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@ Resumen:

Procedimiento para la produccion de un polipéptido en le-
vaduras.

Consta de cuatro etapas; una primera etapa de fermen-
tacién de una célula de levadura que contiene una se-
cuencia de ADN codificante de un polipéptido de interés
y que se transcribe bajo control de un promotor de pH,
bajo unas condiciones de pH que permiten el crecimiento
celular; una segunda etapa en que se incrementa el va-
lor del pH para aumentar la transcripcién de! polipéptido;
una tercera etapa de fermentacién durante un determina-
do periodo de tiempo y en las mismas condiciones de pH
que la etapa anterior y una cuarta etapa donde se aisla el
polipéptido producido.

El polipéptido aislado es un polipéptido apropiado para la
preparacién de un producto médico.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la produccién de un polipéptido en levaduras.
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a un procedimiento para la produccién de un polipéptido en una célula huésped, y
el uso de un promotor regulable por pH.

Antecedentes de la invencion

Latecnologia del ADN recombinante ha proporcionado los medios para producir cantidades relativamente elevadas
de proteinas y polipéptidos esencialmente puros, de forma eficiente y econdmica.

Usando esta tecnologfa, las secuencias de ADN que codifican protefnas o polipéptidos podrian incorporarse en
células huésped microbianas de tal forma que permitieran a los microbios expresar el material genético y, por tanto,
producir las moléculas proteicas deseadas.

Ademds de la capacidad de producir las protefnas y polipéptidos deseados, la tecnologia recombinante permite el
control de la expresion del gen cuando dicho control es deseable o ventajoso.

En una escala industrial, 2 menudo es deseable controlar la expresién del material de ADN recombinante para
permitir el crecimiento médximo, la reproduccién y/o la supervivencia de huéspedes en los sistemas de fermentacién o,
simplemente, para sincronizar la produccion de proteina con necesidades especificas o planes de purificacion.

Una forma de controlar la expresién de genes heterélogos en microorganismos es por regulacién del inicio de la
transcripcién a través del uso de un sistema promotor/operador bien caracterizado.

La patente WO-92/08797 describe un promotor regulable por pH aislado a partir de E. coli (p. 2. lineas 26-28) y
afirma que cste promotor podria usarse cn una bacteria (p. 7, lineas 7-15).

La patente de EE.UU. n° 5.830.692 describe un sistema de expresién regulable por pH apropiado para su uso en
bacterias gramm-positivas o gramm-negativas (ver pagina 5).

Espeso er al. (J. Biol. Chem. 271:46, 28825-28830 (1996)) describen un promotor regulable por pH procedente de
Aspergillus nidulans.

Hill K.F. et al. (Arch. Microbiol. 153:4 355-359 (1990)) describe que un promotor menCD de Bacillus subtilis
responde al pH extracelular.

Es conocido el uso de sistemas promotores en levaduras basados en la regulacién por temperatura, y sistemas
que usan diferentes moléculas inductoras/represoras especificas para la regulacién. Estos ltimos incluyen sistemas
tales como el GALI-GALI0, que est4 reprimido mientras las levaduras crecen en un medio que incluye glucosa y es
activado/inducido por galactosa; o sistemas que se basan en el promotor CUPI, activado/inducido por cobre.

Descripcién de la invencién

La presente invenci6n proporciona un procedimiento mejorado para la produccién recombinante de un polipéptido
de interés en una célula de levadura basindose en la identificacién de varios promotores que son regulables por pH en
una célula de levadura. Los promotores identificados comprenden las secuencias mostradas como SEQ. ID. n° 1, 2 y
3.

Basdndose en la informaci6n de secuencias promotoras aqui descubierta, en combinacién con la descripcién deta-
llada de estrategias apropiadas para obtener otras secuencias promotoras apropiadas regulables por pH (ver mds abajo),
estd incluido en el 4mbito del conocimiento general de las personas especializadas, el identificar tales secuencias pro-
motoras apropiadas regulables por pH.

Tal secuencia promotora, regulable por pH en levaduras, proporciona la posibilidad de producir un polipéptido
recombinante de interés en levaduras, utilizando dicha caracteristica como un elemento esencial en el procedimiento
de produccién.

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para producir un polipéptido de interés,
que comprende las siguientes etapas:

(a) fermentar una célula de levadura, la cual comprende una secuencia de ADN que codifica el polipéptido de
interés, y que se transcribe bajo el control de un promotor regulable por pH, en un medio apropiado, durante un
periodo de tiempo apropiado, en condiciones de pH que permiten el crecimiento de la célula de levadura;
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(b) cambiar el valor de pH del medio de fermentacién de la etapa (a) a un valor de pH en el que el promotor
regulable por pH estd transcribiendo la secuencia de ADN que codifica el polipéptido de interés a un nivel que
es al menos 2 veces superior al de las condiciones de pH de (a);

(c) fermentar al valor de pH de la etapa (b) durante un periodo de tiempo apropiado; y
(d) aislar el polipéptido de interés producido.

Una caracteristica ventajosa del procedimiento de produccién en levaduras descrito es que una regulacién de la ac-
tividad del promotor basada en un cambio de pH del medio de fermentacién es relativamente fécil y barata comparada
con el uso de sistemas promotores basados en la regulacién de la temperatura o en sistemas regulables basados en mo-
léculas inductoras/activadoras. En éste dltimo, las moléculas inductoras/activadoras especificas podrian ser bastante
caras. Més aiin, podrian ser indeseables desde el punto de vista de, por ejemplo, consideraciones medioambientales.

Esto es particularmente cierto para el caso de producci6n industrial a gran escala de polipéptidos, en donde, por
ejemplo, un cambio de temperatura de un tanque de fermentacién a gran escala (tal como un tanque de 1000 litros)
podria ser bastante caro y lento.

Definiciones

A continuacién se aportan una serie de definiciones de términos especificos relacionados con los aspectos princi-
pales de la invencidn.

El término “bajo condiciones de pH que permiten el crecimiento de la célula de levadura” de la etapa (a) corres-
pondiente al procedimiento de obtencién del polipéptido denota aqui un crecimiento de la célula de levadura que es
suficientemente efectivo para una produccién industrial relevante. Preferiblemente, éste es de al menos una velocidad
de duplicacién de las células de levadura de 1 duplicacién de células de levaduras cada 90 minutos.

El término “el promotor regulable por pH est4 transcribiendo la secuencia de ADN que codifica el polipéptido de
interés a un nivel que es al menos 2 veces superior al de las condiciones de pH de (a)” de la etapa (b) del procedimiento
de obtencién del polipéptido es un término relativo. El nivel de transcripcion en las condiciones de pH de la etapa (a) y
de la etapa (b) esta determinada, y la velocidad de transcripcién relativa incrementada de la etapa (b) estd determinada.
Preferiblemente, el nivel de transcripcién en cada etapa se mide al nivel del mARN mediante determinacién de la
cantidad de mARN, dentro de la célula de levadura, para el polipéptido de interés bajo las condiciones de cada etapa
(a) y (b). Preferiblemente, las determinaciones deberian realizarse en ambos casos en el determinado momento en que
la cantidad de mARN para el polipéptido de interés, dentro de la célula, sea relativamente estable a lo largo del tiempo.
El procedimiento especifico para hacer esto es bien conocido por una persona especializada, e incluye el ensayo de
transferencia Northern, procedimientos de PCR cuantitativa, etc.

En relacién con la etapa (b) deberia entenderse que el cambio de PH de la etapa (b) podria causar la detencién
del crecimiento celular, o una velocidad de crecimiento significativamente reducida con respecto a la etapa (a). Esto
podria ser en realidad una ventaja. Por ejemplo, si el valor de pH de la etapa (a) se mantiene hasta cerca de la maxima
masa celular permisible en un tanque de fermentacién, entonces el cambio de PH durante la etapa (b) podria iniciar la
produccidn del polipéptido de interés sin que las células de levadura tuvieran que usar recursos del medio para crecer.

El término “periodo de tiempo apropiado” en relacién al periodo de tiempo de fermentacién deberia entenderse
aqui segiin el conocimiento general de las personas especializadas. La persona especializada conoce qué es un “periodo
de tiempo apropiado™ segun su protocolo de fermentacién especifico. En la etapa (a) este podria variar preferiblemente
desde 5 horas hasta 10 dias, mds preferiblemente desde 1 dfa hasta 5 dias, y en la etapa (c) normalmente ser4 un periodo
de tiempo mds corto, preferiblemente desde 5 minutos hasta 1 dia, mas preferiblemente desde 10 minutos hasta 3 horas.

El término “medio apropiado” denota cualquiera de los numerosos medios apropiados para el crecimiento (fer-
mentacion) de una célula de levadura, los cuales son conocidos por las personas especializadas. Se hace referencia a
(Sambrook er al. (1989) “Molecular cloning: A laboratory manual”, Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor,
NY; Ausubel, FM er al. (eds.) “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley and Sons, 1995; Harwood,
C.R.y Cutting, S.M. (eds.); Becker y Guarente, en Abelson, J.N. y Simon, M.L (eds.), “Guide to Yeast Genetics and
Molecular Biology”, Methods in Enzymology 194: 182-187, Academic Press, Inc., Nueva York; Ito er al. Journal of
Bacteriology 153: 163 (1983); y Hinner ez al. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75: 1920 (1978))
para ulteriores descripciones de ejemplos de tales medios apropiados.

El término “aislar el polipéptido de interés producido” de la etapa (b) denota que el polipéptido de interés se aisla a
partir del medio de fermentaci6n segiin los procedimientos de aislamiento estdndares conocidos por los especialistas.
El polipéptido de interés producido se puede secretar hacia el medio de cultivo (por ejemplo, como un producto de
fusién, que, por ejemplo, pueda ser separado) o se puede producir como un polipéptido no secretado. El polipéptido
de interés se puede recuperar/aislar mediante procedimientos bien conocidos, incluyendo la separacion de las células
del medio mediante centrifugacién o filtracién, la precipitacién de componentes proteicos del medio mediante una sal
tal como el sulfato aménico, seguida por procedimientos cromatograficos tales como la cromatografia de intercambio
i6nico, la cromatografia de afinidad, o similares.
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Después del aislamiento, el polipéptido de interés es preferiblemente al menos aproximadamente un 20% puro,
més preferiblemente aproximadamente un 50% puro, incluso més preferiblemente aproximadamente un 70% puro,
més preferiblemente aproximadamente un 90% puro, € incluso ain més preferiblemente aproximadamente un 95%
puro, tal como se determina mediante SDS-PAGE.

Las realizaciones de la presente invenci6n se describen posteriormente, a modo de ilustracién pero no como limi-
tacion.

Etapas del procedimiento para la produccidn de polipéptidos

Aparte de las etapas individuales (a), (b), (c) y (d) descritas anteriormente, el procedimiento para producir un
polipéptido segtin se describe aqui podria comprender otras etapas.

Una etapa extra podria ser reajustar el valor de pH después de la etapa (c) al nivel original de la etapa (a) antes del
aislamiento efectivo del polipéptido de interés (etapa (d)).

Promotores apropiados, los cuales son regulables por pH en una célula

En la SEQ. ID. n° 1, 2 y 3 se muestran secuencias de ADN de promotores preferidos que son regulables por pH
en levaduras. El promotor se obtiene a partir de la célula de levadura Saccharomyces cerevisiae, y la secuencia podria
clonarse a partir de tal célula basandose en la informacién de la secuencia proporcionada en SEQ.ID. n° 1,2 y/0 3,y
usando protocolos de clonacion estdndar conocidos. En un ejemplo de realizacién de la invencién (ver més abajo) se
describen adn mds las caracteristicas de regulacién por pH del promotor de la SEQ. 1.

En la fecha de registro de la presente solicitud, la secuencia mostrada en SEQ. ID. n° 1 estaba en la base de datos dis-
ponible piblicamente “SGD Saccharomyces Genome Database (http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces/)”
identificada como “CHR4 Chromosome IV Sequence”, teniendo coordenadas entre los pares de bases 538.561 y
539.161, y en referencia a las anotaciones se afirmaba “Esta region del cromosoma IV que abarca las coordenadas
538.561 a 539.161 NO tiene anotaciones”.

En la fecha de registro de la presente aplicacion, la secuencia mostrada en SEQ. ID. n° 2 estaba en la base de datos
disponible pablicamente “SGD Saccharomyces Genome Database (http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces/)”
identificada como “CHR13 Chromosome XIII Sequence”, teniendo coordenadas entre los pares de bases 25.901-
26.501, y en referencia a las anotaciones se afirmaba “YML122C (ORF hipotético). YML122C no tiene homologias
significativas con ninguna proteina de levaduras o gusanos, y por tanto no aparece en ninguna agrupacién (cluster)
compartida o no compartida”.

En la fecha de registro de la presente aplicacién, la secuencia mostrada en SEQ. ID. n°® 3 estaba en la base de datos
disponible piblicamente “SGD Saccharomyces Genome Database (http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces/)”
identificada como “CHR2 Chromosome II Sequence”, teniendo coordenadas entre los pares de bases 25.901-26.501,
y en referencia a las anotaciones se afirmaba “Esta regi6én del cromosoma 2 que abarca las coordenadas 798.578 a
799.178 no tiene anotaciones”.

Una forma sencilla de identificar otras secuencias distintas de las secuencias promotoras apropiadas mostradas
en SEQ. ID. n° 1, 2 y 3, es usar una sonda de ADN basada en las secuencia mostradas como SEQ. ID. n° 1, 2 y 3.
Esta sonda de ADN se podria utilizar, a continuacién, para verificar bibliotecas de ADN procedentes de una célula de
levadura con objeto de identificar promotores homélogos en células de levadura.

Por consiguiente, la realizacién de la invencién se refiere a un procedimiento del primer aspecto de la invencién,
en el que el promotor regulable por pH comprende una secuencia de ADN seleccionada a partir del grupo formado
por,

(i) la secuencia de ADN mostrada en las posiciones 1-501 de la SEQ. ID. n° 1,y 1-601 de la SEQ.ID.n°2 6 3;
(11) una secuencia de ADN que es al menos idéntica en un 60% a una de las secuencia de ADN de (i)

(iii) una secuencia de ADN que hibrida con una sonda de ADN de cadena doble que comprende una de las
secuencias mostrada en las posiciones 1-501 de la SEQ. ID. n° 1, y 1-601 de la SEQ. ID. n° 2 6 3; en condiciones
de baja severidad,

(iv) una secuencia de ADN que es un fragmento de las secuencias de ADN especificadas en (i), (ii) o (iii).

La identidad de la secuencia de ADN en la referencia anterior (punto (ii)) se determina como el grado de iden-
tidad entre dos secuencias, indicando una derivacién de la primera secuencia a partir de la segunda. La identidad
podria determinarse de forma apropiada mediante un programa de ordenador conocido en la técnica, tal como el GAP
proporcionado en el paquete de programas GCG (“Program Manual for the Wisconsin Package”, Versién 8, Agosto
de 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, EE.UU. 53711) (Needleman, S.B. y
Waunsch, C.D., Journal of Molecular Biology 48: 443-453 (1970)). Usando GAP con los siguientes pardmetros para
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la comparacién de secuencias de ADN: penalizacién de la creacién en GAP de 5,0, y penalizacién de la extensién
en GAP de 0,3, una secuencia de ADN parcialmente idéntica a la secuencia mostrada en SEQ.ID.n° 1,2 6 3 (ver
apartado (ii) anterior) exhibe una grado de identidad preferiblemente de al menos un 70%, més preferiblemente de al
menos un 80%, més preferiblemente de al menos un 95%, mis preferiblemente de al menos un 97% con la secuencia
mostrada en 1-501 en la SEQ. ID. n° 1, 6 1-601 en la SEQ.ID.n°263.

Las condiciones de hibridacién, mencionadas mis arriba para definir una secuencia de ADN tal como se define en
la etapa (iii) anterior, que hibridan una sonda de ADN de doble cadena, que comprende la secuencia mostrada en las

Las condiciones experimentales apropiadas para determinar la hibridacién entre una sonda nucleotidica y una
secuencia de ADN o ARN homéloga, con baja, media y elevada severidad, implican empapar previamente el filtro que
contiene los fragmentos de ADN o ARN a hibridar en 5xSSC (cloruro sédico/citrato sédico, Sambrook et al. 1989)
durante 10 minutos, y prehibridar el filtro en una solucién de 5xSSC, 5x solucién de Denhardt (Sambrook et al., 1989),
SDS al 0,5% y 100 ug/ml de ADN de esperma “sonicado” de salmén (Sambrook ez al., 1989), seguida del proceso de
hibridaci6n, en la misma solucién, que contiene una concentracién de 10 ng/mi de una sonda, cebada aleatoriamente
(Feinberg, A.P. y Vogelstein, B. Anal. Biochem. 132: 6-13 (1983)), marcada con 3?P-dCTP (actividad especifica> 1 x
10° c.p.m/ug) durante 12 horas a aproximadamente 45°C. A continuacién se lava el filtro dos veces durante 30 minutos

Las moléculas a las cuales se hibrida la sonda oligonucleotidica en estas condiciones se detectan usando pelicula
para rayos X.

Otra forma de identificar secuencias promotoras apropiadas es utilizando informacién derivada a partir de se-
cuencias parciales de las SEQ. ID. n° 1, 2 6 3. La informacién obtenida a partir de estas secuencias parciales podria
utilizarse entonces en la preparacién de cebadores para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que puedan
utilizarse para identificar secuencias promotoras apropiadas. Por ejemplo, puede prepararse una reaccién de PCR uti-

PCR resultante podria comprender entonces la informacién de la secuencia completa para un promotor apropiado, o
la informacién de la secuencia en el fragmento de PCR podria usarse para clonar la secuencia completa del promotor.

Aun otra forma de identificar secuencias de promotores apropiadas es buscando promotores que comprendan mo-
tivos de secuencia de ADN derivados de la informacién en las secuencias parciales de SEQ. ID. n° 1, 2 6 3.

En vez de identificar promotores apropiados mediante una estrategia basada principalmente en la informacién de
la secuencia derivada a partir de las SEQ.ID. n° 1, 2 6 3, podria ser preferible identificar tales promotores basdndose
en estrategias que usan el “cambio del pH” como un pardmetro funcional esencial.

Los ejemplos de procedimientos experimentales apropiados discutidos m4s abajo (“‘captura del promotor” y tec-
nologia de *“chips genémicos™) tienen en comdn un punto esencial. Las bibliotecas de ADN genémico o cADN de una
célula de levadura se ensayan en los procedimientos a (1) un valor de pH que se sabe es apropiado para el crecimiento
de la célula de levadura especifica, Y (2) a otro valor de pH distinto de (1). A continuacién se identifican las secuen-
cias de promotor especificas, las cuales transcriben un polipéptido a un nivel significativamente més elevado bajo las
condiciones de pH en (2), en comparaci6n con las condiciones de pH en (1).

El procedimiento de “captura del promotor” es conocido en la técnica (Ruby, S.W., Szostak, J.W. Murray, AW,
“Cloning regulated yeast genes from a pool of lacZ fusions”, Methods in Enzymology 101: 253-269 (1983); Santange-
lo, G.M., Tornow, J., Moldave, K. “Cloning of open reading frames and promoters from the Saccharomyces cerevisiae
genome: construction of genomic libraries of random small fragments”, Gene 46: 181-186 ( 1986); Dang V.D., Va-
lens M., Bolotin-Fukuhara M., Daignan-Fornier B. “A genetic screen to isolate genes regulated by the yeast CCAAT-
box binding protein Hap2p”, Yeast 10: 1273-1283 (1994); Bell PJ., Davies L.W., Attfield P.V. “Facilitating functional
analysis of the Saccharomyces cerevisiae genome using an EGFP-based promoter library and flow cytometry”, Yeast
15(16): 1747-1759 (1999)).

El procedimiento se basa en la clonacién de fragmentos de tamafio moderado del ADN gendémico en vectores
especializados que contienen un gen revelador cuya transcripcion podria detectarse facilmente. Un ejemplo podria ser
el gen LacZ, cuya actividad puede detectarse mediante una coloraci6n especifica alrededor de colonias especificas de
levaduras. Esto podria hacerse directamente o después de transferir a membranas apropiadas. En el presente contexto,
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La tecnologia del “chip gen6mico” también es conocida en la técnica (DeRisi J.L., Iyer VR., Brown P.O. “Ex-
ploring the Metabolic and Genetic Control of Gene Expression on a Genomic Scale” Science 278: 680-686 (1997);
Wodicka L., Dong H., Mittmann M., Ho M.H., Lockhart D.J. “Genome-wide expression monitoring in Saccharomyces
cerevisiae” Nat. Biotechnol. 15: 1359-1367 (1997); Jelinsky S.A. y Samson L.D. “Global Response of Saccharomyces
cerevisiae to an Alkylating Agent” PNAS 96: 1486-1491 (1999); Stewart, D.J. “Making and Using DNA Microarrays:
A Short Course at Cold Spring Harbor Laboratory” Genome Res. 10: 1-3 (2000)).

El procedimiento se basa en la secuencia completa conocida del genoma de la célula de levadura Saccharomyces
cerevisiae. Mediante el uso de esta informacién de la secuencia, se han desarrollado sistemas de hibridacidn en los que
los fragmentos de PCR u oligonucleétidos, especificos para cada gen en la célula S. cerevisiae, se han fijado sobre un
soporte sélido de forma organizada (matriz genémica). Los soportes sélidos podrian ser “chips” de silicona, placas de

vidrio (similares a las usadas en microscopia) 0 membranas de nilén. Tales sistemas de hibridacion estén disponibles
comercialmente (por ejemplo, Affymetrix Inc. (Santa Clara, CA, EE.UU.), Invitrogen (Carlsbad, CA, EE.UU.).

En el contexto presente es preferible obtener mARN total a partir de una célula de levadura (preferiblemente
una célula Saccharomyces cerevisiae) cultivada en las dos condiciones de pH (1) y (2) mencionadas anteriormente.
A partir de las dos poblaciones de mARN total se prepara cADN, el cual estd marcado radiactivamente o mediante
fluorescencia. A continuacién, se hibridan estas poblaciones/bibliotecas de cADN con el sistema matriz tal como
se ha descrito anteriormente. En el caso de marcaje fluorescente distinto es preferible mezclar cantidades iguales
de las dos bibliotecas de cADN, con lo que se produciré una hibridacién competitiva. El resultado de tal protocolo
seré la identificacién de mARN producido con un nivel significativamente superior en la condicién de pH (2) en
comparacién con la condicién de pH (1). Este mARN probablemente se transcribird mediante un promotor regulable
por pH, apropiado en el presente contexto. En consecuencia, la informacién en la secuencia de un mARN identificado
de estd forma puede ser utilizado para identificar el promotor que transcribe dicho mARN, segtin los protocolos
estandar conocidos por las personas especializadas.

En ambos procedimientos anteriores, “captura del promotor” y el “chip genémico”, se prefiere que el pH de la
etapa (a) sea un valor de pH desde pH 4 hasta pH 7, y el pH se incrementa en la etapa (b) hasta un valor de pH desde
6,5 hasta 9,5.

Esto se debe principalmente al hecho de que un cierto nimero de cepas de levaduras, conocidas por ser muy
apropiadas para la produccion a gran escala del polipéptido de interés, tienen una velocidad de crecimiento ptima a
pH con valores ligeramente 4cidos. Tales cepas de levaduras incluyen una cepa de Saccharomyces cerevisiae Y, quizas,
una cepa de Pichia pastoris. :

Valores de pH preferidos de la etapa (a) y etapa (b), (c) del primer aspecto de la invencion.

Tal como se ha mencionado anteriormente, un cierto nimero de cepas de levaduras, conocidas por ser muy apro-
piadas para la producci6n a gran escala de un polipéptido de interés, tienen una velocidad de crecimiento 6ptima a
valores de pH ligeramente 4cidos.

En consecuencia, se prefiere fermentar la célula de levadura en la etapa (a) del procedimiento de la invencion
en condiciones de pH similares a éstas, con objeto de asegurar el crecimiento suficiente de las células de levadura,
mientras que en la etapa (b) se prefiere incrementar ligeramente esta condicién de pH. Un ejemplo de esto se muesira
en el ejemplo de procedimiento 2, en donde se usa el promotor dela SEQ.ID.n° 1.

Por tanto, una realizacién de la invencién se refiere a un procedimiento en donde las condiciones de pH de la etapa
(a) es un valor de pH seleccionado desde pH 4 hasta pH 7y el pH se incrementa en la etapa (b) hasta un valor de
pH desde 6,5 hasta pH 9,5. El término “incrementado”, mencionado anteriormente, denota que si el valor de pH de la
etapa (a) es, por ejemplo, 7,25 no puede ser, por ejemplo, 6,75 en la etapa (b), puesto que este no es un incremento del
valor de pH.

Preferiblemente las condiciones de pH de la etapa (a) comprenden un valor de pH desde pH 5 hasta pH 7, y el pH
se incrementa en la etapa (b) desde un valor de pH 7,25 hasta 9,0.

Incremento relativo del nivel de transcripcion del promotor regulable por pH

Una realizacién preferida de un procedimiento, tal como se describe en la presente invencién, es aquella en que
el nivel de transcripcién por el promotor regulable por pH de la etapa (b) es al menos 3 veces mds alto que bajo las
condiciones de (a), preferiblemente al menos 5 veces mas alto que bajo las condiciones de (a), mas preferiblemente al
menos 10 veces més alto que bajo las condiciones de (a), € incluso ain més preferiblemente al menos 50 veces més
alto que bajo las condiciones de (a). Ver el ejemplo de procedimiento 2 como ejemplo de este dltimo caso.
Célula de levadura

Podria utilizarse cualquier célula de levadura en el procedimiento de la invenci6n tal como se describe aqui.

No obstante, preferiblemente es una célula de levadura seleccionada entre el grupo formado por: Hansenula poli-

6
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morpha, Pichia pastoris, Candida utilis, Kluyveromyces lactis, y Saccharomyces cerevisiae. De la lista anterior; més
preferiblemente es una célula de levadura seleccionada de entre el grupo formado por Pichia pastoris, Candida utilis
y atin més preferiblemente una célula Saccharomyces cerevisiae.

5 Tal como se ha mencionado anteriormente, una célula de levadura usada en el procedimiento, tal como se describe
en la invenci6n, incluye una secuencia de ADN que codifica el polipéptido de interés, el cual se transcribe bajo el
control de un promotor regulable por pH.

La secuencia de ADN que codifica el polipéptido de interés y el promotor regulable por pH podrian, por ejemplo,
10 estar ubicadas en el cromosoma de la célula de levadura o, por ejemplo, estar ubicadas en un vector (por ejemplo, un
plésmido) en el interior de la célula.

Mas aiin, la célula de levadura podria incluir otros elementos apropiados tales como un gen marcador elegible, por
ejemplo, un gen de resistencia a antibiéticos.

15
Produccidn a gran escala
Tal como se ha mencionado anteriormente, un procedimiento como el aqui descrito, es muy apropiado para la
produccién a gran escala (ver seccién “Resumen de la invencién”).
20

Por consiguiente, una realizacién de la invencion se refiere a un procedimiento tal como el aqui descrito, en el que
la fermentacién en las etapas (a), (b) y (c) se realiza en un tanque de fermentacién que comprende al menos 100 litros
de medio apropiado, preferiblemente en un tanque de fermentaci6én que comprende al menos 500 litros de un medio
apropiado, y mds preferiblemente en un tanque de fermentacién que comprende al menos 10.000 litros de un medio

25 apropiado.

Forma parte del conocimiento de las personas especializadas escalar un proceso de fermentacién, preferiblemente
mediante un escalado paso a paso, en donde cada paso implica la fermentacién en tanques de fermentacién cada vez
mayores. ’

30
Polipéptido de interés

Cualquier polipéptido de interés podria ser producido ventajosamente segiin el procedimiento de la invencién tal
como se describe aqui. Preferiblemente, el polipéptido de interés es un polipéptido apropiado para ser utilizado en
35 la preparacién de un producto médico, y més preferiblemente el polipéptido es la insulina humana, la hormona de

crecimiento humana, la colecistoquinina humana, el interfer6n, el activador del plasminégeno humano (u-PA), las
interleucinas 2 y 3, o diferentes tipos de vacunas de subunidades recombinantes.

Una célula de levadura que comprende un promotor regulable por pH
40
Un aspecto final de la invencién se refiere a un célula de levadura que incluye un promotor regulable por pH
operativamente unido a un gen heterdlogo, que incluye ADN que codifica un polipéptido de interés, en donde el
promotor regulable por pH incluye una secuencia de ADN seleccionada de entre el grupo formado por:

45 (i) la secuencia de ADN mostrada en las posiciones 1-501 de SEQ.ID.n° 1,y 1-601 de SEQ. ID. n° 2 6 3;
(i1) una secuencia de ADN que es al menos un 60% idéntica a una de las secuencias de ADN de (i);

(iii) una secuencia de ADN que se hibrida con una sonda de ADN de doble cadena que incluye una de las
50 secuencias mostradas en las posiciones 1-501 de SEQ.ID.n° 1,y 1-601 de SEQ. ID. n° 2 6 3; a baja severidad,

(iv) una secuencia de ADN que es un fragmento de las éecuencias de ADN especificadas en (i), (ii) o (iii).

Todas las realizaciones preferidas anteriores son tambi€n realizaciones preferidas de una célula de levadura que
55 presente estas caracterfsticas finales.

El término “gen heterélogo” se refiere aqui a un gen bajo la regulacién de un promotor que no lo controla de forma
natural. Un gen heterélogo puede codificar cualquier péptido, polipéptido o proteina, excepto aquél que es codificado
por un gen que presenta un promotor que controla su expresién normalmente en la naturaleza.

60

Ejemplos

Materiales y procedimientos
65 Cepas

Cepas de levadura: La cepa de Saccharomyces cerevisiae usada fue la W3124 (MATa; ura 3-52; leu 2-3, 112; his
3-D200; pep 4-1137; prc1::HIS3; prb1:: LEUZ; cir+). La cepa de E. coli fue: DH10B (Life Technologies).

7
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Pldsmidos

pUC18: (Life Technologies), pJS205 (no es comercial, se describe en el documento, Sch&uuml;ller HJ, Hahn A,
Troster F, Schiitz A, Schweizer E (1992) “Coordinate genetic control of yeast fatty acid synthase genes FAS1 and
FAS2 by an upstream activation site common to genes involved in membrane lipid biosynthesis” EMBO J 11:107-
114),
Procedimientos generales de biologia molecular

A menos que se mencione lo contrario, las manipulaciones de ADN y las transformaciones se llevaron a cabo
utilizando procedimientos estandar de la biologia molecular (Sambrook ef al. (1989) “Molecular cloning: A labora-
tory manual”, Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, NY; Ausubel, EM et al. (eds.) “Current Protocols in
Molecular Biology”, John Wiley and Sons, 1995; Harwood, CR. y Cutting, S.M. (eds.) “Molecular Biology Methods
for Bacillus”, John Wiley and Sons, 1990; Becker y Guarente, en Abelson, J.N. y Simon, MLL (eds.), “Guide to Yeast
Genetics and Molecular Biology”, Methods in Enzymology 194: 182-187, Academic Press, Inc., Nueva York).

Los enzimas para las manipulaciones del ADN se usaron seglin las especificaciones de los proveedores,
Enzimas para las manipulaciones del ADN

A menos que se mencione lo contrario, todos los enzimas para las manipulaciones del ADN, tales como, por
ejemplo, endonucleasas de restriccidn, ligasas, etc. se obtuvieron de New England Biolabs, Inc.

Ejemplo 1

Construccion de una plasmido pPHI que incluye el promotor regulable por pH de la secuencia con niimero de iden-
tificacion 1, operativamente unido g un gen informador LacZ

El pldsmido pPHI se construy6 tal como se describe a continuacién, Se amplificé un fragmento de ADN de 0,5
kpb, que incluye la SEQ. ID. n° 1, a partir de ADN genémico mediante PCR usando los oligonucleétidos Al y Al,.

Alg, : 5 - CATGCTCGAGTTTATCTCGTCACTC'I'I‘ GTAC -3

Alp 15 - CGATCTCGAGTCCCTGTATATATCTATGTA -3

Este fragmento se purifics, se digirié con Xhol, y se clon6 en el pldsmido pUCI18 previamente digerido con el
mismo enzima de restriccién. Se secuenci6 el inserto para verificar mutaciones no deseadas, y a continuacién se clong
en el sitio Xhol del plasmido pJS205. La orientacién apropiada del inserto se evalué mediante andlisis de restriccién
y/o secuenciacién del ADN.

Ejemplo 2
Demostrando que el promotor de la secuencia con niimero de identificacion 1 es regulable por el pH en levaduras

El pldsmido pPH1 del ejemplo 1 se transformé dentro de una cepa de Saccharomyces cerevisiae, Yy se recuper6 en
medio CM que carecia de uracilo.

Se dej6 crecer la cepa transformada, a 28°C en medio CM que carecia de uracilo, hasta una ODgy de 1,0-2,0. Se
anadié una alicuota del cultivo a un medio YPD estiandar a PH 6,5 (condicién de PH (1)) para conseguir una QD600
de 0,2, y se retom6 el crecimiento hasta una ODg, de 0,5-0.,6.

Se tomd una alicuota del cultivo, y se increment6 el valor de pH hasta pH 7,75 (condicién de PH (2)) y se continué
la fermentacién durante 1 hora, y se midi6 la cantidad de gen LacZ expresado.

Los resultados se muestran, a continuacién, en la Tabla I:
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TABLA1

Los datos corresponden a la media + desviaci6n estdndar de
tres clones independientes, y se expresan como unidades de
actividad de S-galactosidasa segiin Ausubel, FM et al.
(eds.) “Current Protocols in Molecular Biology”, John
Wiley and Sons, 1995.

Condicién (pH)  Actividad B-galactosidasa

PH 65 40£09
pH 7,75 353 + 84

Estos resultados demuestran claramente que el promotor de la SEQ. ID. n° 1 es regulable por pH en células de
levadura. M4s aun, puede observarse que el nivel de transcripcién es més de 50 veces superior bajo la condicién de

PH (2) (pH =7,75) comparado con el de la condicién de pH (1) (pH = 6,5).
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para producir un polipéptido de interés que comprende las siguientes etapas:

(a) fermentar una célula de levadura, la cual incluye una secuencia de ADN que codifica el polipéptido de interés
y se transcribe bajo el control de un promotor regulable por pH, en un medio apropiado, durante un periodo de
tiempo apropiado, y en condiciones de pH que permiten el crecimiento de la célula de levadura;

(b) cambiar el valor de pH del medio de fermentacién de la etapa (a) a un valor de pH en el cual el promotor
regulable por pH transcribe la secuencia de ADN que codifica el polipéptido de interés a un nivel que es al
menos 2 veces superior al de en condiciones de pH de (a);

(c) fermentar al valor de pH de la etapa (b) durante un periodo de tiempo apropiado; y
(d) aislar el polipéptido de interés producido.

2. Procedimiento, segiin la reivindicacién 1, en el que el promotor regulable por pH comprende una secuencia de
ADN seleccionada de entre el grupo formado por:

() la secuencia de ADN mostrada en las posiciones 1-501 de SEQ. ID. n° 1, y 1-601 de SEQ.ID.n°2 6 3;
(i) una secuencia de ADN que es al menos idéntica en un 60% a una de las secuencias de ADN de @i);

(iii) una secuencia de ADN que se hibrida con una sonda de ADN de doble cadena que incluye una de las secuencias
mostradas en las posiciones 1-501 de SEQ. ID. n° 1, y 1-601 de SEQ. ID. n° 2 6 3; a baja severidad;

(iv) una secuencia de ADN que es un fragmento de las secuencias de ADN especificadas en (i), (ii) o (iii).

3. Procedimiento, seglin las reivindicaciones 1y 2, en el que la condicién de pH de la etapa (a) es un valor de pH
desde pH 4 hasta pH 7, y el pH se incrementa en la etapa (b) hasta un valor de pH desde 6,5 hasta 9,5.

4. Procedimiento, segin la reivindicacién 3, donde la condicién de pH de la etapa (a) es un valor de pH desde pH
5hastapH 7,y el pH se incrementa en la etapa (b) hasta un valor de pH desde pH 7,25 hasta pH 9,0.

5. Procedimiento, segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el nivel de transcripcién por el promotor
regulable por pH de la etapa (b) es al menos 3 veces mds elevado que bajo la condicién de pH de (a), preferiblemente al
menos 5 veces mds elevado que bajo la condicién de pH de (a), y ms preferiblemente al menos 10 veces mis elevado
que bajo la condicién de pH de (a).

6. Procedimiento, segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la célula de levadura se selecciona
entre el grupo formado por Hansenula polimorpha, Pichia pastoris, Candida utilis, Kluyveromyces lactis, y una célula
Saccharomyces cerevisiae, y preferiblemente a partir del grupo formado por Pichia pastoris, Candida utilis y mas
preferiblemente una célula Saccharomyces cerevisiae.

7. Procedimiento, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la fermentacién en las etapas (a), (b) y
(c) se realiza en un tanque de fermentacién comprendiendo al menos 100 litros de medio apropiado, preferiblemente
en un tanque de fermentacién comprendiendo al menos 500 litros de un medio apropiado, y mas preferiblemente en
un tanque de fermentacién comprendiendo al menos 10.000 litros de medio apropiado.

8. Procedimiento, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el polipéptido de interés es un polipép-
tido apropiado para ser usado para preparar un producto médico.

9. Procedimiento, segin la reivindicacién 8, en el que el polipéptido es insulina humana, hormona de crecimien-

to humana, colecistoquinina humana, interferdn, activador del plasminégeno humano (u-PA), interleucinas 2 y3o0
diferentes tipos de vacunas de subunidades recombinantes.
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<110> Universitat Auténoma de Barcelona

<120> Procedimiento para la produccién de un polipéptido en levaduras

<130> A143873

<140>

<141>

<160> 3

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 501

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<221> promoter

<222> (1)..(501)

<223> SECUENCIA DE ENA1 en direccién cadena arriba, desde -800 hasta -300.

<400> 1
tttatctcgt cactcttgta
acagaggcaa tgagggtggc
attaccatgc gcggtagaag
ccctttecte ccagaagett
atcgcegtge ggegtcattt
ttagggcagg gatgtagatt
cttagagcag tattcccgaa

atgaacggtg ggtgtggtca
ttacatagat atatacaggg a

<210>2

<211> 601

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<221> promoter

<222> (1)..(601)

<223> SECUENCIA DE PHO84 en direcci6n cadena arriba, desde -700 hasta -100

<400> 2
taccaaatta
cacagacctt

ttatgaaaag acacaaccgg
aaatgacagc aatcagtatt

tgaataaaaa aaccatatta
gaccaagaaa acatgccaag

gtgctgttat
tagcggctat
cgccegatge
attagcgacg
agttatgcac
cttattagct
Ctaattatta
ttagatccac
9
601

aggcgeccta tacgtgcagce
gaagaaaatg ttgcccggcet
caatttaata gttccacgtg
gcaattgatt atggttcgcec
caaatgtcgt gtgaaaggct
agattaaaaa cgtgcgtatt
ttcectttttg gcagcatgat
ttactattgt ggctcgtata

atttgctegt
gaaaaacacc
gacgtgttat
gcagtccatc
ttecttatee
actcattaat
gcaaccacat
cgtatatata

aagggcectt
cgttectete
ttccagcacg
gaaatcagtg
Ctcttctecce
taaccgacct
tgcacacegyg
taagctcatc

<210>3

<211> 601

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae
<220>

cggaagttgc acctttagce ccactcccag atcttcaatc
tgtgcaatgt aaactttctt atcgcttcct gttatgattg
gattgaatga ggggtgtggg tgtgataatt catgtacgga
ctgcacgaag tggttacatt gtgagtacag ggtcttaaac
tgcggggete atcatttatt tectacttet atgacgtttg
ttggtcatat actttcacct gacagaagaa aaaacaaggt
ttattgecte tttcettggt tgggtgeggg ttaatattag
aacceggggt aggttttaaa atgtcatgeg ttttegtcat

aaggggagat
acgcacgttg
tcaactcatc
actgecegcac
tggggcggaa
agatcggtgce
gttttgcctg
catctatgag
taatgccaac
Ctcatctctt

60

120
180
240
300
360
420
480
501

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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<221> promoter

<222> (1)..(601)

<223> SECUENCIA PHO89 en direccién cadena arriba, desde -700 hasta -100
<400> 3

gtaaagaaca ttagcggaat cgttataatt tcattcctta catccgttta atttcattaa

ttcgatgcat
cgcaaaaaag
agggtgtgtg
gttgtgccat
gagtcattga
tgcatatgac
gatgtcacag
gcagattttt
ccggtttteg
g9

ctttctttgg
tttaaatttc
gctgtgcgat
taatttgtta
aaggctttaa
aatgcagcac
ccactttgga
tttacaatgt
atatgaagaa

cgaagccaga
acagatcgceg
agaccttttt
gtgggcectt
gaatataccg
gtgggagaca
tcettetatt

ctactgggtg
aattatatat

aaatctagtt
ccacaccgat
tttcttttte
aaatgtcgaa
tacaaaggag
aatagtaata
atgtaaatca
gacatctcca
aaacctgctg

tcagaaatct
cacaaaacgqg
tgcttttteg
atattgctaa
tttatgtaat
atactaatct
ttagattaac
aacaattcat
aagatgatct

cggtttcacc
cttcaccaca
tcatceccac
aaattggecc
cttaataaat
atcaatacta
tcagtcaata
gtcactaagc
ttacattgag
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