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Verfahren zur Herstellung eines Hefehybridvectors, der einen oder mehrere DNS-Inserts enthalt,
weche DNA-Inserts jeweils ein fir ein zu Hefe heterologes Polypeptid kodierendes DNS-Segment
enthalten, welches unter der Transcriptionskontrolle eines Hybridpromotors steht, der aus einem
5'-Upstream-Promotorelement mit UAS(n) des Hefegens PHO5 und einem 3'-Downstream-
Promotorelement von einem anderen Hefegen als dem PHO5-Gen, das Transcriptions-
Initilerungsstellen einschlieBlich einer funktionellen TATA-Box aufweist, besteht, gekennzeichnet
dadurch, daR ein Hybridpromotor, der aus einem 5'-Upstream-Promotorelement mit UAS(n) des
Hefegens PHO5 und einem 3'-Downstream-Promotorelement von einem anderen Hefegen als
dem PHO5-Gen, das Transcriptions-Initiierungsstellen einschlieBlich einer funktionellen TATA-
Box aufweist, besteht, mit einem DNS-Segment, das fiir ein zu Hefe heterologes Polypeptid codiert,
so verknipft wird, daR das DNS-Segment unter der Transcriptionskontrolle des Hybridpromotors
steht, und daR wahlweise eine oder mehrere erzeugte lineare DNSnin eine Vector-DNS eingebaut
werden. :

Verfahren zur Herstellung eines Hefehybridvectors geméR Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch,
daR der Hybridpromotor aus einem 5'-Upstream-Promotorelement mt UAS(n) des Hefegens
PHO5 und einem 3’-Downstream-Promotorelement des Hefe-Gens GAPDH, das an den
Nucleotiden —300 bis —180 des GAPDH-Gens beginntund an dem Nucleotid —1 des GAPDH-Gens
endet, besteht. ) )

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dals der Hybridvector einen bis vier DNS-
Inserts enthalt. o :

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dal3 der Hybridvector einen DNS-Inserts
enthalt. ‘

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf der Hybridplasmid oder ein linearer
DNS-Vector ist.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf der Hybridvector eine DNS-Sequenz
enthalt, die fur ein Polypeptid hdherer eukaryotischer Herkunft codiert.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf3 der Hefehybridpromotor direkt mit der
Codierungsregion des reifen Polypeptids verkn(ipft wird, wobei ein ATG an der Verbindungsstelle
eingefligt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf? die Polypeptid-Codierungsregion fur
ein Polypeptid mit einer Signalsequenz codiert. ' :

. Verfahren zur Herstellung eines Hybridvectors nach Anspruch 1, der die Fahigkeit zur Replikation

und phenotypischen Selektion in einem Hefewirtsstamm besitzt und der einen
Hefehybridpromotor und eine fir ein heterologes Polypeptid codierende DNS-Sequenz aufweist,
gekennzeichnet dadurch, dal3 die DNS-Sequenz zusammen mitdem Tra nscriptions-Start- und
-Terminationssignal sowie dem Translationsstart- und -Stoppsignal in dem Hybridvector unter der
Kontrolle des Hybridpromotors derart angeordnet ist, dal3 in einem transformierten Hefestarmm
das Polypeptid exprimiert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dafd es sich bei dem 5'-Upstream-
Promotorelement um das 368 bp BamHI-BstEll-Fragment der 5'-Region des Hefegens PHO5
handelt.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dal3 es sich bei dem 5’-Upstream-
Promotorelement um das 268bp BamHI-Clal-Fragment der 5'-Region des Hefegens PHO5
handelt. :

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daR es sich bei dem &'-Upstream-
Promotorelement um das 100 bp Clal-BstEll-Fragment der 5'-Region des hefegens PHOS
handelt.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daR es sich bei dem 5’-Upstream-
Promotorelement um die 31 bp DNS der Formel

GAAATATATATTAAATTAGCACGTTTTCGCA

CTTTATATATAATTTAATCGTGCAAAAGCGT

handelt.
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14. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnetdadurch, dald der Hybridpromotor UAS 1 (PHO5) und
UAS 2 (PHOS5) enthalt.

15. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf3 der Hybrndpromotor UAS1 (PHOb)

“enthalt.

16. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf3 der Hybridpromotor UAS2 (PHO5)
enthalt.

17. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch dal das 3'-Downstream-Promotorelement
von dem Promotor eines Hefegens abgeleitet ist, das fur ein glycolytisches Enzym codiert.

18. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dal3 das 3'-Downstream-Promotorelement
von dem Hefegen GAPDH abgeleitet ist.

19. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf3 das 3'-Downstream-Promotorelement
die Nucleotide ~199 bis —1 des Hefegens GAPDH aufweist.

20. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf? das 3'- Downstream Promotorelemeént
die Nucleotide —263 bis —1 des Hefegens GAPDH aufweist.

Hierzu 10 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Hefehybridvectors, der einen oder mehrere DNS-Inserts enthalt,
welche DNA-Inserts jeweils ein fiir ein zu Hefe heterologes Polypeptid kodierendes DNS-Segment enthalten, welches unter der
Transcriptionskontrolle eines Hybridpromotors steht, der aus einem 5'-Upstream-Promotorelement mit UAS(n) des Hefegens
PHO5 und einem 3'-Downstream-Promotorelement von einem anderen Hefegen als dem PHO5-Gen, das Transcriptions-
initilerungsstellen einschlieflich einer funktionellen TATA-Box aufweist, besteht. '

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

In den tetzten Jahren wurden auf dem Gebiet der Gentechnik groRe Fortschritte erzielt, und einige Systeme, bei denen genetisch
manipulierte Mikroorganismen, vor allem Stdmme des Enterobakteriums Escherichia coli und von Béckerhefe {Saccharomyces
cerevisiae) angewandtwerden, sind jetzterfolgreich. Es besteht aber ein Bedarf an zusétzlichen und verbesserten Systemen, vor
allem eukaryotischen Systemen wie Hefen, die sich fir die wirtschaftliche und Grof3produktion von Proteinen in der Industrie
eignen. Gegenwartig stehen verschiedene Hefevectoren fir die Gen-Clonierung zur Verfligung. Flir die wirkungsvolle Expression
von Fremdgenen in Hefe missen strukturelle Hefecodierungssequenzen mit starken Hefepromotoren kombiniert werden, die
méglichst Regulatormerkmale zeigen soliten, die die exogene Kontrolle der Gen-Expression erlauben. Da man-annimmt, daf3 der
Wirkungsgrad der Expression {Produktbildung) eine Funktion der Stirke des verwendeten Promotors und proportional dazu ist,
widmen die Fachleute auf dem Gebiet der Gentechnik ihre spezielle Aufmerksambkeit der Entwicklung kréﬁiger
Promotorsysteme.
Eine in vitro Mutagenese von clonierten, fiir Proteine codierenden Hefegenen und ihr Wiedereinbau zuruck in Hefezellen zur
Funktionsanalyse haben die |dentifizierung verschiedener essentieller cis-wirkender Promotorelemente erméglicht (hinsichtlich
Referenz siehe L. Guarente, Cell 36, 799 [1984]). Beginnt man mit den die Proteincodierungsregion am 5’-Ende des Gens
unmittelbar flankierenden Elementen, so umfassen'diese Elemente:
— eine 5'-transcribierbare Flihrerregion, ziemlich A-T reich, die manchmatl ein CAACAACAA- (oder verwendetes Sequenz)-
Motiv enthalt.
— Transcriptions-initiierungspunkte, die etwa 40 bis 60bp (Basenpaare) (manchmal mehr) vom Translations-Start-Codon ATG
entfernt liegen, was gewdhnlich auf eine Multiplizitdt von mRNS-Startstellen verschiedener Stérke hindeutet,
— eine TATA-Box (manchmal mehrals eine), die etwa 40 bis 80bp von den Transcriptions-Initiierungspunkten entferntliegt und
vermutlich als essentielle RNS-Polymerase Il Erkennungsstelie dient,
— Upstream-Aktivierungsstelie(n) (UAS), présumptive Target-Stellen flir Regulator-Proteine, die etwa 100 bis 300bp.vor der
(upstream) TATA-Box liegen.
Die UAS wirkt in einer anderen Weise als die Regulatorstellen, die in Procaryoten gefunden wurden, und dhneln eher den
Verstirkerstellen der Sdugetiersysteme. Ziemlich ausfiihrliche Angaben stehen Gber die Hefe GAL1, GAL7, GAL10-
Ansammlung zur Verfligung, wonach ein positiv wirkendes Regulator-Protein {(GAL4 Genprodukt) direkt mit der UAS von
GAL 1-GAL 10 zusammenwirkt (Giniger, u.a., Cell 40,767 {1985]).
Durch Fusion von Promotorsegmenten, die die UAS von GAL1-GAL 10 vor der TATA-Box des Hefegens CYC1 codieren, wurde
ein Hybridpromotor erzeugt, dessen Transcription jetzt unter der Kontrolle der UAS von GAL1-GAL 10 steht, d.h. GAL4 gen-
abhéngig [L.Guarente, u.a., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79 7410 [1984]). Eine dhnliche Konstruktion erfolgte durch Verschmelzen
von Promotorelementen von CYC1 und LEU 2 [L.Guarente, u. a., Cell 36, 503 [1984]). Diese beiden Beispiele enthalten
Promotorelemente und Proteincodierungsseqyienzen von Hefe, und es gibt keinen Beweis, daR diese Systeme auch mitin bezug
auf Hefe fremden Genen funktionieren.
in einer klrzlich veréffentlichten Patentanmeldung (PCT 84/4757) wird ein UAS-Element des Hefegens PGK beschrieben. Es wird
das Vorhandensein eines wichtigen Promotorelementes, das zwischen den Positionen —324 und —455 (von dem ATG) liegt,
gezeigt. Es wird behauptet, dal die Stérke jedes anderen Hefepromotors durch den Zusatz dieses Elementes vor anderen
Promotoren potenziert wiirde. Es wird jedoch kein Beispie! zum Beweis dieser Behauptung angefihrt, die Argumente basieren ~
lediglich auf negativen Daten (Zerstérung eines Promotors). Es ist durchaus méglich, dal’ das Element ein wesentlicher Teil des
PGK Promotorsist, es ist aber zweifelhaft, ob ein solches Element als Teil eines Hybridpromotors wirken kénnte. AuulRerdem ist
die UAS von PGK nicht mit dem Regulatorsignal assoziiert, d. h. es ermdglicht keine Expressionskontrolle (Transcription) der
davor gelegenen (Downstream-) Codierungssequenz durch ein spezifisches physiologisches Signal.
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Einige der Promotoren glycolytischer Gene werden in Gegenwart von Glucose induziert. Sie kdnnen potentiell unterdrickt
(turned off) werden, wenn die Zellen in einem glucose-freien Medium gezichtet werden. Das bedeutet, daR Hefewirtszellen
transformiert und in einem Medium regeneriert werden missen, in dem Glucose durch andere Kohlenstoffquellen (Acetat,
Glycerol, Lactat usw.) ersetzt ist, um die Zellen gegen ein potentiell schidliches oder tédliches Genprodukt, das sich in der Zelle
ansammelt, zu schiitzen. Da die Regeneration von Protoplasten [A.Hinnen, u.a., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 1929 [1975]) oder
von mit Salz behandelten ganzen Zellen {lto, u.a., J. Bacteriol. 153, 163 {1983]) im allgemeinen in einem reichen Medium
vorgenommen wird, um eine rasche Regeneration der Zellen und die Bildung von Kolonien zu erméglichen, setzen alle derzeit
benutzten Transformationsprotokolle Glucose als Kohlenstoffquelle ein. Es wird erwartet, daR die Regeneration und Gewinnung
in einem glucose-freien Medium sehr schiecht vor sich geht {wenn Uiberhaupt).

_ Im Fachgebiet ist allgemein bekannt, da® der zeitliche Ablauf der Expression reguliert werden muf, damit das Protein auch
wirklich nur in groBen Mengen erzeugt wird, wenn die Zelle die groRen Mengen von Fremdproteinen am besten tolerierenkann,
d.h. auBerhalb der Wachstumsperiode. Es empfiehlt sich auch, die Regulierung der Expression nicht von dem Vorhandensein
oder dem Fehlen der fir mikrobiologisches Wachstum wichtigsten Kohlenstoffquelle, d. h. Glucose, abhangig zu machen.
Regulierbare und kréftige Promotorsysteme, die diesen Bedingungen herkdmmlicher undtechnisch durchflihrbarer Expression
von Fremdgenen durch Hefe entsprechen, sind im Fachgebiet kaum bekannt. Es besteht daher die Notwendigkeit, solche
Promotorsysteme zu entwickelin.

Uberraschenderweise wurde jetzt gefunden, daR die Kombination der TATA-Boxregion von Promotoren, die die Expression von
am glycolytischen Ablauf betsiligten Enzymen kontrollieren und van denen allgemein angenommen wird, daR sie zu den
starksten derzeit bekannten Promotoren gehéren, mit Upstream-Promotorelementen eines regelbaren Promotors, dessen
Repression oder Derepression nicht vom Vorhandensein oder Fehlen einer wichtigen Komponente des Nahrsubstrates, wie
einer essentiellen Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle, abhéngig ist, zu starken Hybridpromotoren flikrt, die die fir technisch
anwendbare Promotorsysteme festgelegten Bedingungen erfillen.

Ziel der Erfindung

Durch die Erfindung wird ein verbessertes Verfahren zur Herstellung eines Hefehybridvectors, der einen oder mehrere DNS-
Inserts enthalt, zur Verfligung gestellt.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Hybridpromotoren anzuwenden, vor allem Promotoren glycolytischer Gene, die fiir
die wirksame Expression von Fremdgenen in Hefe unter die Kontrolle der UAS des Saurephosphatasegens PHO5 gebracht
werden.

Die neuerdings isolierten UAS-Signale des Hefegens PHO5, von Hybridpromotoren, die die PHO5-UAS-Signale aufweisen,
Hybridvectoren, die soiche Hybridpromotoren enthalten, und mit solchen Hybridvectoren transformierter Hefewirts sind weitere
Gegenstinde der Erfindung.

Weitere erfindungsgemaBe Aufgaben betreffen Verfahren flr die Erzeugung der UAS-Signale, der Hybridpromotoren, der
Hybridvectoren und der transformierten Hefewirte und die Anwendung der transformierten Hefewirte fiir die Herstellung von
Polypeptiden.

Ausfiihrliche Beschreibung der Erfindung:-

1. Upstream-Aktivierungs-Sequenzen des Ssurephosphotase-Hefegens (PHO5) und von Hybridpromotoren

Die Erfindung betrifft Upstream-Aktivierungs-Sequenzen, die von dem Hefegen PHOS abgeleitet sind, sowie deren Anwendung
fur die Herstellung von Hybridpromotoren. ‘ o

Bis zu der Erfindung war es im Fachgebiet nicht bekannt, ob es eine oder mehrere Upstream-Aktivierungsstellen {oder
Sequenzen ,,UAS“) gibt, die die Transcription des Hefegens PHO5 modutieren. Das PHO5-Gen codiert fir eine unterdriickbare
Hefesaurephosphatase. Ihre Repression erfolgt bei einer hohen Konzentration in anorganischem Phosphat und ihre
Derepression unter Mangel an anorganischem Phosphat [B. Meyhack, u.a., EMBO-J, 1, 675 [1982}).

Die Analyse der 5'-Region des PHO5-Gens hat jetzt zur Identifizierung von cis-wirkenden Elementen geflihr, die die Transcription
des PHOB-Gens modulieren. Ein 623 bp BamHI-Sall-Fragment der 5-Region des in den Phagenvector M13 mp9
(Rekombinantvector M 13 mp9/PHO5 Bam-Sal, siehe EU-PA 143-081) clonierten PHO5-Gens wird mit Exonuclease Bal 31
digeriert, wobei von der Bam-Stelle aus begonnen wird, undin einem anderen Versuch, von der Sal-Stelie aus. Dadurch wird ein
Satz verkiirzter PHO5-Promotorfragmente erzeugt, die der Sequenzanalyse unterzogen und mit synthetischen EcoRl-Linkern an
den verkirzten Enden versehen werden. Durch die Kombination von an der Sal-Stelle vekirzten Fragmenten {, linker Arm
Promotor-Fragmenten”) mitan der Bam-Stelle verkiirzten Fragmenten (, rechter Arm Promotar-Fragmenten”) wird ein Satzvon
Deletationsmutanten der PHO5-Promotor-Region geschaffen, die auf ihre Fahigkeit zur Auslésung der Expression des PHO5-
Strukturgens hin gepriift werden. Es wurde ermittelt, da die Deletion zwischen den Nucleotiden —225 bis —263 zu einer
finffachen Verringerung der Saurephosphatase-Aktivitt fihrt, und Deletionen zwischen den Nucleotiden —381 bis —392 oder
swischen den Nucleotiden —346 bis ~369 eine zehnfache Verringerung der Saurephosphatase-Aktivitat ergeben (hinsichtlich
der Numerierung der Nucleotide siehe Figur 1 der beigefiigten Zeichnungen). Diese Wirkungen werden den Upstream-
Aktivierungssstellen (UAS) zugeschrieben, die fiir die PHO5-Expression von Bedeutung sind. Die UAS in der Nachbarschaft von
Nucleotid —365 ist in einem 268 bp BamHi-Clal-Fragment (Nucleotide —274 bis —541) der 6'-Region des PHO 5-Gens enthalten
und wird ais UAS 1(PHO5) bezeichnet, wihrend eine UAS-Region in der Nachbarschaft von Nucleotid ~245 in dem 100bp
Clal-BstEll-Fragment (Nucleotide —174) bis —273) der 5'-Region des PHO5-Gens enthalten ist und als UAS 2(PHO5) bezeichnet
wird. . .

Die Erfindung betrifft vor allem die Upstream-Aktivierungs-Sequenzen UAS (PHO5) und UAS 2(PHOS5) , die in dem BamH!-
BstEll-Fragment zwischen den Nucleotiden —174 und —541 des PHO5-Gens enthalten sind.

Die Erfindung betrifft weiterhin die Upstream-Aktivierungs-Sequenz UAS 1(PHOS), die in dem BamHl-Clal-Fragment zwischen
den Nucleatiden —274 bis —541 des PHO5-Gens enthalten ist, und die Upstream-Aktivierungs-Sequenz UAS 2(PHO5), die in dem
Clal-BstEll-Fragment zwischen den Nucleotiden —174 bis —273 des PHO5-Gens enthalten ist.
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Besonders bevorzugt wird die Upstream-Aktivierungs-Sequenz UAS 1(PHO 5). Die genaue Lage des UAS 1-Regulatorsignals
innerhalb des BamHI-Clal-Fragmentes konnte bestimmt werden. Danach ist das UAS 1-Regulatorsignal in einem 31bp DNS-
Fragment (Position —381 bis —351) der PHO 5-Promotor-Region) enthalten. Vorzugsweise ist das Fragment auf beiden Seiten mit
stumpfendenden Linkern, die geeignete Restrikationsstellen enthalten, oder mit abgestuften Enden versehen, die spezifisch fir
eine Restrikations-Endonuciease wie EcoRl sind. Das 31 bp Fragment hat die folgende Sequenz:
GAAATATATATTAAATTAGCACGTTTTCGCA

CTTTATATATAATTTAATCGTGCAAAAGCGT

Das Verfahren zur Herstellung von die UAS 1{PHO 5) und/oder UAS 2 (PHO5)-Sequenzen enthaltenden DNS-Fragmenten besteht
in der Spaltung einer das PHO5-Gen, das PHO Gen oder den 5’ Terminalteil davon enthaltenden DNS mit geeigneten
Restriktions-Endonucleasen und der Isolierung der verlangten Fragmente. Zum Beispiel wird das 623 bp BamHI-Fragment von
PHOS (supra), einschlieRlich des PHO 5-Promotors und eines Teiles der PHO 5-Codierungsregion, mit den Restriktions-
Endonucleasen BamHI und BstEll digeriert, und das resultiertende, beide Upstream-Aktivierungsstellen enthaltende 368bp
Subfragment wird isgliert. In analoger Weise ergibt die Spaltung des obigen BamHi-Sall-Fragmentes mit BamH! und Clal, oder
mit Clal und BstEll des 268bp BamHI-Clal-Subfragment, das UAS 1(PHO5) enthalt, bzw. das 100bp Clal-BstEll-Subfragment, das
UAS 2(PHOB) enthilt. Die Isolierung und Reinigung der Fragmente und Subfragmente wird durch herkémmliche MaRnahmen
vorgenommen, z.B. durch Agarosegel-Elektrophorese oder Polyacrylamidgel-Elektrophorese.

Die die erfindungsgemafien Upstream-Aktivierungsstellen enthaltenden DNS-Fragmente kénnen in eineran sich bekannten Art
verkirzt werden, z. B, durch partielle Digestion mit einer Exonuclease, beispielsweise Bal31, in einer solchen Weise, dal die
UAS-Funktion in dem verkiirzten Fragment erhalten bleibt. Die Verk(irzung kann an dem 5'-Ende oder an dem 3’-Ende der
Fragmente oder an beiden Seiten vorgenommen werden. Die Selektion derjenigen Subfragmente, in denen die UAS-Funktion
erhalten geblieben ist, erfolgt wie oben, und zwar durch Ersetzen der urspriinglichen, die UAS{n) enthaltenden Sequenzen durch
die verkiirzten Fragmente und Testen der resultierenden PHO 5-Promotor-Deletions-Mutanten hinsichtlich ihrer Fahigkeit, die
Expression des PHO5-Strukturgens auszuldsen. Die grfindungsgemaRen Fragmente und die verkiirzten Derivate davon, die eine
oder beide der Upstream-Aktivierungsstellen des PHO 5-Gens enthalten, kénnen mit synthetischen Linker-Sequenzen, die an
beide Enden angefiigtwerden, versehen werden, um die Konstruktion von Hybridpromotoren und die Anflilgung an einen Vector
zu erleichtern. . :
Die DNS-Fragmente sowie die verkiirzten Derivate davon, die die Upstream-Aktivierungsstelle(n) von PHOB enthalten, kénnen
auch durch chemische DNS=Synthese unter Anwendung herkémmlicher Techniken, die im Fachgebiet allgemein bekannt sind,
erzeugt werden. Entsprechende Techniken sind von S.A:Narang [Tetrahedron 39, 3 [1983]) zusammengestelit worden. Es
kdnnen vor allem die in EU-PA Nr. 146.785 beschriebenen Verfahren angewandt werden, diehier unter Bezugnahme einbezogen
sind. -

Weitere erfindungsgemaBe Aspekte betreffen die Anwendung der Upstream-Aktivierungsstellen des PHOS5-Gens fiir die
Erzeugung von Hybridpromotoren und Hybridpromotoren, die Upstream-Aktivierungsstellen des PHO5-Gens aufweisen.

Die Erfindung ist speziell auf Hefehybridpromotoren gerichtet, einschlieRlich eines, vor allem bestehend aus einem, 5'-
Upstream-Promotorelemen mit Upstream-Aktivierungsstelle(n) des Hefegens PHO5, und eines {einem) 3"-Downstream-
Promotorelement eines anderen Hefegens als dem Hefegen PHOS, das Transcription-Initiierungsstellen aufweist, die eine
funktionelle TATA-Box enthalten und dicht am Translations-Start-Codon enden.

Bei dem 5'-Upstream-Promotorelement handelt es sich vor allem um eines der oben spezifizierten DNS-Fragmente, besonders
um die 368 bp BamHI-BstEll-Fragmente, die UAS 1{PHO5) und UAS 2(PHO5) enthalten, oder das 268 bp BamHI-Cll-Fragment, das
UAS 1(PHO5) enthalt, cder verkiirzte Derivate davon, in denen die UAS Funktion erhalten gebljeben ist, wie das 31 bp Fragment,
das UAS 1(PHO5) enthalt, oder noch kleinere Subfragmente davon. . '

Das 3'-Downstream-Promotorelement ist vorzugsweise von dem Promotor eines stark verwirklichten Hefegens abgeleitet,
speziel von dem Promotor eines fiir ein glycolytisches Enzym codierenden Hefegens, wie dem Promotor des Enolase-
Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase- (GAPDH), 3-Phosphoglyceratkinase- (PGK), Hexokinase-, Pyruvatdecarboxylase-,
Phosphofructokinase-, Glucose-6-phosphatisomerase-, 3-Phosphoglyceratmutase-, Pyruvatkinase- (Pyk),
Triosephosphatisomerase-, Phosphoglucoseisomerase- und Glucokinase-Gens. Die 3'-Promotorelemente enthalten die TATA-
Box, die bei der Positionierung der Enzym-DNS-Polymerase I zur korrekten Transcription-Initiierung und der richtigen
Startpunkte der Transcription {Haupt-mRNS-Startpunkte) eine Rolle spielt. Unterhalb (downstream) der TATA-Box erstreckt sich
das 3'-Promotorelement in die Region zwischen dem Haupt-mRNS-Start-und dem Translations-Startcodon (ATG), vorzugsweise
bis dicht an das Translations-Startcodon. An der Upstream-Seite der TATA-Box enthalten die 3'-Promotorelemente anndhernd
50 bis 150 Original-Basenpaare. Die genaue Lénge dieser Upstream-DNS-Sequenz ist nicht kritissch, weil eine gewisse Flexibilitat
in den Abstanden zwischen des UASn und der TATA-Box vorhanden zusein scheint.

Das bevorzugte erfindungsgemafe 3'-Promotorelement ist von dem GAPDH-Promotor abgeleitet, von dem bekannt ist, dal3
ereiner der stirksten, im Fachgebiet bekannten Hefepromotoren ist. (Das Enzym GAPDH kann bis zu 5% der Trockenmasse von
S. cerevisiae erreichen, siche E. G. Krebs, J. Biol. Chem. 200, 471 [19563]). Vorzugsweise beginnt das 3'-GAPDH-Promotorelement
an Nucleotid —300 bis — 180 und endet an Nucleotid —1 des GAPDH-Gens. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung
urnfalt das 3'-Promotorelement die Nucleotide —199 bis — 1 des GAPDH-Gens. In einem anderen bevorzugten
erfindungsgemafen Ausfiihrungsbeispiel umfa3t das 3’-Promotorelement die Nucleotide —263 bis —1 des GAPDH-Gens.

Die erfindungsgemaRen Hybridpromotoren kdnnen ein einziges UAS(PHO5) oder mehrere UAS(PHO5) des gleichen Typs
enthalten, wie UAS 1{PHOB), die vorzugsweise in Kopf-Schwanz-Orientierung angeordnet sind. Hinsichtlich des 3'-
Promotorelementes kann (kdnnen) die UAS(n) die gleiche oder die umgekehrte Orientierung im Verhaltnis zur Orientierung des
urspriinglichen PHO5-Promotors aufweisen.

Die Bestandteile der erfindungsgemanen Hybridpromotoren, und zwar des Promotorelements, das UAS(n) von PHOS enthalt,
und des in TATA-Box enthaltenden Promotorelements, sind durch synthetische Linker, durch stumpfendende Ligation oder,
wenn 'moglich, durch natirlich vorkommende vertrigliche Restriktionsstellen verkniipft. Die &'- und 3-Enden der
erfindungsgemaRen Hybridpromotoren sind vorzugsweise mit synthetischen Linkern versehen, die die Ligation an eine Vector-
DNS und, am 3'-Ende, die Anfiigung an eine heterologe Protein-Codierungsregion ermdglichen.
Die erfindungsgeméRen Hybridpromotoren erfiillen alle Bedingungen, die an Promotoren, diein der Biotechnologie angewandt
werden kénnen, gestellt werden. Sie sind stark, induzierbar durch Substanzen, die sich von den essentiellen Kohlenstoff- oder
Stickstoffquelten des Nahrsubstrates unterscheiden und werden herkdmmlich im Laboratoriums- und Industriemal3stab
benutzt.
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Die Erfindung betrifft auch das Verfahren zur Herstellung von Hybridpromotoren, die ein 5'-Upstream-Promotorelement mit
Upstream-Aktivierungsstelle(n) des Hefegens PHO5 und ein 3’-Downstream-Promotorelement eines anderen Hefegensals.dem
Hefegen PHO5 enthalten, das Transcriptions-Initiierungsstellen einschlieRlich einer funktionellen TATA-Box aufweist und dicht
an dem Translations-Startcodon endet, wobei die Methode darin besteht, daf ein 5'-Upstream-Promotorelement, das Upstream-
Aktivierungsstelle(n) des Hefegens PHO5 enthlt, an ein 3'-Downstream-Promotorelement von einem anderen Hefegen als dem
PHO5-Gen, das eine funktionelle TATA-Box enthalt und dicht am Translations-Startcodon endet, verknlpft wird.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung erfolgt die Ligation der Promotorelemente durch synthetische Linker. Die
oben genannten Downstream-Promotorelemente von einem anderen Hefegen als dem PHO5-Gen werden durch partielle
Digestion des 5'-Endes eines starken Hefepromotors, zum Beispiel eines der oben genannten, der sich zu der Region zwischen
dem Haupt-mRNS-Start- und dem Translations-Starcodon erstreckt, mit einer Exonuclease, zum Beispiel Bal31, und durch
Anfiigung der resultierenden 5'-Stumpfenden an eine synthetische Linker-DNS hergestelit. Es werden Promotorelemente’
ausgewihlt, die die Transcriptions-Startstelle(n) und die TATA-Box, die etwa 50 bis 150 Basenpaare der Sequenzen 5’ bis zur
TATA-Box aufweisen, beibehalten. Die Selektion wird beispielsweise durch Spaltung der resultierenden Promotorelemente mit
der Restriktionsendonuclease, die die synthetische Linkersequenz an dem §"-Ende erkennt, und mit der Restriktions-
Endonuclease, die die synthetische Linker-Sequenz an dem 3'-Ende des Promotorelementes erkennt, und Bestimmung der
Lange des resultierenden DNS-Fragmentes mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese vorgenommen. Die 3'-Promotorelemente
kénnen auch durch chemische Synthese unter Anwendung von im Fachgebiet allgemein bekannter Methoden erzeugt werden.
Die erfindungsgemaRen Hybridpromotoren kénnen fiir die verstarkte und regulierte Expression von Saugetier-Genen in Hefe
verwendet werden. .

2. Hybridvectorer, die ein heterologes Polypeptid unter der Kontrolle von Hybridpromotoren codierendes Gen enthalten

Die Erfindung betrifft auch Hefe-Hybridvectoren, die einen oder mehrere DNS-Inserts enthalten, von denen jeder ein DNS-
Segment aufweist, das fiir ein zu Hefe heterologes Polypeptid unter der Transcriptionskontrolle eines Hybridpromotors codiert,
der aus einem 5'-Upstream-Promotorelement mit UAS(n) des Hefegens PHO 5 und einem 3'-Downstream-Promotorelement von
einem anderen Hefegen als dem PHO5-Gen besteht, das Transcriptions-Initilerungsstellen, sinschlieRlich einer funktionellen
TATA-Box aufweist. » '

Die erfindungsgemaRen Hybridvectoren werden aus der aus einem Hybridplasmid und einem linearen DNS-Vector bestehenden
Gruppe ausgewdh't.

Bei einem DNS-Segment, das fiir ein zu Hefe heterologes Polypeptid codiert, handelt es sich um eine DNS {Gen), die fir eine
groRRe Vietzahl von Polypeptiden, einschlieBlich glycosylierter Polypeptide, codiert, vor allem hdhere eukaryotische, speziell von
S#ugetieren abgeleitste, z. B. tierischer Herkunft oder speziell vom Menschen stammend, wie Enzyme, die beispielsweise fur die
Herstellung von Nahrstoffen und fur die Durchfiihrung enzymatischer Reaktionen in der Chemie eingesetzt werden kénnen, oder
nicht-enzymatische Polypeptide, die fir die Behandlung von Human- und Tiererkrankungen oder fir deren Verhdtung ndtzlich
undwertvoll sind, zum Beispiel Hormone, Polypeptide mitimmunomodulatorischen, Antivirus- und Anti-Tumor-Eigenschaften,
Antikérper, Virus-Antigene, Vaccine, Gerinnungsfaktoren, Nahrmittel und dergleichen,

Beispiele fiir derartige Polypeptide sind Insulin, Wachstumsfaktoren, wie epidermaler, insulin-artiger, Mastzellen-, Nerven- oder
Transformations-Wachstumsfaktor, Wachstumshormone wie Human- oder Rinder-Wachstumshormone, Interleukin, wie
Interleukin-1 ader -2, Human-Makrophagen-Migrations-Inhibitionsfaktor (MIF), Interferone wie Human-a-Interferon, zum
Beispiel Interferon-aA, o B, oD oder aF, 8-Interferon, y-Interferon oder ein Hybrid-Interferon, zum Beispiel ein a A-aD- oder ein
aB-aD-Hybrid-Interferon, Hepatitisvirus-Antigene wie Hepatitis-B-Virus-Oberflachen- oder -Kern-Antigen oder Hepatitis-A-
Virus-Antigen, Plasminogen-Aktiviatoren, wie Gewebe-Plasminogen-Aktivator, oder Urokinase, Tumor-Necrose-Faktor,
Somatostatin, Renin, 8-Endorphin, Immunoglobuline, wie Ieichten und/oder schweren Ketten von Immunoglobulin D, E oder G,
Immunoglobulin-Bindungsfaktoren, wie Immunoglobulin-E-Bindungsfaktor, Calcitonin, calcitonin-verwandtes Human-Peptid,
Blutgerinnungsfaktoren, wie Faktor 1X oder Vi ¢, Eglin, wie Eglin C, Desulphatohirudin, wie Desulphatohirudin-Variante HV1,
HV 2 oder PA, oder Human-Superoxiddismutase. Bevorzugte Gene sind diejenigen, die fir ein Human-a-interferon oder Hybrid-
Interferon, Human-Gewebe-Plasminogen-Aktivator (t-PA), Hepatitis-B-Virus-Oberflachen-Antigen (HBVsAg), insulinartigen
Wachstumsfaktor |, Eglin C und Desulphatohirudin-Variante HV 1 codieren.

Der Hybridpromotor ist vor allem einer der oben spezifizierten.

Die erfindungsgemafien Hybridvectoren kénnen einen oder mehrere DNS-Insert(s) enthalten, von denen jeder unter anderem
den Hybridpromotor und ein DNS-Segment aufweist, das fir ein zu Hefe heterologes Polypeptid codiert. Wenn die
Hybridvectoren mehrere DNS-Inserts, vorzugsweise 2 bis 4 DNS-Inserts, enthalten, dann kdnnen diese in einer
Tandemanordnung oder an verschiedenen Stellen des Hybridvectors vorhanden sein. Bevorzugte Hybridvectoren enthalten
einen DNS-Insert oder DNS-inserts in einer Tandemanordnung.

In den erfindungsgemé&Ren Hybridvectoren ist der Hefehybridpromotor operierbar mit der Polypeptid-Codierungsregion
verkniipft, um eine effektive Expression des Polypeptids zu gewdhrleisten. [h einem bevorzugten erfindungsgeméfien
Ausfithrungsbeispiel ist der Hefehybridpromotor direkt mit der Codierungsregion des ausgereiften Polypeptids mit einem an der
Verbindungsstelle eingesetzten Translationsstartsignal (ATG) verkniipft. Eine bevorzugte Region fir die Vereinigung des
Hefehybridpromotors mit der Polypeptidcodierungsregion ist die dem endogenen ATG unmittelbar benachbarte Region.

Bei <.ner anderen bevorzugten erfindungsgemafen Ausflihrungsform ist eine Signalsequenz in der Konstruktion enthalten.
Geeignete Signalsequenzen sind beispielsweise die PHO5-Signalsequenz, die des Hefe-Invertase-Gens oder die a-pre-pro-
Sequenzund Signalsequenzen, die nattirlich mit der zu verwirklichenden Polypeptidcodierungsregion verknipft sind. Alternativ
kénnen verschmolzene Signalsequenzen konstruiert werden. Es werden diejenigen Kombinationen bevorzugt, die eine exakte
Spaltung zwischen der Signalsequenz und der ausgereiften Polypeptid-Sequenz ermdglichen. Zusétzliche Sequenzen, wie Pro-
oder Spacer-Sequenzen, die spezifische Verarbeitungssignale tragen kdnnen oder nicht, kénnen gleichfalls in die Konstruktion
zur Erleichterung der einwandfreien Verarbeitung von Voridufermolekilen einbezogen werden. Alternativ kénnen
verschmolzene Proteine erzeugt werden, die interne Verarbeitungssignale enthalten, die eine angemessene Ausreifung in vive
oder in vitro gestatten. Vorzugsweise enthalten die Verarbeitungssignale einen Lys-Arg-Rest, der durch eine in der
Sekretionsbahn liegende Hefeendopeptidase erkannt wird.
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Nach der Expression des Gens gelangt das Genprodukt in die Sekretionsbahn und wird in den periplasmischen Raum
transportiert. Wenn eine weitere Exkretion durch die Zellwand in das N&hrsubstrat erreicht werden kann, miRte eine
betrachtliche Erhéhung der Ausbeutung moglich werden. Auch der Gewinnungsproze kann ohne Zerstérung von Zellen
vereinfacht werden. AuRerdem kann das Polypeptid ohne ein zusétzliches Methionin an dem N-Terminus gewonnen werden,
weil kein ATG als Translations-Startsignal vor der ausgereiften Codierungssequenz erforderlich ist. Da die Glycosylierung mit
der Sekretionsbahn in Beziehung steht, ist zu erwarten, daf’ das erzeugte Polypeptid glycosyliert wird {vorausgesetzt, dalR
Glycosylierungsstellen vorhanden sind). Es gibt verschiedene Merkmale, durch die glycosylierte Polypeptide gegentiiber
unglycosylierten Polypeptiden den Vorteil haben: die glycosylierten Polypeptide dhneln dem echten Polypeptid von
Sdugetierzellen mehr als es bei unglycosyliertem Polypeptid der Fall ist. Des weiteren ist die tertidre Struktur solcher Proteine
wahrscheinlich bis zu einem gewissen Grade von der Gegenwart von Glycosylresten abhingig.
Man nimmt an, daB in diesen Molekiilen vorhandene Kohlenhydratreste einen glinstigen Einflu? auf die chemische
Bestandigkeit und die pharmakologische Aktivitat haben.
Vorzugsweise weisen die erfindungsgemé&Ren Hybridvectoren auch die 3'-Flankierungssequenz eines Hefegens auf, das die
eindeutigen Signale flr die Transcriptionstermination und Polyadenylation enthélt. Die bevorzugte 3"Flankierungssequenz ist
die des Hefegens PHOS.
Die Erfindung betrifft speziell ein lineares DNS-Molekl, das im wesentlichen aus einem Hybridvector, der aus einem 5'-
Upstream-Promotorelement mit UAS(n) des Hefegens PHO5 und einem 3’-Downstream-Promotorelement von einem anderen
Hefegen als dem PHO5-Gen besteht, das Transcriptions-Initilerungsstellen, einschlieBlich einer funktionellen TATA-Box
aufweist, ein DNS-Segment, das flir ein zu Hefe heterologes Polypeptid codiert, wobei das Segment durch den Hybridpromotor
kontrolliert wird, und ein DNS-Segment, das die richtig angeordneten Transcriptions-Terminationssignale des Hefegens PHO5
enthalt.
Aufgrund der homologen 3'- und 5'-Flankierungssequenzen ist der gesamte lineare DNS-Vector, einschlieBlich der Polypeptid-
Codierungsregion, an der PHOS5-Stelle fest in das Hefechromosom integriert.
Die Erfindung betrifft vor allem kreisférmige Hybridplasmide, die auBer dem Hybridpromotor, der Polypeptid-Codierungsregion
und den 3'-Flankierungssequenzen zusétzlich DNS-Sequenz{en) enthalt, die unwesentlich oder weniger wichtig fiir die Funktion
des Promotors sind, d. h. flir die Expression der Polypeptidcodierungsregion, die aber wichtige Funktionen erfilllen kénnen, zum
Beispiel bei der Vermehrung der mit den Hybridvectoren transformierten Hefezellen. Die zusétzliche{n) DNS-Sequenz(en)
kénnen von prokaryotischen und/oder eukaryotischen Zellen abgeleitet sein und kénnen chromosome und/oder extra-
chromosome DNS-Sequenzen enthalten. Zum Beispiel kdnnen die zusétzlichen DNS-Sequenzen von Plasmid-DNS stammen
{(oder daraus bestehen), wie bakterieller oder eukaryotischer Plasmid-DNS, Virus-DNS und/oder Chromosomen-DNS, wie
bakterieller, Hefe- oder hoherer eukaryotischer Chromosomen-DNS. Bevorzugte Hybridplasmide enthalten zusatzliche DNS-
Sequenzen, die von Bakterienplasmiden, vor allen Escherichia coli Plasmid pBR 322 oder verwandten Plasmlden Bakteriophage
A, Hefe 2u-Plasmid und/oder Hefechromosomen-DNS abgeleitet sind.
Die zusétzlichen DNS-Sequenzen tragen insbesondere einen Hefg-Replikations-Ursprung und einen selektiven generischen
Markierer fir Hefe. Hybridplasmide, die einen Hefe-Replikations-Ursprung, z.B. ein chromosomes autonom replizierendes
Segment (ars) tragen, werden nach der Tranformation extrachromosomal innerhalb der Hefezelle gehalten und werden nach
Mitose autoriom repliziert. Hybridplasmide, die zu Hefe 2 u-Plasmid-DNS homologe Sequenzen enthalten, konnen gleichfalls
verwendet werden. Diese Hybridplasmide werden durch Rekombination in bereits innerhalb der Zelle vorhandene 2 u-Plasmide
integriert werden oder autonom replizieren. 2u-Sequenzen sind besonders fiir Hochleistungs-Transformations-Plasmide
geeignet und fihren zu hoher Kopieanzahl.
Als der selektive Gen-Markierer flir Hefe kann jedes Markierer-Gen verwendet werden, das die Selektion fir Transformanten
infolge der phenotypischen Expression des Markierers vereinfacht. Geeignete Markierer fiir Hefe sind vor allem diejenigen, die
antibiotische Resistenz verwirklichen, oder im Falle auxotropher Hefemutanten Gene, die Wirtsldsionen ergénzen.
Entsprechende Gene verleihen zum Beispiel Resistenz gegenliber dem antibiotischen Cycloheximid oder schaffen Prototrophie
" in einem auxotrophen Hefemutanten dem URA3, LEU 2, HIS3 oder TRP 1-Gen. Es ist auch mdglich, Strukturgene als Markierer zu
verwenden, die mit einem autonom replizierenden Segment assoziiert sind, vorausgesetzt, dad der zu transformierende Wirt fiir
das durch den Markierer zu verwirklichende Produkt auxotroph ist.
Es ist vorteilhaft, daB die zusétzlichen, in den erfindungsgemaRen Hybridplasmiden vorhandenen DNS-Sequenzen auch einen
Replikations-Ursprung und einen selektiven genetischen Markierer fiir einen Bakterienwirt, vor allem Escherichia coli, enthalten.
Es gibt niitzliche Merkmale, die mit dem Vorhandensein eines E. coli Replikationsursprunges und eines E. coli Markierers in
einem Hefeybridvector zusammenhéangen: Erstens kdnnen groe Mengen Hybridvector-DNS durch Ziichtung und Vermehrung
in E.coli gewonnen werden, und zweitens wird die Konstruktion von Hybridvectoren meist in E.coli unter Anwendung des
gesamten Repertoires von auf E. coli basierender Clonierungstechnologie vorgenommen. E. coli-Plasmide, wie pBR322 und
dergleichen, enthalten sowohl den E. coli-Replikationsursprung als auch generische E. coli-Markierer, die Resistenz gegeniiber
Antibiotika, zum Beispiel Tetracyclin und Ampicillin, verleihen und vorteilhaft als Teil der Hefehybridvectoren verwendet
werden.
Die zusédtzliche DNS-Sequenz, die beispielsweise Replikationsursprung v ~d genetische Markierer flir Hefe und einen
Bakterienwirt (siehe oben) enthilt, wird anschlieBend als ,Vector-DNS” bezeichnet, die zusammen mit dem Hefepromotor und
der Polypeptid-Codierungsregion ein erfindungsgemaBes Hybridplasmid bildet.
In einer bevorzugten Ausflhrungsform betrifft die Erfindung Hybridplasmide, die die Fahigkeit zur Replikation und
phenotypischen Selektion in einem Hefewirtsstamm haben, der einen Hefehybridpromotor und eine ein heterologes Polypeptid
codierende DNS-Sequenz aufweist, wobei die DNS-Sequenz zusammen mit dem Transcriptions-Start- und -
Terminationssignalen sowie Transiations-Start- und -Stopsignalen in dem Hybridplasmid unter Kontrolle des Hybridpromotors
so angeordnet ist, dal3 ihre Expression in einem transformierten Hefestamm zur Erzeugung des Polypeptids erfolgt.
Die erfindungsgemafien Hybridvectoren werden nach im Fachgebiet bekannten Methoden hergestellt, zum Beispiel durch
Verknlipfen eines Hybridpromotors, der aus einem 5'-Upstream-Promotorelement mit UAS(n) des Hefegens PHO5 und einem
3’-Downstream-Promotorelement von einem anderen Hefegen als dem PHOS5-Gen, das Transcriptions-Initiierungsstellen,
einschlieflich einer funktionellen TATA-Box aufweist, besteht, eines DNS-Segments, daB fiir zu Hefe heterologem Polypeptid
und 3’-Flankierungssequenzen eines Hefegens codiert, so da® das DNS-Segment unter Transcriptionskontrolle des
Hybridpromotors steht, und wahiweise Einbau einer oder mehrerer erzeugter linearer DNSn in eine Vector-DNS.
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Zweckmafig verzeichnete, lineare oder vorzugsweise kreisférmige Vector-DNS, zum Beispiel Bakterien-Plasmid-DNS oder
dergleichen (siche aben) mit mindestens einer Restriktionsstelle, vorzugsweise zwei oder mehr Restriktionsstellen, kann
verwendet werden. Es ist vorteilhaft, wenn die Vector-DNS bereits Replikationsurspriinge und Genmarkierer fiir Hefe und/oder
einen Bakterienwirt enthalt, Die Vector-DNS wird unter Verwendung einer entsprechenden Restriktionsendonuclease gespaiten.
Die eingeschrinkte DNS wird an das lineare DNS-Fragment, das unter anderem den Hefehybridpromotor enthait, und andasfir
das Polypeptid codierende DNS-Fragment ligiert. Vor oder nach der Verknipfung des Hybridpromotors und der Polypeptid-
Codierungsregion (oder ebenso gleichzeitig) ist es auch méglich, Replikationsurspriinge und/oder Markierer fiir Hefe oder einen
Bakterienwirt einzubauen. In allen Féllen sind die Restriktions- und Warmebedingungen in einer solchen Weise zu wéhlen, dal$
keine Beeintrachtigung der wesentlichen Funktionen der Vector-DNS und des Hybridpromotors erfolgen kann. Der Hybridvector
kann sequenziell oder durch Ligation von zwei DNS-Segmenten, die alle in Frage kommenden Sequenzen aufweisen, aufgebaut
werden. . :
Es kdnnen verschiedene Techniken fiir die Vereinigung von DNS-Segmenten in vitro angewandt werden. Durch bestimmte
Restriktionsendonucleasen erzeugte stumpfe Enden (vollstindig basengepaarte DNS-Duplexe) kdnnen direkt mit T4-DNS-
Ligase ligiert werden. Ublicher ist es, DNS-Segmente durch ihre einstringigen kohésiven Enden zu verkniipfen und durch eine
DNS-Ligase kovalent zu schlieBen, z.B. durch T4-DNS-Ligase. Solche einstréngigen , kohasiven Enden” kdnnen durch Spaltung
von DNS mit einer anderen Klasse von Endonucleasen, die abgestufte Enden erzeugen, gebildet werden (die beiden Strénge von
dem DNS-Duplex werden an verschiedenen Stellen in einem Abstand von wenigen Nucleotiden gespalten). Einzelne Strénge
kdnnen auch durch die Addition von Nucleotiden an stumpfe Enden oder abgestufte Enden unter Verwendung von Terminal-
Transferase gebildet werden (,homopolymeres Tailing” [Verlangerung]) oder einfach durch Zurtickziehen eines Stranges eines
stumpfendenden DNS-Segmentes mit einer geeigneten Exonuclease wie A-Exonuclease. Eine weitere bevorzugte Méglichkeit
fiir die Erzeugung von abgestuften Enden besteht in der Ligation einer chemisch synthetisierten Linker-DNS, die eine
Erkennungsstelle fir ein Endonuclease bildendes, abgestuftes Ende enthélt, an stumpfendende DNS-Segmente, und der
Digestion der resultierenden DNS mit der betreffenden Endonuclease.
Damit eine wirksame Expression erfolgen kann, muf das Gen einwandfrei in bezug auf Sequenzen, die Transcriptions-
(Hefehybridpromotor) und Translationsfunktionen enthalten, angeordnet sein. Erstens mu® die Ligation des den
Hybridpromotor aufweisenden DNS-Segmentes mit der Polypeptid-Cadierungsregion in der richtigen Orientierung erreicht
werden. Wenn zwei Orientierungen mdglich sind, wird die richtige durch die herkdmmliche Restriktionsanalyse bestimmt.
Hybridvectoren, die einen falsch orientierten Polypeptid-Geninsert enthalten, werden durch Ausschneiden des Geninserts mit
einer geeigneten Restriktionsendonuclease und erneute Ligation des Gens mit dem Hybridvectorfragment umorientiert. In
jedem Fall wird eine falsche Orientierung durch die Ligation von zwei DNS-Fragmenten je mit unterschiedlichen
Restriktionsstellen an ihren Enden vermieden. AuBerdem sollte die Konstruktion des Hybridvectors in einer solchen Form
vorgenommen werden, daf3 sie die korrekte Transcriptions-Initiierung und -Termination ermdglicht. Hinsichtlich des letzten
Punktes solite das Transcript vorzugsweise in einer DNS-Sequenz enden, die von Hefe-Chromosomen-DNS oder 2 u-
Hefeplasmid abgeleitet ist. Am besten endet das Transcriptin einer DNS-Sequenz, die Transcriptions-Terminationssignale eines -
Hefegens enthiit, z.B. von PHOS oder TRP 1. Zweitens muR ein einwandfreies Orientierungsschema (reading frame} aufgestellt
werden. Normalerweise sind die Nucleotid-Sequenz der Promotorregion und die Polypeptid-Codierungsregion vor der Ligase
bekannt, oder sie kénnen leicht bestimmt werden, so daB es keine Schwierigkeiten bei der Aufstellung des richtigen
Orientierungsschemas gibt. . .
Wenn die direkte Expression des ausgereiften Polypeptids verlangt wird, miissen wahlweise der Hybridpromotorregion und/
oder wahlweise der Codierungsregion fiir das ausgereifte Polypeptid vorausgehende Signalsequenzen oder Teile davon
eliminiert werden, beispielsweise durch Digestion mit einer Exonuclease, z. B. mit Bal 131. Eine bevorzugte Region fiir die direkte
Verbindung eines Hefepromotors mit der Polypeptid-Codierungsregion liegt zwischen dem Haupt-mRNS-Start- und dem
ATG-Translations-Startcodon. Fir eine Verbindung in digser Region sollte die Polypeptid-Codierungssequenz ihr eigenes ATG
zur Translationsinitiierung haben, oder sonst muB es mit einem zusétzlichen synthetischen Oligonucleotid versehen werden.
Der Hefehybridpromotor kann auch mit Hilfe eines synthetischen Oligodesoxynucleotids als Verbindungsmolekil mit der
Polypeptid-Codierungssequenz verkniipft werden. Daher kann die Hybridpromotorregion, wenn mdglich, nach ihres 3'-
Terminus so eingeschrankt werden, daR ihr eine vorbestimmte Anzahl von Basenpaaren fehlt. Analog kann die Polypeptid-
Codierungssequenz nahe inrem 5’-Terminus eingeschrénkt werden. Ein synthetisches Oligodesoxynucleotid kann dannin einer
solchen Weise konstruiert werden, daRk die fehlenden Basenpaare bei der Vereinigung des Hefehybridpromotors und der
Polypeptid-Codierungssequenz Uber das verbindende Oligodesoxynucleotid einschlieRlich eines ATG-Translations-
Initilerungssignals wieder hergestellt werden und die Polypeptid-Codierungssequenz sich in bezug auf den Promotor in dem
richtigen Orientierungsschema befindet. : i .
Das den erwiinschten Hybridvector enthaltende Ligationsgemisch wird in dem Transformationsschritt direkt verwendet oder
vorher fiir den Hybridvector, z.B. durch Gel-Elektrophorese, angereichert und dann flir die Transformation verwendet.
Zwischenprodukte, wie Vectoren, denen noch eine oder mehrere wesentliche Funktionen fehlen, sowie die endgitigen
erfindungsgemaRen Hybridvectoren werden wahlweise in einen Bakterienwirt, speziell E. coli, aus den oben genannten Griinden
transformiert {z. B. Produktion von groRen Mengen von Zwischenprodukten bzw. Hybridplasmiden). Bakterienvectoren, wie das
E.coli Plasmid pBR 322, und diejenigen Fragmente davon, die einen Bakterien-Replikations-Ursprung und Genmarkierer
enthalten, sind die aus diesem Grund am meisten bevorzugten Vectoren. Bei der Verwendung eines solchen Bakterienvectors
umfassen die letzten Schritte fir die Herstellung der Hefehybridvectoren vorzugsweise auch den Einbau eines genetischen
Markierers und eines Replikationsursprunges fur Hefe.
3. Transformation von Hefe mit Hybridvectoren, die eine Polypeptid-Codierungssequenz enthalten
Ein anderer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von transformierten Hefezellen, die ein zu Hefe
~heterologes Polypeptid erzeugen kénnen, wobei das Verfahren in der Transformation von Hefezellen mit einem Hybridvector
besteht, der einen oder mehrere DNS-Inserts mit je einem DNS-Segment enthalt, das fur ein zu Hefe heterologes Polypeptid
unter der Transcriptionskontrolle eines Hybridpromotors codiert, der aus einem 5’-Upstream-Promotorelement mit UAS(n) von
dem Hefegen PHOS und einem 3’-Downstream-Promotorelement von einem anderen Hefegen als dem PHO5-Gen, das
Transcriptions-Initiierungsstellen, einschlieflich einer funktionellen TATA-Box aufweist, besteht.
Nutzliche Hefen umfassen Spezies der Gattung Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Rhodotorula, Torulopsis und
verwandter Gattungen {siehe J.Lodder, ,The Yeasts” [Die Hefen], Amsterdam 1971), speziell Stdmme von Saccharomyces
cerevisiae.
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Die Transformation von Hefe mit Hybridvectoren kann nach im Fachgebiet bekannten Verfahren vorgenommen weérden, z.B.
nach der von Hinnen, u.a., (Proc. Natl. Acad. Sci USA 75, 1929 [1978]) beschriebenen Methode. Diese Methode kann in drei
Schritte unterteilt werden:
{1) Entfernung der Hefezellenwand oder von Teilen davon
(2) Behandlung der ,nackten” Hefezellen (Spheroplasten) mit der transformierenden DNS in Gegenwart von PEG
(Polyethylenglycol) und Ca*2lonen.

{3) Regeneration der Zellwand und Selektion der transformierten Zellen in einer festen Agar-Schicht.
Bevorzugte Methaden: '
Zu (1): Die Hefezellwand wird enzymatisch unter Anwendung verschiedener Préparate von Glucosidasen wie
Schneckendarmséfte (z. B. Glusulase® oder Helicase®) oder Enzymmischungen, die von Mikroarganismen (z. B. Zymolyase®) in
osmotisch stabilisierten Ldsungen (z.B. 1 M Sorbitol) gewonnen werden. '
Zu(2): DieHefepheroplaste ballen sich in Gegenwartvon PEG zusammen, und es werden ortliche Fusionen der cytoplasmischen
Membranen ausgeldst. Die Erzeugung von ,fusions-artigen” Bedingungen ist kritisch, und viele transformierte Hefezellen -
werden im Laufe des Transformationsprozesses diploid oder sogar triploid. Verfahren, die eine Selektion von verschmolzenen
Spheroplasten ermdglichen, konnen zur Anreicherung von Transformanten angewandt werden, d. h. transformierte Zellen
kénnen leicht aus vorselektierten Fusionsprodukten ausgesiebt werden.
Zu (3): Da sich Hefezellen ohne Zellwand nicht teilen, muf die Zellwand regeneriert werden. Diese Regeneration erfolgtam
besten durch Einbetten der Spheroplaste in Agar. Zum Beisiel wird geschmolzenes Agar (etwa 50°C) mit den Spheroplasten
vermischt. Nach dem Abkuihien der Losung auf Hefewachstumstemperaturen (etwa 30°C) wird eine feste Schicht gewonnen.
Diese Agarschicht dient zur Verhinderung von schneller Diffusion und Verlust von wichtigen Makromolekilen aus den
Spheroplasten und erleichtert dadurch die Regeneration der Zellwand. Die Zellwandregeneration kann aber auch dadurch erzielt
werden {wenn auch mit einem geringeren Wirkungsgrad), dal3 die Spheroplaste auf die Oberflache von vorgeformten
Agarschichten aufgestrichen werden.
Das Regenerations-Agar wird vorzugsweise in einer Weise hergestellt, durch die die gleichzeitige Regeneration und Selektion
transformierter Zellen méglich ist. Da Hefegene, die fir Enzyme von biosynthetischen Aminosauren codieren, allgemein als
selektive Markierer (supra) verwendet werden, wird die Regeneration varzugsweise in minimalem Hefe-Medium-Agar
ausgefuhrt. Wenn sehr hohe Wirkungsgrade der Regeneration verlangt werden, dann ist ein Zwei-Stufen-Verfahren vorteithaft:
{1) Regeneration der Zellwand in einem reichen komplexen Medium, und (2) Selektion der transformierten Zellen durch
wiederholtes Aufstreichen der Zellschicht auf selektive Agarplatten.
Wenn der Hybridvector keiperlei Markierar-Gen enthilt, kénnen die transformierten Zellen auch mit Hilfe alternativer Methoden
identifiziert werden. Solche Methoden umfassen zum Beispiel die in situ Hybridisierung mit einem markierten DNS-Fragment,
das Sequenzen des Hybridvectors homolog ist (z. B. nach Hinnen, u.a., supra), in situ Immunoanalysen, vorausgesetzt, daR ein
Antikdrper fur das Produkt des eingefiihrten Gens vorhanden ist, oder andere Screening-Methoden, bei denen die durch die
transformierenden Plasmide codierten Genprodukte gemessen werden.
Alternativ kann die Hefe mit einem erfindungsgema&fRen Hybridvector und einem zweiten, einen genetischen Markierer fir Hefe
enthaltenen Vector co-transformiert werden. Wenn die beiden unterschiedlichen Vectoren gemeinsame DNS-Sequenzen haben
{es kdnnen dies auf den Vectoren vorhandene Bakteriensequenzen sein), dann erfolgt Rekombination, die zu einem
verschmolzenen selektierbaren Hybridmolekd! fiihrt.
Die Hefe kann auch mit einem linearen DNS-Vector, der aus dem Hefehybridpromotor, der heterologen Polypeptid-
Codierungsregion, die'durch den Hybridpromotor und die Transcriptions-Terminationssignale des Hefegens PHOS kontrolliert
wird, und einen selektiven Markierer fur Hefe enthélt, co-transformiert werden. Durch die Cotransformation kann eine
Anreicherung derjenigen Hefezellen erfolgen, die DNS, die nicht direkt selektiert werden kann, aufgenommen haben. Da
kompetente Zellen jeden Typ von DNS aufnehmen, wird ein hoher Pr ozentanteil von miteinem selektiven Vector transformierten
Zellen auch jede zusatzliche DNS enthalten (so die obige lineare DNS). Infolge von ausreichend tangen homologen Sequenzen
(z.B. etwa 20 bis 100 Desoxynucleotide lang) wird das Polypeptid-Gen fest in das Wirtschromosom integriert. Die spezifische
erfindungsgemafe Konstruktion wird zu einer festen Integration des heterologen Gens an der Chromosomenstelle des PHO 5-
Gens, und zwar in das Hefe-Chromosom I, fiihren.
Die gewonnenen, die erfindungsgemaéfiien Hybridplasmide enthaltenden Hefestimme kénnen bei der Herstellung heterologer
Polypeptide durch Mutation und Selektion unter Anwendung von im Fachgebiet bekannten Methoden verbessert werden. Die
Mutation kann zum Beispiel durch UV-Bestrahlung oder geeignete chemische Reaktionsmittel zustande gebracht werden.
Es wurde gefunden, daf? die Transformation mit den erfindungsgeméfen Hybridvectoren und die Regeneration der Zellwénde
in reichen Medien, die Glucose als Kohlenstoffquelle enthalten, in zweckm&Riger Form erfolgen kénnen und wesentlich einfacher
als durch die entsprechenden Schritte, die mit Hybridvectoren ausgefihrt werden, die herkdmmliche, durch Glucose
induzierbare Promotoren enthalten, die in glucose-freien Medien zur Verhinderung der Ansammlung des méglicherweise
letalen Genproduktes innerhalb der Zellen vorgenommen werden miissen.
Die Erfindung betrifft auch Hefewirte, die mit Hybridvectoren transformiert wurden, die einen oder mehrere DNS-inserts
aufweisen, von denen jeder ein DNS-Segment, das fir ein zu Hefe heterologes Polypeptid unter der Transcriptionskontrolle
eines Hybridpromotors codiert, der aus einem 5'-Upstream-Promotorelement mit UAS(n) des Hefegens PHO5 und einem

. 3-Downstream-Promotorelement von einem anderen Hefegen als dem PHO5-Gen, das Transcriptions-Initiierungsstellen
einschlieRlich einer funktionellen TATA-Box aufweist, besteht, sowie Mutanten davon.
4, Zichtung der transformierten Hefezellen urid Isolierung des verwirklichten Polypeptids
Die Erfindung betrifft des weiteren eine Methode zur Herstellung eines zu Hefe heterologen Polypeptids, die dadurch
gekennzeichnet ist, dal® ein Hefestamm), der mit einem Hybridvector transformiert wurde, der einen oder mehrere DNS-Inserts
enthalt, von denen jeder ein DNS-Segment aufweist, das flr ein zu Hefe heterologes Polypeptid unter der Transcriptionskontroile
eines Hybridpromotors codiert, der aus einem 5'-Upstream-Promotorelement mit UAS(n) des Hefegens PHO 5 und einem
3-Downstream-Promotorelement von einem anderen Hefegen als dem PHO5-Gen besteht, das Transcriptions- )
Initiierungsstellen einschlieBlich einer funktionellen TATA-Box aufweist, oder eine Mutante davon geziichtet werden und das  ~
verwirklichte Polypeptid isoliert wird. :




-9- 254212

Die erfindungsgemaRen transformierten Hefezellen werden durch im Fachgebiet bekannte Verfahren in einem fliissigen
Medium, das assimilierbare Quellen van Kohlenstoff, Stickstoff, anorganischen Salzen, und wenn erforderlich, Wuchsstoffen
enthadlt, gezlichtet.

Verschiedene Kohlenstoffquellen kénnen eingesetzt werden. Beispiele fiir bevorzugte Kohlenstoffquellen sind assimilierbare
Kohlenwasserstoffe wie Glucose, Maltose, Mannitol oder Lactose, oder ein Acetat wie Natriumacetat, die entweder alleine oder
in geeigneten Mischungen verwendet werden kénnen. Geeignete Stickstoffquellen umfassen beispielsweise Aminoséuren, wie
Casaminosauren, Peptide und Proteine und deren Abbauprodukte wie Trypton, Pepton ader Fleischextrakte, auBerdem
Hefeextrakt, Malzextrakt, Maisquellwasser sowie Ammoniumsalze wie Ammoniumsalze wie Ammoniumchlorid, -sulfat, oder
nitrat, die entweder alleine oder in geeigneten Mischungen verwendet werden kdnnen. Anorganische Salze, die verwendet
werden kénnen, umfassen zum Beispiel Sulfate, Chloride, Phosphate und Carbonate von Natrium, Kalium, Magnesium und
Calcium. AuRerdem kann das Ndhrmedium auch noch Wuchsstoffe enthaiten. Substanzen, die das Wachstum férdern, umfassen
beispielsweise Wachstumspromotoren Spurenelemente wie Eisen, Zink, Mangan und dergleichen, oder einzelne
Aminoséuren,

Dadie erﬂndungsgeméf&en Hybridpromotoren reguliert sind, muB die Zusammensetzung des Ndhrmediums den
Wachstumsphasen angepaf3t werden. Wahrend der Wachstumsperiode werden die erfindungsgemafen Hybridpromotoren
unter hoher Phosphatkonzentration im wesentlichen unterdriickt. Zum Beispiel wird der am meisten bevorzugte
erfindungsgemiRe Hybridpromotor, der ein 5'-Upstream-Promotorelement von PHOS mit den UASn von PHO5 und ein 3'-
Downstream-Promotorelement von GAPDH mit der TATA-Box enthalt, unter diesen Bedingungen etwa um das Flinfzigfache
reduziert. Daher werden potentiell toxische Genprodukte nur mit sehr geringen Geschwindigkeiten synthetisiert und schadliche
Einfliisse auf den Zelimetabolismus auf ein MindestmaB reduziert. Wenn eine ausreichende Zelldichte erreicht ist, werden die
Mengen des anorganischen Phosphats in dem Nahrmedium vorzugsweise reduziert (schwaches P;-Medium). Danach werden
die erfindungsgeméaien Hybridpromotoren aktiviert (nicht mehr unterdriickt) und maximale Mengen von mRNS-Transcripts
gewonnen.

Die Ziichtung wird unter Anwendung herkémmlicher Techniken vorgenommen. Die Ziichtungsbedingungen wie Temperatur,
pH-Wertdes Mediums und Fermentationsdauer werden so gewahit, dall maximale Mengen des vertangten Polypeptids erzeugt
werden. Im allgemeinen wird die Ziichtung unter aeroben Bedingungen in Submerskultur unter Schitteln oder Riihren bei einer
Temperatur von etwa 25°C bis 35°C, bei einem zwischen 4 una 8 liegenden pH-Wert, zum Beispiel anndhernd bei pH 7, und etwa
4 bis 20 Stunden lang, vorzugsweise bis maximale Mengen des verlangten Proteins erreicht sind, erfolgen.

Die Isolierung und Reinigung des verwirklichten Polypeptids werden, wenn verlangt, nach im Fachgebiet bekannten Methoden
durchgefihrt.

Nachdem die transformierten Zellen bis zu einer zufriedenstellenden Zelldichte geziichtet worden sind, besteht der erste Schritt
fur die Gewinnung des verwirklichten Proteins in der Freisetzung des Proteins aus dem Zellinneren. Bei den meisten Verfahren
wird die Zellwand zuerst durch enzymatische Digestion, z.B. mit Glucosidase, entfernt. Anschliefend werden die resultierenden
Spheroplaste mit Detergenzien wie Triton behandelt. Alternativ sind auch mechanische Kréfte wie Scherkréfte (zum Beispiel
X-Presse, Frensch-Presse) oder Schitteln mit Glasperlen fiir das Aufbrechen der Zellen geeignet. Das resultierende Gemisch
wird hinsichtlich des gewlinschten Polypeptids durch herkémmliche MaRnahmen angereichert, z.B. durch Entfernung des
grofdten Teiles von nicht eiweillhaltigem material durch Behandlung mit Polyethylenimin, Prazipitation der Proteine durch
Séttigung der Lésung mit Ammoniumsulfat oder Trichloressigséure, Gelelektrophorese, Dialyse, Chromatographie, zum
Beispiel lonenaustausch-Chromatographie, GréfRen-Ausschaltungs-Chromatographie, HPLC oder Umkehrphasen-HPCL,
Molekiil-GréoRenklassifizierung auf einer geeigneten Sephadex®-Saule oder dergleichen. Die endglltige Reinigung des
vorgereinigten Produktes wird beispielsweise mit Hilfe er Antikdrperaffinitdts-Chromatographie erreicht.

In dem Falle, in dem das verlangte Polypeptid durch die Hefezelle in den periplasmischen Raum ausgeschieden wird, kann ein
vereinfachtes Protokollverfahren angewandt werden: Das Polypeptid kann ohne Zell-Lysis durch enzymatische Entfernung der
Zellwand oder durch Behandlung mit chemischen Mitteln, 2. B. Thiol-Reagenzien oder EDTA, die zu Zellwandschaden fiihren, die
die Freisetzung des Polypeptids erlauben, gewonnen werden. In dem Falle, in dem das Polypeptid in das Nahrsubstrat
ausgeschieden wird, kann es direkt daraus gewonnen werden.

Ein Gemisch von gewonnenen, glycosylierten und unglycosylierten Proteinen kann beispielsweise durch Chromatographie auf
einer Concanavalin-A Sepharose®-Saule getrennt werden. Unglycosylierte Produkte werden durch die Saule hindurchlaufen,
wihrend glycosylierte Produkte sich selektiv adsorbieren und mit Hilfe herkdmmlicher Mittel eluiert werden kénnen, z.B.
a-Methylmannosid in Kombination mit einem chaotropen Mittel wie KSCN.

Clycosyl-Riickstdnde kdnnen auch enzymatisch entfernt werden, z.B. durch die Wirkung von Endoglycosidase H oder F. Durch
diese Methode kdnnen unglycoxylierte Produkte in weitgehend reiner Form erzeugt werden.

Die Erfindung betrifft auRerdem auch Polypeptide, wenn sie jeweils nach den erfindungsgemaéfRen Verfahren hergestellt
wurden.

Die Erfindung befal3t sich speziell mit den Upstream-Aktivierungssequenzen von PHOS5, den Hybridpromotoren, den
Hybridvectoren, den transformierten Hefezellen und den Verfahren fir deren Herstellung sowie der Methode zur Erzeugung von
zu Hefe heterologen Polypeptiden nach der B~schreibung in den Beispielen.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen:

Im folgenden experimentellen Teil werden verschiedene Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung unter Bezugnahme auf die
beigeflgten Zeichnungen beschrieben, in denen darstellen:

Fig.: 1 die DNS-Sequenz des BamH|-Sall-Fragmentes oder PHO5-Promotorregiqn,

Fig. 2: die DNS-Sequenz der Promtorregion von GAPDH (Clon 491, siehe G. A.Bitter, u.a., Gene 32 {1984]),

Fig. 3: schematisch die Erzeugung von Plasmid pGAPDH-EL,

Fig. 4: 3'-Promotorelemente des erfindungsgemaB verwendeten GAPDH-Gens,

Fig. 5: ein Diagramm, das die Erzeugung von Plasmid pJDB207 R/PHO5-EGL zeigt,

Fig. 6: die Konstruktion von Plasmid pJDB207/PAPEL-EGL(UAS1),

Fig. 7: ein schematisches Diagram, das die Isolierung eines flir ausgereiftes Desulfatohirudin codierenden DNS-Fragmentes

zeigt,
- Fig. 8: schematisch die Herstellung von Plasmid pJDB207/PHO5-HIR,
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Fig. 9: schematisch die Konstruktion von Plasmid pJDB207/PHO5(Eco)-HIR,
Fig.10: ein schematisches Diagramm, das die Konstruktion von Plasmid pJDB 207/PAPFL-TPA{UAS 1 + UAS2) zeigt.

Ausflithrungsbeispiel

Die folgenden Beispiele dienen zur Erlduterung der Erfindung, sollen aber nicht als eine Einschrankung derselben betrachtet
werden. :
Experimenteller Teil
Beispiel 1: Konstruktion von PHO5 Promotor-Deletionen
a)Bal31-Digestion
Rekombinant-Phage M 13mp9/PHO 5-Bam-Sal, die das in Fig. 1 gezeigte BamH|-Sall-Fragment von PHO5 enthalt, wird als
Quelle fur den PHO5-Promotor verwendet {siehe EU-PA 143.081). 20ug der Phagen-DNS (RF: replikative Form) werden mit
Restriktions-Endonuclease Sall digeriert, wodurch sich eine lineare DNS von annéhernd 9kb ergibt. Nach der Extraktion mit
Phenol/Chloroform wird die DNS mit Ethanol ausgefallt. Die DNS wird erneut in 10mM Tris, pH 8,0, mit einer Konzentration von
0,51g/ml suspendiert. 16 ug von Sall-gespaltener DNS werden mit 2U (Einheiten) von Exonuclease Bal31 (BRL) in 100ui vop
20mm Tris, pH8,0, 199mM NaCl, 12mM MgCl,, 12mM CaCl, und 1mM EDTA digeriert. Aliquoten von jeweils 2.9 DNS werden
nach einer Inkubationszeit von 1, 2, 3, 4, 5 und 6min bei 30°C entnommen und sofort mit 50 x| Phenol und 60 .| TNE vermischt.
Nach der Extraktion mit Phenol/Chloroform und der Ethanol-Prézipitation und die DNS erneut in 10mM Tris, pHB8,0, miteiner
Konzentration von 100 ug/ml suspendiert. Zur Analyse des Ausmafes der exonucleolytischen Spaltung durch Bal31 werden
0,51g DNS von jedem Zeitpunkt mit Endonuclease BamH| digeriert und auf einem 1,5%igen Agarosgel in Tris-Boratpuffer,
pH 8,3, analysiert (90mM Tris - HCI, pH 8,3, 90 mM Borsaure, 2,5 mM EDTA). Durchschnittlich werden 100 bp vonjedem Ende des
Fragmentes je 1min der Bal31-Digestion entfernt.
b) Addition von EcoR!-Linkern zu der Bal31-behandelten DNS
2Zwei Aggo Einheiten von EcoRI-Linkern (5'-GGAATTCC-3, BRL) werden erneut in 250 ul von 10mM Tris, pH8, 1mM EDTA
suspendiert. Zwei ug von EcoR I-Linkern werden in 75ul von 60mM Tris, pH7.,5, 10mM MgCl,, 15mM DDT, 10 .M ATP und 33U
von T4-Polynucleotid-Kinase (Boehringer) kinasiert. Nach 1 h bei 37°C wird das Gemisch auf Raumtemperatur abkiihlen gelassen
und danach bei —20°C aufbewahrt.
Die wédrmebehandelten, doppelstréangigen EcoRI-Linker werden mit ihren stumpfen Enden an die Bal 31-behandelten DNS
Fragmente ligiert. Ein halbes Mikrogramm von Bal 31-behandelter DNS (siehe Beispiel 1a) wird 16 Stunden lang bei
" Raumtemperatur mit einem 50fachen Uberschul von kinasierten EcoRI-Linkern in 20l 60mM Tris, pH7,5, 10 mM MgCl,, 10mM
DDT, 4mM ATP und 800U von T4-DNS-Ligase (Biolabs) inkubiert. Nach der Inaktivierung der T4-DNS-Ligase (10 min bei 65°C)
wird der Uberschuf von EcoRI-Linkern durch 50U von EcoRl {Boehringer) in einem Volumen von 50 ul gespalten, Die DNS wird
mit Phenol/Chloroform extrahiert, durch Ethanol ausgefalit und wieder in 10mM Tris, 1mM EDTA {= TE) suspendiert. Danach
wird die DNS mit 5 Einheiten von BamH| {Biolabs) gespalten, und das Gemisch wird auf ein 1,5%iges, niedrig-schmelzendes
Agarosegel (Sigma) in Tris-Boratpuffer (siehe oben) aufgegeben. Die Banden werden mit Ethidiumbromid gefarbt und unter
langwelligem UV-Licht von 360 nm beobachtet. Die breiten diffusen Banderungsmuster zwischen etwa 100 bp und 600bp
werden aus dem Gel ausgeschnitten, und die DNS wird wie folgt extrahiert: Das Stiick Agarose wird bei 65°C verflissigt, auf
500mMNaCl eingestelitund 20 min lang bei 65°C inkubiert. Es wird ein Volumen Phenol (aquilibriert mit 10 mM Tris - HCl, pH7,5,
1mM EDTA, 500 mM NaCl) zugesetzt. Die wéRrige Phase wird zweimal mit Phenol und einmal mit Chloroform reextrahiert, Die
DNS wird mit 2,5 Volumen kaitem absolutem Ethanol ausgefallt und durch Zentrifugieren gesammelt. Das DNS-Pellet wird mit
kaltem 80%igem Ethanol gewaschen und anschlieRend unter Vakuum getrocknet. Die DNS wird wieder in 10l TE suspendiert,
c) Ligationin M13mp9 '
3ug RFvon M 13mp 9 werden mit 15 Einheiten EcoR| (Biolabs) und 15 Einheiten BamH | {(Boehringer).in einem Volumen von 50 ul
digeriert. Nach der Phenolextraktion und der Ethanolausfaliung wird die DNS wieder in 50l TE suspendiert. Finf ul von
ausgeschnittener Vector-DNS (etwa 200ng) werden mit 10 ul der obigen Proben (DNS-Fragmenten, die aus den verschiedenen
Bal31-Digests nach der Beschreibung in Beispiel 1b resultieren) vermischt und in einem Gesamtvolumen von 20ulin Gegenwart
von 80mM Tris/HCI, pH7,5,6 mM MgCl,, 10mM DTT, 1 mM ATP und 200U von T4-DNS-Ligase 15 Stunden lang ligiert. Die
Transduktion von kompetenten Zellen des Stammes E. coli JM 101 erfolgt nach dem Handbuch , M 13 Cloning and sequencing
system” (M13 Cloniérungs- und Sequenzierungssystem), veréffentlicht von New England Biolabs. Phagen von einer Anzahi
weiller Plaques werden geziichtet und hinsichtlich der GréRe ihrer DNS-Inserts durch Spaltung mit den Restriktionsenzymen
. EcoRlund BamH] analysiert,

d) Bestimmung von Bal31 Deletions-Endpunkten durch Sanger Sequenzierung (Deletionen von der Sal Stelle)

Die Sequenzierung wird unter Anwendung des Didesoxy-DNS-Sequenzierungssystems von Sanger, u.a. (Proc. Natl. Acad. Sci.
- USA 74,5463 {1977}), wie sie in dem oben angefiihrten Buch beschrieben wird, vorgenommen. Die Deletionsendpunkte sind

unten aufgefiihrt: . .

Clon Position des letzten Nucleotids
der PHO 5-Sequenz (siehe Fig. 1)

-502
-471
—422
—400
-392
—-369
~350

OMMoQO®>
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Cion Position des letzen Nucleotids
der PHO 5-Sequenz (siehe Fig. 1)

- —328
-300
-283

- —-255
—226
=21
-187
=111

-88
-57
-33

WIOOVOZIrRTI

¢) Bestimmung von Bal31 Deletions-Endpunkten durch Sanger Sequenzierung {Deletionen von der BamHI Stelle)

Eine hnliche Reihe von Bal31-Deletionen wird wie unter a bis ¢ beschrieben vorgenommen, nur wird M13mp9 PHO5 Bam-Sal
durch BamH| abgebrochen. Die Bal 31-digerierten Molekiile werden durch EcoR | und Sall abgebrochen, und die erzeugten
Fragmente werden in mit EcoR | und Sall digerierten M13mp9 cloniert. Die Deletionsendpunkte sind unten angeflhrt:

Clon Position des letzten Nucleotids
der PHO5-Sequenz (siehe Fig. 1)

A’ —24
B’ -35
c —41
D’ —48
E' ©-74
F -89
G -93
H -97.
I —124
K’ —-162
L —174
M’ —262
N’ -277
o’ —306
P’ —332
Q —346
R -361
S’ ' -382
T ~393

f) Konstruktion von internen PHO 5-Promotor-Deletionen .

Die unter d) beschriebene Bal31-Deletion erzeugt ein ,linker Arm” PHO5-Promotorfragment, das mit einer EcoR|-Stelle endet,
und die unter e) beschriebene Bal31-Deletion erzeugt ein ,rechter Arm” PHO5-Promotorfragment, das mit einer EcoRI-Stelle
endet. Durch die Kombination von ,linken Armen” und , rechten Armen” vonverschiedenen Pasitionen werden interne
Deletionen geschaffen, die ein EcoRI-Linkersegment an der Stelle der ausgeschiedenen DNS enthalten. Die einzelnen internen
Deletionen werden durch Abbrechen der ,linken Arme” und der , rechten Arme” von den M 13mp9-Derivaten durch die
Restriktions-Endonucleasen EcoR | und BamH | {linke Arme) oder EcoR1und Sall {rechte Arme) und Isolierung der
entsprechenden Fragmente mit Hilfe der unter b) beschriebenen Weichagarosegel-Elektrophorese konstruiert. Aquimolare
Mengen von ,linken Armen” und ,rechten Armen” und 200ng BamH1- und Sall-digerierte M 14mp9-Vector-DNS werden wie
unter ¢} beschrieben ligiert. Nach der Transduktion in E. coli JM 101 werden weilte Plaques gesammelt, RF wird erzeugt und
durch Restriktionsanalyse (BamH1, Sall, EcoR|) analysiert. Die folgenden Arme werden zur Schaffung spezifischerinterner
Deletionen kombiniert (zur Numerierung der Nucleotide siehe Fig.1): :

Linker Arm” .Rechter Arm” Deletion von—bis ' Anzahl der ausge-
o schlossenen
Nucleotide

A T A7 —501 bis —384 108

B T A8 -470 bis -394 77

c T A9 ~421 bis -394 28

D s’ A10 —399 bis ~383 17

E R’ A1 -391 bis —362 30

F

Q' A12 ~368bis —347 22
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LLinkerArm” LRechter Arm*” Deletion von—bis Anzahl der ausge-
schlossenen
Nucleotide
P’ A13 . —349 bis —333 17
Q’ A14 —327 bis —307 21
N’ A15 —299 bis —278 22
M’ A16 —282bis —263 20
L A17 —254bis -176 80
L A18 —225bis ~175 51
L A19 —~210bis —175 36
L A20 ) —186bis —175 12
K’ ’ A21 ’ —186 bis —163 24
| A22 —186 bis ~125 62
H A23 —186bis ~98 89
H’ A24 —110bis -98 13
G’ A25 —-110bis —-94 17
F A26 -110bis —90 21
E’ . A27 —-87bis —75 13
D’ A28 —~bBbis —49 3
c’ A29 —b56bis ~42 15
B’ A30 —56bis —36 21
A’ A31 -32bis —-25 8
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Beispiel 2: In vivo Analyse der internen Deletionen des PHOS5-Promotars

Die verschiedenen, in Beispiel 1f) beschriebenen Deletionen in Plasmid pJDB207/PHO5 cloniert (R. Haguenauer-Tsapis und
A.Hinnen, Molecular and Cellular Biology, 4, 2668~2675 [1984]), indem das Wildtyp-POH5-Bam-Sal-Fragment durch die
ausgesonderte Version ersetzt wird. Nach der Transformation von Hefestamm S. cerevisiae AH216 (siehe EU-PA 143.081) wird
die Saurephosphatase-Aktivitit wie von Toh-e, u.a. beschrieben (J. Bacteriol. 113,727 [1973]) bestimmt. Die Deletionen A11und
A12 zeigen eine etwa zehnfache Verringerung der PHO5-Aktivitat und definieren eine Upstream-Region (,,Upstream-
Aktivierungsstelle”, UAS), die fiir die PHOS-Expression von Bedeutung ist. Eine 8hnliche verminderte Wirkung ist bei Deletion
A17 (etwa 5fache Verringerung) und fiir die TATA-Box-Deletionen A23 bis A26 festzustellen (etwa 30fache Verringerung). Alle
anderen Deletionen zeigen Aktivititen von anndhernd Wildtyp-AusmaB. Diese Ergebnisse zeigen, daR drei Bereiche mit
wichtiger Information fiir die PHO5-Expression an den folgenden Positionen vorhanden sind:

1. Zwischen den Positionen —349 und —~383 (UAS1)

2. Zwischen den Positionen —225 und —263 (UAS2)

3. Zwischen den Positionen —87 und —125 (TATA-Box)

DNS-Fragmente, die die UAS 1 oder UAS 2 oder UAS1 und UAS 2 von PHO5 enthalten, kénnen von Rekombinant-Phage
M13mp9/PHO5-Bamsal {siehe Beispiel 1) durch Spaltung mit entsprechenden Restriktions-Endonucleasen erzeugt werden.
UAS1 istin einem 268bp BamHI-Cla I-Fragment vorhanden, das folgende Formel hat:
GATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTTATGTG
CGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAAGGTAAAAGGTT
CATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCACGTTTTCGCATAGAACG
CAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTTAATTGAATAGGCAATCTCTAAAT

GAAT,UAS2istin einem 100 bp Clal-BstEll-Fragment mit folgender Formel vorhanden: .
CGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAGCACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTT
CGAAGAGATCGCACATGCCAAATTATCAAATTG )

und beide UAS 1 und UAS 2 sind in dem 368 bp BamHI-BstEll-Fragment mit folgender Formel vorhanden:
GATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTITGGAAGTCATCTTATGTGC
GCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAAGGTAAAAGGTTCA
TAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCACGTTTTCGCATAGAACGCAA
CTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTTAATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAAT
CGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAGCACAGACTAAATTTATGATTCTG GTCCCTGTITI'
CGAAGAGATCGCACATGCCAAATTATCAAATTG.

Beispiel 3: Konstruktion von verschmolzenen PHO 5 — GAPDH-Hybridpromotoren

Durch Beispiel 1 und 2 werden eine Region um Position —365 [UAS 1{PHO 5)] und eine andere Pagion um Position —180
[UAS2{PHO5)] des PHO 5-Gens zu maglichen Kandidaten flir UAS mit regulierenden Funktionen. UAS 1(PHO5) ist in einem
268bp BamH I-Clal-Fragment enthalten, wihrend beide UAS 1(PHO 5) und UAS 2(PHO5) in einem 368 bp BamH !-BstE ll-Fragment
enthalten sind. Diese beiden Fragmente sind je mit zwei unterschiedlichen GAPDH-Downstream-Promotorelementen, die die
TATA-Box und Transcriptions-Initiierungsstellen von GAPDH enthalten, verschmoizen.

a) Konstruktion einer Hefegen-Sammlung

DreiRig ug von totaler Hefe-DNS mit hoher relativer Molekilmasse (M. V. Olsen u.a., J. Mol. Biol., 132, 387 [1979]} vom Wildtyp-
Stamm S 288C von Saccharomyces cerevisiae werden 30 min lang bei 37°C mit 2 Einheiten von EcoR{-Methylase (New England
Biolabs)in 250 ul von EcoR!-Methylationspuffer nach Empfehiung des Lieferanten inkubiert. DNS wird durch Ethanol ausgeféilt,
in 500 .l von 26mM Tris - HCl, pH8,5, 2mM MgCl, (EcoR1* Puffer) (H. Meyer, FEBS Lett. 90, 341 [1979]) resuspendiert und mit
EcoR| {Boehringer) digeriert, bis die GréRBenverteilung der DNS-Fragmente ein im Bereich von 30 bis 50kb liegendes Maximum :
aufweist {ein Xho| Digest von ADNS ergibt entsprechend 33kb und 17 kb Markierer). Die unter EcoR1* Bedingungen digerierte
Hefe-DNS wird 6 h lang mit 38 000.U/min in einem SW 40 Rotor aufeinem Saccharose-Gradienten (5 bis 20% Saccharosein10mM
Tris-HCI, pH7,5, TmM EDTA) gréBenfraktioniert. Dreiig Fraktionen von je 0,4 m! werden oben von dem Gradienten
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gesammelt. Fraktion 16 enth&it DNS-Fragmente mit einer GrdRe von 30 bis 40kb. Die DNS dieser Fraktion (3 ug) wird mitEthanol
ausgefillt und 16 Stunden lang bei 15°C in einem Gesamtvolumen von 15l bis 1l Cosmid-Vector pYel (B.Hohn, u.a., in
,Genetic Engineering”, Bd. 2, S.169, New York 1980), linearisiert durch EcoR|, ligiert. Die Ligation wird mit300U T4-DNS-Ligase
(New England Biolabs) unter Verwendung des vom Lieferanten beschriebenen Puffer-Systems ausgefiihrt. Die DNS wird in vitro
in Bakteriophage A eingebaut. {B.Hohn in ,Methods in Enzymology”, Bd.68, S.299, New York 1979) und die vereinigten Phagen
werden zur Umwandlung von E. coli Stamm HB 101 verwendet (RS, m®, leu®, pro®, recA). Der Wirkungsgrad der Umwandlung
betrégt etwa 5000 ampicillin-resistente Kolonien je ng pYci-Vector. 3000amp® Kolonien werden gesammelt und einzeln in den
Vertiefungen von Mikrotiter-Schalen in LB-Medium (10g Bacto-Tryptone [Difcol, 5g Bacto Yeast Extract [Difco], 10g NaCl), das
100 g/ mi Ampicillin enthilt, gezichtet.
b} Isolierung des Hefegens GAPDH
Die oben beschriebene Gen-Sammiung wird mit einem synthetischen Oligonucleotid (hergestellt unter Anwendung der
Phosphotriester-Methode: K. Itakura, u.a., J. Am. Chem. Soc. 97, 7327 [1975]; J.F. M. de Rooij, u.a., Recl. Trav. Chim. Pays-Bas 88,
537 [1979]) der folgenden Struktur: 5'-GCTCCATCTTCCACCGCCCC-3' gescreent. 10 ug des Oligonucleotids werden unter
Verwendung von 10l y~3P-ATP (3000 Ci/mMol, 10 uCi/ul Amersham) mit T4-Polynucleotid-Kinase (Boehringer) in einem
Gesamtvolumen von 50 wl nach der Beschreibung von Maniatis, u.a., (,Molecular Cloning”, Cold Spring Harbor Lab., 1982, Seite
125) kinasiert. Die Kolonie-Hybridisierung wird wie vom gleichen Autor beschrieben {Seite 312) vorgenommen, Positive Clone
werden durch Autaradiographie unter Anwendung von Kodak Réntgenfilm X—5 nachgewiesen. Die Plasmid-DNS-Isolierung
(siehe EU-PA 100.561) ergibtein Hybridclon, das ein fir GAPDH codierendes 2 100bp Hindll-Fragment enthalt(J.P.Holland, u. a.,
1. Biol. Chemn. 254, 9839 [1979]). Der endg(iitige Beweis fiir die Authentitat der chlonierten DNS kemmt aus dem DNS-
Sequenzierungsexperiment unter Anwendung des oben genannten Oligonucleotids in Verbindung mit dem Didesoxy-
Sequenzierungsprotokoll nach der Beschreibung von G.F.Hong (Bioscience Reports 1,243 [1981]) fir doppelstréngige DNS. Das
clonierte GAPDH-Gen hat die gleiche Sequenz wie pgap491, verdffentlicht von Holland, u.a. {J. Biol. Chem. 255, 2536 [1980]).
¢) Herstellung der GAPDH Downstream-Promotorelemente {siehe Fig.2 und 3)
Das 649bp Taq|-Fragment, das die Positionen —27 bis ~657 von dem ATG des GAPDH-Gens enthélt {siehe Fig.2), wird durch
Digerieren des oben genannten Hybridplasmids mit Tagl (New England Biolabs), Trennen der DNS-Fragmente auf einem
1,2%igen weichen Agarosegel und Extrahieren der DNS durch heiRes Phenol (siehe Beispiel 1) isoliert. Die Clonierung des
Taq!-Fragmentes wird in die Clal-Stelle von pBR322 vorgenommen: 1 ug pBR 322 wird mit drei Einheiten von Clal (New England
Biolabs) nach der Beschreibung des Lieferanten gespalten. 300ng des phenolisierten und abgebrochenen Vectors werden mit
gtwa 300ng von Insert-DNS (649 bp Taq Fragment) unter Verwendung von 200U von T4-DNS-Ligase in einem Gesamtvolumen
von 20ul (siehe Beispiel 1b) ligiert. Die Transformation erfolgt in E. coli HB 101 ftir Ampicillin-Resistenz, Plasmid-DNS wird
hergestellt und durch Restriktionsanalyse [Taql, Dra I] analysiert. Die Orientierung des Tag l-Fragmentes wird unter Verwendung
von Restriktions-Endonuclease Dral in Kombination mit der BamH1-Stelle der Plasmide vorgenommen, und es wird ein Plasmid
ausgewidhilt, das die Taql-Stelle von Position —675 nahe der Hind lil-Stelle von pBR 322 hat. Dieses pBR322/GAPDH bezeichnete
Plasmid wird unter Verwendung von BamH1 (New England Biolabs) linearisiert, und es wird eine Digestion mit Bal31 wie in
Beispiel 1 beschrieben durchgefithrt, nur werden Bglll-Linker (5-CAGATCTG-3’, New England Biolabs) verwendet, und das
digerierte Plasmid wird direkt mit einer Konzentration von 5ug/ml in einem Gesamtvolumen von 20 ul zirkuliert. Die Gréle des
Bal31-verkiirzten Taq 1-Fragmentes wird durch Restriktionsanalyse (unter Verwendung von Bglli und Hind!ll} bestimmt. Es
werden zwei Clone ausgewihlt, die DNS-Fragmente enthalten, die sich etwa 200bp und 265 bp von dem ATG aufwérts in den
GAPDH-Promotor erstrecken. Beide Fragmente enthalten die vermutliche TATA-Box von etwa —140bp. Diese Clone enthalten
noch den Replikationsursprung in dem von pBR 322 abgeleiteten Teil der DNS und werden als pGAPDH-F bzw. pGAPDH-E
bezeichnet. .
d) Kombinieren des Downstream-GAPDH-Elementes mit UAS1(PHO5) von PHO5 und der Protein-Codierungsregion von Eglin
C.
1) GAPDH-Elemente (siehe Fig.3)
Um die GAPDH-Promotorelemente von der Taql-Stelle an der Position —27 zu einer unmittelbar neben dem ATG des GAPDH-
Gens gelegenen Stelle zu veridngern, werden zwei synthetische komplementére Oligonucleotide der folgenden Struktur
synthetisiert: .
5 CGAATAAACACACATAAATAAAG 3
3’ TTATTTGTGTGTATTTATTTCTTAASL
Diese Oligonucleotide liefern die echte GAPDH-Promotorsequenz von Position —26 bis Position —5 unter Erzeugung einer
terminalen EcoR |-Stelle. Jeweils zwei ug der Plasmide pGAPDH-E und -F werden mit 6 Einheiten von Taq! in 50 ! digeriert, und
die resultierenden Mischungen werden phenolisiert, mit Ethanol ausgeféllitundin 10 ul Wasser resuspendiert. Die synthetischen
Oligonucleotide werden gehértet, indem 2 ul jedes Einzelstranges in 100zl einer Losung, die 10mM Tris - HCI, pH7,5, 10mM
MgCl,, 50 mM NaCli enthalt, vermischt werden, 3min lang auf 90°C erhitzt werden und die Losung langsam auf Raumtemperatur
abgekihit wird (innerhalb von etwa 3 Stunden). Ein ug von jedem der Tag I-digerierten Plasmide wird mit einem etwa
zwanzigfachen Moliiberschuf der geharteten Oligonucleotide in einem Volumen von 20l etwa 18 Stunden lang unter
Verwendung von 800U von T4-DNS-Ligase vermischt. Die'gesamte Mischung wird mit 3 Einheiten von Bglll (New England
Biolabs) digeriert. Die DNS-Fragmente werden auf einem 1,5%igen weichen Agarosegel getrennt. Die Bglll-EcoR|-Fragmente
von etwa 200bp bzw. 265 bp werden aus dem Gel ausgeschnitten, extrahiert und mit Ethanol ausgefallt.
Plasmid pGAPDH-E wird mit Bgll und EcoR| digeriert, und das grofe (etwa 3,5kb) Fragmentwird isoliert. Dieses Fragment wird
als Vector zur Clonierung der 265bp und 200bp Bglll-EcoR|-Fragmente unter Anwendung von Ligations-, Transformations- und
Plasmid-Isolierungsbedingungen nach obiger Beschreibung verwendet. Die erzeugten Plasmide werden als pGAPDH-EL und
pGAPDH-FL bezeichnet. Die DNS-Sequenzen der in pGAPDH-EL und pGAPDH-FL chlonierten Bglll-Fragmente werden in Fig.4
gezeigt. Die genaue GroRe der Fragmente betrégt 266bp bzw. 201 bp. .
Il) Das UAS(PHO5)-Regulatarelement
3ug von Plasmid p31/Y (siehe EU-PA Nr. 100.561) werden mit 6 Einheiten von Clal {New England Biolabs) digeriert. Die vertieften
3.Enden werden in einer Reaktion mit dem Klenow-Fragment von E. coli DNS-Polymerase | (Bethesda Research Laboratories)
nach Maniatis (supra) gefillt. Bgllil-Linker {(5-CAGATCTG-3') werden wiein Beispiel 1 beschrieben hinzugefligt. Die DNS wird
mit Sa!l und Bgi |l (New England Biolabs) digeriert und auf einem 1%igen weichen Agarosegel zum Laufen
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gebracht. Das 548 bp Fragment wird aus dem Gel ausgeschnitten, phenolosiert und mit Ethanol ausgefallt, wie oben beschrieben
wird.

I} Konstruktion von Plasmid pJDB207R/PHO5-EGL (Siehe Fig.5)

Dieses Plasmid ist eine Quelle eines DNS-Fragmentes, das aus der Eglin C- Codlerungsregzon und dem PHO5
Transcriptionsterminator zusammengesetzt ist.

A) lIsolierung des pJDB207 Vectorfragmentes

Sechs pg von Plasmid pJDB 207 R/IF(«-3) (EU-PA Nr.100.561) werden bis zur Vollstandlgke|t mit Restriktions-Endonuclease
BamHIdigeriert. Die resultierenden DNS-Fragmente mit einer Grée von 6,85kb und 1,15kb werden durch Ethanol ausgeféalit
und in 400 u! von 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, resuspendiert. 4,5 Einheiten von alkalischer Kalbsdarmphosphatase (Boehringer,
Mannheim) werden zugesetzt. Das Gemisch wird 1 Stunde lang bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wird die Phospatase durch
einstiindige Inkubation bei 65°C inaktiviert. Die Lésung wird auf 150mM NaCl eingestellt. Die DNS-Lésung wird auf ein 100-ul-
Bett von DE 52 (Whatman) lonenaustauscher aufgegeben, mit 10mM Tris-HCI, pH7,5 dquilibriert, die 150 mM NaCl und 1mM
EDTAenthait. Nach dem Waschen mitdem gleichen Pufferwird die DNS mit 400 ul von 1,5M NaCl, 10mM Tris-HCI, pH7,5,1mM
EDTA eluiert und durch Ethanol ausgefélit. Das groRe 6,85kb BamH |-Fragment wird von dem kleinen Fragment auf einem
0,6%igen niedrig-schmelzenden Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH8,3, getrennt.

B) Isolierung eines 534 bp PHO5-Promotorfragmentes

Zehn pg von Plasmid p31/R (EU-PA Nr. 100.561) werden mit den Restriktions-| Endonucleasen EcoRlund BamH| digeriert. Die
resultierenden 3 Fragmente werden auf einem 0,6%igen niedrig-schmelzenden Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH8,3,
getrennt. Ein 534bp BamH |-EcoR I-Fragment wird isoliert, das den PHO 5-Promotor einschlieBlich der mRNS-Startstellen enthéit,
C) lIsolierung eines 221bp DNS-Fragmentes, das die Codierungssequenz fiir Eglin enthalt

Acht pg von Plasmid pML 147 (EU-PA Nr. 146.785) werden mit den Restriktions-Endonucteasen BamH [ und EcoR|1 digeriert. Die
resultierenden zwei DNS-Fragmente werden auf einem 0,6%igen niedrig-schmelzenden Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-Puffer,
pH8,3, getrennt. Das 221 bp Fragment wird isoliert.

D) Ligation von DNS-Fragmenten

Drei oben beschriebene DNS-Fragmente (Beispiele 3d Il A-C) mit entsprechenden klebrigen Enden werden in einer Reaktion
ligiert: 0,1 pMol (0,45 1g) des 6,58kb BamH I-Vectorfragments, 0,2pMol (70ng) des 534 bp BamHI-EcoRI-PHO 5-
Promotorfragmentes und 0,2pMol (29ng) des 221 bp EcoR|-BamH I-Fragmentes von pML 147 werden ligiert. Alle drei DNS-
Fragmente sind in einem kleinen Gelblock von niedrig-schmelzender Agarose enthalten. Die drei Stiicke Agarosegel werden
zusammengenommen, bei 65°C verflissigt und zweimal verdiinnt. Die Ligation erfolgtin einem Gesamtvolumen von 270 ulvon
60 mM Tris-HCI, pH7,5, 10mM MgCl,, 10mM DTT, 1 mM ATP mit 16 Einheiten von T4-DNS-Ligase (Boehringer, Mannheim)

16 Stunden lang bei 15°C. Eine 10-ul-Aliquote des Ligationsgemisches wird zu 100 ul mit Calcium behandelten kompetenten
Transformationszellen von E. coli HB 101 gegeben.

24 transformierte amp® Kolonien werden einzeln in LB-Medium geziichtet, das 100 ng/ml Ampicillin enthalt. Plasmid-DNS wird
nach der Methode von Holmes, u.a. (Anal. Biochem. 114, 193 [1981]) hergestellt und durch Hindlll/EcoR |-Doppeldigestion
analysiert. Das Erscheinen eines 600 bp EcoRI-HindIl-Fragmentes zeigt, daR das betreffende Clon das PHO5-Promotor-Eglin
C-DNS-Fragment in den Expressionsvector in der richtigen Orientierung eingefiigt hat. Wie erwartet haben etwa 50% der Clone
einen Insert in der richtigen Orientierung. Einer dieser Clone wird isoliert und als pJDB 207 R/PHO5-EGL bezeichnet.

Sechs ug Plasmid pJDB207 R/PHO5-EGL weden bis zur Vollstdndigkeit mit den Restriktions-Endonucleasen Hind !l und Sall
digeriert. Das groRe 6,1 kb {Vectorteil) Fragment wird durch Weichagarosegel-Elektrophorese, Phenolextraktion und
Ethanolprézipitation isoliert. Die Vector-DNS wird in 20 ul Wasser resuspendiert. Das Eglin-Fragment wird durch Digestion von
pJDB207 R/PHOS-EGL mit Hind Il und EcoR [ geschaffen. Das resultierende 600 bp Fragment wird durch Weichagarosegel-
Elektrophorese getrennt, mit Phenol extrahiert und mit Ethanol ausgeféllt. Das Eglin-Fragment wird in 20 ul H,0 resuspendiert.
IV} Ligation der Fragmente unter Verwendung von UAS 1{PHO 5)-Elementen {siehe Fig.6)

Die Ligation wird unter Anwendung der folgenden vier Komponenten vorgenommen: 0,5 ug des 8,1kb Hindlil-Sall-
Vectorfragmentes, 100ng des 800bp EcoRi-Hind lll-Eglin C-Fragmentes, 200 ng des 266 bp Bgl [I-EcoRI-Fragmentes von pGAPDH-
EL und 100 ng des 548 bp Sall-Bglll-Fragmentes, das UAS 1(PHO5) aufweist. Die Ligation wird wie oben ausgefilhrt. Die
Transformation von E. coli HB 101 fiir Ampicillin-Resistenz, die Plasmidisolierung und die Restriktionsanalyse von positiven
Clonen werden nach obiger Beschreibung vorgenommen, wobei die Restriktions-Endonucleasen Hindlll, EcoR|, Bglll und Sall
verwendet werden. Es wird ein positives Clon ausgewéhlt und als pJDB 207/PAPEL-EGL (UAS 1) bezeichnet.

Eswird eine analoge Konstruktion mit dem 201 bp Bglll-EcoR I-Fragment von pGAPDH-FL ausgefihrt. Das erzeugte Plasmid wird
pJDB207/PAPEL-EGL{UAS 1) genannt.

V) Konstruktion von Hybriden mit UAS 1{PHO5) und UAS 2{PHO5)-Elementen

3ugderobigen Plasmide (siehe IV) werden mit Bglli digeriert. Nach der Phenolextraktion und Ethanolprazipitation wird die DNS
in Wasser resuspendiert. Die vertieften 3'-Enden werden mit Klenow-DNS-Polymerase wie unter |1} beschrieben ausgefillt. Die
Plasmide werden 10min lang auf 70°C erhitzt, um das Enzym zu inaktivieren. Nach der Digestion mit Sall {Biolabs) werden die’
gro3en Fragmente (etwa 7,2kb) durch Weichagarosegel-Elektrophorese und Phenolextraktion isoliert, und die durch Ethanol
ausgefalite DNS wird in Wasser -esuspendiert,

In einer &hnlichen Weise wird Plasmid p31/Y mit BstE |l digeriert, mit DNS-Polymerase (Klenow Fragment) behandelt und mit
Sall gespalten. Das 651bp Fragment wird nach obiger Beschrelbung isoliert. Die Ligation von 200 ng der obigen Vector-DNSn mit
dem 651bp Fragment ergibt die folgenden Plasmide:

pJDB207/PAPEL-EGL (UAS 1 + UAS?2) (das das 266 bp Bglil-EcoR I-Fragment von pGAPDH-EL aufweist)

pJDB207/PAPFL-EGL (UAS1 + UAS2) (das das 201 bp Bglll-EcoRI-Fragment von pGAPDH-FL aufweist).

Beispiel 4:

a) Transformation von Saccharomyces cerevisiae GRF18

Die vier Plasmide von Beispiel 3d1V und 3dV werden, jeweils in den Saccharomyces cerevisiae Stamm GRF 18 («, his3-11,
his3-15, leu 2-3, leu2-112, can®) unter Anwendung des von Hinnen, u.a. beschriebenen Transformationsprotokolls (Proc. Natl. -
Acad. Sci. USA 75, 1929 [1978]) eingeflgt. Transformierte Hefezellen werden aufHefe-Minimalmedium-Platten mit Leucin-
Mangel ausgewdhit, Einzelne transformierte Hefekolonien werden isoliert und als Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB 207/
PAPEL-EGL (UAS1),/PAPFL-EGL (UAS1),/PAPEL-EGL (UAS1 + UAS2) und/PAPFL-EGL (USA1 + UAS?2) bezeichnet.
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b) Fermentation der Transformanten

Zellen der vier S. cerevisiae GRF 18 Transformanten werden jeweils in 10ml| von Hefe-Minimalmedium (Difco Yeast Nitrogen
Base ohne Aminoséuren, dem 2% Glucose und 20 mg/! L-Histidin zugesetzt wurden) in einem Erlenmeyerkolben 24 Stunden
lang bei 30°C unter Schdtteln bis zu einer Dichte von 3 X 107 Zellen/ml geziichtet. Die Zellen werden in 0,9%igem NaCl
gewaschen und zum Inokulieren von 50ml eines starken Pi-Mediums (wie oben) und eines schwachen Pi-Mihimalmediums,
hergestellt nach der Rezeptur von Difco Yeast Nitrogen Base Medium {ohne Aminosduren) mit 0,03g/1 KH,PO,, 1g/1 KCI, 10g/I
L-Asparagin anstelle von (NH4},SQ4, 2% Glucose und 1 g/I L-Histidin verwendet. Das Medium wird bis zu einem Ausgangs ODgoo
von 0,03 inokuliert. Die Zellen werden in einem 500-mi-Kolben 24 Stunden lang bei 30°C gezlichtet (ODggonm = 1,8 flir schwaches
Pi-Medium, ODggonm = 3,0 fir starkes Pi-Medium).

¢) Bestimmung von Eglin C Titern

Wenn die Zellen eine wie oben angegebene Zelldichte (OD) erreicht haben, werden die Zellen geerntet, zentrifugiert und durch
Glasperlen zerrissen. Die Mischungen werden auf Eglin-Aktivitat hin analysiert, indem die Inhibition von Human-Leucozyten-
Elastase nach der Methode von U.Seemueller, u.a. (Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 358, 1105 [1971]) gemessen wird. Die
folgenden Aktivitaten wurden ermittelt: '

Extraktvon Eglin C Aktivitat (mg/1/0D der Kultur)

S. cerevisiae induziert nichtinduziert -
schwaches P)) (starkes P;)

pJDB207/PAPEL-EGL (UAS1) 14 0,7

pJDB207/PAPFL-EGL{UAS1) 17 0,7

pJDB207/PAPEL-EGL(UAS1T + UAS2) 14 ’ 1

pJDB207/PAPFL-EGL (UAS1 + UAS2) 11 0,7

Beispiel 5: Expression von Desulfatohirudin unter der Kontrolle eines PHO5-GAPDH-Hybridpromotors

I. Einstellung der Nucleotid-Sequenz an dem 5’-Ende des Desulfatohirudin-HV1-Gens

Die fiir Desulfatohirudin codierende Nucleotid-Sequenz (siehe EU-PA 168.342) beginnt mit GTT, das fur NH,-Terminal-Valin in
dem fertigen Genprodukt steht. Zur zweckm&RBigen Subclonierung und Expression in E.coli wurde die Codierungssequenz an
dem §'-Ende durch acht Nucleotide, einschlief3lich einer EcoRI-Restriktionsstelle und eines ATG-Initiierungscodons verléngert.
Fir die exakte In-Frame-Fusion der Hirudin-Codierungssequenz zu der fur das PHO5-Signalpeptid codierenden Sequenz miissen
diese zusétzlichen Nucleotide entfernt werden. Das wird durch die Umwandlung der EcoRI-Restriktionsstelle in eine
fluchtgerechte Endstelle, Hinzufligen eines synthetischen Oligonucleotids, das eine Hgal-Erkennungsstelle in einer solchen
Position enthélt, dal? die anschlieRende Spaltung mit Hgal unmittelbar vor (upstream) dem GTT-Codon erfolgt, erreicht.
Einfligung einer Hgal-Restriktionsstelle vor dem Desulfatohirudin-Gen (siehe Fig.7)

8ug von Plasmid pML310 (siehe EP 168.342) werden bis zur Vollstandigkeit mit der Restriktions-Endonuclease EcoR| digeriert.
Die DNS {pML310/EcoR!) wird mit Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol ausgefallt. Uberhangende 5'-Enden werden
durch Nuclease S, entfernt. 4 g von pML310/EcoRI-DNS werden in 100 ul von 250 mi NaCl, 1mM ZnS0,, 30mM Natriumacetat,
pH4,6, mit 20U/ml Nuclease S, (Sigma) 45 min lang bei 37°C digeriert. _

Die DNS wird mit Phenol/Chloroform extrahiert und durch Ethanol ausgeféllt. Die DNS (pML310/EcoR1/S;) wird in 100 ul von
50mM Tris.HCI, pH8,0, resuspendiert und mit 2 Einheiten alkalischer Kalbsdarm-Phosphatase {CIAP, Boehringer) eine Stunde
lang bei 37°C inkubiert. Das Enzym wird 1,5 Stunden lang bei 65°C inaktiviert.

Die NaCl-Konzentration in dem Inkubationsmedium wird auf 150 mM eingestellt. Die dephosphorylierte DNS (pML310/EcoR I/S,/
CIAP) wird durch Adsorption auf einer lonenaustauschsiule DE52 (Whatman) in einem schwachen Salzpuffer (150 mM NaCl,
10mM Tris.HCI, pH8,0, 1mM EDTA) gereinigt und danach mit einer starken Salzpufferiésung (1,5 M NaCl, 10mM Tris.HCI, pH 8,0,
1mM EDTA) eluiert. Die DNS wird mit Ethanol ausgefélit und in HzO mit einer Konzentration von 0,8 mg/ml resuspendiert.

Ein Oligonucleotid der Formel

5-AGCGTCGACGCT-3'

wird mit Hilfe der Phosphatriester-Methode synthetisiert {Itakura, u.a., J. Am. Chem. Soc. 103, 706 [1981]). Die Sequenz des
Oligonucleotids ist selbst-komplementér und enthalt die Erkennungsstelle -GACGC- fur Restriktions-Endonuclease Hgal.
Hartung von zwei Einzelstrangen flhrt zu einem doppelstréngigen DNS-Linker von 12 Basenpaaren.

1,2 ug des synthetischen ein-strangigen Oligodesoxynucleotids werden in-10 xl von 60mM Tris.HCI, pH7,5, 10mM MgCl;, 5mM
DTT,30uCivon [y — 2p] ATP (3000 Ci.mMol~', Amersham) und 6 Einheiten von T4-Polynucleotid-Kinase (Boehringer) 30 min
lang bei 37°C phosphoryliert, worauf ein , Treiben” (? chase) von 15 Minuten bei 37°C in Gegenwart von 0,5 mM ATP folgt. Die
Mischung wird weiterhin 10 min lang bei 75°C inkubiert, um das Enzym zu inaktivieren, und wird dann zum Abkiihlen auf
Raumtemperatur zum Harten stehen gelassen.

0,6 +g (170pMol) der 32P-markierten Linker-DNS werden mit 2,4 ug (1,75 pMol-Enden) von pML310/EcoR1/S:/CIAP vermischt
und in 20! von 60mM Tris.HCI, pH7,5, 10mM MgCl,, 5mM DTT, 3,5 mit ATP, 800 Einheiten von T,-DNS-Ligase (Biolabs)

20 Stunden lang bei 15°C ligiert. Die Ligase wird 10min lang bei 85°C inaktiviert, und der Uberschul an Linkermolekilen wird
durch Prazipitation der DNS in Gegenwart von 10mM EDTA, pH7,5, 300mM Natriumacetat, pH6,0, ind 0,54 Volunr 1
Isopropanol entfernt. Nach 30min bei Raumtemperatur wird die DNS pelletisiert, in 45 ul Ligationsgemisch (oben spezifiziert)
resuspendiert und 6 Stunden lang bei 15°C zur Bildung von kreistérmiger DNS ligiert.

Aliquoten von 1ulund 3ul des Ligationsgemischs werden zu 100 ul mit Calcium behandelten kompetenten Transformations
E.coli HB101-Zellen (hergestelit nach der Methode von D.Hanahan, J. Biol. Chem. 166, 557 [1983]) gegeben. Die Zellen werden
30min lang auf Eis stehen gelassen, danach 3min lang bei 42°C inkubiert, 2min lang auf Eis gekthlt und anschlieRend eine
Stunde lang bei 37°C in 400 ] SOC-Medium inkubiert. Die Zellen werden in jeweils 100 ul konzentriert und auf LB-Agarplatten,
die 50 ng/mi Ampicillin enthalten, aufgestrichen.

12 transformierte amp™-Kolonien werden einzeln in LB-Medium, das 100 ug/m! Ampicillin enthalt, geztichtet. Plasmid-DNS wird
nach der Methode von D. S.Holmes, u.a. (Anal. Biochem. 114 193 [1981]) hergestellt. Das Vorhandensein des synthetischen
Oligonucleotid-Linkers wird durch DNS-Sequenzierung bestatigt, wobei ein einstrdngiges DNS-Fragment als Primer verwendet
wird, das zu dem Codierungsstrang von Hirudin hybridisiert. Ein Clon, das die Linker-DNS an der richtigen Stelle vor dem
Hirudin-Gen enthait, wird als pML310L bezeichnet.
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Il. Fusion der PHO5-Signalsequenz und des Desulfatohirudin-Strukturgens
a) ldolierung des 0,2kb Desulfatohirudin-Fragmentes (siehe Fig.7)
12 g von Plasmid pML310L werden bis zur Vollstdndigkeit mit den Restriktions- Endonucleasen BamHIund Pvul digeriert. Nach
der Extraktion der DNS durch Phenol/Chloroform und Ethanolprizipitation werden die beiden Restriktionsfragmente auf einem
1,2%igen Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH 8,3, getrennt. Das mit Ethidiumbromid gefarbte 0,84 kb Pvui-BamHI-
Fragmentwird in einer Gelscheibeisoliert. Die DNS wird in einem mit 3ml 0,2 X TBE-Puffer gefillten Dialysebeutel elektroeluiert.
Der geschlossene Beutel wird in TBE-Puffer, pH8,3 (30 mM Tris-Base, 90mM Borsaure, 2,5mM EDTA) eingetaucht. Nach 30min
bei 100mA wird die Polaritit des Stromes 45sec lang umgekehrt, um die DNS von der Dialysemembran abzustoRen. Der die
Gelscheibe in dem Dialysebeutel umgebende Puffer wird zurlickgewonnen, auf 150 mM NaCl eingestellt und durch eine
lonenaustauschersiule DE 52 (Whatman) geleitet. Die DNS wird mit einem starken Salzpuffer (1,5M NacCl, 10mM Tris.HCI, pH8,0,
1mM EDTA) eluiert, mit Ethanol ausgefallt und wieder in H,O mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml geldst.
Das 0,84kb Pvul-BamH I-Fragmentvon pML310L wird weiter mit Restriktions-Endonuclease Hgal digeriert. Dieses Digest erzeugt
ein 198bp Hgal-BamHI-Fragment, das die vollstandige Codierungssequenz fir ausgereiftes Desulfatohirudin enthalt.
Zusétzliche Alul-Digestion beriihrt das 198bp Hgal-BamHI-Fragment nicht, eliminiert aber ein anderes Hgal-Fragment von
ahnlicher GroRe.
Das 0,2kb Hgal-BamHI-Fragment wird auf einem 1,5%igen Agarosegel in TBE-Puffer von anderen Fragmenten getrennt und
durch Elektroeluierung (nach obiger Beschreibung) isoliert. Die DNS wird durch DE 52-lonenaustausch-Chromatographie und
Ethanolprézipitation gereinigt. Die DNS wird in H,O mit einer Konzentration von 30 ug/mi (0,2 pMol/ul) resuspendiert.
b) Isolierung der PHOS-Promotorregion mit einem Teil der PHO5-Signalsequenz (siehe Fig.8)
Plasmid p31/PHOS-TPA18 (sieche EU-PA Nr, 143.081) weist den PHO5-Promotor und die PHO5- Slgnalsequenz ,in Frame”
verschmolzen mit einem fremden Strukturgen (t-PA) auf. Ein 584bp BamH!-Ball-Fragment enthalt den PHO5-Promotor und die
gesamte PHO5-Signalsequenz, jedoch acht Nucleotide an dem 3'-Ende.
8ug von p31/PHO5-TPA18-DNS werden mit der Restriktions-Endonuclease Ball digeriert (16 Stunden lang bei 37°C). Die DNS
wird durch Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanol-Prézipitation gereinigt. Die DNS wird in H,0 mit einer Konzentration von
0,7mg/mi resuspendiert.

“Die einwardfreie Verbindung zwischen der PHO5-Signalsequenz und der Codierungsregion fiir Desulfatohirudin wird durch
einen synthetischen Linker der folgenden Formel geschaffen
(1) 8’-CCAATGCA-3'
(2) 3-GGTTACGTCAACA-5'
Acht Nucleotide an dem 5-Ende des Linkers (5-CCAATGCA) stellen einen Teil der PHO5- Slgnalsequenz von der Ball-Stelte bis
zur Bearbeitungsstelle dar. Die 5" iberhangenden fiinf Nucleotide von Ohgonucleotld (2) passen in die Hgal-Spaltungsstelie an .
dem 5’-Ende der Desulfatohirudin-Codierungssequenz.
Die einzelnen einstrangigen Oligonucleotide (1) und (2) werden mit Hilfe der Phosphotriester-Methode {Itakura, u. a., supra)
synthetisiert. 1,1 zg und 1,8 g der Oligonucleotide (1) bzw. (2) werden an ihren 5’-Enden einzeln phosphoryliert, in &quimalaren
Mengen vermischt und wie in Beispiel 51 beschrieben gehértet.
1,3ug (200 pMol) der phosphorylierten, doppelstrangigen Linker-DNS wird zu 7 ug (1,8 pMol) von Ball-gespaltenem p31/PHOS-
TPA18in 40 ulvon 60mM Tris - HCI, pH 7,5, 10mM MgCl,, 3,5mM ATP, 5mM DTT und 1400 Einheiten von t,-DNS-Ligase (Biolabs)
16 Stunden lang bei 15°C ligiert. Die Ligase wird 10 min lang bei 85°C inaktiviert. Der UberschuR an Linkern wird durch
Prazipitation der DNS in Gegenwartvon 10mM EDTA, 300mM Natriumacetat, pH 6,0, und 0,54 Volumen Isopropanol entfernt.
Die DNS wird resuspendiert und weiter mit Restriktions-Endonuclease BamH | digeriert. Nach der Extraktion der DNS durch
Phenol/Chloroform und Ethanol-Prézipitation werden die.beiden Restriktionsfragmente auf einem 1,2%igen Agarosegel in
Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH 8,3, getrennt. Das 0,6 kb Fragment wird von dem Gel isoliert. Die DNS wird elektroeluiert und weiter
durch DE 52-lonenaustausch-Chromatographie und Ethanolpréazipitation gereinigt. Das 0,6kb BamH|-Hga|-DNS- Fragment wird
in H,0 mit einer Konzentration von 40 ng/ml resuspendiert.
¢} Isolation eines pJDB207-Hefevectorfragmentes (siche Fig.8)
9ug von Plasmid pJDB207R/PHOS5-TPA(12-2) DNS (siehe EU-PA 143.081) werden mit der Restrlktnons Endonuclease BamHI
digeriert. Nach vollstdndiger Digestion wird die DNS durch Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol ausgeféllt. Die DNS
wird in 50mM Tris - HCI, pH 8,0, mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml resuspendiertund mit 7 Einheiten alkalischer Kalbsdarm-
Phosphatase eine Stunde lang bei 37°C digeriert. Die Phosphatase wird 1,5 Stunden lang bei 65°C inaktiviert, und die DNS wird
durch DE 52-lonenaustausch-Chromatographie (siehe Beispiel 51) und Ethanolprézipitation gereinigt. Das 8,8kb groRe BamHI-
Fragment wird auf einem 1,2%igen Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH8,3, getrennt. Die DNS wird elektroeluiert und
durch DE 52-lonenaustausch-Chromatographie und Ethanol-Prazipitation gereinigt. Die DNS wird in H,O mit einer Konzentration
von 0,4mg/mi (0,1 pMol/ ul) geldst.
d) Ligation des PHO5-Promotorfragmentes und des Desulfatohirudin-Strukturgens an das pJDB207 Hefevectorfragment
(siehe Fig.8)
Der pJDB207 Hefevector, das PHO5-Promotorfragment mit der PHO5-Signalsequenz und das Desuifatohirudin-Strukturgen
werden alle als DNS-Fragmente isoliert {siehe Beispiel 511 a—c), die zur Bildung eines Expressions-Plasmids ligiert werden,
0,3pMol des 0,6 kb BamHI-Hga I-Fragmentes von p31/ PHO5-TPA18 und 0,3pMol des 0,2 kb Hgal-BamH I-Fragmentes von
pML310L werden mit 0,1 pMol eines 6,8kb BamHI-Fragmentes von pJDB207R/PHOS5-TPA {12-2) in 10 ul von 60mM Tris - HCY,
pH7,5, 10mM MgClg, 5mM DTT, 1 mM ATP und 400 Einheiten von T4,-DNS-Ligase 20 Stunden lang bei 15°C ligiert.
Eine 1-ul-Aliguote des Ligationsgemischs wird zu 100 u! Transformation-kompetenten E. coli HB101-Zellen gegeben, die nach
Hanahan (supra) hergestellt wurden. Das Transformationsprotokoll wird gleichfalls aus dieser Verof‘fenthchung Ubernommen,
Die Zellen werden auf LB-Agarplatten, die 50 ng/ml Ampicillin enthalten, aufgestrichen.
24amp® Kelonien werden einzeln in LB-Medium mit 100 ug/mi Ampicillin geziichtet. Plasmid-DNS wird durch Spaltung mit
Restriktions-Endonuclease Pstl hinsichtlich GréRe und Orientierung des Inserts analysiert. Ein einzelnes Clon mit der richtigen
Orientierung des Inserts wird als pJDB207/PHOS5-HIR bezeichnet. -
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Hl) Herstellung von Plasmid pJDB207/PHO5({Eco)-HIR (siehe Fig.9)

Zur einfachen Verbindung der UAS(PHOS5)-GAPDH-Hybridpromotorelemente mit der Codierungsregion von Desulfatohirudin,
das die PHO5-Signalsequenz enthilt (wie in Plasmid pJDB207/PHO5-HIR), wird eine EcoR I-Restriktionsstelle in die nicht-
umgewandelte 5’-Region zwischen den mRNS-Startstellen und dem ATG der Codierungsregion eingefiigt.

15 g von Plasmid pJDB207/PHO5-HIR werden mit Restriktions-Endonuclease Dral (Boehringer) digeriert. Die resultierenden

4 Fragmente werden aufeinem 0,8%igen Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH8,3, getrennt. Das 4,2kb DNS-Fragment wird
aus dem Gel zuriickgewonnen, elektroeluiert und durch Ethanol ausgefalit. Die DNS wird in H,O mit einer Konzentration von
0,6 mg/ml resuspendiert.

Zwei synthetische Oligonucleotide der Formel -

5-AATTCGATTACCAATGTTT-3

3- GCTAATGGTTACAAA-G'

(2,3 g bzw. 2,9 ng) werden jeweils in 20 ul von 60 mM Tris, pH7,5, 10mM MgCl;, 5mM DTT, 0,5mM ATP und 20U von T4-
Polynucleotid-Kinase (Boehringer) kinasiert. Nach 45min bei 37°C werden die beiden Reaktionsmischungen
zusammengenommen, 10min lang auf 75°C erhitzt und zum Abklhlen auf Raumtemperatur stehen gelassen. Der gehértete
Oligenucleotid-Linker wird bei —20°C aufbewahrt.

6,5 g (2,3 pMol) des 4,2 kb Dral-DNS-Fragmentes werden 16 h lang bei 15°C mit einem 70fachen Uberschul des kinasierten und
gehérteten Oligonucleotid-Linkers in 50l von 60mM Tris, pH7,5, 10mM MgCl;, 5mM DTT, 3,56mM ATP und 800 Einheiten von
T4-DNS-Ligase (Biolabs) inkubiert. Nach der inaktivierung der T4-DNS-Ligase (iber einen Zeitraum von 10min bei 85°C werden
die Uberschissigen Linker durch Prézipitation der DNS in Gegenwart von 10mM EDTA, 300 mM Natriumacetat, pH6,0, und
0,54 Volumen Isopropanol entfernt. Die DNS wird mit ZcoR1 und Hindlll digeriert. Die resultierenden Fragmente werden auf
einem 1%igen Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH8,3, getrennt. Das 643 bp Fragment wird aus dem Gel durch
Elektroeluierung und Ethanolprézipitation zurlickgewonnen. Die DNS wird mit einer Konzentration von 0,1 pMol/ ul
resuspendiert. Das EcoRI-Hind Ill-Fragment enthalt die PHO5-Signalsequenz, die Codierungssequenz von Desulfatohirudin und
den PHOS-Transcriptions-Terminator.

Das 534bp PHO5-Promotorfragment wird von Plasmid p31/R isoliert (EU-PA 100. 561)

Zehn ug p31/Rwerden mit den Restriktions-Endonucleasen EcoRlund BamH{ digeriert. Die resultierenden 3 Fragmente werden
auf einem 0,6%igen niedrigschmelzenden Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH8,3, getrennt. Ein 534bp BamHI-EcoRI-
Fragment wird isoliert, das den PHO5-Promaotor einschlieBlich. der mRNS-Startstellen enthalt.

Das Vectorfragment wird von Plasmid pJDB207/PHO5-HIR isoliert.

6ugdieses Plasmids werden mit BamH |l und Hindlll digeriert. Das groRe 6,5 kb BamHI-Hindlli- Fragment wird aufeinem 0,6%igen
niedrig-schmelzenden Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH8,3, von dem kleinen Fragment getrennt.

Drei oben beschriebene DNS-Fragmente mit den entsprechenden klebrigen Enden werden in folgender Reaktion ligiert: 0,2 pMol
(70ng) des 534bp BamH I-EcoR| PHO5-Promotorfragmentes, 0,2 pMol (85ng) des 643 bp EcoR[-Hind Ill-Fragmentes (Hirudin-
Codierungssequenz) und 0,1pMol (0,4 1g) des 6,5kb BamHI-Hind Il Vectorfragmentes werden in 10l von 60mM Tris, pH7,5,
10mM MgCly, 5mM DTT, 1 mM ATP und 400U von T4-DNS-Ligase 6 h lang bei 15°C ligiert. Eine 1-ul-Aliquote des
Ligationsgemischs wird zu 100 x| mit Calcium behandelten Transformations-kompetenten E.coli HB 101 Zellen gegeben.

12 transformierte amp® Kolonien werden einzeln in LB-Medium, das 100 ug/ml Ampicillin enthait, gezlichtet. Plasmid-DNS wird
nach der Methode von Holmes, u. a. {Anal. Biochem. 114 [1981] 193) hergesteilt und durch die EcoRl und BamH]|
Restriktionsdigests analysiert. Ein Clon mit den erwarteten Restriktionsfragmenten wird isoliert und als pJDB207/PHO5 (Eco)-
HIR bezeichnet.

V) Ligation der UAS1PHO5-GAPDH- Hybrldpromotoren an die Protein-Codierungsregion von Desulfatohirudin

15ug von Plasmid pJDB207/PHO5(Eco)-HIR werden mit EcoR| und Hind I!l digeriert. Die DNS-Fragmente werden auf einem
1%igen Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH8,3, getrennt. Das 643 bp Fragment wird von dem Gel isoliert, elektroeluiert
und mit Ethanol ausgefalit. Die DNS wird in H,0 mit einer Konzentration von 0,1 pMo!/ ul resuspendiert.

6ug von Plasmid pJDB207/PHOS-HIR werden bis zur Vollstandigkeit mit den Restriktions-Endonucleasen Hind 1l und Sall
digeriert. Das grof3e 6,3kb Fragment (Vectorteil) wird durch Weichagarosegel-Elektrophorese, Phenolextraktion und
Ethanolprézipitation isoliert. Das Vector-DNS-Fragment wird in H,0 mit einer Konzentration von 0,05 pMol/ ul resuspendiert,
10ug von Plasmid pGAPDH-EL (siehe Beispiel 3dl) werden mit Bglll und EcoR1 digeriert. Das 266 bp Bglll-EcoR I-Fragment wird
auf einem 1,2%igen Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH8,3, getrennt, von dem Gel elektroeluiert und mit Ethano!
ausgefilit. Die DNS wird in H,0 mit einer Konzentration von 0,3pMol/ ul resuspendiert.

0,3pMol des 548bp Sall-Bglll-Fragmentes, das UAS1(PHO5) aufweist (Beispiel 3dl), 0,3pMol des 266 bp Bglili-EcoR -
Fragmentes von pGAPDH-EL, 0,3pMol des 643bp EcoRI-Hindl-Fragmentes von pJDB207/PHO5(Eco)-HIR und 0,12 pMol des
6,3kb Sall-HindIll-Vectorfragmentes werden in 20 ul von 60mM Tris, pH7,5, 10mM MgCly, 5mM DTT, 1mM ATP und 400U von
T4-DNS-Ligase (Biolabs) 6h lang bei 15°C ligiert. Atiquoten von 1xlund 3 ul des Ligationsgemischs werden zu 100 x|l mit Calcium
behandelten E.coli HB 101 Zellen gegeben. Die Plasmid-Isolierung von amp®-Kolonien und die Restriktionsanalyse mit Sal1,
Bglll, EcoR| und Hind Il werden nach obiger Beschreibung vorgenommen (siehe Beispiel 3d!ll). Es wird ein positives Clon
ausgewahlt und als pJDB207/PAPEL-HIR(UAS1) bezeichnet. Eine analoge Konstruktion wird mit dem aus pGAPDH-FL |sol|erten
201 bp Bglli-EcoR!-Fragment ausgefiihrt. Ein ausgewéhltes Plasmid wird pJDB207/PAPEL-HIR(UAS 1) genannt.

V} Ligation des UAS1{PHO5)-UAS2(PHO5)-GAPDH-Hybridpromotors an die Protein-Codierungsregion von Desulfatohirudin
3ug von jedem der Plasmide pJDB207/PAPEL-HIR{UAS1) und pJDB207/PAPFL-HIR(UAS1) werden mit Bgl digeriert. Nach der
Phenolextraktion und der Ethanolprazipitation werden die vertieften 3'-Enden der DNS in einer Reaktion mit E. coli DNS-
Polymerase (Kienow Fragment; Bethesda Research Laboratories) nach Maniatis, u. a. (supra) gefiillt. Das Enzym wird bei 70°C
10min lang inaktiviert. Die DNSn werden weiter mit Sall digeriert, und die groRen 7,2kb Fragmente werden durch
Weichagarosegel-Elektrophores, Phenolextraktion und Ethanolprazipitation isoliert. Jedes Fragment wird in H,0 mit einer
Konzentration von 0,05 pMol/ ! resuspendiert. Die Fragmente enthalten die Hirudin-Codierungsregion, den gré3ten Teil der
Vectorsequenzen und eines der beiden unterschiedlichen aus pGAPDH-EL oder pGAPDH-FL isolierten GAPDH-
Promotorelemente.

Plasmid p31/Y (EU-PA 100.561) wird mit BstE| digeriert, mit E. coli DNS-Polymerase (Klenow-Fragment) nach obiger
Beschreibung inkubiert und mit Sal gespalten. Das 649 bp Fragment wird auf einem Welchagarosegel abgetrennt und durch
Phenolextraktion und Ethanolpréazipitation zuriickgewonnen. .
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0,3pMol des 643 bp Fragmentes von p31/Y, daR das UAS1-UAS2(PHO5)-Promotorelement aufweist, und 0,15 pMol von einem
der 7,2-kb-Fragmente werden ligiert und in E.coli HB 101 nach obiger Beschreibung transformiert. Plasmide werden von amp"®
Kolonien hergestellt und durch Restriktionsdigests analysiert. v

Einzelne Clone werden ausgewéhlt und ihre Plasmid-DNSn werden als pJDB207/PAPEL-HIR(UAS1 + UAS2) und pJDB207/
PAPEL-HIR(UAS1 + UAS2) bezeichnet. :

Beispiel 6: Eine 31-bp-DNS-Sequenz reicht aus, um als ein Phosphat-Kontrollelement zu wirken

Eine 31bpSequenz von der Upstream-Region des PHO5-Promotors (Positionen —~381 bis —351), definiert durch die beiden
flankierenden Deletionen A10 und A13 {siehe Beispiel 1) kdnnten méglicherweise ein Regulatorsignal enthalten. Das kann
durch chemische Synthetisierung zweier komplementérer Oligonucleotide der folgenden Struktur getestet werden:
5-AATTCGAAATATATATTAAATTAGCACGTTTTCGCAG-3'

3- GCTTTATATATAATTTAATCGTGCAAAAGCGTCTTAA-D’

Diese Sequenz enthélt die 31bp Sequengz, flankiert von EcoRI-Restriktionsstellen. Die EcoR[-Stellen erméglichen eine einfache
Polymerisation der Sequenz zur Bildung von Multimeren.

a) Clonierung des 3;"1 bp Elementes in Vector LT 98

50 pMol der beiden synthetischen Oligonucleotide werden jeweils in 20 mi von 60mM Tris, pH7,5, 10mM MgCl,, 5§mM DTT,
0.5mM ATP und 20U von T4-Polynucleotid-Kinase (Boehringer) kinasiert. Nach 45min bei 37°C werden die beiden
Reaktionsgemische zusammengenommen, 10min lang auf 75°C erhitzt und zum Abkuhlen auf Raumtemperatur stehen
gelassen. Die geharteten Oligonuclectide werden bei —20°C aufbewahrt. 7,5 pMo! der kinasierten und geharteten
Otigonucleotide werden 30 min lang nach obiger Beschreibung (Beispie! 51!} in einem Gesamtvolumen von 15wl ligiert. Danach
werden 5ul von EcoRl-unterbrochener LT98 Vector-DNS (Dixon, u. a., Gene 25, 189 {1983]) zugegeben (0,075 pMol), und die
Inkubation wird Giber insgesamt 6 Stunden fortgesetzt. Nach der Transformation'in E.coli HB 101 werden Plasmide isoliert und
durch Digestion mit BamH! analysiert. Durch diese Analyse werden Daten Gber die Gesamtlénge des Inserts gewonnen und die
Schatzung der Anzahl von clonierten EcoRI-Fragmenten ermdglicht. Einzelne Plasmide mit 1, 2, 3, 4, oder 5 EcoRI-Fragmenten
werden ausgewahlt, und die DNS-Sequenzierung (Sanger-Methode) zeigt, dafd die multiplen 31bp Elemente in Kopf-Schwanz-
Orientierung cloniert wurden.

b) Clonierung in pJDB207

Die 31bp Oligomere werden hinsichtlich ihrer Promotor-Kontrollfunktion getestet indem sie oberhalb (upstream) des
F-Elementes von dem GAPDH-Promotor eingefligt werden. Plasmid pJDB207/PAPEL-EGL{UAS1) wird verkirzt, um ein Plasmid
zu erzeugen, bei dem das UAS1-Element deletiert ist: Das Plasmid wird mit Sall und Bg!ll digeriert, auf Gel gereinigt, und das
grofle Vectorfragmentwird isoliert. In einem unabhéangigen Reaktionsgemisch wird das gleiche Plasmid mit BamH! digeriert. Die
vertieften 3'-Enden werden mit Klenow-DNS-Polymerase unter Verwendung aller vier dNTP’s gefiilit. Die stumpfendenden
Stellen werden mit phosphorylierten Bgl ll-Linkern (CAGATCTG, Biolabs) verlingert, und nach der Digestion mit Sall und Bgl!
wird ein DNS-Fragment mit einer anndhernden Lénge von 400bp durch Gelreinigung isoliert. Das groRRe Vectorfragment wird
mit dem ann&hernden 400 bp Sall-Bglll-Fragment unter Verwendung von T4-DNS-Ligase ligiert. Nach E.coli HB101
Transformation und Plasmid-Isolierung wird ein Plasmid ohne eine PHO5 UAS gewonnen. Dieses Plasmid wird pJDB207/
GAPFL-EGL genannt. Dieses Plasmid wird mit Bgill digeriert und dient als Vector zur Clonierung der 31bp Oligomere. LT98, das
1,2,3,4,oder5 Oligonucleotid-inserts enthalt, wird mit BamH | digeriert. Die Fragmente verschiedener GréBen werden mit Hilfe
der Gelreinigung isoliert und unabhangig mit dem Bglil-unterbrochenen pJDB207/GAPEL-EGL ligiert. Das Ligationsgemisch
wird mit Bglll digeriert, um unerwinschten religierten Vector ohne DNS-Insertzu entfernen, und wird danach zur Transformation
von E.coli HB 101 verwendet. Die gewonnenen Plasmide werden durch Restriktionsanalyse mit Sall und Dral (einer Stelle
innerhalb des GAPDH-Promotorteiles) analysiert. Nach der Transformation von Hefestamm GRF 18 werden Eglin C Titer nach der
Beschreibung in Beispiel 4c bestimmt. Die folgenden spezifischen Aktivitaten werden nach einer Fermentationszeit von

46 Stunden gemessen:

Clon Anzahivon Orientie- Eglin CTiter (mg/1/0D)
pJDB207/ - 31bp - rung* schwaches starkes
Inserts P P

PAPFLI(+}-EGL 1 - 9,2 52
PAPFLK—)-EGL 1. «— 10,2 2,1
PAPFLII(+)-EGL 2 — 10,2 35
PAPFLII{-)-EGL 3 «— 11,2 1,4
PAPFLIV(+)-EGL 4 — 10,7 1,5
PAPFLIV(-)-EGL 5 “— 12,6 1.4

* — gleiche Orientierung wie in PHO5-Promotar

<« umgekehrte Orientierung wie in PHOS-Promotor
Beispiel 7: Expression von insulinartigem Wachstumsfaktor | (IGF-1) aus einem PAPFL-Promotor
In der EU-PA 123.228 beschriebenes Plasmid pAB113-IGF-1 wird mit Pstl digeriert. Zwei synthetische Oligonucieotide (50 pMol)
je mitder Formel .
AATTCATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCA

GTACTCTAAAGGAAGTTAAAAATG

werden jeweils kinasiert und nach obiger Beschreibung gehértet. Der gehirtete doppelstringige Adapter wird mit dem Pstl-
unteérbrochenen Plasmid ligiert, mit EcoR| und BamH 1 digeriert, und das etwa 800bp EcoRI-BamHI-Fragment wird durch
Gelreinigung isoliert. Plasmid pJDB207/PAPFL-EGL (UAS1) wird mit Sall und EcoR| digeriert, und das etwa 700bp Fragment
wird durch Gelreinigung isoliert. Bei einer dreimaligen Ligation werden 0,5 ug von Plasmid pC1/1 (EU-PA 123.288; digeriert mit
BamHlund Sall, Vector gelgereinigt) mit 100ng von jedem der beiden kieineren Gene bzw. Promotorteile ligiert. Nach der E. coli
Transformation werden die Plasmide durch EcoR|, BamH1 und Sali Digestion analysiert. Durch die Transformation von
Hefestamm AB103 [hinterlegt bei ATCC unter Nr.20673; Abortion von pYIGF-1-10/1 durch gezlichtete Hefezellen in einem
Komplexmedium (iber Nacht und Priifen einzelner Kolonien auf das Vorhandensein des IGF-1-Plasmids durch Kolonie- -
Hybridisierung nach der Beschreibung von Hinnen, u.a. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 1929 (1929)]] werden Transformatoren
gewonnen, die IGF-1 nur unter induzierten (schwaches P;) Bedingungen (1 mg/I) erzeugen, wie durch die herkbmmliche
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kompetitive Radioimmunoanalyse unter Verwendung von radiomarkiertem IGF-1 bestimmt wird (Anderson, u.a., in:
Somatomedins/Insulin-Like Growth Factors [Somatomedineg/insulinartige Wachstumsfaktoren], Spencer, E.M. Herausg.,
Walter de Gruyter, Berlin). Die Clone werden als pC1/1/PAPFL-IGF-1{UAS1) bezeichnet.

Beispiel 8: Expression von Gewebe-Plasminogen-Aktivator {t-PA) unter der Kontrolle eines PHO5-GAPDH-Hybridpromotors
(siehe Fig.10)

12 ug von Plasmid pJDB207/PHOS-TPA-18 (EU-PA 143.081) werden bis zur Vollsténdigkeit mit den Restriktions-Endonucleasen
Sall und Hind Ill digeriert. Die beiden resuitierenden DNS-Fragmente werden auf einem 0,8%igen Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-
* Puffer, pH8,3, getrennt. Das kleine 2,6 kb Sall-Hind !l-Fragment wird durch Elektroeluierung, Phenolextraktion und
Ethanolprazipitation isoliert. Die DNS wird weiterhin mit Ball digeriert. Das 1,8kb Fragment mit einem Teil der PHO5-
Signalsequenz, der Codierungssequenz t+-PA und dem PHOB-Terminator wird isoliert und wie oben gereinigt undin H,O miteiner
Konzentration von 0,1 pMol/ul resuspendiert. )

Das Hybridpromotorfragment wird von Plasmid pJDB207/PAPFL-HIR (UAS1 + UAS2)ispliert (siehe Beispiel 5V). 12 um Plasmid-
DNS werden mit Sal und Hind Il digeriert. Das resultierende 1,5kb Fragment wird weiter mit Ball digeriert. Ein den
Hybridpromotor und einen Teil der PHOS-Signalsequenz aufweisendes 920bp Fragment wird auf einem 1,5%igen Agarosegel
isoliert. Die DNS wird elektroeluiert, mit Phenol extrahiert und mit Ethanol ausgefallt und in H,O mit einer Konzentration von
0,1pMol/ul resuspendiert. )

0,2 pMol des 920bp Sal I-Bal-Fragmentes, 0,2 pMol des 1,8kb Bal l-Hind lll-Fragmentes und 0,1 pMol des Sall, Hind!ll gespaltenen
Vectors pJDB207 werden 16h lang bei 15°Cin einem Gesamtvolumen von 10 u! ligiert. Eine 1-ul-Aliquote des
Ligationsgemisches wird zu 100 ul mit Calcium behandelten Transformations-kompetenten E. coli HB101 Zellen gegeben.

12 transformierte amp” Kolonien werden individuell in LB-Medium, das 100 ug/ml Ampicillin enthilt, gezlichtet. Plasmid-DNS
wird nach der Methode von Holmes, u.a. (Anal. Biochem. 114, 193 [1981]) hergestellt und mit Hilfe von Pstl und BamHI/EcoR!
Restriktionsdigests analysiert. Ein Clon mit den erwarteten Restriktionsfragmenten wird isoliertund als pJDB207/PAPFL-
TPA(UAS1T + UAS2) bezeichnet. v

Eine analoge Konstruktion wird fiir das UAS1 (PHOS)-Element ausgefihrt: Ein 820bp Sall-Ball-Fragment von pJDB207/PAPFL-
HIR[UAS1) (Beispiel 51V) wird isoliert und mit dem 1,8kb Ball-Hind ll-Fragment und dem Sall, Hindlll-gespaltenen Vector ligiert.
Das resultierende Plasmid wird als pJDB207/PAPFL-TPA{UAS1) bezeichnet.

Analoge Konstruktionen werden mit entsprechenden Fragmenten, die von pJDBZO?/PAPEL-HIR(UAS1) oder pJDB207/PAPEL-
HIR(UAST + UAS?2) isoliert wurden, vorgenommen (Beispiel 5). Die resultierenden Plasmide werden als pJDB207/PAPEL-
TPA(UAS1) und pJDB207/PAPEL-TPA{UAS1T + UAS2) bezeichnet.

Beispiel 9: Expression von Polypeptiden unter der Kontrolle von PHO5-GAPDH-Hybridpromotoren
a) Transformation von Saccaromyces cerevisiae GRF18:

Stamm Saccharoyces cerevisiae GRF18 (o, his3-11, his3-15, leu2-3, leu2-112 can®) wird transformiert mit den Plasmiden
pJDB207/PAPEL-HIR(UAS1) .
pJDB207/PAPEL-HIR(UAS1)

pJDB207/PAPEL-HIR{UAS 1 + UAS2)

pJDB207/PAPFL-HIR(UAST + UAS2)

pJDB207/PAPFLI(+)-EGL

pJDB207/PAPFLI(—)-EGL

pJDB207/PAPFLII(+)-EGL

pJDB207/PAPFLII(-)}-EGL

pJDB207/PAPFLIV(+)-EGL

pJDB207/PAPFLV(-)-EGL

pJDB207/PAPEL-TPA(UAS1 )

pJDB207/PAPEL-TPA{UAS1)

pJDB207/PAPEL-TPA(UAST + UAS2)

pJDB207/PAPFL-TPA(UAST + UAS2)

pCl/1/PAPFL-IGF-1{UAS1)

wobei das von Hinnen, u.a. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 1929 [1981]) beschriebene Transformationsprotokoll angewandtwird.
Transformierte Hefezellen werden auf Hefe-Minimalmediumplatten, denen Leucin fehlt, ausgewdhit. Einzelne transformierte
Hefekolonien werden isoliert und bezeichnet als i '

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPEL-HIR(UAS1)
Saccharomyces cerevisiae GRF1 8/pJDB207/PAPFL-HIR(UAST)
Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPEL-HIR(UAST + UAS2) * {
Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFL-HIR(UAST + UAS2)

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFLI(+)-EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFLI(—)-EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFLII{+)-EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFLIII(—)-EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFLIV(+)-EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFLV(—)-EGL

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPEL-TPA(UAS1)

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFL-TPA(UAS1)

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPEL-TPA(UAST + UAS2)

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207/PAPFL-TPA(UAST + UAS2)

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pCl/1/PAPFL-IGF-1 (UAST)
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b) Fermentation der Transformanten

Zellen der S. cerevisiae GRF18 Transformanten werden jeweils in 10 m! Hefeminimalmedium (Difco, Yeast Nitrogen Base ohne
Aminosauren, der 2% Glucose und 20mg/! L-Histidin zugesetzt werden) in einem 50-ml-Erlenmeyerkolben 24 Stunden lang bei
30°C unter Schiitteln bis zu einer Dichte von.3 X 107 Zellen/m! geziichtet. Die Zellen werden in 0,9%igem NaCl gewaschen und
zum Impfen von 50 ml eines schwachen P; Minimalmediums, verwendet, daf® nach der Rezeptur des Difco Yeast Nitrogen Base
Mediums (ohne Aminoséuren) hergestellt wurde, aber 0,03g/1 KHoPO,, 1g/1 KClund 10g/1 L-Asparagin anstelle von (NH4);S0,,
2% Glucose und 1 g/t L-Histidin enthalt. Die Kulturen werden bis zu einer Zelldichte von 4 % 108 Zellen/ml inokuliert und biszu 42
Stunden lang bei 30°C mit 200 U/min bewegt.

¢) Titer von verwirklichten Genprodukten

Hefe scheidet Desulfatohirudin-Verbindungen in der Nahrfliissigkeit aus. Nach einer Fermentationsdauer von 22h wird eine
10-mI-Probe von einem Kulturmedium entnommen und durch Entsalzen und Konzentrieren auf einer Bond Elut C-18 Saule (1mi,
Analytiohem International) in bezug auf Proteine angereichert. Die Saule wird zweimal mit 1,6 ml Wasser-Acetonitril (9:1) —
0,1% Trifluoressigséire gewaschen. Desulfatohirudinverbindungen werden aus der Séule mit Wasser-Acetonitril-0,1%
Trifluoressigsaure (6:4, V/V) eluiert. 2ml Eluat werden auf einem Speed Vac Konzentrator {Savant) bis zu einem endglltigen
Volumen von 400 il eingeengt. Desulfatohirudin wird durch HPLC-Analyse, durch Vergleich mit authentischem Desulfatohirudin
und mit Hilfe der Thrombin-Inhibitionsanalyse identifiziert (siche M.U.Bergmeyer [Hg.] Methods in Enzymatic Analysis, Bd.ll,
S.314-316, Verlag Chemie, Weinheim [BRD] 1983).

Die Ergebnisse sind in Tabelte 1 dargestelit.

Tabelle 1: Sekretion von Desulfatohirudin in die Nahefliissigkeit durch den mit verschiedenen Plasmiden transformierten
Stamm S.cerevisiae GRF18 :

Desulfatohirudin

Plasmid {mg/! Nahrfltssigkeit/ODggo)
pJDB207/PAPEL-HIR(UAST) 2,0
pJDB207/PAPFL-HIR(UAS1) 2,2
pJDB207/PAPFL-HIR(UAS1 + UAS2) 3,0

pJDB207/PAPEL-HIR{UAS1 + UAS2) 2,8

Gewebe-Plasminogen-Aktivator (t-PA) sammelt sich in den Hefezellen an. Zellextrakte werden hergestelit, und die t-PA-Aktivitat
wird wie folgt bestimmt: Zellen von 36 ml schwachem P;-Kulturmedium (8. Meyhack, u.a., EMBO-J.1 [1982]) miteiner Zelldichte
von 1 bis 2 x 107/ml werden durch Zentrifugieran in einem Sorvall-Rotor $S34 Uiber einen Zeitraum von 10 min bei 3000U/min
gesammelt. Die Zellen werden in einem Puffer, der die Salzkomponenten des Kulturmediums (d.h. ohne Aminoséauren, Glucose,
Vitamine, Spurenelemente) enthélt, gewaschen. Die Zellen werden 5min lang bei Raumtemperatur mit 3000 U/min zentrifugiert.
Die sedimentierten Zellen werden in einem Gesamtvolumen von 4mi kaltem 66 mM Natriumphosphatpuffer, pH7,4,und 0,1% -
(V/V) Triton X-100 resuspendiert. Die Zellsuspension wird in ein 30-ml-Corex-Rdhrchen ibertragen, 8g Glasperlen (Durchmesser
0,4mm) werden zugegeben, und die Suspension wird auf einem Vortex Mixer 4min lang bei voller Geschwindigkeit geschittelt
und anschlieRend in einem Eisbad abgekahlt. Mehr als 90% der Zellen werden durch diese Verfahrensweise zerbrochen.
Zellbruchstiicke und Glasperlen werden durch 10 min Zentrifugieren bei 4°C mit 8000 U/min in einem Sorvall-Rotor HB-4
sedimentiert. Die (iberstehende Fiissigkeit wird in Eppendorf-Réhrchen Gbertragen, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei
—60°C aufbewahrt.

Die t-PA-Aktivitat wird nach der Methode von R&nby (Biochem. Biophys. Acta 704, 461 [1982]) mit leichten Modifikationen
bestimmit. D-Val-Leu-Lys-pNA (Kabi $-2251) wird als Substrat verwendet. Die Absorption bei 405 nm wird durch unspezifische
Spaltung korrigiert und zu einem Urokinase-Standard in Beziehung gesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 enthalten

B

Tabellé 2: t-PA-Aktivitat in S. cerevisiae Stamm GRF18, transformiert mit verschiedenen Plasmiden
) t-PA-Aktivitat
Plasmid (1. U./l Hefezellenkultur/ODggo)

pJDB207/PAPFL-TPA(UAST) 300
pJDB207/PAPFL-TPA(UAS1 + UAS2)’ 200

Beispiel 10: Isolierung und Charakterisierung von IGF-1 von einem transformierten Hefestamm

a) Isolierung von IGF-1 aus dem Kulturmedium:

Hefestamm pC1/1/PAPFL-IGF-1{UAS1) wird 60h lang gezlchtet. 31 Néhrflissigkeit werden geerntet und wie in Beispiel 9
beschrieben zentrifugiert. Die Analyse durch Umkehrphasen-HPLC von 2mi Uberstehender Flissigkeit (Konz. 1:10) ergibt einen
Titer von 1mg/! IGF-1. Die iberstehende Fliissigkeit wird mit 20ml SP-Sephadex C-24 (Pharmacia) bei einem pHvon 3,0
behandelt und 60min lang bei 4°C geriihrt. Das adsorbierte IGF-1 wird durch einen Natriumacetat-Puffergradienten (50mM,
pH 3,0, bis pH9,0) aus dem gewaschenen Harz eluiert und durch zwei lonenaustauschschritte weiter gereinigt: Der erste Schritt
wird auf einer CM-52-Saule (Whatman, 1,5cm x 8,5¢cm, Gradient, Puffer A, 20mM NH,0Ac, pH4,0; Puffer B 100mM NH,OAc,
pH 6,8) ausgeflhrt. Der zweite Schritt wird auf einer DE-53 Anionenaustauschséule (Whatman) vorgenommen (Bedingungen: ~-
1,5cm x 10,5cm Saule, FlieRen 1 ml/min, Gradient, Puffer A20mM NH;O0Ac, pH9,0; Puffer B 200mM NH4OAc, pH6,5). Die
endgiiltige Reinigung wird auf einer semipraparativen RP-HPLC-S&ule ausgeflhrt. Die aktive Fraktion eluiert mit einer
Retentionszeit von 21,3min und ergibt 1,1 mg 95% reines |GF-1. .
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Versuchsbedingungen: Vydac 218 TP 510 RP-HPLC-Sé&ule, 10 X 250mm; aliquote Portionen (200ul 1:10 konzentriert) je
Trennung: AUFS 0,5 bei 220 nm; FlieBgeschwindigkeit: 3ml/min. Eluierungsmittel: A: 0,1%ige Trifluoressigsdure, B: Acetonitril/
Wasser 8:2 + 0,07%ige Trifluoressigséure, 3min 36% B, dann Zunahme im Laufe von 30 min auf 45% B. Die resultierenden
Fraktionen werden 1:1 mit Wasser verdinnt und lyophilisiert.

b) Charakterisierung von IGF-1 aus der Fermentation des Stammes pC1/1/PAPFL-IGF-1{UAS1)

Nach der RP-HPLC-Analyse ist aus dem Kulturmedium isoliertes IGF-1 (siche Beispiel 10a) mit authentischem IGF-1 aus Serum
identisch.

Isoelektrischer Punkt pl: 8,6 (Isoelektrische Fokussierung, TCA Prazipitation des Proteins).

Bestimmung der Aminosaure-Zusammensetzung

Anndhernd 2,59 des reinen |GF-1 werden 24 h lang mit 8N HCl bei 110°C hydrolysiert und dann nach der Beschreibung von
Chang, u.a. (DABS-Cl-Methode; Methods in Enzymology 91, 41 [1983]) analysiert. Das Hydrolysat hat die folgende
Zusammensetzung:

Aminosédure Hydrolysat Aminosaure Hydrolysat
Asp ‘57  (5) lle 07 (1)
Thr 3,2 (3) Leu 59 (6)
Ser 52 (5 Tyr 28 (3)
Glu 6,5 (6) ‘Phe 39 (4)
Pro 53 (5) His — —
Gly 7,2 (7) Lys 30 (3)
Ala 6,1 {6) Arg 6,0 (6)
Val 2,7 (3) Met 0,9 (1
Cystin 22 (3) gesamt (70)

Partielle Sequenzanalyse )
70 ug {10nMol) des reinen IGF-1 werden einer herkémmlichen Sequenzanalyse nach Edman unterzogen. Die N-terminalen
PTH-Aminos3uren werden mit Hilfe RP-HPLC bestimmt.

Ergebnisse:

Zyklus 1 5 10
Aminosaure Gly-Pro-Glu-Thr-Leu-Cys*-Gly-Ala-Glu-Leu-
Zyklus 11 15 20
Aminoséure Val-Asp-Ala-Leu-GIn-Phe-Val-Cys™-Gly-Asp-
Zyklus 21 25 30
Aminosdure Arg-Gly-Phe-Tyr-Phe-Asn-Lys-Pro-Thr-Gly- .
Zyklus 31 35 40
Aminoséure Tyr-Gly-Ser-Ser-Ser-Arg-Arg-Ala-Pro-Gin-

Zyklus 41 45 50

Aminosédure Thr-Gly-lle-Val-Asp-Glu-n.d.-n.d.- Phe-Arg-

n.d.: - Nichtbestimmt

+: Cys (6) und Cys {18} wurden getrennt durch Carboxy-Methylierung mit Jodacetamid bestimmt.

Die Partialsequenz von Aminosaure 1 bis 50 ist somit mit der verdffentlichten Primarsequenz von authentischem IGF-1 identisch.
C-Terminal-Analyse

Das reine IGF-1 wird mit Carboxypeptldase Y digeriert, und die freigesetzten Aminoséuren werden in dem Aminoséure-Analyser
bestimmt (siehe J.Y.Chang, R.Knedel, D. G. Braun. Biochem. J. 199, 547).

Ergebnisse:
Aminosaure 70
5 min Digestion: -Ala

120 min Digestion:  Ser-Ala

Scheinbare relative Molekiilmasse

Die IGF-1 (30 1g) wird auf einem SDS-Harnstoff-Gel (SUDS-Gel; siehe Kyte, u.a., Anal. Biochem. 133, 515 [1983]) analysiert. Es
wird eine einzige, einer scheinbaren relativen Molekiiimasse von 6000 bis 7000 Dalton entsprechende Bande beobachtet.
Bestimmunag der relativen Molekilmasse durch FAB-MS

Das IGF-1 wird der positiven lonen-Massenspektroskopie mit schneller Atombombardierung (FAB-MS) unterzogen. Instrument:
ZAB-HF-Massenspektrometer von VG-Analytical Ltd. Manchester; Matrix: Thioglycerol; Xenon-Bombardierung; lonenenergie
3KeV; externe Kalibrierung: CsagJag (relative Molekiilmasse: 7667,4) :

Empirische Formel: C3a1H518Nga0101S7

Relative Molekilmasse {berechnet): 7648,71

Relative Molekilmasse (gefunden): 7648,07



Fig. 1: DNA sequence of the BamHI-Sall restriction fragment of PHO5

including the PHO5 promoter region

BamHT
GLG
-540 -530 - 520 -510 -500
ATCCGAAAGT TGTATTCAAC AAGAATGCGC AAATATGTCA ACGTATTTGG
-490 =480 -470 ~460 -450
AAGTCATCTT ATGTGCGCTG CTTTAATGIT TTCTCATGTA AGCGGACGIC
-440 -430 -420 -410 -400
GTCTATAAAC TTCAAACGAA GGTAAAAGGT TCATAGCGCT TTTTCTTTGT
-390 -380 -370 -360 -350
CTGCACAAAG AAATATATAT TAAATTAGCA CGTTTTCGCA TAGAACGCAA
=340 -330 -320 -310 -300
CTGCACAATG CCAAAAAAAG TAAAAGTGAT TAAAAGAGTT AATTGAATAG
-290 -280 ClaI -270 -260 -250
GCAATCTCTA AATGAAT%GA TACAACCTTG GCACTCACAC GTGGGACTAG
-240 ~230 -220 -210 -200°
CACAGACTAA ATTTATGATT CTGGTCCCTG TTTTCGAACA CGATCGCACAT
-190 -180 BstEII-170 ~160 -150
GCCAAATTAT CAAATTG%TC ACCITACTTG GCAAGGCATA TACCCATTTG
-140 -130 -120 -110 -100
GGATAAGGGT AAACATCTTT GAATTGICGA AATGAAACGT ATATAAGCGC
-90 -80 -70 -60 -50
TGATGTTTTG CTAAGTCGAG GTTAGTATGG CTTCATCTCT CATGAGAATA
-40 =30 =20 -10 -1 10
AGAACAACAA CAAATAGAGC AAGCAAATTC GAGATTACCA ATGTTTAAAT
20 30 40 50 60
CTGTTGTTTA TTCAATITTA GCCGCTITCTT TGGCCAATGC AGGTACCATT
70 80 Sall
CCCTTAGGCA AACTAGCCGA TG%CGAC



Fig. 2: The promoter region of the GAPDH gene

Tagl -670 ~-660 -650 ~-640
f%GAGT TTATCATTAT CAATACTCGC CATTTCAAAG AATACGTAAA
~630 -620 -610 =600 =590
TAATTAATAG TAGTGATTTIT CCTAACTTTA TTTAGTCAAA AAATTAGCCT
-580 -570 -560 -550 =540
TTTAATTCTG CTGTAACCCG TACATGCCAA AATAGGGGGC GGGTTACACA
-530 =520 ~510 . =500 =490
GAATATATAA CACTGATGGT GCTTGGGTGA ACAGGTTTAT TCCTdGCATC
-480 =470 -460 ~450 =440
CACTAAATAT AATGGAGCCC GCTITTTTAAG CTGGCATCCA GAAAAAAAAA
=430 =420 -410 -400 .. =390
GAATCCCAGC ACCAAAATAT TGTTTTCTTC ACCAACCATC AGTTCATAGG
-380 -370 -360 -350 -340
TCCATTCTCT TAGCGCAACT ACAGAGAACA GGGCACAAAC AGGCAAAAAA
-330 -320 -310 -300 -290
CGGGCACAAC CTCAATGGAG TGATGCAACC TGCCTGGAGT AAATGATGAC
-280 =270 -260 =250 -240
ACAAGGCAAT TGACCCACGC ATGTATCTAT CTCATTTTCT TACACCITCT
-230 -220. -210 ~200 -190
ATTACCTTCT, GCTCTICTCTG ATTTGGAAAA AGCTGAAAAA AAAGGTTGAA
-180 =170 -160 -150 -140
ACCAGTITCCC TGAAATTATT CCCCTACTTG ACTAATAAGT ATATAAAGAC
-130 -120 -110 -100 -90
GGTAGGTATT GATTGTAATT CTGTAAATCT_ATTTCTIAAA CTTCTTAAAT
-80 -70 =60 =50 Dral =40
TCTACTTITTA TAGITAGTCT TTTTTITTAGT TTT&AAACAC CAAGAACTTA
=30 TaqI =20 -10 -1
GTTTCGAATA AACACACATA AATAAACAAA ATG



Fig. 3: Construction of plasmid pGAPDH-EL
EcoRl

Pst] (C1a]/Ta0-27

GAPOH promoter
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v
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Bgli!

1. Taqgl digest 1. Bglll digest
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promoter
f 7 ~
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Fig. Qi Sequence of BglII-EcoRI fragments from plasmids pGAPDH-FL

and pCGAPDH-EL, respectively, comprising part of the GAPDH promoter

a. pGAPDH-FL

ACCAGTTCCC TGAAATTATT
GGTAGGTATT GATTGTAATT
TCTACTTTTA‘IAGTTAGTCT
GTTTCGAATA AACACACATA

b. pGAPDH-EL

5'~GATCTGCGC
ATTACCTTCT GCTCTCTCTG
ACCAGTTCCC TGAAATTATT
GGTAGGTATT GATTGfAATT
TCTACTTTTA TAGTTAGTCT
GTTTCGAATA AACACACATA

5'-GATC
CCCCTACTIG
CTGTAAATCT
TTTTTTTAGT
AATAAAG-3'

AfGTATCTAT
ATTTGGAAAA
CCCCTACTIG
CTGTAAATCT
TTTTTTTAGT
AATAAAG-3'

TGCTGAAAAA
ACTAATAAGT
ATTTCTTAAA
TTTAAAACAC

CTCATTTICT
AGCTGAAAAA
ACTAATAAGT
ATTTCTTAAA
TTTAAAACAC

AAAGGTTGAA
ATATAAAGAC
CTTCTTAAAT
CAAGAACTTA

TACACCTICT
AAAGGTTGAA
ATATAAAGAC
CTTCTTAAAT
CAAGAACTTA



Fig. 5: Construction of plasmid pJDB207R/PHO5-EGL
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Fig. 7: Isolation of a DNA fragment coding for mature desulphatohirudin
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Fig. 8: Construction of
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Fig. 9: Construction of plasmid pJDB207/PHO5(Eco)~HIR
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Fig. 10: Construction of plasmid pJDB207/PAPFL-TPA(UAS1+UAS2)
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