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J.B. MALLORY et coll. (J.Biol.Chem.262,(1987),4241 - 4247, demandes de brevet internationales PCT
§6 WO 86/04920 et WO 87/02062) décrivent I'expression de I'apolipoprotéine A—1 humaine dans des cellules
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Pour exprimer un géne hétérologue tel que I'ADNc pour la proapo A-1 humame dans une levure, il est
nécessaire de construire un vecteur plasmidique contenant quatre composants.
Le premier composant est le fragment qui permet Ia transformation 2 Ia fois de E. coli et de la levure et
qui doit par conséquent contenir un géne de sélection provenant de chaque organisme. Ce peut &tre le
65 géne responsable de la résistance 2 I'ampicilline provenant de E. coli (cf. "AmpA”) et le gine leu2
provenant de la levure. Ce composant requiert également une origine de réplication provenant de chaque
organisme pour étre retenu comme ADN plasmidique dans les deux organismes. Ce peut &tre 'origine de
E. coli provenant de pBR322 et I'origine arsl du chromosome lll de la levure ou l'origine de réplication de
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Les fragments synthétiques 30 — mére et 18— mare sont phosphorylés 2 leurs extrémités 5 au moyen de la

polynucléotide kinase de T4 (P - L Biochemicals). 1 ug de chaque oligonucléotide, y compris les 35— mére
ot 43 - mére non phosphorylés sont hybridés pendant 3 minutes 2 95° C dans 300 mM d'acétate de sodium

s0 (pH 7.0), puis laissés refroidir lentement & 4°C. Le mélange d'hybridation est utilisé tel quel dans le
procédé de clonage pour fa construction des plasmides d'expression.

Séquengage de 'ADN

5 L'analyse de la séquence de I'ADN a éié effectuée selon la méthode décrite par A M. MAXAM et W.
GILBERT  (Proc.Natl.Acad.Sci.USA74,(1977)560~564) et par F. SANGER et coll,
(Proc.Natl.Acad.Sci.USA,74,(1977),5463 - 5467).



asparagine; P, proline; Q glutamne; R arginine; S serine; T, threonine;
V, ;valine; W tryptophane; and Y, rosi ne. - Figure 2 represents the
synthetic scheme of an ol i gonucﬁ%@t"’g%?’%?dﬁbter for the construction of a DNA
fragment coding for the 6 amino acids of the propeptide and for the first
14 am nQ aC|ds r%l Jamture apo A-l pol ypeptide, together with the initiation
ATG codSHY ef arrows indicate the oligonucl eotldes used to synthesize the
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pour minimiser Ta formation de structures secondaires & I'extrémité 5 du géne. Pour réaliser cela, les
codons sélectionnés pour coder les résidus d'acides aminés -6, -1, 1, 3, 4,5, 6, 7, 10, 11 et 14 ne
correspondent pas aux codons naturels que I'on observe dans I'"ADNc du clone pULB1609.

50 L'adapteur synthétique décrit ci—dessus est utilisé pour réunir un fragment d'ADN de 744 pb,
provenant de pULB1609, au promoteur P_ lambda dans le plasmide d'expression pULB1221.

La construction du vecteur d'expression pULB1221 est décrite dans la demande de brevet européen
186.643. Elle comporte trois étapes principales au départ du plasmide pCQV2. Le plasmlde pCQV2 est
décrit par C. QUEEN dans J.Mol.Appl.Genet.2,(1983)1 — 10 et est librement accessible. '

85 Le choix de ce vecteur particulier n"est pas obligatoire: on peut utiliser tout autre vecteur possédant un
promoteur et, en aval de celui—ci, un site Ncol approprié. Environ 0,1 1g des fragments synthétiques, tels
que décrits ci—dessus, sont ligués, au moyen de I'ADN ligase de T4, & environ 1 iig du fragment Ball -
Pstl de 744 pb, provenant de pULB1609, et & environ 1 1ig du vectsur plasmidique pULB1221 coupé avec
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been conferred by the pBR322 plasm d. Transformants were al so assessed for

sensitivity to anpicillin. Those which are sensitive contain a chyneric

pl asmi d since insertion of forei GRO®AWIBRBI t he vector inactivates the
anpicillin gene. Screening of the cDNA |ibrary. E. coli transformants were
screened M ttré err] 5' end | abell ed synthetic oligonucl eotides
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F. SANGE “"‘f"“ . Acad. Sci . USA 74, _(1977) 5463- 5467). Pr otel n

anal yai s Cglds &l LhliictdAVih 399 grt';swrra Sha -rrr, .?a%e eféﬁgon';e oitheS 1)
vere obtigd G662k BdbS et%L g%%fy' ng
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et al . s marqueurs métaboliques pour la sélection dans la levure et le marqueur de sélection Am AmpA pour faire
" la navette dans E. coli. Ce n'est pas le seul vecteur qui peut &tre utilisé pour I'expression de la proapo A—1
humaine dans des levures: tout autre vecteur pour levure porteur de signaux de régulation peut 8tre utilisé
et conduira & des résultats qualitativement similaires. La construction iliustrée 2 Ia figure 5 procéde de la
50 maniére suivante. L'ADN du plasmide pRIT 10774 est linéarisé au moyen de I'enzyme BamHi et est traité
par I'ADN polymérase de T4.

D'autre part, un fragment d'ADN de 810 pb est isolé de pULB9291 par digestion avec les enzymes
Asp718 et Sall, suivie du traitement par FADN polymérase de T4. Ce fragment code pour la proapo A-|
humaine et comporte le codon ATG dinitiation de la traduction. Les deux fragments, obtenus comme décrit

55 ci—dessus, sont ligués ensemble, dans des proportions équimoléculaires, au moyen de I'ADN ligase de T4
ot le mélange est utilisé pour transformer les cellules compétentes de E. coli MM294. Les transformants
sont contrlés par analyse de restriction pour vérifier I'orientation correcte de la séquence de I'ADN de la
proapo A -1 par rapport 3 la séquence du promoteur de I'ARG3. Un des transformants contient un plasmide
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loc.cit.).. Construction of reconmbinant vectors for the expression of human
prQapo A-1 in bacteria, yeast and baculovirus infected insect cells. 1.
Initial cDNA clone for human prEf0 28836781 : pULB1609 (Figure 1) Several
hundred transformants, derived fromthe cl oni ng of cDNAds correspondi ng to
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t hey cbatfiepteur oommetnbitérdi Imfigueen?)r espondi ng to the ATG translation initiation
codon, fdes trarsiopmants srisctionnéss sanbcondrdlbo mei rplys® de Hestristiony ey jvérifien ftieptalion t he
first goregtaidnds Wevanee GADNde larneoape) g hrag mppat 3 la(sfqugereslu Ppptide pignal porké pat Ip ¢
adapt elecipusda esied éﬂtetfﬁ%"???ﬁmz'éAﬂﬁi@“ﬂ‘%‘r%f’?‘&ﬁé%"‘?@c desrtpnsiormants Qﬂ"@s at
the 5' Yl °t'ﬁ‘i§“g °¥g aedliony L2 {Spfuence  exeedaniaiis arownint e t o
encode UGN RPt @éﬂ“ﬂﬁ%‘&g "a"si 3“9"%9 "“ﬁ' otidiquaguivamts, 1 * 11 and 14 did not
cor ragspond to the natural codons observed In the cDNA of the pULB1609
cl one. The synt ﬁétGu &6, (GASr GG@MM MG CATCITC 366 B3°n a 744 bp DNA

fragment, deriveg 16 t ter in the
exgﬁ;sm on pl asmé pULBPéjlz‘? gﬁ‘ebggn%?r{t} ﬁﬁ#mggf)% sion vector pULB1221

S scri bed in European Patent Applicati orQB}BG 643. It conprises three
maj or steps starting fromplasmd pCQV2. Plasm d pCQV2 has been descri bed

by C. QektBinnindd phr Minagshiyal dirigee) Atcetiatibt] &hsihithétisd oligondcidotidel Z4c-@ldve saivait| abl e. The
choice of this particular vector is not conmpul sory; any other vector having

a pr:s)rmt er and an peptide signal ---> <--- proapo A-I
5* GTA GCG GAG GCC AGA CAT TTC TGG 3° .
Val Ala Gln Als Arg His Phe Trp

e, o o

cont ai
pULBQZ

ﬁéﬂ“**r

s0 dépourvu des 12 bases excédentaires et on l'utilise pour éliminer la séquence excédentaire de 12 bases
provenant de I'adapteur.

Pour la mutagéndse, on utilise le systdme de Amersham. Ce systdme est basé sur la méthode de F.
ECKSTEIN st coll. (Nucleic Acids Res.13,(1985),8765—8785). La méthode donne un haut rendement en
plages et l'efficacité Ia plus élevée dont on dispose: jusqu'a 95%.

56 En premier lieu, la région de I'ADN devant &tre mutagénisée est clonée dans un vecteur M13. A cet
effet, le fragment d'ADN Xbal-Ball du plasmide recombinant pIN-ill-ompA-2 portant le géne de la
proapo A-1 est inséré dans le vecteur M13mp19 coupé par Xbal et Hindll. Le vecteur M13mp19 est
disponible dans le commerce; on peut se ie procurer auprés de Amersham (Buckinghamshire, Grande -
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17 appropriate Ncol site dowmnstreamto it can be used. Approximately 0.1
[err] of synthetic fragnments, such as descri bed above, were |igated by
nmeans of T4 DNA |igase to appr oEP@e®367Bierr] of the 744 bp Ball-Pstl
fragment deri ved from pULB1609 and appr oxi rrately 1 [err] of the vector
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pﬁ?ﬁ‘é b dun PlRémide asaomemmlagmﬁgm vﬁ: e&tistaiP Blgina QZ:?&?&&‘M aSét QMils6 hahd bed bistis
exper i mamtpresdie constructi on of expression plasmd pRLT 10774 is descri bed
i n European Patent Application 151,102. It was constructed starting, on the
one hand- Rredyntiop|da tarpraspe Ri- Thulr@ind Dar lestmicrborgraismbetansioeyesi t ed under the terns
of the Budapest Trea in the ATCC under accession nunber 39133 and, on the -
ot her® handes fWB%‘ﬁsEiec@}{ i do de paughes ABSS e JMTON cdey i (ol rangiopméps '%FES@W"I?EUP%

J. R BROP¥YH9291 &t par pULB9288. sent gultiviqumenmitieuishp supplémantécde 504igimi d'ampiciline (bauilon”
de culture LB, voir T. MANIATIS et coll., loc.cit. pour les détails expérimentaux) jusqu'a ce que la densité

optique atteigne 0,6 & 630 nm. Dans le cas de pULB9291, I'induction du promoteur P_ lambda est réalisée
en portant les conditions initiales de croissance de la culture de 30°C a 42°C, de manidre & inactiver le

60 répresseur du promoteur P. lambda (M. ROSENBERG et coll., Methods Enzymol.101,(1983),123 -
138). L'induction est poursuivie pendant 20 minutes.

Dans le cas de pULB92986, I'induction du promoteur lac est réalisée en ajoutant 2 fa culture, incubée &
37° G, linducteur chimique IPTG (isopropyi —beta — D - thiogalactoside) jusqu'a atteindre une concentration
finale de 1 mM (R. LORENZETT!I et coll., loc.cit.). L'induction est poursuivie pendant 60 minutes.

65 D'autre part, des cultures de 20 ml de cellules de levure 10S44c, transformées par pULB9299, sont
cultivées 2 30° C en milieu de base azoté pour levure (Difco) supplémentd de glucose (1%), jusqu'a ce que
la densité optique atteigne 0,3 & 630 nm. Aucun inducteur n'est nécessaire pusque dans ce cas particulier
I'expression est constitutive.
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avai | abl e from the ATCC under accessi on nunber 37115. Vector pRI T 10774 can
replicate in both E. coli and yeast and carries the pronoter and
transcription termnator of or FPtRPWSBTBbanoyl transferase (ARR)
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pept i de, DaNseung dwire proilipnce: ¢ed culipiep dp (20 rgjrdeAa Boycle JASARAYER celt tranisforméBvBO J. 3,

( 198u) PNIMISEsontopliiySeg,ge miliey Hehe suppiéents p S0 pgiet ¢ "amgigiline faulleyy decouitire LB vpibst

strai ni-gMA "%T'I‘T’ o4 '21&&%%1‘59% P%\BF%‘%H?“?“@% p- aF?‘% "eq'lﬁ 68% pAr Hindyetionygu
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secr et {2y, Uﬁﬁrﬁ&rnoé)&d\bﬂ‘:é sivie dieAs BaniiAcdstebida &@ﬁ' th@é1 n$ fre@bed W th
TA _LNAe® sy B-Siesyntfsicsa it stroudsh GRS RIzelhd bt Brﬁﬁmms I oft/d Fbit

pUL B9 24 1fzib yues dic maiambe @Y ndit(pas sécragse)\bdithh w@eneﬁearcitcau m%&zm&snb’@rphs and
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human gsmatique. intliquard aidsi qamia arotéine tebidbieA Fésrétéecpasleaitalides. i ni t i ati on codon. The two

fragnments obtai ned, as described above,
45 8. Production de ia proapo A -1 humaine par des cellules d'insactes infectées par baculovirus.

Le plasmide recombinant pNIV1613 a été utilisé conjointement avec la souche sauvage de baculovirus
pour coinfecter des cellules de Spodoptera frugiperda en culture. Le tri des virus recombinants dépourvus
de polyhédrine fournit des plages recombinantes. Le virus recombinant, purifié & partir d'une plage, est

50 utilisé pour infecter des cellules d'insectes. Le procédé est bien connu de I'homme du métier et est décrit
en détail par M.D. SUMMERS et G.E. SMITH dans "A Manual of Methods for Baculovirus Vectors and
Insect cell culture Procedures, Texas University, College Station,(1987)". Le virus recombinant a été testé
pour la production de proapo A-I, immunologiquement aprés transfert électrophorétique et par électro -
phorése sur gel de polyacrylamide & 12,5% en présence de DSS, aprds lyse des cellules au moyen du

56 tampon RIPA [0,05 M de tampon Tris—HCI, pH 7,2, contenant 0,15 M de NaCl, 1% de Triton X100, 0,1%
de DSS, 0,1% de désoxycholate de sodium et 1 mM de fluorure de phénylméthylsulfonyle (FPMS)] et
traitement par du DSS bouillant. Un seul produit réagissant avec les anticorps anti —~apo A—1 humaine a été
trouvé. Hl a un poids moléculaire qui concorde avec celui d'un étaion d'apo A-1 naturelle et la protéine
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were ligated together, in equinolar proportions by neans of T4 DNA |i gase,
and the m xture was used to transformE. coli JA221 strain conpetent cells
grown on M® nedium (J.H M LLER, ERO023R87T Bfents in Ml ecul ar Genetics",

Col d Spring Har bor Laborat ory, Cold Spr| ng Har bor New York 1972 p. 431.)
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24-mer @4 B4, 85tg deeNabh q gdectiHi &l 438 mMdsigS(h .7H20, 28,5 4M de FebhSHrd 288 UM
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weig %91 m ng% e TR v e T o
ues . ire thil b% l)tcéoﬁtqwfés &1 ISéé 2 lelut ohr
regl on 5he o l éi%ﬁ kot uh'$e |réa 1 Qlect h' S
pur pose Ies f%ht' i o il nro'ha.uar.reaarﬁah&% st o

: é
PIN-T11 pmm& I 86 k. aa foabRIid3prORAE AR bxBimB Ba¥As milles ﬁﬁrﬁrﬁéﬂd&fﬂl _
VeCt 0% Gt pﬂ@bﬁmé@l@thle@@é‘t vrﬁb B6Hcbntratiédn Ghtikse mgm&-‘I%'eﬁﬂm‘f@rh@bir)itr@dbaduh@@' e, It
can be obtained from Amersham (Bucki nghanshire, Geat Britain). The
mut agenit1o. Belenmsdt, porificglion Wt tattsrishBion/\dsla ipfoapo Ay Diiun@ing @ebduitetdar leh enicsdor@ghiemest r and
t enpl at dragshaimésxt ended by the Kl enow fragment of DNA pol ynerase in the
present of T4 DNA |igase, to produce a nutant heterodupl ex. Selective
removal 184 lsclementohpusificaionn strand was nmade possible by the incorporation of
a thionucleotide into the nutant strand during the in vitro synthesis, and
22 cl eava g8n gntrifuge lesairilie Seybhén Birrrapn Ar b tpoanbingnlg 244,00Qyg endagt, mE‘Pt@%.
pr esent §?’i°é‘$ °‘FQST°’b9?BH[‘1'€? lo suragepnt & ‘W\W@W R?P ‘s oyx ’f‘%‘[?s-rﬂh“’%*t'%ﬁ‘t'“

WY, The
"'5 My dyn iéo‘??s%" H ]
ke %E%ﬁf.d i e L e t“&ﬁme
nmut ageng; x 'e meqL oalcé'ﬂ?&a umfw us n one snama eant so
peptld i a

i 8md
@ﬁr s o s e m d,
p | V161%n d%'ﬁmﬁ@ﬁﬂrﬁﬁ\ﬁdéﬁlh Bydl d@a ANQINE eoo éi ) | 4 l'léﬂﬂt Jn%“ min rciraihe
~ | dol -oUpD /X4, MEHFfn oY brbrs deddnhque! SSHEREEN I]Jl QBRtSAY 18 indell@ paktieCdet ra
bas es haﬁnrhae@addabeé@dspaﬁuinm tu’apct hex tA8aind-li Ghedub | fraclion SN obteriuet S3€ dVamage A
gene. purifiée par chromatographie sur une colonne de Sephacryl $200, en utilisant le méme tampon comme
éluant. On recueille des fractions de 0,9 ml et on détermine par immunodiffusion radiale, dans chaque
fraction, la quantité de protéine totale ayant une immunoréactivité correspondant 3 celle de l'apo A-1. Le
45 poids moléculaire de la protéine éluée dans les fractions est déterminé par calibrage de la colonne avec
des étalons de poids moléculaires connus tels que I'aldolase, I'albumine de sérum de bovin, I'oyalbumine,
le chymotrypsinogéne et le cytochrome C, dans des conditions identiques. La pureté de la proapo A -1 par
mg de protéine totale dans les fractions principales contenant la proapo A-1 recombinants, exprimée en
mg de protéine ayant la m8me immunoréactivité qu'un étalon commercial d'apo A-|, est estimée & 95%.
50
10.2. Caractérisation.

10.2.1. Propriétés physiques de la proapo A—1 recombinante.

65 Lorsqu'on soumet la proapo A-—I recombinante purifiée et isolée du surnageant et du culot de la
centrifugation & 100.000 g, 3 une focalisation isoélectrique selon le procédé de N. CATSIMPOOLAS
(Anal.Biochem.26,(1969),54 - 62) et en appliquant un gradient autogénéré de pH 4 & pH 6, on obtient une
bande unique ayant un point isoélectrique estimé & 4,95. L'apo A-! plasmatique humaine apparaft
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The.three fragnents were ligated with T4 DNA |igase and the m xture was
used to transformE. coli JA221 conpetent cells, as described above.

Transformants were sel ected foEPh@IX3&H{icillin resistance and screened
with the above nentroned 18-ner ol i gonucl eoti de. 01e of the transfor mant s
carri &) rec p asm d NI V1612 In the the
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pAcHRP6 (Y. MATSUURA et al., J.CGen. Virol., 67,(1986), 1515-1529) was used in
t hese )23 rHtabilssbraent idiune asrtebds pdptidesadia fpraape Al rddembindnteeat mofen MeCBNASI-Ol ogy -
and | nsratelel ogy of the University of Otawa. The pI asmd carries the
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or gani B'ﬁ%a'at'Q'G Ryifiées e RiPaRS Aqf reserpbinapte.ARS8 or JMLOL of E. coli transforned
wi'th p% 9]i and pULB9296 respectively, were grown in rich nmedium
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| nduct i on:oms pﬁ;andslaeﬂesoartune‘sor:s 20+ 14 d&tﬁ@&apoupop%.dem-tlhemaaset édmpfhliBd2 96,

I nduct i orcoddn dupplérhemtairg ADGLLIINativEGe ARG Oetltlgs adlidhagodifids pbhe Iesésidusales
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t hi ogal actARN shmjhélique.ild séquérica allADNORBestie cedantqourdibs 4cidel/laminés r+da@he2#3 de la

( L. HORENZFoRpolipenrotéite A-hymaigs.t . ) | nducti on was

2. Vecteur de clonage réplicable, caractérisé en ce qu'il contient la séquence d'ADN recombinante seton
la revendication 1.

50 3. Vecteur d'expression, caractérisé en ce qu'il contient la séquence d'ADN recombinante selon la
revendication 1 li€e de manigre opérationnelle & une séquence d'ADN régulatrice qui régle 'expression
de ladite séquence d'ADN recombinante.

4. Voctour d'expression selon la revendication 3, caractérisé en ce que la séquence d'ADN régulatrice
55 comprend la région du promoteur P_ du phage lambda.

5. Vecteur d'expression selon la revendication 3, caractérisé en ce que la séquence d'ADN recombinante
est fusionnée en aval de la séquence d'ADN de la beta—galactosidase et en ce que la séquence

14



SRl

carried out for 60 mnutes. On the ot her hand 20 “of yeast S

cells 10S44c, transfornmed with pULB9299, wer& grown at &m yeast
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I n andemendicagpes i nent, 20 ml cultures of E. coli strain JA221, transforned
W td5 [Revanécationmpaeur jgsctats icantractantssulvants :ATpBE. &Gt RER, ﬂPt GRAD L &BrNL §F  of
ampicillin (LB broth, see T.MANIATIS et al ., Ioc cit. until the optical
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reI.easedp,foaﬁmt,dpw?é,,\gas.|rha§hm€pended i h the above-nenti oned SDS sarrpl e buffer,

but wi thout urea,
2. Vecteur de clonage réplicable, caracténsé en ce qu'il contient la séquence d'ADN recombmante selon
la revendication 1.

s0 3. Vecteur d'expression, caractérisé en ce qu'il contient la séquence d'ADN recombinante selon la
revendication 1 liée de manidre opérationnelle & une séquence d’ADN régulatrice qui régle I'expression
de ladite séquence d'ADN recombinante.

4. Vecteur d'expression selon la revendication 3, caractérisé en ce que la séquence d'ADN régulatrice
55 comprend la région du promoteur P, du phage lambda.

5. Vecteur d'sxpression selon la revendication 3, caractérisé en ce que la séquence d'ADN recombinante
est fusionnée en aval de la séquence d'ADN de la beta - galactosidase et en ce que la séquence
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the R PA buffer (0.05 M Tris-HCL buffer, pH 7.2, containi ng 0.15 M NaCl, 1
% Tri t orf %9 Bgeédd dq peslution degja mro%otnsese 9P A4 bumaingFarEctips on ce qu'on cultive dans des
phenyl net h F;ﬁ'ﬂ? 98 f“'ef? ﬁ' %“mg whicroprganismetansierng sejen 'Pl'?’l’@""é"é‘éﬂ"um
decyl su qu §?°Hﬂ protg er! PP £A% PREYENt i - human apo A- |
bod I wei ght consistent with that of
standar {:&;Bbgr é‘%t ﬁ‘fqﬂe eﬁ%"#egésed protein represented the ITB.J or
const i tuenbmeg‘dé tdbgréwstfah dRhOLldheS FRER %tecqfa&%sgl duf o oflpdi E@i
per litre Qimaind! J.us,ﬁueraea@am asvéﬁrng o?mJtu ik«dcmw Ao uu e( a
MANCI Al - et qdn. ligub MELEEQEREIMaADN( o los ViRRIoE AninP 1458 25+ 281 dAJia

appr oxi mat ghoapoliddproBe AS-1 humﬁétéi\l%bﬂ%mh @raﬁ?ﬁdﬁd&lﬁm Syhtrdfiqub dyERDIa REQUBRE (N deutl N
E. coli. Useinahdiqédefi ned m ni mal nedium The plasm d pULB9292 was used for

t he cyt opl SSHTGAGAGATITC TRECAGCAGGAGEAACCIGEATAATCTGATTEGGATAGAGTTAABGACTITGRS!
nmedi um  pULdeaR JRunies aciden Sininde -6k B4 da haoegolipgprotbise Ar-boumesirs dEeahdrerblatain of
t he piasni codpeRDBAEntsiATEd hiiatiot lde leetraductiomebdis qodapspiodifiés puiut les séides des
fragment ERUARP e —6f ~t Hd. pBatih, pEITS7, {10 ROSEINBERG et al ., Met hods
Enzynol . 101 06&1983) 123-138). The fragnment EcoRI-Ncol of the pOTS vect or
(G DEVA de préparation; d(um Fy%wgd%gynaaq #plicabla; aaracifrisd,an ©p fquien dfrodult la

regul at abl (?F %P&%ﬁm ingpte prépare seipm, lpoprocsdé (de Ia savergicationot dans yngyertewt r aj n
ARS8 ¥ransPRBREY wi t h pUL89292 vvere grown |n a defi ned m n| mal rredl um The

COerOSI td_ Oprogidé (fl BRA li oX ress& [ea}l é ) ra
0. 5ggg|\l3(?0{£ N' ce ant n Ie liq E %ﬂéﬁ% 'leeOreH
D régﬁl%

%Pé £rown |Het?1| S mnlm rre’ggum Nt the o t?eg enS| retgched 0.5 at
630 Nm 4. NEie6dds @BloRTa eRAdICREH 3, daRBIEH oR o840 ﬁrséw@acea@mﬁwaduaeae &RpRAs g the
initial greglohdemesbbir®P)au fagé lRMbdalll ture from[err] to [err] in order to
I nactivate the repressor of the [err]lanbda pronoter (M ROSENBERG et al .,
| oc. cit.5) . Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que la séquence d'ADN recombinante est

45 fusionnée en aval de la séquence d"ADN de la beta—galactosidase et en ce que la séquence d'ADN
régulatrice comprend la région du promotsur lac de E. coli.

6. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que la séquence d'ADN régulatrice comprend les
régions du promoteur et du terminateur de fa transcription de I'ARG3 de la levure.
50
7. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que la séquence d'ADN recombinante dépourvue
du codon ATG est fusionnée en aval de la séquence d'ADN du peptide signal de la protéine OmpA de
E. coli et en ce que la séquence d'ADN régulatrice comprend le promoteur Ipp, le promoteur -
opérateur lac et la séquence lac | du répresseur lac.

8. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que la séquence d'ADN “régulatrice comprend la
région du promoteur du géne de la polyhédrine de baculovirus.
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I'nduction was perfornmed for 60 minutes. One ml sanples of the cultures were
taken and passed through the French's press or we ' 15,000 ¢
for. 5 mmnutes. The total cell egp 0293 3swBai ned orm“mml“'““jmm“treat ed
with boiling SDS as described in paragraph 7. After eFectrdphdredis and

el ectrophoretic transfer, a single product was found which reacted with the
anti - Bunfpcsds de pdparation 'yeadcelile oy ¢'urhmigroprgRRiMe cEAFasIErisRcan P8 AVER Fasiormaine j t h
that of steH#RIaY 4n fiarepragnisagaveaun vectaye daXRERTFEN PHEPASs PRGOS ERIOH % RhaHe; 458 ot ei n
A-1 in th&REnp quriconque das ieysadicalPS 388 um r espresent ed 13.5% of the total

tei tent, i.e. t i, mat ed trati. . - bout
S "»'sﬁ,%rﬁgﬁeﬁiﬂs”"%f iggﬁr"r § ol VBBl s Bon o

char act errl’r%caé e|§onql’8 B ‘51?856[')(:8" p ol dicgﬁ sb

oduced by transforned

M CT 0~ G§ 9ABIs3EBe prbfuction! 394 AbdpdiboABink KL | Mnﬁmg,icqaactérf;f YAl Bo GI0ncBfifeuald o e
reconbi na{Hnd‘ﬁUnQ%E. léﬁgja Ergggﬁ%td’eh 1Sl Aibrodhgdtibthe Grahdiirmd SeidH 1R Yiverviicadsd T he
pel I gt wag, d'eﬁ%%, recufl@la%ﬁ&liﬂé}ir&éﬂé ABShum8d didsf prekfle.at 100, 000 g for two
hours. The resulting pellet was resuspended in a mniml volurme of a buffer
( TENLO@ar@onsi sting of 20 mMof Tris- HCL, pH 7.5; 1mM of EDTA, 100 nmM of
NaCl ; Tiaffas foeitiid folldwing CottdakctinyStathe O AT,BE; CH,DE, IR, GB) GRUIM, LyEU KL, SEat e (sodi um
salt of ethyl-nmercuri-thiosalicylic acid) and the volunes of the suspension
and »f 1t hRecempiaanh HNA ndequesceccaitly Uat lexhas @prapdiipaprojeint 41 laed c3raklé 9k redusingr At
vol ume bypraweating the fotnkations of hairdinsi Eharactefised irethat itvepmprises (a) i syothelict NACKROMP® M t he
t wo suspehﬁﬂhmmsa!yﬁ%(¢"l¥cqﬂeatm'"¢|g‘°wa)ncentrations of isopropyl alcohol.  The
preci pi t a¥ cATBAGAGATT qTr?&@@ﬁGﬁG%Qﬁhﬂﬁﬁm@&éﬁmTﬁﬁe%fﬁeg g’fﬁeé?ﬁ FEEE The
maj or par £ far e VAN AAigs s8de i1 Phhupen P"%g"&r?ﬂm"ﬁ At‘_'é "ﬂ}?&"%‘-’qu Wels
det e¥m netPngigliop ifiatign W?ﬂ?ﬁﬁ%ﬁ‘%f“’f’ Bigr W '@f‘ - I."'t t’gc*. RIN
using a cgfimefct &t ‘%bﬁ]';w ¥ g‘f"aﬁb“ﬁﬂw ° g""lf"i’eggﬂo ?%ﬁ §?§§E’i| A NEd has
further pfﬁql"?"feeff’ﬁ'? ¢ C?Wh'\poa?'asp y on <4 eﬁ'ﬁac‘?yﬁ 8 é col umm, wusing the
same buyf f ﬁipli@a%leet!loldﬁa Vectd?: charBbterlshdfh tha? R SoltéisSa t%wn{bﬁlgﬁt%A%ﬁ'ueB&eacE&&iﬁg{ to
quangi ty gli,Arotern-having an 1nmunoreactivity corresponding to tha
A-1 was determned in each fraction by radial imunodiffusion. The
Mol eculzar exdRdsQ6r veior, chiPacitidbd sl thRY iPéoRiaks b PecbiiBindnt BIGA bddBéncyaccoding & slimad by
cal i br ati ggbrdblyinkealtdlaTogithtbri) DNA 38R WhiBRIGg i gedtROMPresRINaE bdicibodingittDNAS UC h
as al dol aseuerd@vi ne serum oval bum n, al bum n, chynotrypsi nogen and
cyt oshr one 29 C, under identical conditions. The purity of the proapo
A- | pera. nExprdssibrovegtor pacartlieg to dlaim tShehamcterised ncthat fttrecreguiatons DA saquenad aegnprises
r econbi nathe phage danbda\Pd premgtereegiond i n ng of protein having the sane
I mmunoreactivity as a commercial apo A-l standard, was estinmated as being
95 ‘W 1. Bxpression vaeier aroprding saelaing 3, chrzctprised in thabitheerpeombingit YA spquaace i fused
r eco¥bi nafeWnsireeRpPMAine betargpladiagideseckofheranense apt Bl the. reoulatory PNASgAugnce
i sol at ed FYRRsesHke &epIIAGRIPAYR oG- f rom t he pell et from centrigugi ng at
100, 000, g,. i s subjected to.isqelectric focusi accordi to th rocess of
N CaTSh BT e o o o geod e iy DR socricd EorbiBe
gr gdj ent Vﬁ "Eﬂl?t af‘sraé‘ﬁ%'ﬁ'oé' o n%?"e’ band is
7. Expression vector according to claim 3, characterised in that the recombinant DNA sequence lacking

the ATG codon is fused downstream from the DNA sequence of the E. coli OmpA protein signal

peptide and in that the regulatory DNA sequence comprises the Ipp promoter, the lac promoter -

operator and the lac | sequence of the lac repressor.

of apo

45 .
8. Expression vector according to claim 3, characterised in that the regulatory DNA sequence comprises
the baculovirus polyhedrin gene promoter region.
9. Cell culture or microorganism transformed with an expression vector as claimed in any of claims 3 to 8.
10. Process for producing human proapolipoprotein A—1I characterised in that a transformed cell or
microorganism according to claim 9 is cultured under appropriate cultivation conditions, and in that the
human proapolipoprotein A—I so produced Is recovered.
s6 Claims for the following Contracting State : ES

1. Process for the preparation of a recombinant DNA sequence coding for human proapolipoprotein A -1
and capable of reducing or preventing the formation of hairpins, characterised in that the natural DNA

16



obt ai ned having an estinmated isoelectric point of" apo
A-1 appears to be slightly nore acidic and has an mﬂﬂﬁ Eﬂﬁ?ri C
point of 4.75. This difference ofP02938% Bhits bet c ol

i soel ectric points of reconbi nant proapo A-1I and pl asma apo A-1 is in good
agreenent with the knovvn di fference betvve e val.ue oal eq“ God
P R ae,,ga D e P o
bei ng eq”a % § TCT CTTGGGATAGAG CTTG -3’

Lab. Tech. N §§nﬁm nh% e aloa Wbt
bath the pg aa&.:.eh%s bmiRd Q&dJ.Qs.éheé -300s) 51, 4 +a, s6,ngl e
poT’S/peptldeec ﬁl_ﬁo awg}g.l entical no ecu ar weli ghts equal to 29.9 + 1.4
kDa. Human pl asma apo A-| 30 appears to be slightly snmaller, having a

mol ecul g PREEE For GKEsrbpakdlior? 8. 8 replichble cléhify vekfdr, Zharacterisédeintthati@ reampinarg DOIR

r econbi nanfeqiénaé prépabed actdrdiny tBB Proséss obdlaim Gheinkaiated i anapprgmiateavsctarar ri ed out
by means of 3-brono-3-nethyl-2-[(2- nitrophenyl)thiol -3Hindole

( BNPS- skt Plogessi@oe Gi(hraperation of reexprossing yactdy\chatactdRGITTKAL & etonibivert DR Spanonce25,
(1972) , 419pré@:4d. acorting ©Ghd poaebs affclajpu isf dperdblp figatedi th a paguiglary ANAGTeqUeRRs which

di ssol ved feguldh¢ exprepsianof saidre¢dnbinagtiNM)seausnast i on of phenol in 50 % (v/v)
aqueous acetic acid solution. 50 Al of a solution_ of BNPS- skat ol
per- nis o Brogrss atcomlingte elaim 3, ehatpeterised wemataadwlatorvo?n'%me"w"gq"mm Lo
[err] for 2"01’?0'31—14’50'“%’3[981%] of 2 mer capt oet hanol were then added, followed

by |ncubat|on a second t -
evapor at%dPropesy 2 \'Ng'f %'co ma"h%Ni é igb\ﬁlﬂg%gim&h 200
Were scar dted an

A of et hyfteap t’ %& %'a queous
phage? vver@oni“i?'g %{gqu g ana%%/sed by el ect rophor esis on

SDS- pol y@ac gyl o olifh 4 QFerfRAEadh G VRATeGAktors DRA KGN opiRE: o gécal
t he nunber Aﬂa |%}n3t€ f,trg,{;g" ,5ﬁgm{°§,eg,g,qs| ved fromapo A-I can be nore or
| ess predicted since, under the experinmental conditions used, the BNPS-

skat obs SEI rocheé@kdbrdingl 16 cifnt B chirB@erlssd/ it thed liRNecombBbrd UDBK. sed\@BesTacking 3w ATG

ef fi ci ency cedon iiseUodakns et frd Ba \DAIGRodqiehcd,of thia €. talirQyedt prdteimgighpepiids ank immay
be expect eghat the Agllatorg DMArsaduehdeagmprisbs 1hé Ipp Profictdr) the Taseramstescorerator apd thhieg ! of
t he renmai nissygence ofthe fac eepressot.s are between 0.5 and 5.3 kDA and . are
consequently too small to be detected. In the case of |nconplete cl eavage,
t he 18 48.k Brockssaapaasding i Fleimod, chevagierised déndthat he trpgulatery DRAjsaquepge gomprises the
N-t er mi nus baspiodirugipplghepfingpne AOSOBE @R 7 Kk Da, 23 1 kDA and 27. 6 kDa

respecti veI These predictions are very suc ch|
P P}'/ooess for the ;Preparatlon of a cell or a microorganism, cl ara secJ .X thata ce or a microorgamsm

is transformed with an expression vector prepared according to a process as defined in any of claims 3
35 to 8.

ﬂ

10. Cell culture or microorganism transformed with an expression vector prepared according to a process
as defined in any of claims 3 to 8.

L% 40 11. Process for producing human proapolipoprotein A-—|, characterised in that a transformed cell or
microorganism according to claim 10 is cultured under appropriate cultivation conditions, and in that the
human proapolipoprotein A—1 so produced is recovered.

Patentanspriiche
45 Patentanspriiche fiir folgende die Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, GR, IT, L}, LU, NL, SE

1. Rekombinante DNA - Sequenz, die flir das menschliche Proapolipoprotein A-1 codiert und die Bildung
von Haarnadel - Strukturen reduzieren oder verhindem kann, dadurch gekennzeichnet, daB sie umfaft
(a) ein synthetisches DNA ~ fragment mit der Sequenz (nur ein Strang dargestelit):

50 5' - ATGAGACATTTCTGGCAGCAGGACGAACCTCCACAATCTCCTTGGGATAGAGTTAAGGACTTG - 3'
das flr die Aminosiuren -8 bis +14 des menschlichen Proapolipoproteins A—1 codiert und ein
zusiitzliches ATG -Codon zur Initiation der Translation und modifizierte Codons flir die Reste der
Aminosiiuren —6, —1, +1, +3, +4, +5, +6, +7, +10, +11 and +14 umfaBt und (b) stromabwérts
des Synthetischen DNA - Fragments die natUrliche DNA —Sequenz, die fUr die Aminos#uren +15 bis

&5 + 243 des menschlichen Proapolipoproteins A—1 codiert.

2. Replizierbarer Klonierungsvektor, dadurch gekennzeichnet, da8 er die rekombinante DNA—-Sequenz
nach Anspruch 1 enthéit.
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for human plasma apo A-1 as weII as for the various “trons
of reconbi nant proapo A-l| L M S * 3 ﬂ,ﬁ““‘“ﬁ“ m
contracting States : AT, BE, CI-F-P@)E”WBGB R L,s SE. 1.

Reconbi nant DNA sequence codi ng for hurran pr oapol | popr otein A-I and capable

of redgcr I? re |on9v ;du cg thr(?nzguc net, aIBOepdl reko gn &erb L &e% ﬁﬁzh Angpruch 1
char acter rah mlt Séiiver e%Lraans%mt 1 §oq ib Wb Btestish’ bt Y

sequence v rbunden i

5' ATGAGA &IASAATCT CCTTGGGATAGAG TTAAGGACTTG 3'
codig 4f OEpreQé‘r‘oanaaﬁ 'Aqurucﬁ 3l Qadtirbr gSond2biBRNSt, BEISS PdgLIRBRcRY BAA- é\sqhen@nd
conpri si n@neyare%ﬁldggh&{&mg P@db‘§|pﬁ§deﬁ)ﬁmbﬂu dmtgdti on codon and nodi fi ed codons
for the amno acid residues -6, -1, +1, +3, +4, +5, +6, +7, +10, +11 and
+14 and. (Expredsivnemkivrenach fansprach 3¢ dadnith lyekentzeichdat, fchmgiawbmbmm DISA +iSeibenNA
sequence stosiabwgrté ot dbhBNAarSeqaenz deri Bt —Bhfactbsidase {iSorddrt istwndh dasiieomguidtarisahpr ot ei n
A-1.102. DiRepSaquamb ben Bdrelchi deg Promotosriac vomBrcalt tmfaBtsed in that it contains the
reconbi nant DNA sequence according to daiml. 3. Expressi on vector,

char ac®erPpessigngveldprarach Angppish 3 daduich gekeanzeipisiel dpft diprequia ke PUA 380898 g t O
Clai m 1 ofiePesiehp dep Repgtorsyngdesgrminglass der mkgréﬁméqrcﬁé@aﬁ?f "t weftat es the

expreSS| on of the sai d reconb nant DNA se nce. es |on vect or
e o o

accdfdi ngEh’if':gs 3 "a M %%‘;&QB‘ J ?’5%@?8
conpri ses t or
accor di ng—t o "f' "" gntgf%?qﬁ fisc 'ez °r'°é‘cc§° °t°r °smé’quence i s

fused downpetato 52 7pr°sf°rsr-t:l se DNA sequence and in that the

%1‘ ahorgxp%n%%%re%ﬁ Aﬁ%ﬁ '3S§jcdu{cn% dennzEi@hrlet, 48 il &3 IRtofdchd 39A-0§equenz 33 6.
€ssli O&n\ﬁg&‘cﬁﬁe@ﬁﬁrﬂ&% Qs F‘o@h riftL Gbr% des BALRALELMRAT | N that the
regul atory DNA sequence conprises the yeast ARG3 promotei and transcription

t er m nat oZelikuiar dABSMikréorganisiE) trasforriBrt Mt Gineth ERSIegeiohtvekibr hath Gindin eAnspriiche
characterggied. i n that the reconbi nant DNA sequence | acking the ATG codon is
fused downstream fromthe DNA sequence of the E. coli Onpa protein signal
pept i dg9. Vemidhrem zdrhiddrstéliogy desgmbrathdichen BibapdipopnasiaseA e b pdurchegokérinesigheet.r §as

pr onot er , mérh @ntbra gesjgnetam tkelturmdiegunpav eioen dransfoemibriec Zblleserigu Mileeorgahistiyse gdmEs

r epr essor Ansgruch 9 Eitiviest yng, dad manclav$o hecgesieltth menschiiche) Figapelipoprat¢imA abgewinnzed i n
that the regul atory DNA sequence conprises the bacul ovirus polyhedrin gene
~ pr ot @P‘*@QFW“J’“‘WQ“ "Lgﬁ?‘é"tgg Smi cro organr smtransforrred wrth an

expr essi op vector rd n to a n ss for

produci’ ng %Z]z%?ﬂd %?bﬂ’é;,&e 8@ e% ﬁ%g‘ ‘i?:nm? r v';%!;hgr a 91 P or med

cell or nﬁaduél? d i natu uen EI ‘i sﬁl?r at e

condjti 03 24 ﬁ:ﬁl o ﬁ
recovere schen ?%‘!it- ocess

_ preparatign g A@AdA cﬂﬁ-ré éA\*MK&'?TAAGGACTTG -3

proapol i PeRT @f @b NAntindss %6&@ 1“3 nreﬁ ShHfich&lD PRBpolisopMoRIms | AL ddart fundi IERL | ON

of  hai r pi Rusibiichést ATESCod6M dhiratRitidtion 46 Tramblatidhillind! MEdiRREI CBlonDNR die RUd a6t
cotheg f oamncdsnen 26) ds, #1153 @ 4.+2813rg0F+ 7NHNAA 11 and +14 umfaBt.

2. Verfahren zur Herstellung eines replizierbareren Klonierungsvektors, dadurch gekennzeichnet, daB man
die geméB dem Verfahren nach Anspruch 1 hergestelite rekombinante DNA-Sequenz in einen
geeigneten Vektor einfligt.

3. Verfahren zur Herstellung eines Expressionsvektors, dadurch gekennzeichnet, daB man auf Qperative
Weise die gem#B dem Verfahren nach Anspruch 1 hergestelite rekombinante DNA — Sequenz mit einer
regulatorischen DNA —-Sequenz, die die Expression der rekombinanten DNA - Sequenz steuert, ver—
bindet.

50

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorische DNA-Sequenz den

Bereich des Promotors P_ des Phagen lambda umfaBt.

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da8 die rekombinante DNA - Sequenz stromab -

55 wirts mit der DNA - Sequenz der Beta ~ Galactosidase fusioniert ist und da8 die regulatorische DNA -
Sequenz den Bereich des Promotors lac von E. coli umfaBt.
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br oapol i poprotein A-1 is |ligated dowmstream from a i gnent
havi ng the sequence (only one strand shown) ’ @ m“ [!j‘ .
5' - ATGAGACATTTCTGGCAGCAGGACGAACCE®0.283 ASTBHCT TGGGAT, c 3

coding for the amno acids -6 to +14 of hunman proapoli poprot ein A-l and

COmDY |10 EH o) Ut K LAl b °'9° 9’" ad}”%“rgé""""‘*f‘? +11

codons for Jéﬁéss Hﬁéator erT hskfl bnv

and +14. 2. rocess prepara oni'ng vector,
charact &f i ¢&fnfeh n&éhahnsbmaq BEG h n%e? Gdab %Cfek&%%f’i’t& %NA&%%QJ } Bfhet ©
t he_ PE 0CeSATE NCddoR bFBmbbowifits ival did? BNA £ 8edubiizQies BigAdiehRI rdb@é)ﬁpﬂﬂﬁr&%s vorE. coli

Process f ofusibdiéit istfune aadid ﬁanaénsaia DRARISB§URhDdibn \FRSmoRr 1pp CdbA IPRdnloftr - B5eatdrTiact Nat
the reconbiniaid Sdqvhz %€ 0| bes Raprepsoria wilastCcor di ng to feﬁe process of Carm1

is operably ligated to a regulatory DNA sequence which regul ates the

expr essifnVefahrbin macha Atbpruetc 3ridadaech t gekdNAzefoBitpt odaB edie AegulatofidckisC ONA - Sequoizdddng t O
Cl ai me3, cBhereisicdesPrametbrs des PhighedtriaGansdasl Batwovirusiitess equence conpri ses the
phage | anbda [err] pronoter region. 5. Process according to O aim 3,

char act & i Yestahrem zyritigrsteliyng q"@cé?ﬂbloﬂ%{rﬁneDMik@mqmmedﬂdwclf oekenhzeichnets daBaeam f r om
t he bet a- gt &ellgsydan simenTMikroargeNirate anitagiepm Fxpressiensyditor fransfornaierty def pach rejneMNA
sequence cYTHIRPL e i gipempder Agsprliche g bip$ B??ﬁ'!’@?""r’@@l’%ﬂ“ wurde.g  ~ pProcess

oot s %ﬂ'afy ool ﬁvx Cha@t b el £ ESPB%’g'f‘%!rﬁ?ﬁ o rer dgoms. 7
9

Process acCort |"h°m 'H'g?eé'r'ﬁe‘?g t7’1at the reconbi nant DNA
Sequenceﬂ' éﬁ- ﬁn%ﬂ&oﬂ Asghli ﬁﬁqo:g && r(ghh ok ichndl UGpC € of
the B, col :n fipfll g

segtience CRﬁEPfubﬁﬂﬁ(uh §it trePadd QY Horhely || earﬁeneéhﬁam:ﬁ,spomﬁoi AL 44 fntt e 1 ac
I sequence o0 | ac repressor. 8. Process according to Caim
characterized in that the regul atory DNA sequence conpri ses the bacul ovi rus
pol yhedri n gene pronoter region. 9. Preparation process for a cell or

m cr ozsor gani sm characterised in that a cell or mcro-organismis
transfornmed with an expression vector prepared according to a process such
as defined in any one of Clains 3 to 8. 10. Acell culture or

m cro-organismtransformed with an expression vector prepared according to
a process such as defined in any one of Clainms 3 to 8 11. Process for the
produ®ti on of human proapolipoprotein A-1, characterized in that a
transforned cell or mcro- organismaccording to Claim110, is cultured
under suitable cultivating conditions and in that the human

proapol i poprotein A-1 thus produced is recovered.
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