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Tiivistelma - Sammandrag

On kehitetty menetelmid aprotiniinin tai
tiettyjen aprotiniinihomologien tuottami-
seksi hiivassa. Aprotiniinihomologit ovat
edullisesti sellaisia, joilta puuttuu 1
tai 2 aminohappojaiannoéstad N-terminaali-
sesta pdastd ja niilli on emdksinen ami-
hohappojdannds asemassa 41 ja/tai 42 kor-
vattu ei-emdksiselld aminohappojainnék-

sella, esim. seriinij&inndkselli.

En meted for framstdllning av aprotinin
eller vissa aprotininhomologer i jist har
utvecklats. Aprotininhomologerna ar fére-
triddesvis s&dana som saknar en eller tva
aminosyrerester i N-terminaldndan och har
den basiska aminosyreresten i position 41
och/eller 42 ersatt av en icke-basisk a-

minosyrerest t.ex en serinrest.
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Menetelmi aprotiniinin ja aprotiniinihomologien tuottamiseksi hiivassa

Tama keksinto koskee menetelmi4 aprotiniinin ja sen homologien tuottamiseksi hii-
vassa, sellaisia tuotteita koodaavia synteettisid geenejd, ekspressiovektoreita ja
transformoituja hiivasoluja. Keksinté koskee myds uusia aprotiniinihomologeja.

Aprotiniini (naudan haiman trypsiini-inhibiittori, BPTI) on polypeptidi, jota useat
naudan elimet ja kudokset erittdvit, kuten imusolmukkeet, haima, keuhkot, korva-
sylkirauhanen, perna ja maksa. Se on yhdestd ketjusta koostuva polypeptidiketju,
jossa on 58 aminohappojéinndstd sitoutunut ristiin kolmella disulfidisillalla, joilla
on seuraava sekvenssi:

Arg-Pro-Asp-Phe-Cys-Leu-Glu-Pro-Pro-Tyr-Thr-Gly-Pro-Cys-Lys-Ala-Arg-lle-lle-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19
Arg-Tyr-Phe-Tyr-Asn-Ala-Lys-Ala-Gly-Leu-Cys-Gln-Thr-Phe-Val-Tyr-Gly-Gly-
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
Cys-Arg-Ala-Lys-Arg-Asn-Asn-Phe-Lys-Ser-Ala-Glu-Asp-Cys-Met-Arg-Thr-Cys-
38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55
Gly-Gly-Ala

56 57 58

Kolme disulfidisiltaa sijaitsevat Cys(5)-Cys(55), Cys(14)-Cys(38) ja Cys(30)-
Cys(51) vilissd, vastaavasti.

Aprotiniinia kdytetddn akuutin haimatulehduksen, erilaisten shokki-oiretilojen, hy-
perfibrinolyyttisen verenvuodon ja sydéninfarktin kasittelyyn. Kun aprotiniinia an-
netaan suurina annoksina, se vihentaa merkittavisti veren hukkaa sydéinkirurgiassa.

Aprotiniinia voidaan uuttaa erilaisista naudan elimistd tai kudoksista, kuten keuh-
koista, haimasta ja korvasylkirauhasista. Tdssé esityksessd tdten saatuun aprotinii-
niin viitataan luonnollisena aprotiniinina. Eldinkudoksesta eristiminen on vaivalloi-
nen menetelmi ja se vaatii suuret madrit naudan elinti tai kudosta. Paljon muka-
vampi menetelmé kaupalliseen tuottoon olisi fermentaatiomenetelms, jossa apro-
tiniinia koodaava geeni liitetaan sopivaan mikro-organismiin rekombinantti-DNA-
teknitkoilla ja mikro-organismia kasvatetaan sopivalla ravintoalustalla, jotta se
tuottaisi toivottua tuotetta, jota eritetdéin alustaan valmiissa muodossa.
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Aprotiniinigeeni on fuusioitu E. colin alkaliseen fosfataasisignaalipeptidin koodaus-
sekvenssiin ja ilmennetdin E. colissa alkalisen fosfataasipromoottorin kontrollin
alaisena (Marks, C.B. et al., The Journal of Biological Chemistry 261 (1986) 7115-
7118). Met-aprotiniinin proteiinisekvenssid koodaava synteettinen geeni on myos
kloonattu E. coli -ekspressiovektorille (von Wilcken-Bermann, B. et al., The EMBO
Journal 5 (1986) 3219-3225). Aprotiniinin ja aprotiniinthomologien tuotto on myds
kuvattu EP-kuulutusjulkaisussa 238993 ja GB-patenttihakemuksessa 2 188 933.

Kuitenkin ongelmana tuotettaessa pieni4 vieraita proteiineja E. colissa on tosiasia,
ettd sellaiset proteiinit ovat taipuvaisia joutua isinnin proteaasien hajotettaviksi.
Myos oikeiden disulfidisiltojen ja oikean laskostamisen aikaan saaminen saattaisi
olla ongelma E. colissa.

On osoitettu, ettd hiivat kykenevit ilmentdméan ja valmistamaan pienid proteiineja,
jotka ovat noin samankokoisia kuin aprotiniini. EP-patenttihakemuksessa 0163529A
kuvataan insuliinien prekursorien tuotto oikein sijoittunein disulfidisilloin ja EP-
patenttihakemuksessa 0189998A kuvataan glukagonin, yksi-ketjuisen polypeptidin,
jossa on 29 aminohappoa, tuotto.

Niilld menetelmilla ilmennetiidn hiivassa primédérisid tuotteita, jotka koostuvat toi-
votusta proteiinista, joka on liittynyt hiivan johtavaan peptidiin. Erityksen aikana
primaristi tuotetta prosessoidaan Kex2-entsyymin avulla (Julius, D. et al. Cell 32
(1983) 839-852) ja prossessoitu tuote, johon viitataan myo6s valmiina tai tdysin ke-
hittyneend tuotteena, eritetddn sitten alustaan. Ilmentyneen primaérisen tuotteen
prosessointi tapahtuu emaksisessa aminohappoparissa (Lys-Arg) valmiin tuotteen N-
terminaalissa.

Aprotiniinin, jolla on eméksinen aminohappo (Arg) N-terminaalisena aminohappo-
na, tapauksessa saattaa ilmetd ongelmia, jos Kex2-prosessointikohta Lys-Arg liite-
tddn ennen aprotiniinisekvenssin ensimmaistd Arg-jadnnostd, koska silloin olisi
"kolmoisemas"-pilkkomiskohta ilmennetyssd fuusiotuotteessa. Emiksisten amino-
happojen pari aprotiniinimolekyylissd (Lys(41)-Arg(42)) olisi myds mahdollinen
Kex2-entsyymin pilkkomiskohta hiivasoluissa.

T#min keksinnén tarkoitus on saada aikaan menetelmd aprotiniinin tai sen homolo-
gien tuottamiseksi hiivassa, joka erittdd alustaan suuria maarid oikein laskostettua ja
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valmistd proteiinia. Tdémé on saatu aikaan siten kuin on esitetty oheisissa patentti-
vaatimuksissa.

Keksintd perustuu sellaiseen yllattavddn havaintoon, ettd aprotiniinia ja sen tiettyji
homologeja voidaan tuottaa suurina méariné niin, etté siind on oikein sijaitsevat di-
sulfidisillat, kasvattamalla hiivakantaa, joka on transformoitu sellaisia tuotteita koo-
daavalla DNA-sekvenssilld.

Téman keksinn6én ensimmdiisen suoritusmuodon mukaisesti saadaan menetelmi, jos-
sa tuotetaan suuria saantoja aprotiniinia tai sen homologeja hiivassa kasvattamalla
hiivakantaa, jossa on replikoituva ekspressiovektori, joka sisiltdd synteettisen gee-
nin, joka koodaa aprotiniinia tai sen homologia, sopivalla ravintoalustalla, minka
Jilkeen aprotiniini tai sen homologi saadaan kasvatusalustasta.

Téamén keksinnén toisen suoritusmuodon mukaisesti saadaan DNA-sekvenssi, joka
koostuu synteettisestd geenisti, joka koodaa aprotiniinia tai sen homologeja.

Témén keksinnén kolmannen suoritusmuodon mukaisesti saadaan replikoituva eks-
pressiovektori, jossa on DNA-sekvenssi, joka koodaa aprotiniinia tai aprotiniiniho-
mologia ja DNA-sekvenssi, joka sallii aprotiniinin tai sen homologin ilmenemisen
hiivassa.

Tdmén keksinnén neljannen suoritusmuodon mukaisesti saadaan hiivakanta, joka on
transformoitu tdlld replikoituvalla ekspressiovektorilla.

Talla keksinndlla tuotettuja aprotiniineja voidaan luonnehtia seuraavalla kaavalla (1)
X-aprotiniini(3-40)-Y,-Z-aprotiniini(43-58) 4))

jossa X tarkoittaa Arg-Pro, Pro on vety, aprotiniini(3-40) tarkoittaa aminohapposek-
venssid aminohappojéinnoksestd 3-40 luonnon aprotiniinista, Y voi olla Lys tai ei-
emiksinen aminohappojdidnnés, esim. Ser, Thr tai Ala, Z voi olla Arg tai ei-
emiksinen aminohappojdiannds, esim. Ser, Thr tai Ala, sekid n ettd m ovat O tai 1 ja
aprotiniini(43-58) tarkoittaa aminohapposekvenssid aminohappojainnoksestd 43-58
luonnon aprotiniinissa.
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Tami keksinté on kohdistettu my6s uusiin aprotiniinthomologeihin, joilla on seu-
raava kaava (II).

X'-aprotiniini(3-40)-Y',-Z',-aprotiniini(43-58) (1D

jossa X' tarkoittaa Pro:ta tai vety4, aprotiniini(3-40) tarkoittaa aminohapposekvens-
sid aminohappojadnnoksestd 3-43 luonnon aprotiniinissa, Y' on Lys tai ei-emiksinen
aminohappojiannds, Z' voi olla Arg tai ei-eméaksinen aminohappojaiannds, silld eh-
dolla, ettd ainakin Y' tai Z' on ei-emiksinen aminohappojainnds, sekd n ettd m ovat
0 tai 1 ja aprotiniini(43-58) tarkoittaa aminohapposekvenssid aminohappojaannok-
sestd 43-58 luonnon aprotiniinissa.

Tité keksintdd kuvataan lisdd viittaamalla mukana oleviin piirroksiin, joissa:

Kuvio 1  osoittaa synteettisen geenin, joka koodaa aprotiniini(3-58):aa;
Kuvio 2 kuvaa plasmidien pKFN374 ja pKFN375 rakenteen;

Kuvio 3  kuvaa plasmidin pMT 636 rakenteen,;

Kuvio 4  osoittaa synteettisen geenin, joka koodaa aprotiniimi(3-58,42 Ser):4;
Kuvio 5 kuvaa plasmidien pKFN414 ja pKFN416 rakenteen;

Kuvio 6  osoittaa synteettisen geenin, joka koodaa aprotiniini (1-58):aa ja
Kuvio 7 osoittaa synteettisen geenin, joka koodaa aprotiniini(1-58,42 Ser):A.

Eritystarkoituksia varten DNA-sekvenssi, joka koodaa toivottua aprotiniinia tai
aprotiniinihomologia, fuusioidaan DNA-sekvenssiin, joka koodaa signaali- tai joh-
tavaa peptidisekvenssid. Transformoitu mikro-organismi pilkkoo signaali- tai johta-
vat peptidit pois ilmennetyn proteiinituotteen soluista erittdmisen aikana, jolloin
varmistetaan toivotun tuotteen yksinkertaisempi eristysmenetelmd. Hyvin sopiva
johtava peptidisysteemi hiivalle on hiivan MFal johtava sekvenssi tai osa siitd
(Kurjan, J. ja Herskowitz, 1., Cell 30 (1982) 933-943) tai johtava sekvenssi, joka on
kuvattu DK-patenttihakemuksessa 4638/87. Kuitenkin mitd tahansa signaali- tai
johtavaa sekvenssid, joka johtaa eritykseen hiivassa, voidaan kayttdd ja tdmén kek-
sinndn ei ole suunniteltu rajoittuvan spesifiseen erityssysteemiin.

[lmenemistarkoituksia varten promoottorisekvenssi asetetaan ylévirtaan halutun
proteiinituotteen DNA-sekvenssille. Edullisesti kdytetdén promoottoria geenistd, jo-
ka on synnynndinen hiivaisantdorganismissa, esim. TPI- (trioosifosfaatti-isomeraasi)
geenin promoottori. Halutun tuotteen DNA-sekvenssid seuraa transkriptioterminaat-
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torisekvenssi, edullisesti terminaattorisekvenssi geenistd, joka on synnynndinen
isantdhiivaorganismille, esim. TPI-geenin tai MFa 1-geenin terminaattori.

DNA-sekvenssi, joka koodaa aprotiniinia tai aprotiniinthomologia ja joka on fuu-
sioitunut sopivaan promoottori-, signaali-, johtavaan ja terminaattorisekvenssiin lii-
tetddn ekspressiovektoriin aprotiniinin tai aprotiniinthomologin ilmenemisti varten
hiivassa.

Ekspressiovektori voi olla plasmidi, joka kykenee replikoitumaan itsenéisesti hiivas-
sa tai kykenee liittyméén hiivan kromosomiin. Isantdorganismi voi edullisesti stabi-
lisoida plasmidin plasmidin katoamista vastaan liittimélld isdntdsolujen elinkyvylle
tal normaalille kasvulle olennainen geeni, esim. geeni, joka koodaa solun jakautu-
mista, soluseinin biosynteesid, proteiinisynteesii, jne.

Kuten tdssé keksinndssd on kaytetty, aprotiniini(1-58) tarkoittaa aprotiniinia, jolla
on luonnon aprotiniinin aminohapposekvenssi, kun taas aprotiniini(3-58) tarkoittaa
aprotiniinthomologia, jolta puuttuu ensimméiset kaksi N-terminaalista aminohappo-
Jjdanndsta. Aprotiniini(1-58,42 Ser) tarkoittaa aprotiniinihomologia, jossa Arg ase-
massa 42 on korvattu Ser:114 ja aprotiniini (3-58,42 Ser) tarkoittaa aprotiniinihomo-
logia, jolta puuttuu ensimmadiset kaksi N-terminaalista aminohappojdénnosti ja li-
sdksi niilla on Arg asemassa 42 korvattu Ser:114.

Menetelmit, joita voidaan kéyttda toteutettacssa keksintdd hiivan transformoimi-
seksi ja transformoitujen hiivakantojen viljelemiseksi, ovat alalla tunnettuja, kuten
sellaiset kuin on kuvattu edelld mainituissa EP-patenttihakemuksissa 0163529A ja
0189998A.

Jotta minimoitaisiin erityksen aikana mahdolliset komplikaatiot, joita "kolmois-
emis"-pilkkomiskohta aprotiniinigeenin N-terminaalisessa piissi aiheuttaa, tuotet-
tiin aprotiniinihomologi, jolta puuttuu ensimmiiset kaksi N-terminaalista amino-
happojdiannostd (Arg-Pro).

Jotta viltettdisiin tai minimoitaisiin myds mahdollinen aprotiniinin Kex2-pilkkomi-
nen Lys(41)-Arg(42):ssa, voidaan valmistaa aprotiniinthomologi, jossa on yksi tai
molemmat aminohappojdénnokset Lys(41) ja Arg(42) korvattu ei-emiksiselld ami-
nohappojédénnokselld. Edullinen timén tyypin aprotiniinthomologi on sellainen, jos-
sa on Ser asemassa 42 Arg:n sijasta.
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Ylldttden osoitettiin, ettd lukuunottamatta tosiasiaa, ettd luonnon aprotiniinissa on
N-terminaalinen emiksinen aminohappojddnnds ja kaksiemiksinen sekvenssi, hiivat
kykenevit silti ilmentdméén ja erittdiméén tuotetta, joka on identtinen luonnon apro-
tiniinin kanssa ilman aprotiniinigeenin muokkausta.

Naiilld uusilla aprotiniinihomologeilla on samat spesifiset inhibiittoritehokkuudet
naudan trypsiinié vastaan kuin luonnon aprotiniinilla ja niitd voidaan sen mukaisesti
kayttai korvaamaan luonnon aprotiniinia.

Keksinnén yhdisteiden spesifinen inhibiittoritehokkuus mitattiin seuraamalla bent-
soyyliarginiini-p-nitroanilidin trypsiinihydrolyysin (BAPNA) inhibitiota spektro-
metriselld analyysilld, kuten Erlanger, B.F., Kokonski, N. ja Cohen, W. kuvaavat,
Arch. Biochem. Biophys. 95, (1961) 271.

Niitd aprotiniinihomologeja koodaavat DNA-sekvenssit tehddan edullisesti oligo-
nukleotidisynteesilld kayttamalld tunnettuja tekniikkoja, koska tdmd mahdollistaa
valita kodonit, joiden tiedetddn olevan edullisia hiivailmentdmiselle.

Seuraavat synteettiset geenit on rakennettu:

AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIleIleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG

ArgAlalLysArgAsnAsnPhelysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG joka koodaa aprotiniini(3-58):aa,
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AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIleIleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG

ArgAlaLysSerAsnAsnPheLysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG joka koodaa aprotiniini (3-58,42 Ser):4,

ArgProAspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

IleArgTyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

GlyCysArgAlaLysArgAsnAsnPhelLysSerAlaGluAspCysMetArgThr
GGCTGCAGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

CysGlyGlyAla
TGTGGTGGTGCC
ACACCACCACGG Joka koodaa aprotiini(1-58):aa ja
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ArgProAspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

IleArgTyrPheTyrAsnAlalLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

GlyCysArgAlaLysSerAsnAsnPheLysSerAlaGluAspCysMetArgThr
GGCTGCAGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

CysGlyGlyAla
TGTGGTGGTGCC
ACACCACCACGG joka koodaa aprotiini(1-58,42 Ser):.

Esimerkki 1
Aprotiniini(3-58):n tuotto

Aprotiniini(3-58):n synteettinen geeni tehtiin lukuisista oligonukleotideisté ligaatiol-
la.

Oligonukleotidit syntetisoitiin automaattisella DNA-syntetisaattorilla kayttamalla
fosforamidiittikemiaa kontrolloidulla huokoisella lasipidikkeelld (Beaucage, S.L. ja
Caruthers, M.H., Tetrahedron Letters 22 (1981) 1859-1869).

Syntetisoitiin 10 seuraavaa oligonukleotidia:

I.. AAAGAGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCC
37meeri

II:. TTACATGGACCAGTGTATGGAGGTTCCAAACAGAAACT
38meeri

III: ATGTAAAGCTAGAATCATCAGATACTTCTACAACG
35meen
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IV: CTTGGCGTTGTAGAAGTATCTGATGATTCTAGCT
34meerni

V: CCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCT
3%meeri

VI: CTCTGCAGCCACCGTAAACGAAAGTTTGACACAAACCAGC
40meeri

VII: GCAGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGT
27meeri

VII: AGCAGACTTGAAGTTGTTTCTCTTAG
26meeri

IX: CTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGTGGTGCCTAAT
39meeri

X: CTAGATTAGGCACCACCACAAGTTCTCATGCAGTCTTC
38meeni

5 dupleksia A-E muodostettiin edelld olevista oligonukleotideistd, kuten kuviossa 1
nihdaén,

Jokaista dupleksia A-E muodostui 20 pmol vastaavista 5'-fosforyloiduista oligonuk-
leotidipareista I-X kuumentamalla 5 min 90 °C:ssa, minki jéilkeen jaahdytettiin huo-
neenldmpétilaan yli 75 min ajan. Viisi dupleksia sekoitettiin ja kisiteltiin T4-
ligaasilla. Synteettinen geeni eristettiin 176 bp vy6hykkeena ligaatioseoksen elektro-
foreesissa 2 % agaroosigeelissd. Saatu synteettinen geeni nikyy kuviossa 1.

Synteettinen geeni ligoitiin 330 bp EcoRI-Hgal-fragmenttiin plasmidilta pKFN9, jo-
ka koodaa MFal-signaalia ja johtavaa sekvenssid(1-85) ja suureen EcoRI-Xbal-
fragmenttiin pUC19:1td. pKFN9-rakenne, joka sisiltid Hgal-kohdan vilittomasti
MFal johtavan sekvenssin jalkeen, on kuvattu EP-patenttihakemuksessa 0214826.

Ligaatioseosta kaytettiin transformoimaan kompetenttia E. coli-kantaa (r, m"), joka
selektoi ampisilliiniresistenssille. Kun sekvensoitiin **P-Xbal-EcoRI-fragmentti
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10

(Maxam, A. ja Gilbert, W., Methods Enzymol. 65 (1980) 499-560), osoitetttin ettd
saatujen pesidkkeiden plasmidit sisdlsivdt oitkean DNA-sekvenssin aprotiniini(3-
58):1le.

Plasmidi pKNF305 valittiin lisdkédytt6on. Plasmidin pKFN305 rakenne on kuvattu
kuviossa 2.

pKFN305 pilkottiin EcoRI:lla ja Xbal:1l4 ja 0,5 kb fragmentti ligoitiin 9,5 kb Ncol-
Xbal-fragmenttiin pMT636:1ta ja 1,4 kb Ncol-EcoRI-fragmenttiin pMT636:1ta, jol-
loin saatiin pKFN374-plasmidi, ks. kuvio 2. Plasmidi pMT636 tehtiin pMT608:sta
deletoimalla LEU-2-geeni ja pMT479:std, katso kuvio 3. pMT608 on kuvattu EP-
patenttihakemuksessa 195691. pMT479 on kuvattu EP-patenttihakemuksessa
163529. pMT479 sisiltad Schizo. pombe TPI-geenin (POT), S. cerevisiae trioosifos-
faatti-isomeraasipromoottorin ja terminaattorin, TPIp ja TPI; (Alber, T. ja Kawasa-
ki, G. J.Mol. Appl. Gen. 1 (1982) 419-434). Plasmudilla pKFN374 on seuraava sek-
venssi:

TPI-MFal-signaali-johtava(1-85)-aprotiniini(3-58)-TPIr,

jossa MFal on S. cerevisiaen risteytymistekija alfa 1 koodaussekvenssi (Kurjan, J.
ja Herskowitz, 1., Cell 30, (1982) 933-943), signaali-johtava(1-85) tarkoittaa, ettd
sekvenssissi on MFal signaali-johtavan sekvenssin ensimmaéiset 85 aminohappo-
jaannosti ja aprotiniini(3-58) synteettinen sekvenssi, joka koodaa aprotiniinijohdan-
naista, jolta puuttuvat ensimmaiset kaksi aminohappojaannosti.

S. cerevisiae -kantaa MT663 (E2-7B XE11-36 a/a, Atpi Atpi, pep 4-3/pep 4-3) kas-
vatettiin YPGal:lla (1 % Bacto hiivaekstrakti, 2 % Bacto peptoni, 2 % galaktoosi, 1
% laktaattl) OD600nm = 0,6 asti.

Kerittiin 100 ml viljelmié sentrifugoimalla, pestiin 10 ml:lla vettd, sentrifugoitiin
uudestaan ja suspendoitiin uudestaan 10 ml:aan liuosta, jossa oli 1,2 M sorbitolia,
25 mM Na,EDTA:ta pH = 8,0 ja 6,7 mg/ml ditiotreitolia. Seosta inkuboitiin
30 °C:ssa 15 min, sentrifugoitiin ja solut suspendoitiin uudestaan 10 ml:aan liuosta,
jossa oli 1,2 M sorbitolia, 10 mM Na,EDTA:ta, 0,1 M natriumsitraattia, pH = 5,8 ja
2 mg Novozym" 234. Seosta inkuboitiin 30 °C:ssa 30 min, solut kerdttiin sentrifu-
goimalla, pestiin 10 ml:ssa 1,2 M sorbitolia ja 10 ml:ssa CAS (1,2 M sorbitoli, 10
mM CaCl,, 10 mM Tris HCI (Tris = Tris(hydroksimetyyli)aminometaani) pH = 7,5)
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Jja suspendoitiin uudestaan 2 ml:aan CAS:a. Transformaatiota varten 0,1 ml CAS:iin
uudelleen suspendoituja soluja sekoitettiin noin 1 pg kanssa pKFN374-plasmidia ja
Jjatettiin huoneenlampétilaan 15 min. Liséttiin 1 ml (20 % polyetyleeniglykoli 4000,
10 mM CaCl,, 10 mM Tns HCI, pH = 7,5) ja seoksen annettiin seistd vield 30 min
huoneenlampdotilassa. Seos sentrifugoitiin ja pelletti suspendoitiin  uudestaan
0,1 ml:aan SOS:a (1,2 M sorbitoli, 33 % v/v YPD, 6,7 mM CaCl,, 14 pg/ml leusii-
ni) ja inkuboitiin 30 °C:ssa 2 h. Sitten seosta sentrifugoitiin ja pelletti suspendoitiin
uudestaan 0,5 ml:aan 1,2 M sorbitolia. Sitten lisdttiin 6 ml pehmedagaria (Sherman
et al., SC-alusta (Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory,
1981), jossa oli 1,2 M sorbitoli plus 2,5 % agari) 52 °C:ssa ja seos kaadettiin peh-
mytagarmaljoihin, joissa oli samaa agarilla kovetettua, sorbitolia sisiltdavdd alustaa.
Transformanttipesikkeet kerdttiin 3 d kuluttua 30 °C:ssa, eristettiin uudelleen ja
kaytettiin aloittamaan nesteviljelmid. Erds sellainen transformantti, KFN322 valittiin
lisdluonnehtimista varten.

Hiivakantaa KFN322 kasvatettiin YPD-alustalla (1% hiivaekstrakti, 2 % peptoni
(Difco Laboratoriot) ja 2 % glukoosi). 10 ml viljelmad, jossa oli kanta, ravisteltiin
30 °C:ssa ODgponm = 32. Sentrifugaation jilkeen supernatantti analysoitiin FPLC-io0-
ninvaihtokromatografialla. Hiivasupernatantti suodatettiin 0,22 pm Millex® GV-
suodatinyksikén lapi ja lisdttim 1 ml MonoS-kationinvaihtopylvidseen (0,5 x
0,5 cm), joka oli tasapainotettu 20 mM Bicinelld, pH 8,7. Sen jéilkeen, kun pylvis
oli pesty tasapainotuspuskurilla, pylvis eluoitiin lineaarisella NaCl-gradientilla (0-
1 M) tasapainotuspuskurissa. Trypsiini-inhibiittoriaktiivisuus maééritettiin eluoiduis-
ta fraktioista spektrofotometriselld méidrityksella ja lisdksi absorptiointegraatiolla
280 nm:ssé

E'*,g0(aprotiniini) = 8,3
Saanto oli noin 3 mg/l aprotiniini(3-58):aa.

Aminohappoanalyysié ja N-terminaalisekvensointia varten hiivasupernatantti (7 ml)
sdadettiin pH 8,7:ksi 0,1 M NaOH:lla ja suodatettiin (0,22 pm). Q-Sepharose-
anioninvaihtopylvaasti (1 x 4 cm) ulos virtaava neste, joka tasapainotettiin 20 mM
Bicinelld, pH 8,7, lisdttiin MonoS-kationinvaihtopylvidseen (0,5 x 5 cm). Kationin-
vaihtokromatografia suoritettiin kuten edelld kuvattiin. Gradientissa eluoidun apro-
tiniini(3-58):n konsentraatio mitattiin kromatografoimalla uudestaan MonoS:ssi ja
eluoimalla jyrkillda NaCl-gradientilla. Kerittyja fraktioita konsentroitiin lisd4 tyhji-
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dsentrifugaatiossa noin 100 pl:aan ja laitettiin RP-HPLC-pylviiseen (Vydac C4, 4,6
X 250 mm). Eluaatio suoritettiin CH3CN-gradientilla 0,1 % TFA:ssa. Kerétyt frak-
tiot konsentroitiin noin 100 pl:aan tyhjiosentrifugaatiolla ja otettiin néytteitd N-ter-
minaalisekvensointia ja aminohappoanalyysié varten.

N-terminaalisekvensoinnilla saatiin seuraava sekvenssi:
Asp-Phe-Cys-Leu-Glu-Pro-Pro-Tyr-Thr-Gly-Pro-Cys-Lys-Ala-Arg-lle-lle-Arg
miké vahvisti, ettd N-terminaali on oikea.

Aminohappoanalyysi nahdéiin seuraavassa taulukossa 1. Téstd taulukosta on ilmeis-
td, ettd tuotteella on odotettu aminohappokoostumus, so. vihemmin Arg:a ja Pro:ta.
Hieman alentunut Ile-sisdltd voidaan todennikdisemmin lukea epitiydellisen
Ile(18)-Ile(19)-hydrolyysin ansioksi (tdiméd tunnetaan hyvin alalla). My6s Pro ja Arg
ovat hieman odotettua korkeampia. Tdméd on ndhty myds aprotiniinilla itsellddn
(taulukko 1, toinen palsta).

Kun verrataan edelld mainitulla Erlanger et al:n menetelmélld, aprotiniini(3-58):n
spesifisen aktiivisuuden havaittiin olevan identtinen koevirheen puitteissa luonnon
aprotiniinin spesifisen aktiivisuuden kanssa.

Esimerkki 2
Aprotiniini(3-58,42 Ser) tuottaminen

Aprotiniini(3-58,42 Ser):n synteettinen geeni rakennettiin kuten esimerkissd 1 on
kuvattu. Tarkoituksena korvata Arg(42) Ser:114, kdytettiin seuraavia oligonukleotide-
ja Vlla ja VIIla VII:n ja VIIL:n syjasta:

VIla: GCAGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGT
27meeri

VIIla: AGCAGACTTGAAGTTGTTGGACTTAG

26meeri
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Saatu synteettinen geeni ndhdddn kuviossa 4. Tami geeni fuusioituneena MFal-
signaali-johtava(1-85)-sekvenssiin kloonattiin pUC19:std johdettuun plasmidiin
pKFN306 (katso kuvio 2).

Seuraamalla esimerkin 1 menetelmid saatiin plasmidi pKFN-375, jolla oli seuraava
rakenne

TPIp-MFal-signaali-johtava(1-85)-aprotiniini(3-58,42 Ser)-TPI;

Jjossa aprotiniini(3-58,42 Ser) on synteettinen geeni, joka koodaa aprotiniinijohdan-
naista, jolta puuttuu ensimmdiset kaksi aminohappojadnndsté ja jossa on Ser Arg:n
sijasta asemassa 42,

Hiivakanta MT663 transformoitiin plasmidilla pKFN375, kuten edelld on kuvattu, ja
transformoidun kannan KFN324 kasvattaminen antoi noin 12 mg/l aprotiniini-
(3-58,42 Ser):4.

Kun suoritettiin N-terminaalin sekvensointi, kuten edelld on kuvattu, vahvistettiin
seuraava N-terminaalisekvenssi

Asp-Phe-Cys-Leu-Glu-Pro-Pro-Tyr-Thr-Gly-Pro-Cys-Lys-Ala-Arg-Ile-Ile-Arg-Tyr-
Phe

so. oikea sekvenssi.

Aminohappoanalyysi nihdédn taulukossa 1 ja se vahvistaa odotetun aminohappo-
koostumuksen, so. vihemmin Pro:a ja Arg:a ja enemmin Ser:d (katso myos edelld
olevat huomautukset esimerkissa 1).

Kun verrataan edelld mainitulla Erlanger et al:n menetelmilld, aprotiniini(3-58,42
Ser):n spesifisen aktiivisuuden havaittiin olevan identtinen koevirheen puitteissa
luonnon aprotiniinin spesifisen aktiivisuuden kanssa.
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Esimerkki 3
Aprotiniini(1-58):n tuotto

Kuviossa 5 nikyvi synteettinen dupleksi ligoitiin 330 bp:n EcoRI-Hgal-fragmenttiin
plasmidilta pKFN9, joka koodaa MF-a1-signaali ja johtavaa sekvenssid ja 144 bp:n
Avall-Xbal-fragmenttiin pKFN305:1td ja suureen EcoRI-Xbal-fragmenttiin
pUCI109:1ta.

Ligaatioseosta kaytettiin transformoimaan kompetenttia E. coli-kantaa (', m"), joka
selektoi ampisilliiniresistenssille. Kun sekvensoitiin 32p_leimattu Xbal-EcoRI-frag-
mentti, osoitettiin ettd saatujen pesikkeiden plasmidit sisalsivit oikean DNA-sek-
venssin aprotiniini(1-58):1le.

Plasmidi pKFN414 valittiin lisikdyttoon. Plasmidin pKFN414 rakenne kuvataan
kuviossa 5.

Seuraamalla esimerkin 1 menetelmii saatiin plasmidi pKFN-418, jolla oli seuraava
rakenne:

TPIp-MFa 1 -signaali-johtava(1-85)-aprotiniini(1-58)-TPIr

Hiivakanta MT663 transformoitiin plasmidilla pKFN418, kuten edelld on kuvattu ja
transformoidun kannan KFN385 kasvattaminen antoi noin 1-13 mg/l aprotiniini(l-
58):aa.

Kun verrataan edelld mainitulla Erlanger et al:n menetelmilld, aprotiniini(1-58):n,
joka tuotettiin tdmin keksinnon mukaisesti, spesifisen aktiivisuuden havaittiin ole-
van identtinen koevirheen puitteissa luonnon aprotiniinin spesifisen aktiivisuuden
kanssa.

Esimerkki 4
Aprotiniini(1-58,42 Ser):n tuotto

Plasmidi pKFN416, jossa on aprotiniini(1-58,42 Ser):n geeni, rakennettiin kuten
esimerkissd 3 kuvattiin. Seuraamalla esimerkin 1 menetelmaé saatiin hirvaplasmidi
pKFN420, jolla oli seuraava rakenne:



10

104428

15
TPIp-MFal-signaali-johtava(1-85)-aprotiniini(1-58,42 Ser)-TPIy

Hirvakanta MT663 transformoitiin plasmidilla pKFN420, kuten edelld on kuvattu, ja
transformoidun kannan KFN387 kasvattaminen antoi noin 1-13 mg/l aprotiniini(1-
58,42 Ser):4.

Kun verrataan edelld mainitulla Erlanger et al:n menetelmélls, aprotiniini(1-58,42
Ser):n spesifisen aktiivisuuden havaittiin olevan identtinen koevirheen puitteissa
luonnon aprotiniinin spesifisen aktiivisuuden kanssa.

Taulukko 1
Aminohappo |Aprotiniini Aprotiniini Aprotiniini Aprotiniini
(teoreett.) (havaittu) (3-58) (3-58,42 Ser)
(havaittu) (havaittu)
Asx 5 5,00 4,96 5,02
Thr 3 2,86 2,83 2,85
Ser 1 0,94 0,97 1,78
Glx 3 3,04 3,01 3,02
Pro 4 4,18 3,15 3,19
Gly 6 5,95 6,00 5,99
Ala 6 5,85 5,93 6,01
Cys 6 5,20 5,03 5,41
Val 1 0,99 0,98 0,98
Met 1 0,83 0,85 0,96
Ile 2 1,39 1,41 1,50
Leu 2 1,97 1,98 2,03
Tyr 4 3,84 3,80 3,82
Phe 4 3,98 3,92 3,96
Lys 4 3,92 4,02 13,93
Arg 6 6,39 5,20 4,28
Yhteensi 58 56,33 54,04 54,73
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmi aprotiniinin tai sen homologin tuottamiseksi hiivassa, tunnettu
siitd, ettd kasvatetaan hiivakantaa, jossa on replikoituva ekspressiovektori vektorin
sisdltdessd aprotiniinia tai sen homologia koodaavan DNA-sekvenssin fuusioituna
DNA-sekvenssiin, joka koodaa signaali- ja johtopeptidid, joka huolehtii aprotiniinin
tai sen homologin erittymisestd sopivalla ravintoalustalla ja erittyneen aprotiniinin
tai aprotiniinihomologin talteenottamisen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd DNA-sek-
venssi koodaa aprotiniini(3-58):aa, jolla DNA-sekvenssilld on seuraava sekvenssi:

AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIlelleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlalysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG

ArgAlalysArgAsnAsnPhelysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, etti DNA-sek-
venssi koodaa aprotiniini(3-58,42 Ser):4, jolla DNA-sekvenssilld on seuraava sek-

Venssi:
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AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIleIleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG

ArgAlaLysSerAsnAsnPhelLysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siitid, etti DNA-sek-
venssi koodaa aprotiniini(1-58):aa, jolla DNA-sekvenssilld on seuraava sekvenssi:

ArgProAspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

IleArgTyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

GlyCysArgAlaLysArgAsnAsnPheLysSerAlaGluAspCysMetArgThr
GGCTGCAGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

CysGlyGlyAla
TGTGGTGGTGCC
ACACCACCACGG
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5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé, tunnettu siitd, ettd DNA-sek-
venssi koodaa aprotiniini(1-58,42 Ser):4, jolla DNA-sekvenssilld on seuraava nu-
kleotidisekvenssi

ArgProAspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

IleArgTyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

GlyCysArgAlaLysSerAsnAsnPhelLysSerAlaGluAspCysMetArgThr
GGCTGCAGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

CysGlyGlyAla
TGTGGTGGTGCC
ACACCACCACGG

6. Vektori, joka kykenee replikoitumaan hiivassa ja sisdltdd aprotiniinia tai sen
homologia koodaavan DNA-sekvenssin fuusioituna DNA-sekvenssiin, joka koodaa
signaali- ja johtopeptidi4, joka sallii aprotiniinin tai aprotiniinthomologin erittymi-

Sen.

7.  Patenttivaatimuksen 6 mukainen vektori, tunnettu siitd, etti DNA-sekvenssi
koodaa aprotiniini(3-58):aa ja silld on seuraava sekvenssi:

AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIleIleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlalysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCARATGCCACCGACG
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ArgAlaLysArgAsnAsnPhelLysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG

8.  Patenttivaatimuksen 6 mukainen vektori, tunnettu siti, etti DNA-sekvenssi
koodaa aprotiniini(3-58,42 Ser):4 ja silld on seuraava sekvenssi:

AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIleIleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG

ArgAlalLysSerAsnAsnPhelysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG

9. Patenttivaatimuksen 6 mukainen vektori, tunnettu siitd, etti DNA-sekvenssi
koodaa aprotiniini(1-58):aa ja silld on seuraava sekvenssi:

ArgProAspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

IleArgTyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPhevalTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA
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GlyCysArgAlalLysArgAsnAsnPhelysSerAlaGluAspCysMetArgThr
GGCTGCAGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

CysGlyGlyAla
TGTGGTGGTGCC
ACACCACCACGG

10. Patenttivaatimuksen 6 mukainen vektori, tunnettu siitd, ettd DNA-sekvenssi

koodaa aprotiniini(1-58,42 Ser):4 ja silld on seuraava sekvenssi:

ArgProAspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

IleArgTyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

GlyCysArgAlaLysSerAsnAsnPhelLysSerAlaGluAspCysMetArgThr
GGCTGCAGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

CysGlyGlyAla
TGTGGTGGTGCC
ACACCACCACGG

11. DNA-sekvenssi koodaa aprotiniini(3-58):aa ja silld on seuraava sekvenssi:

AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgllelleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG
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ArgAlaLysArgAsnAsnPhelysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG

tait DNA-sekvenssi koodaa aprotiniini(3-58,42 Ser):4 ja silld on seuraava sekvenssi:

AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIleIleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG

ArgAlaLysSerAsnAsnPheLysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG

ta1 DNA-sekvenssi koodaa aprotiniini(1-58,42 Ser):4 ja silld on seuraava sekvenssi:

ArgProAspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

IleArgTerheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCYsGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA
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GlyCysArgAlaLysSerAsnAsnPheLysSerAlaGluAspCysMetArgThr
GGCTGCAGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

CysGlyGlyAla
TGTGGTGGTGCC
ACACCACCACGG

12. Hiivakanta, joka on transformoitu patenttivaatimuksen 6 mukaisella vektorilla.

Patentkrav

1.  Forfarande for framstillning av aprotinin eller homologer dérav i jést, kiinne-
tecknat av att odling av en jiststam innehéllande en replikerbar expressionsvektor,
varvid vektorn innefattar en DNA-sekvens som kodar for aprotinin eller en aproti-
ninhomolog fusionerad till en DNA-sekvens kodande for en signal- och ledarpeptid
som &stadkommer sekretion av aprotininet eller aprotininhomologen, i ett lampligt
niringsmedium samt utvinning av ifrdgavarande sekreterade aprotinin eller aproti-
ninhomolog dérifran.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kiinnetecknat av att DNA-sekvens kodar for
aprotinin(3-58), vilken DNA-sekvens har féljande sekvens:

AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIleIleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlalLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG

ArgAlaLysArgAsnAsnPhelLysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG
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3. Forfarande enligt patentkrav 1, kinnetecknat av att DNA-sekvens kodar for

aprotinin(3-58,42 Ser), vilken DNA-sekvens har foljande sekvens:

AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIleIleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG

ArgAlaLysSerAsnAsnPheLysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG

4.  Forfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av att DNA-sekvens kodar for

aprotinin(1-58), vilken DNA-sekvens har foljande sekvens:

ArgProAspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

IleArgTyrPheTyrAsnAlalysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

GlyCysArgAlaLysArgAsnAsnPhelLysSerAlaGluAspCysMetArgThr
GGCTGCAGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

CysGlyGlyAla
TGTGGTGGTGCC
ACACCACCACGG
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5. Forfarande enligt patentkrav 1, kiinnetecknat av att DNA-sekvensen kodar for
aprotinin(1-58,42 Ser), vilken DNA-sekvens har féljande nukleotidsekvens:

ArgProAspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

IleArgTyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

GlyCysArgAlaLysSerAsnAsnPhelLysSerAlaGluAspCysMetArgThr
GGCTGCAGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

CysGlyGlyAla
TGTGGTGGTGCC
ACACCACCACGG

6. Vektor med formaga till replikation i jdst, vilken innefattar en DNA-sekvens
som kodar for aprotinin eller en aprotininhomolog fusionerad till en DNA-sekvens
som kodar for en signal- och ledarpeptid som astadkommer sekretion av ifrdga-
varande aprotinin eller aprotininhomolog.

7. Vektor enligt patentkrav 6, kiinnetecknad av att DNA-senvensen kodar for
aprotinin(3-58) och har foljande sekvens:

AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIlelleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG
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ArgAlaLysArgAsnAsnPhelLysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG

8. Vektor enligt patentkrav 6, kidnnetecknad av att DNA-sekvensen kodar for

aprotinin(3-58,42 Ser) och har f6ljande sekvens:

AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIleIleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG

ArgAlaLysSerAsnAsnPhelysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG

9. Vektor enligt patentkrav 6, kdnnetecknad av att DNA-sekvensen kodar for

aprotinin(1-58) och har f6ljande sekvens:

ArgProAspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

IleArgTyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA
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GlyCysArgAlalLysArgAsnAsnPhelysSerAlaGluAspCysMetArgThr
GGCTGCAGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

CysGlyGlyAla
TGTGGTGGTGCC
ACACCACCACGG

10. Vektor enligt patentkrav 6, kiinnetecknad av att DNA-sekvensen kodar for

aprotinin(1-58,42 Ser) och har f6ljande sekvens:

ArgProAspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

IleArgTyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

GlyCysArgAlalysSerAsnAsnPhelysSerAlaGluAspCysMetArgThr
GGCTGCAGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

CysGlyGlyAla
TGTGGTGGTGCC
ACACCACCACGG

11. DNA-sekvens som kodar for aprotinin(3-58) och har f6ljande sekvens:

AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIlelleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGInThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG
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ArgAlaLysArgAsnAsnPheLysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG

eller DNA-sekvensen kodar for aprotinin(3-58,42 Ser) och har féljande sekvens:

AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIleIleArg
GATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGA
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAGTAGTCT

TyrPheTyrAsnAlalysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCys
TACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGETGGCTGC
ATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACG

ArgAlaLysSerAsnAsnPheLysSerAlaGluAspCysMetArgThrCysGly
AGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGT
TCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGAACACCA

GlyAla
GGTGCC
CCACGG

eller DNA-sekvensen kodar for aprotinin(1-58,42 Ser) och har foljande sekvens:

ArgProAspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

IleArgTerheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA
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GlyCysArgAlaLysSerAsnAsnPhelysSerAlaGluAspCysMetArgThr
GGCTGCAGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

CysGlyGlyala
TGTGGTGGTGCC

ACACCACCACGG

12. Jaststam transformerad med en vektor enligt patentkav 6.
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AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArglle

AAAGAGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCRATGTAAAGCTAGAATC
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

30 35

20 25
IleArgTyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPhevValTyrGly

ATCAGATACTTCTACAACGECAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTOQCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

40 45 50 .
GlyCysArgAlaLysArgAsnAsnPheLysSerAlaGluAspCysMetArgThr

GGCTGCAGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGTE TGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTQGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

55 58
CysGlyGlyAlaStopXbal
TGTGGTGGTGCCTAAT
ACACCACCACGGATTAGATC

C D . E Xbal

Hgal A N .

[ 3

Fig. 1
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3 5 10 15
AspPheCysLeuGluProProTyrThrGlyProCysLysAlaArglIle
AAAGAGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACAT;hCGATCTTAG

20 25 30 35
IleArgTerheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrcly
ATCAGATACTTCTACAAC CAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTELGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

40 45 50
GlyCysArgAlaLysSerAsnAsnPheLysSerAlaGluksprsMetArgThr

GGCTECAGAGCTAAGTCCAACAACTTCAAGTICTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

55 58
CysGlyGlyAlaStoEXbaI
TGTGGTGGTGCCTAAT
ACACCACCACGGATTAGATC

Fig. l.
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1 5 10 15
ArgProAspPheCysLeuGluProProTerhrGlyProCysLysAlaArgI1e
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

20 25 30 35
IleArgTerheTyrAsnAlaLysAlaélyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

40 45 50
GlyCysArgAlaLysArgAsnAsnPheLysSerAlaGluAsprsMetArgThr
GGCTGCAGACGTAAGAGAAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

55 58

CysGlyGlyAlaStoEXbaI
TGTGGTGGTGCCTAAT

ACACCACCACGGATTAGATC

Fig. 6

[
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1 5 10 15
ArgProAspPheCysLeuGluProProTerhrGlyProCysLysAlaArgIle
AGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATC
TCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATTTCGATCTTAG

20 25 30 35
I1eArgTerheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTCCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

40 45 50
GlyCysArgAlaLysSerAsnAsnPheLysSerAlaGluAsprsMetArgThr
GGCTGCAGACGTAAGTCCAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACT
CCGACGTCTCGATTCAGGTTGTTGAAGTTCACACGACTTCTGACGTACTCTTGA

55 58

CysGlyGlyAlaStoExbaI
TGTGGTGGTGCCTAAT
ACACCACCACGGATTAGATC

Fig. 7
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