ der Fall ist. Um die Natur dieses Processings zu bestimmen,
wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt:

A) 5 Liter-Fermentation

Fig. 10A zeigt die Interferonaktivitdt innerhalb der Zellwand
und in der Zelle widhrend des gleichen Fermentationsvorgangs.
Diese Extraktionsschritte wurden durch Pelletisieren unter anschlie-
ssender Behandlung mit Glasperlen in 7 m GHCl durchgefiihrt,

so dass die Aktivitdt sowohl das intrazellulire als auch das
innerhalb der Zellwand befindliche Material umfasst. Diese
Aktivitat umgasst bei A660 m von 1,5 bis 2,0 ein Maximum von
etwa 25 x 10~ U/Liter, was 'darauf schliessen lésst, dass die
intrazellulére Interferonbildung anders wie beim extrazeilu-
léren Material in der logarithmischen Phase vor Erreichen der
stationiren Phase endet. Somit werden etwa 8 Prozent der Akti-
vitdt frei in die Medien sekretiert. Jedoch kann sich auch
hier wieder ebenso viel Aktivitét in der Zellwand befinden
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(vgl.-Tabelle I). Die Extraktmaterialien enthalten den Gross-
teil des intrazelluldren Interferons. Dieses Material wird
zur Zeit gereinigt, um festzustel1en, ob es einem Processing:

~ unterworfen worden ist oder nicht.

Fig; 10B zeigt eine Wachstumskurve fiir eine 5 Liter-Fermenta-
tion von YEp1PT-preLeIFA 53t/pep4-3 in YNB+CAA. Am Ende der
Fermentation findet man durch MDBK-Tests eine Interferonaktivi-
tdt von etwa 2,0 x 106 U/Liter. Wiederum wird die maximale
Bildung in der stationdren Phase festgestellt. Es ist festzu-
halten, dass das Interferonprodukt'in diesen Medien sehr sta-
bil ist, selbst wenn nach Erreichen der stationdren Phase noch
weitere 24 Stunden bei 30°C geschiittelt wird. Diese Medien
werden fiir weitere Reinigungsschritte eingesetzt.

B) Medienkonzentrat auf . Immunoaffinititssiule

Die Medien von YEp1PT-preLeIFA53t/pepld-3 wurden zuridchst ultra-
filtriert. Das Konzentrat wurde auf eine S&ule mit einem Ge-

halt an einem monoklonalen Antikdrper gegen reifes LeIFA auf-

- gesetzt. Nach Waschen mit 0;2 m NaCl in tris/cys/EDTA, pH-Wert

8,vaurde das Interferon mit'HZQ_ (pH-Wert 5,5), wie in Fig.
11 gezeigt, eluiert. Der eluierte Peak A (der Pfeil bedeutet
das Aufsetzeh von H2O) wurde dabei erhalten. Er repridsentiert
50 Prozent der auf die Sdule -aufgesetzten Aktivit&t. Der Peak
A wurde vereinigt, wie durch.dié‘Klammer angegéeben ist, und
fir die weitere Reinigung'éingésetzt. Durch Elution mit 0,2 m
Essigsdure erhielt man den Peak B (der Pfeil bedeutet die
Stelle des Pufferwechsels). Die‘Stelle C gibt den Punkt an,

an dem der urspriingliche Waschpuffer angewendet wurde.

C) HPLC-Untersuchung der Aktivitit von Peak A

Die dem Peak A entsprechenden_Fraktionen wurden zur Trockne
lyophilisiert und anschliessend mittels HPLC (vgl. Methoden)
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.untersucht. Fig. 12 erldutert die Ergebnisse dieses Versuchs.
Eine 2,5 ng-Probe von gereinigtem LeIF A (aust. coli) wurde
dann separat zur Kontrolle eingesetzt. Sowohl der Standard
als auch (pre D/A) LeIFA (oder preLelIF A) weisen identische
Retentionszeiten auf, wie aus der Figur hervorgeht. Diese
Ergebnisse zeigen, dass das Interferon aus diesen Medien dem
Processing unterworfen ist, da preLelF A eine stark abweichende
Retentionszeit aufweist. Die punktierte Fraktion dieses HPLC-
Versuchs wurde sodann fiir die Proteinsequenzierung verwendet.

NH,-terminale Sequenz von (pre D/A) LeiF A, gereinigt aus

Hefemedien

Fig. 13 zeigt teilweise die Ergebnisée der Sequenzierung des
gereinigten Interferons. Die obere Sequenz ist die fiir (pre

D/A) LeIF A erwartete Sequenz, wenn kein Processing erfolgt.
Die normale Spaltungsstelle dieses Interferons, die vermut-

lich durch Sdugetierzellen erkannt wird, ist gezeigt.

Die Proteinsequenz wurde interpretiert, indem man die PTH-
Aminosdure, die bei jedem korrespondierenden Edman-Zyklus zunahm
und im folgenden Zyklus abnahm, feststellte. PTH-Aminos&uren,
die normalerweise geringe Ausbeuten’ergeben (cys, ser, thr, arg,
his) wurden angenommen, wenn kein Anstieg der anderen PTH-
Aminos&duren festgestellt wurde. Die Menge in mg wurde ermittelt,
indem man die Fldchen des interpretierten Restes mit der Fli-
che eines Standardgemisches von PTH-Aminosduren, die dem glei-
chen HPLC-Versuch unterworfen wurden, verglich. Ein interner
Standard von Norleucin wurde in jedes Chromatogramm einge-
fihrt, um festzustellen, dass die Retentionszeiten reprodu-
zierbar waren. | |

Fig. 13 zeigt die Ergebnisse der Proteinsequenzierung fiir ge-
reinigtes (pre D/A) LelIF A. Die zu erwartende Sequenz, wenn
kein Processing erfolgte, und die noémale Spaltungsstelle die-~
ses Prdinterferons in Séugetierzelleﬁ sind ebenfalls-angegeben.
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Zwei unabhéngige Sequenzuntersuchungen wurden an zwei unter-
schiedlichen, aus Zellen und Medien gereinigten Proben durch-
'gefﬁhrtQ Fig. 13 zeigt, dass der Grossteil des Interferons im
Medium sauber abgeschnitten ist (64 Prozent), dass aber auch
eine andere Form (36 Prozent) vorhanden ist, die 3 zusdtzliche
‘Présequenzaminoséuren enthielt. Das intrazelluldre Interferon
enthielt ebenfalls diese béiden Formen, aber in geringfiigig
abweichenden Mengenverhéltniésen, sowie ferner eine dritte
Form mit einem Gehalt an 8 Présequenzaminoséufen. Die volle
Présequenzléhge wurde nie beobachtet, was darauf schliessen
ldsst, dass Hefe das gesamte pre-IFN in gleicher Weise ab-

schneidet.

ES ist méglich, dass die dem_ProceSsing unterworfene Form, die
3 Prédsequenzaminosduren -enthdlt, auf die Hybridnatur der pre D/A-
'Signalsequenz zuriickzufithren ist. Daher wurde auch das Pro-
cessing von nicht-hybridem (pre D) LeIF D untersucht. Pre D
unterscheidet sich von pré D/A nur in der Aminosﬁuréstellung

-2 (leu anstéile von val). Bei Untersuchung des Processings

" bei aus dem'Medium gereinigten pre IFN-® 1 wurden wieder so-

wohl die +1 als auch -3-Formen beobachtet (Fig. 13). Jedoch war
im Medium auch eine untergéordnete_Spezies als -14-Form vor-
handen, die fiir (pre D/A) LeIF A nicht beobachtet wurde.

Um die Sekretion von hetefologen Ptoteinen aus S. cerevisiae
zu untersuchen, wurdén Plasmide fur‘die in vivo-Transkription
der Gene fir Verschiedene,réifé.Interferone (IFNs) und ver-
schiedene pre IFNs aufgebaut. Immer wenn die kodierenden Se-
quenzen fir hydrophobe Signalpeptide vorhanden waren, konnte
IFN-antiviraie Aktivitdt aus den Wirtszellen und dem Kultur-
medium gewonnen werden, widhrend das gésamte IFN, dessen Syn-
these durch reife IFN-Gene dirigiert wurde, innerhalb der
Zellen verblieb. Es wurde Veﬁsuéht, die Erfordernisse fir die
Sekretion durch Bereitstellung von Bauteilen zu untersuchen,
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bei denen das Interferongen mit seinen eigenen natlirlichen
Signalsequenzen ,wie in (pre D) LeIF D ,oder mit einer Hybrid-
Signalfrequenz,kbezeichnet als eine Zusammensetzung von 2 IFN-
o-Spezies, wie in (pre D/A) LelIF A, versehen wurde. Wihrend im
ailgemeinen die Hefezellen, die diese Bauteile beherbergten,
IFN in das Kulturmedium sekretierten, unterschied sich die
Aktivitdtsmenge innerhalb der Stidmme. Auch die gereinigte und

sequenzierte IFN-Spezies zéigte Unterschiede.

Drei Formen von nicht-sekretiertem Interferon, die 90 Prozent
des gesamten exprimierten Interferons darstellen, wurden aus
Zellen, die das (pre D/A) LeIF A-Gen beherbergen, gereinigt.
Eine Form (33 Prozent) war sauber abgeschnitten (+1, Fig. 13),
eine zweite Form (55 Prozent) enthielt 3 zusdtzliche Amino-
sduren (-3, Fig. 13) und eine dritte Form (11 Prozent) ent-
hielt 8 zusitzliche Aminosiuren (-8). Die letztgenannte Form
‘wurde im Medium nicht festgestellt, wdhrend IFN mit voller
Prédsequenzlédnge in den Zellen oder Medien nie beobachtet wurde.

Processing von (pre D) LeIF D

Anstelle der flr die Ziichtung von (pre D/A) LeIF A-Hefe ver-
wendeten Schiittelflasche wurde (pre D) LeIF D-exprimierende
Hefe in einem 10 Liter fassenden Fermenter bis zu einem A__. -

550
Wert von 60 geziichtet.

Bei Untersuchung des Processings von (pre D) LeIF D, das aus
dem Medium gereinigt worden war (Reinigung wie bei pre D/A
LeIF A) wurden sowohl die +1- als auch -3-Formen beobachtet
(Fig. 13). Eine weitere untérgeordnete Spezies war ferner im
Medium als -14-Form vorhanden. Es gab keine Anzeichen flr
eine Zellysis in der Kultur, wie durch SDS-Gelelektrophorese
des Mediumproteins im Vergieich mit zellulidren Proteinen
festgestellt wurde. Interessanterweise wurde fir LeIF D bei
sehr hoher Wachstumsdichte ein sehr hoher prozentualer Anteil
(30 Prozent) der Sekretion in das Medium beobachtet. Hoch-
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dichte Fermentationen von (pre D/A) LeIF A exprimierender Hefe
zeigen ebenfalls diese hdhere prozentuale Sekretion.

Hefe scheint sowohl sekretiertes als auch nicht-sekretiertes
Interferon dem Processing zu unterwerfen. Der Anteil der

; »sekretierten'Aktivitét hingt vom Wachstumsstadium der Zellen

ab, wobei maximale Prozentanteile in der stationiren Phase in
“Schiittelkolben und am Ende der hochdichten Fermentationen (30
‘Prozent in Medien) auftreten.

Bestdtigung der Zusammensetzung der Plasmide in Hefen mit
einem Gehalt an YEp1PT-preLeIFA53t und YEp1PT-LeIFA1

Die Hefe mit einem Gehalt an diesen beiden Plasmiden, die fiir
die vorstehenden Untersuchungen eingesetzt worden war, wurde
durch Wiedergewinnung der Plasmide aus der Hefe weiter unter-
sucht. Dies wurde durch Isolierung der Plasmid-DNA aus Hefe-
Aextrakt'durch Transformation von E. coli, anschliessende Mini-
screen-DNA—Préparation und Restriktionsanalyse der Plasmid-DNAs
durchgefﬁhrt. Einige aus E. coli isolierte Plasmid-DNAs wurden
fir beide Hefetypen charakterisiert. In sdmtlichen F&llen
enthielten die Plasmide die,erwaftete Restriktionssequenz, was
die. Anwesenheit der Pridsequenz am (pre D/A) LeIF A enthaltenden
Plasmid und dessen Fehlen an Plasmid mit einem Gehalt an rei-
fem LeIF A bestitigt.

Restriktionskarte und partielle Sequenzierung des 3,1 Kkb-

Inserts von pBI1

300 ug pB1 (37a) wurden griindlich mit HindIII in 500 ul
Reaktionsvolumen verdaut und anschliessend der Elektrophorese
an 1-prozentigem Agarosegel aus prédparativer Agarose (Sea Kem)
unterworfen. Das 3,1 kb HindIII-Insert wurde aus dem mit Ethi-
dium gefidrbten Gel geschnitten, der Elektroelution (39) unter-
worfen, -2 mal mit gleichen Volumina anvmit Puffer gesdttigtem
Phenol und Chloroform extrahiert und sodann mit Kthanol ge-
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falit. Portlonen des resuspendlerten DNA-Fragments wurden auf-
geteilt und mit einer Gruppe von verschledenen Restrlktlons-
enzymen Restriktionsschnitten unterworfen, wodurch man die in

Fig. A wiedergegebene partielle Restriktionskarte erhielt. .

30 el des gereinigtgn 3,1 kb-Inserts wurden mit Sau3A geschnit-
ten und sodann auf einem 6-prozentigen Acrylamidgel laufen-
gelassen. Die Fragmente,entspréchend den 265 bp und 141 bp,wur-
den auf die vorstehend genannte Weise separat durch Elektro-
‘elution gereinigt. Jedes DNA-Fragment wurde sodann der DNA-
Sequenzanalyse (39) unterworfen.

Ein Teil dieser DNA-Sequenz ist in‘Fig B angegeben. Die Amino-
séduren, entsprechend den N- termlnalen Aminosduren des PGK Struk-

turgens, 31nd oberhalb der DNA Sequenz aufigefiihrt.

Insertion einer Restriktionsstelle in den PGK 5'-Promotorbereich

Ein synthetisches Oligonucleotid mit der Sequenz 5'ATTTGTTGTAAA3!'
wurde nach liblichen Methoden (40) synthetisiert. 100 ng dieses
Primers wurden am 5'-Ende unter Verwendung von 10 Einheiten

T4~ Polynucleotld kinase in 20 ul Reaktionsmedium, das ferner

200 A Ci /Jr P/ ATP enthlelt, markiert. Diese markierte Primer-
16sung wurde in einer Primer-Reparatur-Reaktion verwendet, die
als erste Stufe in einem mehrstufigen Verfahren angewandt wurde,
um eine EcoRI-Restriktionsstelle in die PGK 5'-flankierende

DNA unmlttelbar vor der PGK-Strukturgensequenz zu bringen. D1e-
-ses mehrstufige Verfahren ist nachstehend erliutert.

Stufe 1 (Fig. C)

Primer-Reparatur-Reaktionen und Klonieren des 39bp Xbal- bis
Sau3A PGK-Stiicks |

100 ng pB1 wurden vollsténdig mit HaeIIl verdaut und sodann auf
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einem b-prozentigen Polyacrylamidgel laufengelassen. Die oberste
~ Bande des mit Ethidium gefirbten Gels (den PGK-Promotorbereich
enthaltend) wurde auf die vorstehend erliuterte Weise durch Elek-
troelution isoliert. Dieses 1200 bp HaeITI-Stiick von DNA wurde
der Restriktion mit HindII unterworfen und sodann auf einem
6-prozentigen Acrylamidgel laufengelassen. Die 650 bp-Bande

wurde durch Elektroelution isoliert. 5 pg'DNA wurden isoliert.
Dieses 650 bp HaeITI-bisHindII-Stiick von DNA wurde in 20 nl

dIH

2
‘sehriebenen phosphorylierten Primerldsung vermischt. Das Ge-

0 resuspendiert und sodann mit 20 nl der vorstehend be-

misch wurde 1 mal mit Phenol/Chloroform extrahiert und sodann
mit Athanol gefdllt. Die getrocknete DNA wurde in 50 ul HZO
resuspendiert und sodann 7 Minuten in einem siedenden Wasser-
bad erwirmt. Diese L&sung wurde dann rasch (10 bis 20 Sekunden)
in einem Trockeneis/Athanol-Bad gekiihlt und dann in ein Eis/
Wasser-Bad Ubertragen. Diese L&sung wurde mit 50 yl einer LO-

~ sung mit einem Gehalt an folgenden Bestandteilen versetzt:

10 )ﬂ.1OX DNA Polymerase I-Puffer (Boehringer Mannheim), 10 ul
einer vorher hergestellten Losung, die jeweills 2,5_millimolar
an den einzelnen Desoxynucleosidtriphosphaten (dATP, dTTP,

dGTP und dCTP) ist, 25 ul dIHzO und 5 Einheiten DNA-Polymerase I,
Klenow-Fragment. Das 100 ul umfassende Reaktionsgemisch wurde

4 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Lééung wurde sodann 1 mal

mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit Athanol gefdllt, durch
Lyophilisation getrocknet und schliesslich mit 10 Einheiten
Sau3A griindlich der Restriktibn unterworfen. Diese Losung wurde
sodann auf einem 6-prozentigen Acrylamidgel laufengelassen.

Die in der Gr&sse 39 bp entsprechende Bande wurde aus dem Gel
geschnitten und sodann auf die vérstehend geschilderte Weise
durch Elektroelution isoliert. Diese 39 bp-Bande weist ein
stumpfes Ende und ein Sau3lA-kohdsives Ende auf. Dieses Fragment
wurde in einen modifizierten pFIFtrp69-Vektor (10) geklont.

10 ug an pFIFtrp69 wurden mit Xbal linearisiert, 1 mal mit
Phenol/Chloroform extrahiert und sodann mit Kthanol gefdllt.
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Das XbalI-kohdsive Ende wurde unter Verwendung von DNA Poly--
merase I-Klenow- Fragment in einem 50 pl umfassenden Reaktions-
medium mit einem Gehalt an 250 millimolar der einzelnen Nucleo-
,sidtriphosphéte gefiillt. Diese DNA wurde mit BamHI geschnitten
‘und‘ahschliessend auf einem 6;prozentigen Acrylamidgel laufen-
gelassen. Das Vektorfragment wurde vom Gel durch Elektroelution
iso liert und sodann in 20 ul dIP&O resuspendiert. 20 ng dieses
Vektors wurden mit 20 ng des vorstehend synthetisierten 39bp-

. Fragments 4 Stunden bei Raumtemperatur der Ligation unterworfen.
1/5 des Ligationsgemisches wurde verwendet, um Ampicillinre-
sistenz (auf LB +20 ,ug/ml amp-Platten) auf E. coli Stamm 294
zu transformieren. Plasmide aus den Transformanten wurden durch
ein Raschsichtungsverfahren (20) untersucht. Ein Plasmid, pPGK-
39 (Fig. C) wurde fir die Sequenzanalyse ausgewdhlt. 20:pgbdie-
ses Plasmids wurden mit XbaI verdaut, mit Athanol gef&llt und
sodann mit 1000 Einheiten}bakterieller alkalischer Phosphatase
45 Minuten bei 68°C behandelt. Die DNA wurde 3 mal mit Phenol/
Chloroform extrahiert und sodann mit Athanol geféllt, Die de-
phosphorylierten Enden wurden sodann in ‘einem 20 nl umfassenden
Reaktionsgemisch mit einem Gehalt an 200 u Ci 1:?32-27 ATP und
10 Einheiten Tu-Polynucleotid-kinase markiert. Das Plasmid wur-

~de mit Sall geschnitten und auf einem 6-prozentigen Acryl-
amidgel laufengelassen. Die markierte Insertbande wurde aus

dem Gel isoliert und durch chemischen Abbau sequenziert (39).
Die DNA-Sequenz am 3'~Ende dieses Promotorstiicks entsprach den

Erwartungen.

Stufe 2 (Fig. D)

Aufbau eines 312 bp PvuI—bis—EcoRI—PGK—Promotorfragments

25 pg PGK-39 (Fig. C) wurden gleichzeitig mit Sall und Xbal
(jeweils 5 Einheiten) verdaut und anschliessend der Elektro-
phorese an einem 6-prozentigen Gel unterworfen. Die 390 bp-
Bande, die das 39 bp-Promotorstilick enthielt, wurde durch Elek-
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troelution isoliert. Die resuspendierte DNA wurde der Restrik-
tion mit Sau3A unterworfenbund sodann der Elektrophorese an
einem 8-prozentigenvAcrylamidgel unterzogen. Die 39 bp PGK-
Promotorbande wurde durch Elektroelution isoliert. Diese DNA
enthielt 39 bp am 5'-Ende des PGK;Promotors an einem Sau3A-bis
XbaI-Fragment.

25‘yg pB1 wurden der Restriktion mit Pvul und KpnI unterworfen
und anschliessend der Elektrophorese an einem 6-prozentigen

Gel unterzogen. Die 0,8 kbp-Bande von DNA wurde durch Elektro-
~elution isoliert und sodann‘mit Sau3A der Restriktion und an-
 schliessend der Elektrophorese an einem 6-prozentigen Gel un-
terworfen. Die 265 bp-Bande aus dem PGK-Promotor (Fig. A) wurde
durch Elektroelution isoliert.

Diese DNA wurde sodann mit dem 39 bp-Promotorfragment (vgl. oben)
2 Stunden bei Raumtemperatur. verkniipft. Das Ligatiqnsgemisch
wurde der Restriktion mit XbaIl und Pvul unterworfen und so-

dann der Elektrophorese an einem 6-prozentigen Acrylamidgel
unterzogen. Das 312 bp Xba-bis-Pvul-Restriktionsfragment wurde
durch Elektroelution isoliert, anschliessend zu einem Liga-
tionsgemisch mit einem Gehalt an 200 ng pBR322 (33) (vorher
isoliert unter Weglassen des 162 Pvul-bis-PstI-Restriktions-
fragments) und 200 ng XbaI-bis-PstI LeIFA-cDNA-Gen (vorher
isoliert aus‘ZO,ug pLEIFtrpA) gegeben. Dieses Ligationsgemisch
mit 3 Faktoren wurde zur Transformation von E. coli Stamm 294
zur Verleihung von Tetracyclinresistenz verwendet. Transfor-
mantenkolonien wurden einem Miniscreening unterworfen. Eine

der Kolonien, PGK-300, wurde isoliert. Sie wies 304 bp PGK-5'-~
flankierende DNA ,verschmolzen mit dem LeIFA-Gen in einem Vektor
auf der Basis von pBR322 auf. Das 5'-Ende des LeIFA-Gens weist
folgende Sequenz auf: 5'-CTAGAAATTC 3', so dass das Verschmelzen
der XbaI-Stelle aus dem PGK-Promotorfragment in diese Sequenz
die Addition einer EcoRI-Stelle an die XbaI-Stelle ermdglicht.
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' pPGK -300 enthilt somit einen Teil des PGK-Promotors, isoliert
in einem PvuIl-bis-EcoRI-Fragment. '

Stufe U

Aufbau eines 1500 bp EcoRI;bis-EcoRI-PGK-Promotorfragments

10 pg pBI wurden mit Pvul und EcoRI verdaut und an éinem‘6-pro—
zentigen Acrylamidgel laufengelassen. Die'1,3 kbp PvuI-bis-
EcoRI-DNA-Bande aus der PGK 5'-flankierenden DNA wurde durch
Elektroelution isoliert. 10 pg des pPGK-300 wurden mit EcoRI
und Pvul verdaut. Nach Elektfophorese des Verdauungsgemisches
an einenm 6-prozentigen Gel wurde das 312 bp~Promotorfragment
durch Elektroelution isoliert. 5 ng pFRLY wurden mit EcoRI

- geschnitten, mit Kthanol gefdllt und sodann 45 Minuten mit
bakterieller alkalischer Phosphatase bei 68°Cbehandelt. Nach
3-maliger Behandlung der DNA mit Phenol/Chloroform, Fidllung
mit Athanol und Resuspendierung in ?O ml dIH20 wurden 200 ng
~des Vektors mit 100 ng 312 bp EcoRI-bis-PvuI-DNA aus pPGK-300
und 100 ng EcoRI-bis-PvuIl-DNA aus pB1 verkniipft. Das Liga-
‘tionsgemisch wurde zur Transformation von E. coli Stamm 294
zur Verleihung von Ampicillinresistenz verwendet. Aus einer
der ApR-Kolonien‘wurde pPGK-1500 erhalten. Dieses Plasmid
enthdlt das 1500 bp PGK-Promotbrfragment als ein EcoRI-bis-
EcoRI- oder HindIII-bis-EcoRI-Stiick von DNA.

Aufbau von Expressionsplasmiden fiir reifes HGH (menschliches

Wachstumshormon) und preHGHA

Die Bauteile A bis E von Fig. 14 wurden in Vektoren mit ent-‘
sprechenden Stellen eingebaut. Beim Bauteil A wurde eine syn-
thetische DNA hergestellt, um die DNA-Sequenz zu Beginn der
preHGH-cDNA (42) von der Hpa II-Stelle unter Bildung eines
EcoRI in Front des ATG-Translationsstarts zu verdopbeln. Das
HpalI-bis-PstI-Fragment wurde aus pfeHGH cDNA (42) erhalten.
Dieses Fragment mit der synthetischen DNA wurde mit einem



248613 3 -

EcoRI-bis-PstI-Vektor (pHGH 207-1, EcoRI-bis-PstI-Fragment,
das einen Teil des ApR—Gens enthilt, entfernt und beide Seiten
" nach Klenow-Fiillung religiert,um beide Seiten zu entfernen),
der die PstI-bis-SmaI-Stelle von HGH c¢DNA (43) erhdlt, ver-
knlipft, um das Bauteil A zu erhalten. Das Bauteil B wurde aus
einem Plasmid mit einem Gehalt am reifen HGH-Gen, das vorher
fir die direkte Expression mit einem Gehalt an 23 Aminosduren
der synthetischen kodierenden Sequenz am NHZ-terminalen Ende
aufgehakt worden ist, hergestellt. Ein Plasmid mit einem Ge-
halt an diesem Gen wurde mit PvuIl im HGH-Gen und BamHI im
TcR-Gen geschnitten. Das grosse Fragment mit einem Gehalt am
Grossteil des Gens wurde sodann mit synthetischer DNA, die das
Ende des HGH-Gens (TAG) dupliziert und eine HindIII-Stelle
schafft, verkniipft. Die HindIII-Stelle wurde mit dem HindITII/
BamHI-Fragment von pBR322 als der dritte Faktor einer Ver-
knipfung mit 3 Faktoren verkniipft, wodUrch man ein Plasmid mit
einem Gehalt am Bauteil B erhielt.

A und B wurden sodann gemdss Fig. 14 zu Bauteil C vereinigt.

C wurde weiter unter Bildung von D modifiziert, wo die HindIII-
‘Stelle in eine EcoRI-Stelle verwandelt war. Das so erhaltene
EcoRI-Stiick wurde in die EcoRI-Stelle des Hefeexpressionsplas-
mids YEpIPT zur Expression des preHGH-Gens in Hefe eingesetzt.
Das Bauteil E wurde ebenfalls unter Verwendung des bei D ein-
gesetzten Konverters hergestellt, um ein reifes Interferongen
(ohne Sekretionssignalfrequenz) an einem EcoRI-Fragment zur
Expression in YEpIPT zu erhalten.

Expression von reifem HGH und preHGH in Hefe

Das mHGH-Bauteil (E) in YEpIPT wurde in den Stamm pepi-3 trpt-
(20B-12) gebracht. Extrakte unter Verwendung von Giasperlen
wurden gemidss der vorstehend geschiiderten Methodik hergestellt.
Jedoch wurden die Glasperlen zu 10 ml pelletisierten Zellen
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mit 0,5 ml 0,1-prozentigem SDS gegeben. Verdiinnungen wufden in
Pferdeserum durchgefiihrt. RIA-Tests erfolgtem gemiss (44).

RIA ergab, dass HGH in einer Menge von etwa 0,5 Prozent des
gesamten Hefeproteins bei A660 an 1,0 (O,5vmg/Liter/A660) ex-
primiert wurde. Im Medium wurde kein HGH nachgewiesen.

Das preHGH-Bauteil (D) in YEpIPT wurde ebenfalls in Hefe ein-
gebracht. Zellen und Medium wurden auf HGH getestet. Ein ge-
ringerer Expressionsgrad wurde in den Zellen (0,08 mg/Liter/
‘A66O) festgestellt, entsprechend 0,08 Prozent des gesamten
Hefeproteins. Somit betrdgt der Expressionsgrad etwa 1/6 der
Expression von reifem HGH, ein Ergebnis, das starke Ahnlichkeit
mit dem Ergebnis bei Leukozyteninterferon zeigt. Jedoch ist
~dieser Vergléich méglicherweise nicht angebracht, da die Kodon-
~verwendung von reifem HGH (44) sich fiir 23 Aminos#duren von den
gleichen Aminosduren filir preHGH unterscheidet. Dieser Unter-
schied kann zum unterschiedlichen Expressionsgrad der beiden
Produkte fiihren (45). 10 Prozent oder 8 pe/liter/(Agc, = 1)
des in der Zelle exprimierten Anteils finden sich im Medium
| von preHGH exprimierender Hefe. In einem 10 Liter-Fermenter
bei A550 = 85 erfolgt ebenfalls eine etwa 10-prozentige Se-
kretion mit 1 mg/Liter HGH in den Medien.

Natur der preHGH-Expression

Ein Vergieich des HGH-Proteins in der Zelle mit dem ausser-
.halb der Zelle wurde mit dem VorStehend erlduterten Western-
N Blottingverfahren durchgefﬁhrt.'Die Ergebnisse zeigen ein

' Medium hochdichter Fermentierung (A550 = 85) von preHGH expri-
mierender Hefe. Eine einzige Bande entsprechend der Grésse von
reifem HGH, ist vorhanden. Diese Bande entspricht 1 bis 2 Pro-
zent des Hefe-Mediumproteins. '

Wird dieses Medium-HGH durch Antikdrperaffinitdtschromatogra-
phie (Hybritech Ab) und HPLC, wie bei den Interferonen, gerei-
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nigt, so zeigt die NH2-terminale‘SeqUenzierung, dass es sich
bei nahezu 100 Prozent des HGH um reifes HGH handelt (die Se-
quenzierung wurde fir 10 Reste duréhgefﬁhrt),'wie teilweise
in Fig. 13 gezeigt ist. Somit wird das gesamte Medium HGH
genau dem ProceSSiDg unterworfen} wie es bei menschlichen
Zellen der Fall ist. . | | B
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Erfindungsanspruoh

1. Verfahren zur Herstellung von fiir einen Hefeorganismus

2e

3.

4,

Se

heterologem Protein mittels Expression, Processing und
Sekretion durch Hefe, gekennzeichnet dadurch, daB man
einen Hefeorganlsmus mit einem Expressionstriger transe
formiert, der funktionell DNA beherbergt, die das Protein
und ein heterologes Signalpolypeptid kodiert, eine Kultur
des transformierten Organismus herstellt die Kultur

zilchtet und das heterologe Protein aus dem Kulturmedlum
gewinnt,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch daB man
Humaninterferon herstellt, .

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB man
Humanleukozyteninterferon herstellt,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf man
Humanleukozyteninterferon A oder D herstellt,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf man
den Hefeorganismus Saccharomyces cerevisiae ‘verwendet,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, da8 man
als heterologes Signalpolypeptid ein Hybrid des fiir
dieses Protein nativen Signals und eines zweiten hetero-
logen Signalpolypeptids verwendet.

~TCEPAQR w4 47 0 5 s
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8.

9.

10,

AP C 12 N /248 613 3
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Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, da man
den Hefeexpressionstriger YEp1PT verwendet, der funktio=-
nell DNA beherbergt, die ein zum Hefeorganismus hetero~
loges Protein kodiert.

Verfahren nach Punkt 7, gekennzeichnet dadurch, daB der
Hefeexpressionstriger zusitzlich DNA beherbergt, die ein
heterologes Signalpolypeptid im translationalen Lese~
raster mit der das heterologe Proteln kodlerenden DNA
kodlert

Verfshren nach Punkt 8, gekennzeichnet dadurch, daB es

~sich bei dem heterologen Signalpolypeptid um ein Hybrid

des fiir das Protein nativen Signals und eines zweiten
heterologen Signalpolypeptids handelt,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf man
einen Hefeexpressionstriger verwendét, der funktionell
DNA beherbergt, die HumanleukozytennDA-S1gnalpolypeptid
im translationalen Leseraster nit Humanleukozyten~A-
Protein kodiert,

Hieru 20 Selten Zenchnungen

onatmanmnenamnt

TFOTO an vy PRV
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IFN-7 862 bp EcoRI-Tragment

FIGUR 7

i

EcoRI, Ddel
Isolation des 600 bp-Fragments

P

T4 DNA ligase
EcoRI

Isolation des 765 bp-Fragments

EcoRL EcoRI
oo T e o §
|
Sou3A MboXl Sau3A
Ddel MboIl i
EcoRL , Mbol
Isolation des 184 bp-Frag-
EcoRL Y ments
1B
MboTL
_ DdeX
Denaturion
votZTS'-ATGAAATATACA—3'
. n N R
: Synthetischer Primer
'~ ATGAAATATACA
3' ——GCTACTTTATATGT——5".
4
TTAG
Klenow DNA- ~ ©
Polymerase
Isolation des 178 bp-
fragments
Y DdeI
5' ATGAAATATACA-———I—
TACTT TATATGT—
T4 DNA-ligase
TSI | FooRT+Ddel
hetischer Isolation des 165 bp-Fragments
>RI-linker
Y
AATTCAAAATGAAA C
GTTTTACTTT GAAT
_ met lys
AATTCAAAATGAAA oy
GTTTTACTTT -

CTTAA

pre-IFN -7 RI-fragment



268613 3

An9I4
= d
{"a st T1o] g =NiI __ gai o1V XI
1Y 023 Ir/ba " Iy 093
A o | X
| g 41819 o g-NAL 24 _ _
Iy 023 /68 Iy 093 “
“ Z —NJT [ £33  oivjvyv-Iy023 Ix
“ 1y 023 3 | ,
I zuanbag :
“ £ -N4L i L300 o 2421 yhbff =S n
I Iy 023 “ “ VNQ> dqQG
" £ -NJT 91V “ o3 ¢
_
! I 093 Iy 093 !
= d .
_ VNG 72 —ogor (v 41387) 2v~—-NJI ] vagsal 91V ) . AL
14097 I isd | “ Iy 023
37) 2D= _
onaE =5 (V 4131) 29-N4L o] | I
Iy 023 I isd Iy .Sm; "
b (G3T57) T2-NAT [ geid o1 I
“ 14 093 | 169 ! Moy
_
m (CIERCH M E 51V ! I
: |
| Iy 003 n/bg 14023 N
I ! | !
! | ZN3INO3S | ZN3ND3S |
“mu._.mu>20v.“ ~NOY344H3IN! =zaras “ TUNOIS “
{ ] ’ |

INIONOYHIITILNI ALAANIMIIA JIWSYIISNOISSIIAXITTITH WI

)

B A A o) »
= o it e, e e Boareant I 4 b et Bt Gt ML T S (VO ~-balitre, G P et O, - o G 4.

- -_
\

(N p— s T

N\ ]




P

268613 3

’%

AKTIVITAT BEI DER BIOLOGISCHEN BESTIMMUNG

(=)

(Einheiten/ml)

,Acwﬁcsumv LIAZ

/
/ \\
/
/'’
57
\\MN \‘4-q
VYV

00L

0]0]°;

FIGUR

009

9

i

T

i/
3

-G MRL1933 %67/



248613 3
. (o) 099y

o 0
— O
LB !

L } | i

ZELLEN

1 ] |

10}
5

|
(o) Te} o u
M

]
To]
" 4V N -

(o-) UOIIDJUBWIIDY JBHT /NN

-

13

2

10

ZEIT (Std.)

FIGUR

10a



248613 3

HMEDIEN

| 1 |

o O = ©
[ N o ¥

3.0

(o--0) UOIIDJUBWIIBY JD

!
O

n/nw

’

13
(ERNTE)

12

1)

ZEIT (Std.)

~ 10b

FIGUR



EN

248613 3

(lw/Ny-0l) IYITATINYNOYIAYILNI

O <

- 81

11

N3INOILAVYAL
$¢ 2¢ 0€ 8292 ¥2 2202 81 9l vl 2l Ol 8

A4nNoO14d

ol
el
vi
ol

02
-
ve
1224
82
oe
A%




' /qéﬂc7

reifes

LeIF A ™~

L4

herausgeschnittenes
preLeIFA T}

TS VIR TR TR T RS TR

11 11 1]

\

T
5

10 15 20 25 30 35 40 45 50 5
Fraktion- Nr.

FIGUR

12

60 6

268613 3



~

)

248613 3

juanbag-y J1a1 SITSX _ - 2 b u-.—ucm:mco.._uouduM|<\n 2ad

€1 Ano51Td

) UNTPSUSUN}SYoeM WT
2001 : (z01) U SUN3SUORM
E SUOTTYOSUSIY

ayg naq Siy 13g naq o0ig @11 ayJ oag ayq BV a3§ A1H n1p ulo wA dig oag naq 8Ly naq naq A19 BYq BV NI N NI 33§ A4l g2y asg 419 ayy eIV oW

Iuanbag-Hon - IFF3 [ u:v:vum-::w._eh:ouuv.&u.wnzo_iuu

uH

dsy naq aas s1j 3yl N9 03g na dsy sky A1p Mo 2ag s£9 13g 23g s 8L) A3g NI 1BA 1FA 01O IV IDH N NI RV 9yg oad aag eIV 1IN

UNTPOWSIM3SYoeM WL
257 28 - = (%0€) u0aa3zaa3u]

»:u:vu.wé 31921 I23Tax _ - 2uanbog-1RPu3TIsSU0LIAYIG-A aad
2KLE %S5 z11 ; ) (206) uoasjiajul
mu.‘un_*&e-nanuuwm pun
“ saapIny]dzeIIW}
w9 z9¢ SYoTU . ' (z01) UNTPSUSUNISYORM

¢_\ . ._\ ._s U UOTDFABIUT

L19 neq asg 81| Ayl ulp oxg naq dsy s4) A19 1eA a8s sfp avg dag 8L 84D a9g NI VA TPA R BIY I NI nIT BIY dUd 0agd 1ag BV IA9H

ot 6 8 L 9§ 7 € 4 1 1- z- €- %= §- 9- [~ 8- 6- 01- 11~ ZI- €1- 91~ SI- 91~ L1~ 81~ 61~ OZ- 1Z- Ti- £2-

‘orreasaTeds
~UaTIeZIaTIObNES

af2if yoamp NoRP2d pun ‘@ 4191 (@ 339) 'V 211 (V/Q 31d) woa Bu1ss3301g
} : .



e

248613 3

1

danNsi1id

. 1384y —_—
d UT STM I93I2AUOCH TeuoTaTh snid TIIPUlH ! olv 1ye?3
uag-Hot SOFTL
13312AU0y -] §023~-NZ-IITPUTH
V90 IOVVLID ' 138
D11vvHidov I1IPUTH | usg9~HoH aad o1V »140°1
. < >& - v re
. 110Ad I3sd -
I1IPUTH i 91V xI14¥0°3
.uay-HoH @ad
ddogssuorje(suer] mn? .
$1q Ns»xrumcu@ézmu
490 :Sumi,iac ITIPUTH
nZ 1 NAd WoA 32312AU0) (1-207 Houd sne ) HOH S°oFTea 138d
Yvoo hmbuk<u<«.ouu<u Vo Jaun3s ; ¥ | —_—
Huboéuucuou.suuhopb 11nad 1 91V 14023
1iipom A4
ddoissuorjeysuelj~-HOH
UNd SUOSTI2YIuds
S ] ‘ 0999V900191VODIVL
TENSs v 13sd 13sd 112dH 00 1099VOVIDID IV LLVV
11nad VNG HOH . VNG® HOH M SCEE

v



¢3

248613 3

INSERTION EINER ECORI?STELLE IN DIE 5'-FLANKIERENDE
DNA DES 3-PHOSPHOGLYCERAT-GENS von HEFE

F—141bp —f
£ccRI Hind Il Pwl Sou3A HincIl " HoelI EcoRT

l ATGl Sou3A -I —I gl
130000 | 265b0lagbe 1 § v ] . l

[ " PGK-6en
Insertion

EcoRI-Xba I
Stellen

FIGUR A
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PGK-Stxukturg
und flankieren
DHNA

Hoe I, Hinc IL
Isolation des 650 bp-Fragments

Hoe Tl Pvul Sou3A HincTl

L

-
Transkription

Xba 1 _

KIenow—Fol, I+ VerschweiBen des Primers .
y 4 aNTPs ' ' 5'-ATTTGTTGTAAA

Bom HI Klenow-Pol. I +

Isolation des l 4 dNTP's
v Vektors vam Gel Sou 3

3 e AAATGTTGTTTAS' ,
5" ———t e T T TACAACAAAT ———3'

- 3'~5'Exonuclease

Sou 3A
Isclation des 39 bp-Fragments

AAATGTTGTTTA

5'GATC TTTACAACAAAT

FIGUR. C
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