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Polypeptid, konstrukce DNA,
rekombinantni expresni vektor a zptisob
vyroby heterologniho polypeptidu a kmen
kvasinek k tomuto aéelu

Anotace:

Polypeptid, obsahujici signélni peptid, vedou-
ci peptid a heterologni bilkovinu, pfitemZ na
C-terminalnim zakonceni vedouciho peptidu
a/nebo N-terminalnim zakonc¢eni heterologni
bilkoviny je polypeptid modifikovan tak, Ze
misto zpracovani je pfistupnéj$i proteoly-
tickému $tépeni.Toho se dosahuje pfidanim
jedné nebo vétsiho poétu aminokyselin, z
nich? alespofi jedna nese negativni naboj do
uvedenych mist. Heterologni bilkovinou miize
byt naptiklad aprotinin nebo prekursor nebo
analog insulinu. Déle je popsana konstrukce
DNA, rekombinantni expresni vektor a zptisob
vyroby heterologniho polypeptidu v kva-
sinkach.



Polypeptid, konstrukce DNA, rekombinantn{ expresni vektor a
zplsob vyroby heterol ognfho polypeptidu.s M bﬂm %

é #n«wvﬁf ‘QEZ&&).

Oblast techniky

Vyndlez se tyka =zpisobu vyroby heterolognich bflkovin
nebo polypeptidi expres{ vektori: s obsahem Fet&=ci DNA, které
jsou kédem pro  tyto bilkoviny nebo pPolypeptidy v bulikd&ch

kvasinek, které byly transformovany timto vektoren.

Dosavadni{ stav techniky

Kvasinkové organismy produkujf #adu bflkovin, které jsou
syntetizovany uvnit# buiky, Jejich funkce v3ak probfhi mimo
buriky. Tyto bilkoviny se obvykle naé?vaji vymé&Sované
biflkoviny. K jejich expresi dochiz{. uvnit®¥ bufiky ve form&
Prekursoru nebo preproteinu, kteréd obsahuji navic reté&zec,
ktery zajistuje u&inny priachod produktiu po expresi membr&nou
endoplasmat ického retikula (ER). Tento ret&zec, obvykle
nazyvany signdlnim peptidem, se obvykle odst&pi =z produktu
v prib&hu jeho premisténi. Jakmile dochdz{ k tomuto pochodu,
je bflkovina transportovina do Golgiho aparatu. Odtud se mtSe
dostat raznymi cestami do bun&&nych orgé&ni, napriklad vakuol,
nebo membrany, nebo miSe byt vylou&ena do vn&jXiho prostredi,
jak bylo popsdno v publikaci Pfeffer S.R., a Rothman J.E.,
Ann.Rev.Biochem. 56 (1987), 829 a3 852.

Byla navrZena #ada postupi Pro expresi a vylu&ovani
heterolognich bflkovin kvasinkami. V  evropském patentovénm
spisu &. 88 632A se popisuje postup exprese bilkovin,
heterolognich, vzhledem ke kvasinkovym buiik&n. Podle tohoto
Postupu dochdz{ k expresi t&chto bilkovin v kvasinkdch, tyto
bilkoviny Jjsou pak Zpracovavany a vylucovany. Kvasinky se

transformuji vektoren Pro expresi s obsahem DNA, kterd je



kédem pro poXadovanou bflkovinu 4 Pro signdln{f peptid,

transformovany organismus se p&stuje a bfilkovina se izoluje
2 Zivného prostiedf. Signalnim pPeptidem miZe byt vlastni
signdlnf peptid poZadované bilkoviny, heterologn{ signdlnf{
rPeptid nebo hybrid prirodniho a heterolognfho signilnfho
rPeptidu.

Probléqx sSpojeny s PouZitim signdlnich peptid&K'
heterolognich pro kvasinkxX miZe spo&ivat v ton, Ze tento
heterologn{ peptid nezajistuje dostate&né translokace a/nebo

od3t&pen{ sign&lnfho reptidu.

S.cerevisie MFa1 (a-faktor) se syntetizuje jako
Prepro-forma s obsahem 165 aminokyselin, a to 19 aminokyselin
vV signdlnfm peptidu, nebo-1i Prepeptidu, 64 aminokyselin ve
Mvedoucim* peptidu nebo propeptidu, v této &asti jsou t#i
glykosblaéni mista, vizani na atonm dusiku/ﬁgﬁedované ret&zcem
(LysArg(Asp/Glu, Ala)z_3a-faktor) 4 podle publikace Kurjan
J. a Herskowitz I., Cell 30 (1982), 933 ax 943. Uvedeny
signdlnf a vedoucf peptid PreproMFal je &asto pouX{van

k ziskani heterolognich bilkovin v S.cerevisiae.

PouzZit{ homolognich signidlnich a vedouc{ch reptidld pro
kvasinky je =zn&mo nap¥iklad z US ratentového spisu &. 4 546
082, =z evropskych patentovych spisa &. 116 201, 123 294, 123
544, 163 529 a 123 289 a = danského patentového spisu &.
2484/84 a 3614/83.

V  evropském patentovénm spisu &. 123 289 se Popisuje
vyuZitf prekursoru «-faktoru S.cerevisiae, kde3to v danském
rPatentovém spisu 2484/84 Se popisuje vyuZiti signdlniho
Peptidu invertdzy S.cerevisiae a v dénském patentovém spisu &.
3614/83 wvyuZitf signalnfho peptidu S.cerevisiae PHOS pro

sekreci cizorodych bilkovin.



V US patentovém spisu &. 4 546 082 a v evropskych
Patentovych spisech &. 16 201, 123 294, 123 544 a 163 529 se
Popisuje postup, Pri némZ se vyu3fvs signdlnfho a vedouciho
reté&zce a-faktoru S.cerevisiae (MF«i nebo MGa2) pro vyludovini
heterolognich bilkovin = kvasinek po jejich expresi. Postupuje
se tak, Ze se spoji reté&zec DNA, ktery je kédem Pro MFai
4 signadln{ a vedouci Fet&zec S.cerevisiae na 5' =akon&eni genu

Pro pozZadovanou bilkovinu s ndslednou expresi této bilkoviny.

V evropskén rPatentovém spisu 206 783 Se popisuje systénm
Pro sekreci polypeptida u S.cerevisiae, V tomto p¥ri{pad& byl
vedouc{ f~ret&zec «-faktoru 2Zkrdcen k odstranénft Lyt peptida
a-faktoru prirodniho vedouciho Fet&zce, tak3e vedouct peptid
byl spojen s heterolognim polypeptidem p¥es retézec a- faktoru
LysArgGluAtaGluAla. Tato konstrukce vedla k a&inné vyrobé&
malych peptida s obsahem méné& ne3 S0 aminokyselin. Pro sekreci
a ziskdni v&t3fch polypeptida byl nativni vedouci retdzec
a-faktoru =zkrdcen tak, aby byly pouze 1 nebo 2 rpeptidy

«-faktoru mez=i vedoucinm peptidem a polypeptiden.

Cela rada vylu&ovanych bilkovin je vystavena
Proteolytickému systénmu, ktery mG3e gﬁgtépit pPeptidovou vazbu
na zakon&en{ dvou =z=a sebou 2arazenych aminokyselin, na nénz se
nachdz{ karboxylovd skupina. Tato enzymatickd uG&innost je
Vv S.cerevisiae zakédovina jako gen KEX 2, Popsany v publikaci
D.A.Julius a dals{, Cell. 37, (1984), 1075. Gen KEX 2 je nutny
Pro sekreci aktivnfho faktoru «f S.cerevisiae (MF«il nebo

a-faktor), avZak nikoliv Pro sekreci aktivniho faktoru .

Sekrece a spravné zZpracovani rolypeptidu, ktery m4 byt
vylou&en, je dosaZeno v nékterych p¥ipadech pPri péstovani
kvasinek, transformovanych vektorem, jehoZ konstrukce je

uvedena ve svrchu uvedenych publikacich. AvSak v PFadé pif{padd




je sekrece velmi nizkd, nebo k nf nedojde, nebo miZe byt

produkt Zpracovan nesprdvné nebo nedpln&. S nejvétsi
pravd&podobnost{ je pri&inou tohoto jevu nedostupnost mista,
v né&mZ® mad =pracovdni{ prob&hnout a které 3je uloZeno mezi
C-termindlnim =zakon&enim vedoucfho peptidu a N-termindlnim
=akon&enim heterologn{ bilkoviny, tak2e toto misto je

nedostupné nebo m&lo dostupné pro proteoclytické Stépeni.

Nyni bylo neo&ekivand zji3ité&no, Z2e v pripadé&, 2e dojde
k uritym modifikacim v blfzkosti mista zZpracovani na
C-termindlnin zakon&en{ vedoucfiho peptidu a/nebo
N-termindlnim zakon&eni heterolognfho peptidu, spojeného
s vedoucim peptidem, je moZno ziskat vy35{ vyi&32ek spravné
zZpracované biflkoviny, kterou 1=ze z2iskat pri pouziti
nemodifikované konstrukce vedouciho peptidu a heterologniho

polypeptidu.

Podstata vyndlezu

Vyndlez se tedy tykd polypeptidu a zplsobu vyroby tohoto /
polypeptiduy, ktery je tvoren signdlnim peptidemn, glavnim_
pepltidem a heterolognim proteinem nebo polypeptidem, pFilemZ
tento polypeptid dje ve svém rFet&z=¢i aminokyselin modifikovan
v blizkosti mista, na némZ dochdz{ k 3jeho =zpracovani
v kvasinkéch’a které je wuloZeno mezi C-termindlnim =akon&enfim
hlavniho peptidu a N-termindlnifm =zakon&enfm heterologniho
peptidu, takZe dochidzf k takové stavb& mista, na né&m2 ke
zZpracovan{ dochaz{, 2e toto misto je pristupno pro
proteolytické Zt&penf, prigemZ polypeptid je moZno vyjadrit
nasledujici{ strukturou

/

Vitreeey
signdln{ peptid-hlavnl peptid- .-

i

"_X1-X2-X3-X4-heterologni protein,




v némz x1 Znamend peptidovou vazbu nebo 1-6
aminokyselin, které mohou byt stejné nebo rtzné, X2 a X3,

jeZz mohou byt stejné nebo rozdilné, Znamenaji bazickou
aminokyselinu ze skupiny Lys a Arg, gz X2 5 x3 definuji
Spolec¢né kvasinkové procesni misto a x4 Znamena peptidovou
vazbu nebo 1-6 aminokyselin, jesz mohou b¥t stejné nebo
rizné a pokud x4 znamend jednu nebo vice aminokyselin, je

vVsunuto pridavné procesni misgp mezi X% a N-konec

v

heterologniho proteinu/ a za . ze x1 a/nebo x4

vyznamu x1 a/nebo x4 Znamena negativné nabitou
amingkyselinu ze skupin?, Glu a Asp a za dalsihe
E u, Ze pokud X1 Znamena peptidovou vazbu, X4 ma
jiny vyznam nes Glu-Ala-Glu—Ala, Glu—Ala-Glu-Ala—Glu—Ala,
Glu-Ala—Glu—Ala-Ser—Leu-Asp-Lys-Arg nebo Glu-Ala-Glu-Ala-
~-Ser-Leu-Asp a znamena-1i x4 peptidovou vazbu, %1 ma jiny
vyznam nez Ser-Leu-Asp a jesSté za dalsikp A% , Ze
Sestava signalni peptid-vedouci peptid-X1 gz jiny vyznam
nez signalni peptid a-faktoru a vedouci peptid a-faktoru
(1-85)-Glu—Ala-Glu—Ala—Ser—Leu—Asp, signalni peptid
e-faktoru a vedouci peptid a-faktoru (1-80)—Pro—Leu-Asp,
signalni peptid a-faktoru a vedouci peptid a-faktoru
(1-80)—Glu-Leu—Asp a Met—Lys—Trp-Val-Ser-Phe-Ile—Ser—Leu—
-Leu-Phe- Leu—Phe—Ser-Ser—Ala—Tyr-Scr-Arg-Ser-Leu-Asp.




stejné nebo rdzné znamenaji basickou aminfkyse-
1inu ze skupiny Lys a Arg 8 tvor{ spolu migto

pro zpracovéni kvasink

jnych nebo raznych aminokyselin,

predpokl u,/iévxl a/nebo X4 znamenaji Jednu nebo v&tB{

palet ingkyéelin, z nich% alespon jedna nese negativni}
né 3§/a’ﬁ€/§gfggg_ze skupiny Glu a Asp.

~

Pod pojmem "gigndlni peptid" se Vv
prib&hu prihlédky rozuni Fetézec, ktery se nachdzi pied
hlavnim Feté&zcen, m4 prevéiné hydrofooni povahu a je za-
Pazen jeko N-termindlni tetdzec prekursorové formy extra-
celuldrni bilkoviny, k jejiZ expresi dochdzi v kvasince.
Funkci signélniho peptidu Jje umo¥nit sekreci heterologni
bilkoviny do endoplasmatickéno retikula. V prubéhu tohoto
postupu obvykle dochdzi k od3tépeni signdlniho peptidu.
Signélni peptid miZe byt heterologni nebo homologni vzhle-
dem k organismu kvasinky, ktery uvedenou bilkovinu produ-
kuje, aviak, jak Ji% bylo syrchu uvedeno, Jje mo%no do-

sdhnou u&inn#jétho od3t épeni signdlniho peptidu v pripa-

a&, ze je nomologni vzhledem k organismu xvasinky.

Pod pojmem nyedouc{ peptid"” se ro-
zum{ pPevdiné hydrofilni peptid, jenoZ funke{ je umoZnit
sekreci heterologni bilkoviny 2z endoplasmatického retiku-

la do Golgiho apardtu a ddle do sektetorického vesicula



| |
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pro sekreci do okolniho prostredi, tj. bun&&nou sté&nou
nebo alespon bun¥nou membrénou do periplasmatického pro-

storu buﬁky{

Pod pojmem "heterologni bilkovina’™
nebo polypeptid”™ se rozumi bilkovina nebo polypeptid, kte-
ré nejsou pfiro;enym produktem hostitelské kvasinky. Pojmy
"bilkovina" a "polypeptid” hudou v prib&hu pifihld3ky uiivé-
ny také stff{davi vzhledem k tomu, %e jejich vjznam je v pod-
stat& stejny.

K modifikaci polypeptidu dochdzi v
mist& zpracovéani, jde o misto, v nimZ vedouci{ peptid Jje
odstranovdn z heterologni bflkoviny proteolytickym 3tZpenim
pidsobenim enzymd kvasinky. Teto modifikace je uskute¥novéna
v oblasti xt a/nebp X4, ptidemZ mdZe Jjit o extensi, substi-~
tuci nebto deleci jedné nebo vétS8iho poltu aminokyselin na

C-termindlnim zakon&eni vedoucfho peptidu a/nebo na N-ter-

mindlnim zakonleni heterologni bilkoviny.

Nyn{ bylo neodekdvan& zjisténo, ie
d€inn&jd{ho a sprédvn&jsfho zpracovédni heterologni bilkovi-
ny je moZno dosdhnout v pfipadé&, Ze alespon jedna aminoky-
selina, uZitd k prodlouZ¥eni polypeptidového ret&zce nebo
k nédhrad® jedné nebo v&t3iho poltu plirozenych aminokyselin
v Fet&zci nese negativni ndhoj, miZe Jjit o n&kterou se svr-
chu uvedenych aminokyselin. Podotného vysledku je moZno do-

sdhnout v pfipadé, Ye se uloi{ aminokyselina, kterd nege




negativn{ néboj do blizkosti mista zpracovdn{ vypudténim

jedné nebo v&t3ftho podtu aminokyselin na C-termindlnim
zskon¥en{ vedouciho ‘etdzce nebo na N-termindlnim zakondeni
fetdzce bflkoviny tak, %e se v t&sné blizkosti mista zpra-

covédn{ pak nachdzi aminokyselins, nesouci negativni nédhoj.

Ani% by wm&l byt vyndlez omezen na
urditou teorii, je tento Wlinek pravdépodobné'moino pripsat
zvy$eni hydrofility, k ni% dojde uldZenim aminokyseliny s
negativnim ndbojem do blizkosti mista zpracovéni, coZ mé za
nédsledek v&t3{ dostupnost tercidrni siruktury polypeptidu
v mist® zpracovédni v nitrobun®&ném vodném prostiedf, coi
soudasnd znamend vt3{ dostupnost pro proteolytické 3ié-
penf. Vyhodny d¥inek negativnZ nabité eminokyseliny na roz-
a1l od kladnd nabité nebo neutrdlni aminckyseliny Jje moZno
plipBat negativn® nabitym postrannim Fet¥zclim té&chto amino~
kyselin, které pPfispivajf k hydrofilnosti tercidrni struk-
tury v mist& zpracovénf, ani? by dochdzelo k potencidlni

inhibici 3té&pic{ho enzymu.

Je také moZno, %e negativné nabité
aminokyseliny pfispivajf k tvorb2 a udrZovédn{ tercidrnf
struktury v mist¥ zpracovdni (miZe ji{t o smyZky, onyby ne-
bo vldsenkové struktury) jinym zpisobem, napiiklad inter-
ake{ s dalifmi zbytky aminokyselin v polypeptidu. Mimoto
by také mohlo dochdzet k pifmé interakci mezi negativn&

nabitymi aminokyselinami a pi{sludnym enzymem. Je pravd&po=-



- 10 -

dobné, %e negativn® nabité aminokyseliny, uloZené v bliz-
kosti dvou bazickych aminokyselin v mist& zpracovén{ mohou
zamdFit pr{sludny enzym tak, Ze dojde ke spravnému a udin-
nému 3t&peni interakci ndbojd mezi bflkoviremi a/nebo mezi
bilkovinou a rozpoudtédlem.

Vyndlez se rovnéiZ tykéd konstrukce

Fet¥zce DNA, kterd Jje kodem pro svrchu uvedeny polypeptid.

Vyndlez se rovnd% tykd rekombinantni-
ho vektoru pro expresi, ktery je schopen replikace v kvasin-
xovych bunkdch a ktery nese konstrukci DNA, kterd Jje koden
pro svrchu uvedeny polypeptid, jako%Z i kmene kvasinek, kte-
ry Jje schopen exprese heterologn{ bilkoviny nebo polypepti-

du a ktery je transformovén uvedenym vektorem.

Vyndlez se rovn3%¥ tykd zplisodbu vy-
roby heterologni bflkoviny nebo polypeptidu v kvasinkovych
buﬁkéch, tento postup spoéivd v tom, Ze se transformovany
kmen kvasinek p&stuje ve vhodném prostiedf k dosaZeni{ ex-
prese a sekrece heterologn{ bflkoviny nebo polypeptidu,
nale* se tato bilkovina nebo polypeptid izolujf{ ze Zivného

prostredi.

Déle bude vyndlez podrobn&ji popsén
na zéklad® jednotlivych provedent.




- 11 -

Jakx JjiZ bylo svrchu uvedeno, v pri-
padéy Ze Xl znamend jedinou aminokyselinu, jde o sminokyse-

linu Glu nebo Asp.

x! a/nebo x* znemenaji s vyhodou
1 a%Z 6 zbytkd aminokyselin.

V pripad¥, Ze X! znamens dve spoje-
né zbytky aminokyselin, miZe jit o strukturu BA, v niZ A
znamend Glu nebo Asp & B znamend Glu, Asp, Val, Gly nebo
Leu, jde tedy napifklad o LeuGlu.

V prfipad?, Ze xt znamend tfi spoje-
né zbytky aminokyselin, miZe J{t o strukturu CbA, v niZ A
a B maji svrchu uvedeny vyznam a C znawend Glu, Asp, Pro,

Gly, Val, Leu, Arg, nebo Lys, napfiklad AspLeuGlu.

V pr{padd, Ze X! znamend Tetzec s
obszhem vice ne¥ dvou zbytkd aminokyselin, mdZe byt jednou
2z t&chto aminokyselin Pro nebo Gly vzhledem k tomu, Ze je
znémo, %e tyto aminokyseliny vyvoldvajl a/nebo tvor{ dst
ohybd, vldsenkovych nebo smy&kovych struktur, které usnad-

nuj{ dostupnost mista zpracovédni pro proteolyticky enzym.

V piipadd, Ze X} znamend Pet¥zec
&tyP zbytkd aminokyselin, mife jit o strukturu DCBA, kde
A, B a C mujf svrchu uvedeny vyznam a D mé steiny vyznam
jako C, nepffklad GluArgleuGlu, LysGluLeuGlu nebo LeudAsp-
LeuGlu.
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V piipadé&, zZe xt znamend reté&zec
péti zbytkd aminokyselin, miZe Jjit o strukturu EDCBA,
v ni¥ A, B, C a D maj{ svrchu uvedeny vyznsm a E md stej-

ny vyznam jako C, naprfiklad LeuGluirgLeuGlu.

V pripadé&, Ze X! znamend Petizec
Sesti zbytkd aminokyselin, mdZe jit o strukturu FEICBA,
v ni A, B, C, D a E maj{ svrchu uvedeny vyznam s F mé
stejny vyznam jako C, napiffklad ValLeuGluArgLeuGlu.

Je zrfejmé, Ze jsou moZné i jiné kom -
binace zbytkd aminokyselin, aniZ by pfitom do3lo k odchyle-
ni od podstaty vyndlezu za pfedpokladu, %e alespon jedna
aminokyselina z PFet&zce uvedenych zbytkl nese negativni

ndboj, Jjak jiz bylo svrchu uvedeno.

X4 miZe mit stejny vyznam jako Xl,

prestoZe poradi aminokyselin bude obvykle obrécené, tj.

ABC mfsto CBA a podobné,

V t&ch provedenich, kde heterologni
bilkovina zadind jednim nebo vEt3{m poltem kladné nabitych
nebo hydrofobnich zbytkd aminokyselin, znamené x4 & vynodou
jednu nebo vét3i polet aminokyselin a nikoliv peptidovou
vazbu, protoZe v tomto pirfpad® dochdzi k vé&t3i dostupnosti

mista zpracovdn{ pro proteolyticky enzym.

V pripad&, Ze x4 znamend N-termindl-
ni{ prodloufenf s obsahem 1 2% 6 zbytkd} aminokyselin, miZe
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byt vhodné zaradit dal3{ misto zpracovéni mezi aminokyselinu
nebo aminokyseliny ve vyznamu x4 a N-termindlnf zakon¥ent
heterologni bilkoviny. To je zv1435té ddlezité v priped#, Ze
b{lkovina m& byt u¥its k uZelim, u nich¥ je nefddouc{ N-ter-
minélni prodlouZeni. Pridatné N-termindlni aminokyseliny mo-
hou byt odstrandny in vitro proteolytickym 3tépenim pii po-
usit{ vhodného proteolytického enzymu, napi{klad protedzy
typu tripsinu nebo pisobenim chemickych 14tek, napff{klad
bromkyanu. MiZe byt take G%elné oditdpit pridatné misto
zpracovéni pi{mo v hostitelském organismu tsk, Ze se toto
misto volf jako misto, specifické pro jiny proteolyticky

enzym z kvasinek.

Pro nékteré dlely miZe byt ulelné
volit N-termindlnf{ prodlouZen{ tak, aby vynovovalo urditému
G¥elu. MuZe napffklad byt oznalenim pro detekci bilkoviny,
pomocnym Ietdzcem, usnadnuj{cim &i3té&n{ bilkoviny nebo pro-
stfedkem pfo #{zen{ farmacautického u¥inku létky in vivo
nap¥fkled prodlouZenim polo&asu této ldtky nebo jejim ci-

lenim na specifické misto v téle.

Ve vynodném provedeni znamenaji Xl
&/nebo 4 fetdzce 1 a% 4 zbytkd aminokyseiin. V tomto pro-
veden{ je zobytkem aminokyseliny, bezprostiednd sousedicim
S X2 s vynodou Glu reto Asp, aminokyselinou, bezprostiedn&
soused{ci s X3 je s vyhodou Glu nebo Asp nebo jsou ob&ma

uvedenymi aminokyselinami Glu nebo Asp, protofe timto zpi-



sobem vznikd vyhodné misto zpracovéni vzhledem k hydrofiln{
povaze t8chto zbytkd aminokyselin, jak jiZ bylo vysvétleno.
Ret&zec zbytkd aminokyselin xt nebo x4 miZe obsahovat vét3{
pofet zbytkd Glu nebo Asp.

V jiném zajfmavém proveden{ znamenaJj{
x! i x4 fetézec s obsahem jednoho nebo v¥t3iho poltu zbytkid
aminokyselin, coZ znamena, Ze polypeptid jJe modifikovédn jek
na C-termindlnim zakon&eni vedouciho peptidu, tak na N-ter-
mindlnim zakon¥eni heterologn{ bilkoviny. V tomto proveden{

La x4 symetricky totoZné, to znamend, Ze reté-

mohou byt X
zec zbytku aminokyseliny X a X4 je stejny a vychidzi z X2

a X3.

Signdlnim peptidem uvedeného poly-
peptidu miZe byt signdlni peptid, ktery zaji3tuje udinné
smé&rovdni polypeptidu po jeho expresi do-sekretorické drd-
hy v bunce. MdaZe jit o pfirodnd se vyskytujic{ signdlni
peptid‘hebo jeho funkdni ¥4sti, nebo mdfe jit o synteticky
peptid. Vhodnym signdlnim peptidem je napfiklad signdln{
peptid a-faktoru, signdlni peptid amyldzy z my3ich slin
nebo signdlni peptid modifikovaq?fkarboxypeptidézy, nebo
také signdlnf{ peptid BAR1l z kvasinek. Signdlni Ieti&zec
amyldzy z my3{ich slinnych %laz byl popsdn v publikaci 0.
Hagenbuchle a dal3f, Nature §§2, 1981, str. 643 aZ 646.

Signéln{ Fetdzec pro karboxypeptiddzu byl popsdn v publikaci

L. A, Valls a daldf, Cell. 48, 1987, str. 887 aZ 897. Signél-

n{ peptid BARl byl uveden v WO 87/02670.
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Ret&zec vedouciho peptidu svrchu
uvedeného polypeptidu mdZe byt vedouc{ peptid, jeho% funkci
.je smérovat polypeptid po expresi do endoplasmatického re-
tikula a ddle po sekretorické ardéze. Vhodnymi Feté&zci pro
toto pou¥itf jsou p¥irodni pepdtidy, odvozené od kvasinek
nebo jinfch organismi, napfiklad vedouci peptid a~-faktoru
nebo jeho funk&ni analog. M&Ze jit tské o synteticky vedou-
cf peptid, napffklad o jeden z Fetdzcl, které byly uvedeny
v WO 89/02463, a to

A, Ala-Pro-Val—Thr-Gly-Asp-Glu-Sér—SBr-Val—Glu—Ile-
Pro-Glu—Glu-Ser-Leu-Ile—Gly-Phe-Leu-Asp—Leu—Ala~
Gly-Glu—Glu—Ile-Ala-Glu—Asn-Thr-Thr—Leu-Ala

B. Ala-Pro-Val-Thr-Gly-Asp-Glu—Ser-Ser-Val-Glu-Ile-
Pro-Glu—Glu—Ser-Leu—I1e-11e—Ala—Glu—Asn—Thr-Thr-

Leu-Ala

c. Ala-Pro-Val-Thr-Gly-Asp—Glu—Ser—Ser-Val-Glu—Ile-
Pro-Ile—Ala—Glu-Asn-Thr—Thr-Leu—Ala

D. Ala—Pro-Val-Thr-Gly-Asp—Glu-Ser-Ser-Val-Glu-Ile-
Pro-Glu—Glu—Ser—Leu—I1e—I1e-A1a—G1u—Asn—Thr—Thr-

Leu-Ala-Asn—Val-Ala—Met-Ala a

E. Gln—Pro—Val-Thr-G1y~Asp—Glu-Ser-Ser—Val—Glu—Ile-
Pro-G1u-G1u-Ser-Leu—Ile-Ile—Ala—Glu—Asn—Thr-Thr—
Leu—Ala—Asn—Val—Ala-Met-Ala-
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nebo miZe jft také o derivét n¥kterého z Fet&zcl, uvedenych
pod A a% E..

Heterologni bilkovinou, z{skanou
zpisobem podle vyndlezu miZe byt jakdékoliv biikovina, kte-
rou Je molnp vyhodn¥ ziskat z kvasinek. Pf{kladem té&chto
bflkovin miZe byt aprotinin nebo jiné inhibitory protedzy,
insulin v&etn® prekursord insilinu, rdstovy hormon &lovéka
nebo skotu, interleukin, glukegon, tkdnovy aktiv4tor plasmi-
nogenu, faktor VII, faktor VIII, faktor XIII, ristovy fak-
tor, odvozeny od krevnich destilek, enzymy a podobné&, nebo
miZe jit o funk&ni analogy té&chto ldtek. Pod pojmem "funk&ni
snalog"” se rozum{ polypeptid s podobnou funkef jako prirodn{
bilkovina, jde spiSe o povahu u¥inku neZ o biologickou udin-
nost. Polypeptid miZe byt strukturou piibuzny pfirodn{ b{l-
koving a mi%fe byt od ni odvozen pridénim jedné nebo v&t3fho
poétu amiﬁkyselin na C-termindlnim a/nebo N-termindlnim za-
kon¥eni pffrodnf bilkoviny, substituci jedné nebo vé&t3iho
po¥tu aminokyselin v jednom nebo ve v&tdim =poltu rdznych
mist v pfirodnim Fetdzci zbytkd aminokyselin, vypudtZnim
jednoho nebo v&t3fho podtu zbytkld aminokyselin na kterém-
koliv nebo na obou zakon&enich pfirodni bilkoviny nebo na
jednom nebo vdt3im podtu rdznych mist Fetézce aminokyselin.
Tyto modifikace jsou dobi*e zndmé v pripadé n&kolika svrchu
uvedenych bilkovin.
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Nyn{ bylo neolekdvané zjisténo, Ze

, modifikac{ C-terminélniho zakon&en{ vgdpucihqvpeptidu nebo
N-termindlniho zakonZeni heterologni bilkoviny Jje moZno
z{skat vysoky vyt&iek aprotininu nebo Jeho funk&niho ana-
logu, jak ji% bylo uvedeno. Aprotinin je b{lkovina, pdisobi-
c{ inhibici protedz, tato viastnost Jji uschopnuje pro pouZi-
t{ pro rdzné ulely v lékarstvi, napffklad pro 1é&bu zdnétu
slinivky brisni, pro septicky 3ok, u hyperfibrinolytického”
krvdcenf{ a u infarktu myokardu. Podén{i aprotininu ve vyso-
kych dévkdch podstatn& sniZuje ztritu krve u chirurgickych
z&krokd na srdci nebo jinych velkych chirurgickych zdkrokd.
Aprotinin je také uZitedny jako pii{sada k %ivnym prostfedim,
protoZe zplisobuje inhibici protedz bun&k hostitele, které
by monly jinak zpisobit neZddcuct proteolytické 3tépent
bflkovin, k jejichZ expresi docndzi. Z{skdni vysokych vy-
t&%kd sprdvnd zpracovaného aprotininu v xvasinkdch p¥i po-
uzit{ zndmgych piirodnich vedoucich Fetézci, napiiklad ve-
douciho Pet¥zce a-faktoru pisobilo aZ dosud potiZe., K ini-
ciaci nativnihozprotininu dochdz{ na N-termindlnf zakonle-
n{ bazickou aminokyselinou Arg, z tohoto ddvodu miZe byt
predchézejic{ mfsto zpracovéni ménd dostupné pro proteoly-
tické Btipenf (jak bylo vysv&tleno svrchu) v pfipadg, Z%e

se u%ije nékterdho ze zndmych vedoucich peptidd, napfiklad
a-faktoru bez modifikace zpisobem podle vyndlezu, coZ mé

za nésledek malé vyt3iky sprdvné& zpracovangho aprotininu

nebo nenfi mo%no aptotinin vibec ziskat.
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Zpisobem podle vyndlezu bylo moZno
dosghnout zv143t& dobrych vysledkd pi vyrobd aprotininu
v pr{padé&, Ze x! znamend GluArgLleuGlu nebo v prfpad&, Ze
x* znamend GluLeu nebo GluLeuAspleu, jak bude také uvedeno
" v pffkladech, presto %e by m&lo byt dosa¥eno dobrych vytéi-
kd aprotininu i p¥i jinych vyznamech xt a x4 za pfedpokladu,
Ye alespon jedna aminokyselina, zv143t& ta, které je nejblif-
Ze X mistu zpracovéni bude negativn¥ nabité, Jjak jiZ bdylo

svrchu uvedeno.,

Bylo také zjisténo, %e modifikac{

C-termindlnfiho zakondeni vedouciho peptidu rebo N-termingl-
niho Zakonéeni_heterologni bilkoviny svrchu uvedenym zp&sobem
Je moZno zilskat ve vysokém vytEZku sprévnd zpracovany pre-
kursor insulinu neto jeho funk&nif analog. P¥i tomto prove-
denf{ miZe znamenat %t zejména Glu~Arg-Leu~-Glu nebo Lys-Glu-
-Leu-Glu, pridem? X4 obtvykle znamend peptidovou vazbu. Podle
Jiného provedeni miZe X4 znamenat Glu, v tomto pi{padé& Xl
obvykle znamend peptidovcu vazbu. Zvld3t& vyhodnych vysledkd
bylo moZno dosdhnout pri expresi prekursoru insulinového
aralogu B(1-29)-AlaAlaLlys-A(1-29), a to v pPipads, Ze xt
znemenéd Lys-Glu-Leu-Glu nebo v pfipadsd x4 znamend substitu~
ci Phne jzko prvni aminokyseliny z prekursoru insulinu za
Glu, Jjak bude také uvedeno v pirfkladové &ésti. Dobrych vy-
t82Zkd bude také moZno dosdhnout u prekursoru insulinového
analogu B(1-29)SerAppAspAlaLlys-A(1-29) v pi{padé, %e xt




znameng LysGluLeuGlu. Mimo to je moZno odekdvat, Ze vysokych

vjtéikﬁ prekursoru insulinu bude moZno dosdhnout i v pfipadé&
jinych'vyznam& y il x4 za ptedpokladu, Ze alespon jedna ami-
nokyselina, a to s vyhodou nejbli2s{ mistu zpracovidni bude

negstivn® nabitd aminokyselina, jak ji% bylo uvedeno.

Konstrukce DNA podle vyndlezu, kterd
Jje kddem pro polypeptid, miZe byt pripravena synteticky stan-
dardnim postupem, naprffiklad metodou s poufitim fosfommiditu
podle publikace S. L. Beaucege a M. H. Caruthers, Tetra-
hedron Letters 22, 1981, str. 1859 a% 1869 nebo zpisobem
podle publikace Matthes a daldf, EMBO Journal 3, 1984, str.
801 a% 805. Podie postupu s poulitim fosfoamiditu je moZno
syntetizovat oligonukleotidy nspriklad v automatickém synte-
tizdtoru DNA, pak Je &istit, vdzat za vzniku dvojitého Te-

t&zce a vytvéPet syntetickou konstrukei DNA.,

Konstrukce DNA podle vyndlezu miZe
mit také pivod v genomu nebo cDNA, napiiklad Je moZno postu~
povat tak, Ze se pripravi sestava genomu nebo c¢DNA a tato
sestava se zkoumd na pif{tomnost Iet¥zcd DNA, které Jsou
kddem pro cely Pfet&zec nebo ¥dst Fet¥zce polypeptidu hyb-
ridizaci pii pouZiti syntetickycn oligonukleotidovych sond
znémym zpisobem, ktery byl sarnut v publikaci T. Maniatis
a dal3f, Molecular Cloning: A Laboratory Mannual, Cold Spring
Harbor, 1982. V tomto pitipadé Je moZno spojit FetZzec genomu

nebo cDNA, ktery je kodem pro signdlnf a vedouci peptid s
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Fetdzcem genomu nebo cDNA, ktery je kddem pro heterologni
bilkovinu, nafef je moZno ret¥zec DNA modifikovat v mist,
které odpovidd retdzci éminokyselin xLox2-x3-x4 pdlypepti-
du, napirfklad rf{zenou mutagenes{ pri pou%it{ syntetického
oligonukleotidu, ktery je kodem pro poZadovany reté&zec ami-

nokyselin pifi homologni rekombinaci znémymi postupy.

Konstrukce DNA mdZe byt také smés{
syntetického ret&zce & Iet&zce genomu, synteti;kého tetdz-
ce cDNA nebo smi3eného Ifet&zce genomu a c¢cDNA, takovy Fet&-
zec je moZno pripravit spojenim fragmentd syntetického pi-
vodu a plvodu z genomu nebo cDNA, prifemZ tyto fragmenty
odpovidaji riznym E4stem Uplné konstrukce DNA podle zndmych
postupd. Je Ledy zPrejmé, Ze retdzec DNA, ktery je kodem pro
heterologni bilkovinu mi%Ze byt genomového typu, kdeito Ffe-
t&zec, ktery je kodem pro vedouct peptid, Jje moZno piipra-

vit synteticky-

Vihodné konstrukce DNA, které jsou
kodem pro aprotinin, jsou zndzorn&ny na prilo¥enych vykre-
sech 4, 7, 9, 11 a 12, nebo mi%e jit o vhodné modifikace
t3chto Fet&zcd, které jsou kodem pro aprotinin nebo jeho
funk&ni enalog. Pr{kladem vhodnych modifikacf ret&zce DNA
mohou byt substituce nukleotidl, pii nichZ nedojde k zala-
zen{ jiné aminokyseliny do bilkoviny, av3ak které mohou od-
povidat kodonim, obvyklym v organismu kvasinek, do nich

byla v&lenéna konstrukce DNA nebo miZe jf{t o substituce
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nukleotidd, pfi nichZ vzniké odlidny Pet&zec aminokyselin

a t{m i odlisné struktura bilkoviny, ani%¥ by v3ak doSlo k
ovlivn&ni antiprotedzovych vlastnosti nativniho sprotininu.
Daldim prikladem mo¥nych wmodifikaci je v&lenéni jednoho ne-
bo v&t&fho po&tu nukleotidd do Fet¥zce, pfiddni-jednoho ne-
bo v&tiftho po¥tu nukleotidd na kterémkoliv konci Petlzce a
vypuiténi jednoho r.ebo vit3{hé po&tu nukleotidd na kterém-
koliv mistd Petdzce vietnd jeho zzkonleni. Priklady speci=-
fickych analogd aprotininu byly popsdny v evropském patento-
vém spisu &. 339 942.

Vyhodné konstrukce DNA, které jsou
kodem pro prekursor insulinu Jsou zndzornény ns vykresech

16 a 17, mdZe jit také o vhodné modifikace t2chio fet&zcd.

Rekombinantni vektor pro expresi,
v n¥m%¥ je uloZen retézec DNA, ktery Je kodem pro polypeptid,
vyrdb&ny zpisobem podle vyndlezu nd%e byt jakykoliv vektor,
k jeho? replikaci miZ%e dojft v organismu kvasinek. V tomtc
vektoru m4 byt ret¥zec DNA, ktery Je kcdem pro uvedeny po-
lypeptid sprévn& spojen s vhodnym Petdzcem promotoru. Pro-
motorem mi%e byt jakykoliv Fetdzec DNA, ktery mé4 transkripé-
ni d¥innost u kvasinek a miZe byt odvozen od gend, které
jsou kédem pro bilkoviny, homologni nebo heterologni pro
kvasinky. Promotor se s vyhodou odvod{ od genu pro homolog-
n{ bilkovinu. Pffkladem vhodného promotoru mohou byt promo-

tory Saccheromyces cerevisiae Maxal, RPI, ADH nebo PX.
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Ret&zec DNA, ktery je kodem pro poly-
peptid by m&l byt rovnd%Z sprdvn& spojen s vhodnym termind-
torem, napiffklad TPI, ktery byl popsén v publikaci T. Alber
a G. Kawasaki, J. Mol. Appl. Genet. 1, 1982, str. 419-434.

Rekombinantn{ vektor pro expresi
podle vyndlezu ddle obsahuje Fet&zec DNA, ktery umoZnuje
replikaci vektoru v kvasince. Prffikladem takového Tetdzce
je plasmid kvasinek 2/u, replikadni geny REP 1-3 a poldtek
replikace. Vektor mi%e rovn&Z obsshovat oznaleni, umoZnuji-
c{ selekci, napffklad gen TPI Schizosaccharoces pombe, po-

psany v publikaci P. R. Russell, Gene 40, 1935, str. 125-130.

Postupy, uZité k vazbé retézcd DNA,
které Jjsou xodem pro polypeptid, promotory a termindtoru
a pro uloZeni t&chto ret&zcd do vektord, vhodnych pro kva-
sinky s obsahem informace, nutné pro replikaci v téchto
kvasinkdch jsou zndmé a byly popsdny napifiklad ve svrchu
uvedend publikaci Meniatise z daldfch. Vektor Je moZno
zkonstruovat tek, Ze se:nejprve prfiprav{ konstrukce s ob-
sahem celého Pet¥zce DNA, ktery je kodem pro polypeptid a
pak se tento fragment vileni do vhodného vektoru pro expre-
si, nebo se postupné v¥lenuji fragmenty DNA, obsahujici ge-
netickou informaci prro jednotlivé prvky, Jjako signdlni a
vedouci Fetdzec nebo heterologni bilkovina s ndslednou

vazbou.
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Organismus kvasinek, uzity pii pro-
‘véd¥ni zpisobu podle vyndlezu mi%e byt jakykoliv kvasinko-
vy organismus, ktery pli p&stovéni produkuje velkd mnoZstvi
heterologni bilkoviny nebo poZadovaného polypeptidu. Prfkla-
dem vhodnych kvasinek mohou byt éeiedi Saccharomyces cere-
visiae, Saccharomyces kluyveri, Schizosaccharomyces pombe
nebo Saccharomyces uvarum. Transformace kvasinkovych bun&k
miZe byt uskutednéna napf{klad tvorbou protoplastﬁ, jak bu-
de popséno v pfikladu 1 s néslednou tranaformaci zndmym zph-
eobem. K p&stovdni bunZk Jje mo¥no urft jakénokoliv b&iného
prostiedf, vhodného pro péstovédni kvasinek. Vylou&end hete-
rologn{ bilkovinsg, jeji% podstatnd ¥ést bude pf{tomna v Ziv-
ném prostfedf ve sprévné zpracované formé@ pak nbZe byt izo-
lovéna z prostfedi b&inym zpisobem vietné odd3leni kvasin-
kovych bungk z prosifedi odstfedénim nebo filtraci, vysréZe-
nim bilkovinnych slo%ek ze supernatantu nebo filtrdtu piso-
benim soli, napffklad sfranu amonného s ndslednym &isténim
ndkterym z chromatografickych postupd, jako je chromatogra-

fie na iontom&nidi, afinitni chrometografie a podobné.

Vyndlez se rovndZ tykd zpdsobu vyro-
by nového analogu aprotininu obecného vzorce X4—aprotinin-
(1-58), kde x4 znsmend N-termindlni prodlouZeni jednou nebo
v&t3{m podtem asminokyselin, z nichZ alespon jedna md nega-
tivni ndboj a je volena ze skupiny Glu a Asp. X4 niZe tvo-
it Petdzec 1 a% 6 aminokyselin, s vyhodou 1 a% 4 aminokyselin
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ve svrchu uvedeném vyznamu. Zv1d3té& vyhodnymi vyznamy x4
jsou Glu-Leu a Glu-Leu-Asp-Leu.

Vyndlez bude podrobn&ji popsén v
prikladové Césti v souvislosti s priloZenymi vykresy.

Na obr. 1 je zndzornZna DNA a Feté&zec
aminokyselin pro aprotinin(l-58). Jsou oznalena mista v Ffe-
t&zci DNA, na n&Z do3lo k vazbé duplexd, vytvolenych ze syn-
tetickych oligonukleotidd.,

Na obr. 2 je zndzorn&na konstrukce

plasmidd pKFN-802 a pKFN-803.

Na obr. 3 je zndzorné&nes konstrukce

plasmidd pKFN-849 z pKFN-855.

Na obr. 4 je zndzornén Yet&zec DNA
o 406 bp, jde o fragment EcoRI-Xbal z plasmidd pKFN-849 a
pKFN-855. Bipky oznaduji mfsta, v nZm¥ dochdzf ¥ proteoly-
tickému 3t&peni{ v pribZhu sekrece.

Na obr. 5A a 5B je zndzorn&na inhi-
bice trypsinu a plasmidu aprotininem., elipsou je oznaden
pankreaticky aprotinin skotu, X znamend Glu-Leu-aprotinin

a delta znamend Glu-Leu~Asp-Leu~aprotinin.

Na obr. & je zndzorn¥na konstrukce

plasmidi pKFN-852 a pKFN-858,

Na obr. 7 Jje zndzorndn ietdzec DNA

0 412 bp, jde o fragment EcoRI-Xbal z plasmidd pKFN-852 g
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pKFN-858- Sipka oznaluje misto, v nimZ dochéz{ v prib&hu

sekrece k proteolytickému 3t&peni.

Ma obr. 8 je zndzornéna konstrukce

plasmidd pKFN-995 e pKFN-998.

Na obr. 9 je zndzorndn Fetézec INA
o 412 bp, jde o fregment EcoRI-Xbal z plasmidd pKFN-935 a
pKFN-G58. Sipka oznaduje wmisto proteolytického StZpeni v

prib&hu sekrece.

Na obr. 10 je zndzornZna konstrukce

plasmidd pKFN-1000 a pKFN-1003.

Na obr. 11 je zndzorn&n Tetdzec DMA
o 412 bp, jde ¢ fragment EcoRI-Xbal z plasmidd pXFN-1000 &
pKFR 1003. Sipkou je oznafeno misto, v ném¥ docnéz{ v pri-

bdhu sekrece k proteolytickému 3t&peni.

Na obr, 12 je zndzornén retdzec DNA
genu pro synteticky aprotinin(3-58). Jsou oznadena mista
vazby p3ti duplexd, vytvorenych z deseti syntetizovanych
oligonukleotidd.

Na obr. 13 je zndzorn&na kounstrukce

plaswridd pKFN 305 a pKFN-374/375.

Na obr. 14 je zndzornZna konstrukce
plasmidu pMT-636.

Ne obr. 15 je zndzornZna konstrukce

plasmidu pLaC-240.
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Na obr. 16 je zndzorn¥r fet&zec DNA
modifikovaného vedoucfho Feté&zce genu pro prekursor insuli-

nu z plasmidu pLaC-240.

Na obr. 17 Jje zndzornén ret&zec DNA
o 508 bp, jde o fragment Eco-RI-Xbal z plasmidu pKFN-458,
ktery je kodem pro MFal-signdln{ retdzec-vedouci Petdzec-
(1-85) a prekutsor anelogu insulinu B(1-29, 1Glu+27Glu)-
-AlaAlaLlys-A(1-21)~

Praktické provedeni zplsobu podle

vynélezu bude osvitleno ndsledujfcimipifiklady.

Prikxleaed 1

Produkce Glu-Leu-aprotininu(1-58) z kvasinek KFN-837

a) Xonstrukce plasmidu pXFN-802

Byl zkonstruovdn z 10 oligonukleoti-
dd jejich navézédnim synteticky gen, ktery Je kodem pro

aprotinin(1-58).

Oligonukleotidy byly syntetizovény
na sutomstickém syntetizdtoru DNA postupem s pouZitim
fosforamiditu na sklenZné podloZce s p6ry podle publtkace

Beaucage S.L. a Caruthers M- H., Tetrahedron Letters 22,

(1981) 1859-1869.




Bylo syntetizovéno nédsledujicich

10 oligonukleotidd:

NOR-760: CATGGCCAAAAGAAGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTIGGICC
NOR-T754: TTACATGGACCAGTGTATGGAGGTTCCAAACAGAAATCAGGCCTTCTTTTGGC
NOR-354: ATGTAAAGCTAGAATCATCAGATACTTCTACAACG

NOR-355: CTTGGCGTTGTAGAAGTATCTGATGATTCTAGCT

NOR-356 : CCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTITTACGGTIGGCT

NOR-357: CTCTGCAGCCACCGTAAACGAAAGTITTGACACAAACCAGC

NOR-358: GCAGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGT

NOR-359: AGCAGACTTGAAGTTGTTTCTCTTAG

NOR-360: CTGCTGAGACTGATGAGAACTTGTGGTGGTGCCTAAT

NOR-361: CTAGATTAGGCACCACCACAAGTTCTCATGCAGTCTTC

Ze svrchu uvedenych deseti oligonu-
kleotidd bylo vytvoPfeno p&t duplexd A aZ E, tak Jak Jsou

zndzornény na obr. 1l.

20 pmold ka%dého z duplexl A aZ E
bylo vytvoifeno z odpovidajfcich périd 5 ‘—-fosforylovanych
oligonukleotidd gahff{védnim na 5 wminut na teplotu 90 °c s
ndslednym zchlazenim na teplotu mfstnosti na 75 minut. Pt
duplexd by;o smiseno a na smé&s bylo pﬁsobendjT4 DNA 1ligdzou.
Synteticky gen byl izolovédn Jako pds o 191 bp po elektro-
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forézou sm¥si na 2% agarosovém gelu. Ziskeny synteticky

gen je zndzornén na obr. 1.

Synteticky gen byl nsvézén na frag-
ment EcoRI-Ncol o velikosti 209 bp z plasmidu pLaC2l2spx3
a na 2,7 kb fragment EcoRI-Xbal z plasmidu pUCl9 podle
publikace Yanisch-Perron C., Vieira, J. a Messing, J., Gene
33 (1985), 103 a% 119. Plasmid pLaC212spx3 byl popsén v
pi{kladu 3 patentového spisu &. WO 89/02463.

Fragment EcoRI-Ncol o 209 bp z plas-
midu pLaC212spx3 je kodem pro synteticky vedouci peptid z

kvasinek.

Sm&s po vazbd dbyla uZits k transfor-
maci kompetentn{no kmene E, coli »r7, n* se selekci na odol-
nost proti ampicilinu. Analyzou TFetlzce fragmsntu 32p—XbaI-
-EcoRI podle publikace Maxam A. a Gilbert ¥., Methods Enzymol.
65 (1980), 499 a% 560 bylo prokézdno, Ze plasmidy z vysled-
nych kolonif{ obsahovaly sprédvny Ifetézec DNA pro aprotinin-

(1-58).

Jeden z plasmidd pKXFN-802 byl vylle-
nén pro dal3f{ pouZit{. Konstrukce tohoto plasmidu je znézor-

n&na na obr. 2.

b) Konstrukce plasmidd pKFN-849, pKFN-855 a kmene XFN-837
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Fragment o 3,0 kb uo Et&pen{ enzymy
NecoI-Stul z plasmidu pKFN-802 byl navézén na synteticky
fregment NOR-790/791 plisotenim T4 DNA ligdzy.

M A K R EULR
CATGGCTAAGAGAGAATTGAGA
CGATTCTCTCTTAACTCT

Sm&s byla roz3tépena restrikénim en-
zymem Stul tak, aby bylo sni¥eno jakékoliv pozadi pKFN-802
a &jsledné sm&s pak byla pou¥ita k transformaci kompetentni-
ho kmene E. coli (r™, rt) k selekci na odolnost proti ampi-
cilinu. Analyzou FetZzce bylo prokdzéno, Ze plasmid pKFN-349
z jedné z vyslednich kolonif (Senger F., Micklen S. z Coulson
A. R., Proc. Natl. Acad. Sei., USA 74 (1977), 5463 a% 5467T)
obsahuje Pet¥zec DNA pro Glu-Leu-aprotinin(1-58), sprévnZ
navdzany na gen pro synteticky vedouc{ sled kvasinek. Kon-

strukce plasmidu pKFN-849 je zndzorndna na obr. 3.

Plasmid pKFN-849 byl rozdt¥pen pi-
sobenim enzymu EcoRI e Xbael a fragment o velikcsti 406 bp
byl navdzén na fragment Bcol-Xbal o velikosti 9,5 kb z plas-
midu pMT636 a fragment NeoI-NcoRI o velikostl 1,4 kb z plas-
midu pMT636, &{m%¥ byl zi{skdn plasmid pKFN-855, jak Jje ztejmé
z obr. 3. Plasmid pMT636 byl popsén v patentovém spisu &.
PCT/IX88/00138.
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Plasmid pMT636 je vektor, ktery obsshu-
je gen TPI ze Schizosaccharomyces pombe (POT) popsany v pu-
blikaci Russell F. R., Gene 40 (1985), 125 a%¥ 130 a promotor
a termindtor triosofosfdtisomerdzy TPIP a TPIT ze S. cerevisiae
podle publikacé Alber T. a Kawasaki G., J. Mol. Appl. Gen.,

1, (1982), 419 2% 434. Plasmid pKFN-855 obsahuje ndsledujict

retézec:

TPIp-LaC212spx3-signdlnf retézec-vedouci Iet&zec-Glu-Leu-

-aprotinin(1-58)-TPIy

v némZ LaC212spx3 signdlni retdzec-vedauci Tet&zec je syn-
teticky vedouci ret&zec piasmidu popsany v pstentovém spisu
&. WO 89/02463. Ret¥zec DNA Pfragmentu EcoRI-X»al o velikosti
406 bp z plasmidu pKFN-849 a pKFN-855 je zndzornin na obr. 4.

S. cerevisiae kmen MT-663 (E2-7B
XE11-36 a/a, delta-tpi, delta-tpi, pep 4-3/pep 4-3) byl
p&stovdn na prostfed{ YP@al s obsehem 1 % exirsktu z kvasaic
(Bacto), 2 % peptonu (Bacto), 2 % galaktosy a 1 % laktétu
a%¥ do optické hustoty 0,6 pfi 600 na.

100 ml kultury bylo odstredéno, pro-
myto 10 ml vody, znovu odsifed®no a uvedeno do suspenze v
10 ml roztoku s obsahem 1,2 ¥ sorbitolu, 25 mM Na EDTA o pH
8,0 a 6,7 mg/ml dithiothreitolu. Suspenze byla inkubovédna
15 minut p¥i teploté& 30 °C, pak byla odstfeddna a bunky byly
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znovu uvedeny do suspenze v 10 ml roztoku s obsahem 1,2K
sorbitolu, 10 mM Na,EDTA, O,1 M citronanu sodného o pH 5,8

a 2 mg NovozymR 234. Suspenze se inkubuje 30 minut pi'i tep-
loté 30 °C, bunky se 0dd¥lf odstfed¥nim, promyj{ se 10 ml
1,2 M sorbitolu a 10 ml prostied{ CAS, které obsahuje 1,2 M
sorbitolu, 10 wM chloridu vépenatého o 10 M tris HC1 o pH
7,5, nadeZ se bunky znovu uvedou do suspenze ve 2 ml CAS.
Pro transformaci se smfsi 0,1 ml CAS s bunkami a pfibli%nd
l/ug plasmidu pKNF-855 a sm&s se nechd stat 15 minut pri tep-
lot® mistnosti. Psk se piridéd 1 ml smdsi 20% polyethylenglyko-
lu 4000, 20mM chloridu védpenatého, 10 mM chloridu vépenaté-
ho a 10 oM tris HC1l o pH 7,5 & smés se nechd jeéﬁ@ 30 minut
st4t pPi teplot¥ mistnosti. Pak se smEs cdstPedi a usazenina
se znovu uvede do suspenze v O,1 ml prostifed{ SOS, které ob-
sshuje 1,2 M sorbitolu, 33 % objemovych YPD, 6,7 wM chloridu
vépenatého a 14/ug/m1 leucinu, nale? se suspenze inkubuje

2 hodiny pfi teplotd® 30 O¢. Pak se suspenze odst¥ed{ a usa-
zanina se znovu uvede do suspenze v 0,5 ml 1,2 M sorbitolu.
Pak se prid4 6 ml agaru, jde o prostifed{ SC podle publikace
Shermen a dal3f, Methods in Yaest Genetics, Cold Spring
fiartor Laboratory (1981) s obsshem 1,2 M sorbitolu a 2,5 %
agaru pri teéloté 52 °C a suspenze se vlije na horn{ ¥dst
ploten, které ji% obsanuj{ ztuhlé asgarové prostfed{ s obsa-
hem sorbitolu. Kolonie transformantl se po 3 dnech pfi tep-
lot¥ 30 °C odeberou, reizolujf a ufiji k zaloZeni kultur v
kapalném prostfedf. Transformant KFN-837 byl u?it k dals{

charakterizaci.
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Kmen KFN-837 byl p&stovdn na prostie-
d{ YPD, které obsahuje 1 % extraktu z kvasnic, 2 % peptonu
{Difco Laboratories) e 6 % glukosy. 200 ml kultury bylo pro-
t¥epdvdno rychlost{ 250 ot/min pri teplot& 30 °C celkem 3
dny do optické hustoty 20 pfi 600 nm, suchd biomasa kvasinek
18,8 g/1. Po odstred®n{ byl supernatant asnalyzovén chroma-
tografif na iontom&niéi (FPLC). Supernatant byl pak zfiltro-
védn pfes filtr Millex GV s otvory pord 0,22/um, 1 ml filtré~-
tu se nanese na sloupec iontom&nie MonoS s rozm&rem 0,5 x
x 5 cm v rovnovéinsém stava ve 20 mM Bicinu o pH 8,7. P9
promyt{ ekvilibra®nim pufrem byl sloupec vymyvén linedrnim
gradientemr chloridu sodného O a% 1M v ekvilibralnim pufru.
V jednotlivych frakcich bylo stanoveno kvantitativa& u&innost
inhibitoru trypsinu spektrofotometricky podle publikace
Kassel B., Methods Enzymol. 1§, (197C), 844 aZ 852 a dédle

integraci absorpce pri 280 nm podle rowvnice

E%%O (aprotinin) = 8,3

Vyt&Zekx byl 120 g/1 Glu-Leu-aproti-
ninu(1-58)«

Pro anzlyzu aminokyselin a stanoveni
N-termindlnfho retézce a pro dalsi &i3tén{ ziskandho produk-
tu byl Glu-Leu-aprotinin (1-58) ¥i¥t¥n vysokotlakou kapali-

novou chromatografif{ v reversni fdzi na sloupci (Vydac C4,
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4,6 x 250 mm). Eluce se provéd{ pl'i pouZiti gradientu methyl-
kyanidu v 0,1% TFA. Odebrané frakce se zshust{ na 100/u1 od-
stPed¥nim ve vakuu a byly odebrény vzorky pro stanoven{ N-ter-

nindlnfho rfetdzce a analyzu aminokyselin.

P?i stanoveni N-terminAlnino zakon-

gen{ bylo mo¥no prokdzat nédsledujici Tetézec:

Glu—Leu—Arg—Pro-Asp—Phe-X—Leu—Glu-Pro—Pro-Tyr-Thr—Gly-Pro—X—
Lys-Ala-Arg-Ile-Ile-Arg-Tyr-Phe-Tyr-Asn-Ala-Lys-Ala

co? zneamend, Ze N-termindlnil zakonleni je sprdvné. Bbytky
poloviny cysteinu nebyly timto zplsobem stanoveny, coZ Je
ve shod¥ se slepymi zkoudkami (X), zfskanymi ze zbytkd ¢&. 7
a 16,

Analyza aminokyselin je zndzornénea
v tabulce 1. Z tabulky je zrejmé, Ze produkt mé olekdvané
slo%en{ aminokyselin, tj. v&t8{ mnoZstvi Glu a Leu. Mirné
sn{¥eny obsah Ile je pravd&podobné moZno pfipsat neudplné
Lydrolyze Ile(18)-I1e(19), coZ je v oboru doble zndmo. Ta-
xé otsah Arg je o n¥co vy38i, neZ bylo olekdvédno. To je v3ak
mo¥no pozorovat teké u nativnfiho aprotininu, jek Jje zrejmé

z tabulky 1, t¥eti sloupec.

V pifipad& srovnédni svrchu uvedeného
postupu Kasselova je moZno prokdzat, Ze specifické G&innost

Glu-Leu-aprotininu(1l-58) je rovna specifické u¥innosti na-
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tivniho aprotinunu v rdmci experimentdinich chyb. Inhibice
trypsinu a piasminu pisobenfm Glu-Leu-aprotinin(1-58) po-
c{ titra&nich krivek byla neodliditelnd od inhibice psn-
kreativkym aprotininem skotu (Aprotinin Novo). Fo inkubaci
enzymu s aprotininem nebo jeho analogy 30 minut bylo pridd-
no 0,6 mM S 2251 (KabiVitrum) a d¥inrost byla méfena Jako
rychlost tvorby anitroanilinu. U¢innost je jako funkce kon-
centrace aprotininu vyJjddrfene na cbr. 5A a 5B. Bylo moZno

pozorovat Uplnou inhibici obou enzymd v3emi tifemi irhibitory.

Produkce Glu-Leu-Asp-Leu-aprotininu{l~-58} kmenem kvasinek

KFN-840

Synteticky gen, ktery je kodem pro
Glu~Leu~-Asp-Leu-aprotinin(1-58) byl zkonstruovédn zpisobem
podle p*ikladu 1. Synteticky fragment NOR-T733/7%4 byl uiit ‘
mfsto NOR-790/791:

M A XK R E L DL R
CATGGCTAAGAGAGAATTGGACTTGAGA
CGATTCTCTCTTAACCTGAACTICT

L2 n}

Plasmid pXFN-852, odvozeny od pUCl9
byl zkonstruovdn podobn& jako pKFN-849.
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Zpisobem podle pfikladu 1 byl ziskén
plasmid pKFN-858, ktery obsahuje nidsledujfc{ konstruxci:
TPIP-L36212spx3-signé1ni retdzec-vedouci reté&zec-Glu-Leu-
Asp-Leu-aprotinin{i-58)-TPI.

Konstrukce plasmidd pKFN-852 a pKFN-858
je zndzorn¥na na obr. 6. Ret¥zec DNA fragmentu EcoRI-Xbal o

412 bp z plasmidd pKFN-852 a pKFN-858 Je znézorn¥n na obr. 7.

Plesmid pKFN-358 byl transformovén
v kvasinkovém kmenu HT663 svrchu uvedenym zpiisobem za vzni-

ku kmene KFN-840.

200 ml prosifed? YPD s obsahem KFN-840
bylo protiepdvéno 3 dny pii teplot# 30 °C a 250 ot/min do
optické hustoty 18 pfi 600 nm, coZ odpovidd suché biomase
16,7 mg/l. Chromatografif supernatantu na iontom¥niZi (FPLC)
bylo ziskéno 90 mg/l Glu-Leu-Asp-Leu-aprotininu(l-58).

Analyza sminokyselin Jje uvedena v ta-

bulce 1 a potvrzuje ofekdvané sloZeni produktu.

Titradn{ k¥ivky pro inhibieci trypsi-
nu a plasminu pisobenim Glu-Leu-Aep~Leu-aprotininu(1-58)
jsou necdlilitelné od kPivek pro pankrestlcky aprotinin

skctu (aprotinin Nove), jak je zndzorn&no na obr. 5A a 5B.



- 36 -

Pri{klad 3
Produkce aprotininu(l-53) z kmene KFN-1006 kvasinek

Plasmid pKFN-995 byl zkonstruovén
z plasmidu pKFN-802 navézdnim fragmentu NcoI-Stul o 3,0 kb
na synteticky fragment NOR-848/849:

M A XK E L E K R R
CATGGCTAAGGAATTGGAGAAGAGAAGG
CGATPCQTTAACCTCTTCTCTITICC

Veznd snis se 3t&pf pdsobenim res-
trikdnfho enzymu Ball ke snifeni jekéhokoliv pozedi plasmi-
Y J

du xPFN-802.

Plasmid pKFN-998 pro expresi v kva-
sinkdch byl zkonstruovédn podle pffkladu 1, Jje zndzornén na

obr. 8 a md ndsledujfci konstrukei:

TPI,-LaC212spx3-signdlni Fetdzec-vedouc! FetZzec(1-47)-

Lys-Glu-Leu-Glu{Lys-Arg)-aprotinin(1-58)-TFI,

Ret&zec DNA fragmeniu EcoRI-Xtal
o 812 bp z plasmidd pKFN-995 a pKFN-998 je zndzornén na
obr. 9.

Plasmid pKFN-998 byl uZit pro trans-
formaci kvasinkového kmene MT663 zplsobem podle prikladu 1
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za vzniku kvasinkového kmenu KFN-1006. Pésotdvnim transfor-
movandho>kmenu KFN-1006 v prostfedf YPD byl z{skédn aprotinin-
(1-58), jehoZ analyza Vv supernatantu byla provedens svrchu

uvedenym zpisobem.
Celkovﬁ vyt&Zek byl 30 mg/l aproti-
ninu(i-58).

Analyza aminokyselin ¢idtiného mate-

ridiu potvrdila jeho oBekévané s}loZeni.

Pr{ikxkled 4
Produkt aprotininufl-58) z kvasinkového kmene KFN-1008

Plasmid pKFN-1000, odvozeny od
plUC- byl zkcmstruovén zpdsobem podle pfikladu 1 navézénim
fragmentu NcoI-Stul o 3,0 kb plasmidu pKFN-802 na synteticky
fragment NOR-850/851:

“ A E R L E K R R
CATGOCTGAGAGATTGGAGAAGAGAAGG
CGACTCTCTAACCTCTTCTCITCC

Opekovédnim postupu 2 pfi{kiadd 1 a 3
byl ziskdn plasmid pKFN-1003 pro expresi v kvasinkéch,

ktery obsahoval ndsledujfc{ konstrukei:
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TPIP—LaC212spx3-signé1ni retdzec-vedouci Fetdzec(l-47)-
GluArgLeuGlu(Lys-Arg)-aprotinin(1-58)-TP1T.

Konstrukce plasmidd pKFN-1000 a
pKFN-1003 je znézorn&n na obr. 10. RetZzec DNA fragmentu
BEcoRI-Xbal o 412 bp z plasmidd pKFN-1000 a pKFN-1003 je

zndzornén na obr. 1l.

Plasmid pKFN-1CO3 byl uZit pro trans-
formaci kvasinkového kmene MT663 svrchu uvedenym zpiisoben

za vzniku kvasinkového kmene KFN-1008.

Transformovany kmen KFN-1008 byl
p&stovén v prostiedf YPD, analyza ziskaného aprotininu-(1-53)
v supernztantu byla provedena svrchu uvedengye zpdsobem. Vy-

1¥%ek byl 120 mg/l eprotininu(1-58).

Analyza aminokyselin &i3téného ma-
terigdlu potvrdila jeho olekévané sloZeni. Mimoto bylo moZno
potvrdit \dplnou primérni strukturu analyzou redukovaného,

pyridylethylovaného polypeptidu v plynné fazi.

Mimoto bylo moZ%no prokdzat, Ze spe-
cifick4 inhibi%nf uG&innost rekombinantniho aprotininu{l-5%)
proti trypsinu Jje neodluditelnd od specifické inhibilni

ulinnosti penkreétického aprotininu skotu.




Pr{xlead 3

Produkce aprotininu(1-58) z kvasinkového kmene KFN-T783

Plasmid pKFN-802 z prikladu 1 byl
rozitipen enzymy EcoRI a Xbal a fragment o 400 bp byl nava-
z4n na fregument NcoI-Xbal o 9,5 kb 2 plasmidu pT636 a na
fregment NcoI-EccRI o 1,4 kb 2 plasmidu pT636, EimZ byl
2{skdn plasmid pKFN-803, ktery je zndzorn&n na obr. 2 a

je tvolen ndsledujief konstruxel:

TPIP-L30212spx3-sign41ni Petdzec-vedouci Fet&zec-apro-

tinin(1-58}-TPIig

Plasmid pKFN-803 byl uZit k trans-
formaci kmene MT663 kvasinek svrchu uvedenym zplsobem.
Transformovany kmen XFN-783 byl p&stovén na prostiedi YPD,
chromatografif{ supernatantu na jontom&ni¥i (FPIC) byl ziskén
aprotinin{(1-58), kterj byl stanoven kvantitativn® spovndnim
s caromatografif standardisovanéno roztoku autentického
aprotindnu, ziskaného ¥isténim ze slinivky skotu. Vyt&Zek

aprctininu(i-58) by: niZdf neZ 1 ng/1.
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loZen{ asminokyselin
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amino- aprotinin  aprotinin  KFN-837 K¥FN-840
kyselina  vypod&teno nalezeno nalezeno nalezenc
Asp 5 5,00 4,95 5,93 (+1)
Thr 3 2,86 2,84 2,85

Ser 1 0,94 c,92 0,53

Glu 3 3,04 3,97 (+1) 3,99 (+1)
Pro 4 4,18 3,90 3,86

Gly 6 5,95 2,91 5,%

Aia 6 5,85 2,92 5,54

Cys 6 5,20 5,21 5,22

Val 1 0,99 1,00 1,01

Met 1 0,83 0,65 0,67

Ile 2 1,39 1,58 1,58

Leu 2 1,97 3,00 (+1) 4,00 (+2)
Tyr 4 3,84 3,74 3,71

Pne 4 3,98 3,9 3,92

Lys 4 3,92 3,99 3,9¢

Arg 6 6,39 6,35 5,34
celkem 58 56,33 57,87 53,88




Fri{iklaad ©6

Produkce aprotininu-(3-58)

Synteticky gen pro aprotinin(3-58)

- byl zkonstruovédn z rady oligonukleotiddi.

Nésledujicich 10 oligonuklectidd
bylo syntetizovéno zplsobem podle pifkladu-1:

4

AAAGAGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTICC

37-mer

II: TTACATGGACCAGIGTATGGAGGTICCAAACAGAAACT

3o-mer

III: ATGTAAAGCTAGAATCATCAGATACTTCTACAACG

35-mer

IV: CTTGGCGTTGTAGAAGTATCTGATGATTCTAGCT

34~-mer

V: CCAAGGCTGGTTTGIGTCAAACTTTCGTITACGGTGGCT

39-mer

VI: CTCTGCAGCCACCGTAAACGAAAGTTTGACACAAACCAGG
40-mer

VII: GCAGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAGT

27-mer
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VIIT: AGCAGACTTGAAGTTGITTICTICTTAG

26-umer

IX: CTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGTGGTGCCT AAT

39-mer

X: CTAGATTAGGCACCACCACCAGTTCTCATGCAGTCTTC .
38-mer
4 t&cnto deseti oligonukleotidd
byly vytvoieny duplexy A a¥ E, celkem tedy p3t duplexi,

Jjak Jje zndzornéno na obr. 12.

20 pmol kaZdého z duplexd A 8% E
byle vytvofeno z odpovidajfcich part 5'-fosforylovanjch
oligonukleotidd I a% X zahffvdnfim 5 minut na 90 °C s ng-
slednym zchlazenim na teplotu mistnosti v prd&bdhu 75 minut.
V3echpy duplexy byly smiseny a podrobeny pisobeni T4 ligdzy.
Synteticky gen byl izolovdn jako pds o velikosti 176 bp po
elektroforéze vazné sm&si na 2% agarosovém gelu. Z{skany

systeticky gen je zndzorn&n una obr. 12,

Synteticky gen o velikosti 176 obp
byl navdzén na fragment EcoRI-Hgal o 330 bp z plasmidu
pKFN-3, ktery je kddem pro Fet¥zec al-signdlni Fetzec-ve-
douct ret&zec (1-58) S+ cerevisiae podle publikace Markussen
J. a dald1, Protein-Eugineering 1 (1587), 215 a% 223 a na
fragment EcoRI-Xbal o 2,7 kb z plasmidu pUC1l9 podie publikace
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Yanish-Perron C., Vieira J. a Messing J., Gene 33 (1985),
103 a% 119. Konstrukce plasmidu pKFN-9, obsahujici misto
pisobeni Hgal bezprostfednd za vedoucim Petdzcem MFxl Je

znézorndna v evropském patentovém spisu . 214 826.

Vaznd sm&s byla uzita k transformaci
kompetentnfho kmene E. coli (R, m*) s odolnosti proti
ampicilinu, kterd byla ufita pro selekci. PPi analyze Te-
v'tézce fragmentu 32p;XbaI-EcoRI podle publikace Maxam A. 8
Gilbert W., Methods Enzymol. 63 (1980), 499 s% 560, bylo
mo¥no prokdzat, %e plasmidy 2 visiednych koloni{ obsahovaly

sprévny Zet¥zec DNA pro aprotinin-{3-58J.

Jeden z plasmidd pKFN-305 byl vybrén
pro dal¥f pou%iti. Konstrukce tohoto plasmidu je zndzornéne

na obr. 13.

Plasmid pKFN30% byl roz3tZpen enzy-
my EcoRI a Xbal a fragment o velikosti 0,5 kb byl navézén
ns fragment NcoI-Xbal o 9,5 kbd z plesmidu pliT636 a fragment
NcoI-EcoRI o 1,4 kb z plasmidu plT636, ¥im%Z byl ziskan plas-
mid pKFN374, zndzorn¥ny na obr. 13, Plasmid pMT636 byl zkon-
struovén z plasmidu cMT603 po vypuStEni genu LEU-2 a z plss-
midu pWT479, jak je znézorndno na obr. 14. Plasmid phiT608
byl popsén v evropském patentovém spsu &. 195 691 & plasmid
pMT479 byl popsdn v evropsxém patentovém spisu &. 163 529.

Tento plasmid obsahuje gen TFI (POT) ze Schizosaccharomyces
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pombe a promotor a termindtor triofosfitisomerazy TPI; a
PPIq we S. cerevisiae, jak bylo uvedeno V publikaci Alber
7. a Kawasaki G., J. Mol. Appl. Gen. 1 (1982), 419 sZ434.

Plasmid pXFN374 obsahuje nésledujfc{ konstrukei:

TPIP-MFal-signélni petézec—vedouci Fetizec(1-85)-aproti-

nin(3-583-TPly,

kde MFal Je kddovy Pet&zec pro al z S.cerevisiae podle
publikace Kurjen J. 2 Herskowitz I., Cell 30 (1982}, 933

a% 943, Pet¥zec obsahuje prvnich osmdessdtpit zbytkl amino-
xyselin signdiniho a vdoucino Petdzce Migl a aprotinin(3-58)
je synteticky retézec, xtery Jje kddem pro aprotininovy de-

rivdt, jemuZ chybdi prvn{ dva zbytky aminokyselin.

Kmen S. cerevisise MI663 (E2-7B
XE11-36 a/o, delte-tpidelte-tpi, pep 4-3/pep 4-3) byl
pistovén na prostedf YPGal s obsshem 1 % extraktu z kvas-
nic (Bacto), 2 % peptonu (Bacto), 2 % galaktosy a 1 % lak-
t4tu a¥ do optické hustoty 0,6 pii 600 nm.

100 ml vysledné kultury bylo odstrfe=
4éno, usazénina byla promyta 10 ml védy, znovy odsileddna
a uvedena do suspenze v 10 ml roztoku s obsashem 1,2 M sor-
bitolu, 25 md Na, EDTA o pH 8,0 a 6,7 mg/ml dithiothreitolu.
Suspenze byla inkubovdna 15 minut pri teplotd 30 °C, pax
byla odstifedéna a bunky byly znovu uvedeny do suspenze Vv

10 ml roztoku s obsahem 1,2 M sorbitolu, 10 mM Ns,EDIA,




0,1 M citronanu sodného o pH 5,8 a 2 mg prosiledlku Novozy\.'r;R

234. Suspenze byla inkubovdna 30 minut pii teplot? 30 QG,
bunky byly odd3leny odstfednim, promyty iO ml 1,2 i sor-
bitolu & 10 mi CAS, co% je prostfedi s obsahem 1,2 K sor-
bitolu, 10 mM chloridu vépenastého, 10 md tris fACL (tris =

= tris(hydroxymethyl)aminomethan) p¥i pH 7,5, nalei se zno-
vu uvedou do suspenze ve 2 ml CAS, Proc tranéformaci se smi-
s1 0,1 ml CAS se suspenz{ bun&k s pribliZné 1,0 plasmidu
pKFN374 a sm3s se nechd stdt pFi teploté mistnosti 15 minut.:
Pak se pfidd 1 ml sm&si 20% polyethylenglykolu 4000, 10 mM
chloridu vdpeaatdno, 10 wh tris HCL o pH 7,5 a smés se ne-
chd stdt je3td 30 minut pPi teplot& mistnosti. Fak ce sm&s
ndstPed{ a usuzenina se znovu uvede do susperze v 0,1 ml
prostPedi SOS, které obsshuje 1,2 M sorbitolu, 33 % obje~
movych YFD, 6,7 mM chloridu védpenatého a 14/ug/ml leucinu,
na%e? se sm¥s inkubuje 2 hodiny pr'i teplot& 30 Oc. Pak se
suspenze odstfed{ a usazenina se znovu uvede 4o suspenze

v 0,5 w1 1,2 ¥ sorbitolu. Pak se pridd 6 ml agaru, jde o
prostfed{ SC z publikece Sherman a dald{, Methods in Yesst
Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, 1981 s obtsshem

1,2 ¥ sorbitolu a 2,5 % agaru, pti teplot& 52 OC a suspenze
se pak viije na povrch ploten, které jiZ ocsahujl totéz
ztunls agarové prosifed{ s obsshem sorbitolu. Kolonie
transformantd se odd¥l{ po 3 dnech pri teplot& 30 ¢,

izolujf a uZijf k zaloZeni ¥kultur v kapalném prostitedd.
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Jeden z takto z{skanych transformantd KFN322 se uZije

pro dal3f charakterizaci.

Kmen KFN322 se p&stuje na prostiedd
YPD, které obsahuje 1 % extrakiu 2 kvasnic, 2 % peptonu
(Difco Laboratories) a 2 % glukozy. 10 ml kultury tohoto
kmene bylo protfepdvéno pii teplot& 30 O¢c a% do dosaZent
optické hustoty 32 pii 600 nm. Fo odstfed&ni byl superna-
tant analyzovén chromatografii na jontomdnidi (FPIC). Su-
pernatant byl zfiltrovén pres filtr MillexR GV s otvory
o priméru 0,22/um a 1 ml filtrdtu byl nanesen na sloupec
kationtom&nife MonoS s rozmérem 0,5 x 5> cm v rovnovainém
stavu s 20 mM Bicinu o pH 8,7. Po promyt{ ekxvilibralninm
pufrem byl sloupec promyvén linedrnim gradientem chloridu
sodnéno O-1 M v ekvilibrz¥nim pufru. Ve frakcich byla ste-
novena inhibi¥ni u&innost pro trypsin spektrofotometricky
a pak integraci absorpce pfi 280 nm podle vyrazu

Egéo (aprotinin) = 8,3.

Celkovy vytéZek byl piibliZnl
3 wg/l aprotininu{3-58).
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Pr{kxlad 7

Produkce prekursoru insulinu B(1-29)-AlaAlaLys-4(1-21)-
2z kvasinkového kmene LaC1667

Fragmenty Sphl-Necol o 589 bp a Hpal-
-Xbal ¢ 172 bp byly izolovény z plasmidu pLeC212spx3, ktery
byl popsén ve VWO 89(02453; Tyto fragmenty byly spojeny se
syntetickym adaptleren

M A K EL EX RFV
NOR-962 CATGGCTAAGGAATTGGAAAAGAGATTICGTT

NOR-964 CGATTCCCTAACCTTTTCTCTAAGCAA

a se syntetickym fragmentem Xbai-SphI o 10 kb z plasmidu
pMT743, ktery byl popsén ve svrchu uvedeném patentovém
spisu, &imZ vznikl plasmid pLaC240, zndzorndny na obr. 15.
Retézec DNA modifikovanéno genu pro prekxursor insulinu 8

vedoucim Petdzcem 2z plasmidu 1PaC240 je znézorn¥n na obr. 16.

Transformac{ kvasinkového kmene MT663
phasmidem 1PaC240 byl 2{skdn kmen LaC1667 (}T663/pLaC240),
ktery vyluluje insulin a jeho produktivita Jje 165 % ve
arovndni s produxtivitou kmene LeCl414 (MT663/pLal212spx3),
ktery otsahuje gen pro nemodifikovany prekursor insulinu

s vedoucim Feilzcem, tak jak byl ponil ve WO 89/02463.
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Prf{klad 3

Produkce prekursoru analogu insulinu B{(1-29, 1Gilu#27Glu)-

AlaAlaLys-A(1-21) z kvasinkového kmene KFN-470

Vazbou 10 oligonukxleotidd bylo dosa-
Yeno konstrukce syntetického genu, ktery je kodem pro pre-
ikursor svrchu uvedenédho analogu insulinu. B{1-29,1Glu+27Glu)-
znamend polypeptid, ktery obsahuje prvnich dvacetdevdt zbytkd
aminokyselin retézce B lidského insulinu, v n&mZ byly zbytky
Glu zavedeny misto BlPhe a B27Thr. A{1-21) je Petdzec A 1lid-
skéno insulinu. Tripeptid AlaAlalys spojuje zbytek B29Lys

se zbytkem AlGly.

Bylo syntetizovdno ndsledujicich

10 oligonukleotidll:

NOR-542: AAAGAGAAGTTAACCAACACTTGTGCGGTITCCCAC
NOR-543: AACCAAGTGGGAACCGCACAAGTGITGGTTAACTIZC
NOR-69: TTGGTTGAAGCTTTGTACTTGGTTTGCGGTGAAAGAGGTTTCT
NOR-73:  GTAGAAGAAACCTCTTTCACCGCAAACCAAGTACAAAGCTTC
NOR-315: TCTACGAACCTAAGGCTGCTAAGGGTATIGCT

NOR-316: ATTGITCGACAATACCCTTAGCAGCCTTACGTTC

NOR-70:  GAACAATGCTGTACCTCCATCTGCTCCTTGTACCAAT
NOR-T1: TTTTCCAATTGGTACAAGGAGCAGATGGASGTACAGC
NOR:78: TGGAAAACTACTGCAACTAGACGCAGCCCGCAGGCT
NOR-72: CTAGAGCCTGCGGGCTGCGTCTAGTTGCAGTAG
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Z uvedenycn 10 oligonuxleotidd bylo
vytvoreno 5 duplexd, které byly vzdjemnté ndévézany zplisobem

podle prikladu 1i.

Synteticky gen o 178 bp byl navizén
na fragment EcoRI-Hgal o 330 bp z plasmidu p{FN-9, tento
fragment je kédém pro ol signdlni ¥etdzec a vedouci Petézec
(1-85) S. cerevisiae, jak bylo popséno Vv publikaci Markussen
J. a daldf, Protein Engineering 1 (1987), 215 aZ 223 a na
fragment EcoRI-Xbal o 2,7 kb z plasmidu pUC19, ktery byl
popsdn v publikaci Aynisch-Perron, C., Vieira J. a Messing

J., Geme 33 (1935), 103 e% 119.

. Vezn4d smés byla uZita k yransformacil
xompetentnito kmene E. coli {7, n'), selekce byla provédé-
na podle cdolnosti proti ampicilinu, Analyza Pet&zce frag-
mentu 32P-XbaI-EcoRI podle publikace Maxam A. a Gilbert V.,
Methods Enzymol. €5 (1987), 499 a¥ 540 prokézala, %Ze plas-
midy z vyslednycn koloni{ obsahovely sprévny Pet&zec DNA
pro prexurscr anslogu insulinu.

Jeden z takto ziskanych plasmidd

pKFN-456 byl vybrén pro dal&{ pouZitl.

Zplsobem podie piikladu 1 byl zf{skén
plasmid pKFRN-458 pro expresi v kvasinkdch, ktery obsahoval

nédsiedujfci konstrukei:
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Tabulka 2

v - . (3 >
Uroven exprese prekursoru insulinu a analogd insulinu

v transformantecn kvasinek

prekursor : Uroven exprese®
B(1-29)-Alailalys~-A(1-21) 100 %
B{i=-29 ,27G1u)-AlaﬂlaLys-A(1-21) 148 %
B(1-29,1Glu+27G1u)-AlaAlaLys-A(1—21) 479 %

2 - - -
X Uroven exprese je uvdd¥na v procentech exprese pro
prekursor insulinu B{1-29)~AlaAlalys-A{1-21), kterd je

pokléddna za 100 %.




TPIP-MFal-signélni tetdzec-vedouci Petdzec(1-85)-B{1-23.-

1G1u+27G1lu)-AlaAlalys-A(1-21)-TPI,.

Ret2zec DNA pro fragment EcoRI-Xbal
o 508 bp z plasmidd pKFN-456 a pKFN-458 je zndzorndn na
obr. 17.

Plasmid pKFN-458 byl uZit k trans-
formsci kvasinkového kmene MI-863 svrchu uvedenym zphsobem

za vzniku kvasinkového kmene KEFN-470.,

Transformovany kmen KFN-470 byl
péstovén v prostfedf{ YPD svrchu uvedenym zpisobem. Vyté-
%ek prekursoru insulinového anslogu v supernatantu byl sta-
noven vysokotlskou kapalincvou chromatografi{ podle publi-

vace L. Snel a dali, Chromatographia 24 (15987), 329-332,

V tabuice 2 je uvedena pro syovnéni
Yroven exprese prekursorid insulinovych analogd
B(1-29,161u#27Glu)-AlaAlekys-A(1-21) a B(1-29,27Glu)~Ala-
AlaLys-A(1-21) a prekursoru insulinu B(1-29)-AlsAlalys-
A(1—21). Bxprese v3ech tii prekursor’ bylo dosaZenoc v tom-
té% nostitelském kmeni MT-663, ktery byl +ransformovdn piaes-

nidy S obsahem genu TPI ze S. poate.

Viechny plasmidy obszhovaly nésls=-

dujief konstrukeci:

TPIp-MFel-signélni yetézec-vedouci Pet2zec{1-85)-prekursor-

TPIT.



PATENTOVE NAROKY

1. Polypeptid obsahujici spojeni signdlniho peptidu, ktery je
hydrofébni, vedouciho peptidu, ktery je -pEevdznd-
hydrofilni/ a heterologniho proteinu ¢&i polypeptidu,
pric¢emz polypeptid je modifikovan ve své aminokyselinové
sekvenci sousedici s kvasinquym procesnim mistem,

\ : umisténym mezi C-koncem | peptidu a N-koncem

‘ heterologniho proteinu, pric¢emz polypeptid ma strukturu

Vo {Signélni  peptid-vedouci  peptid-X!-x2-x3-X4-neteroX

& ' ﬂ‘gigzgjgj v hémiwﬂxlwmiﬁ;;éﬁé peptidovou vazbu nébo 1-6
! Y '% aminokyselin, které mohou byt stejné nebo rizné, X2 a X3,
Vg }f jez mohou byt stejné nebo rozdilné, znamenaji bazickou
{0 Te aminokyselinu ze skupiny Lys a Arg, kdyz x2 a x3 definuji
. spoleéné kvasinkové procesni misto a X4 znamena peptidovou

vazbu nebo 1-6 aminokyselin, jez mohou byt stejné nebo

Q{ &7f rﬁznq,a pokud X* znamena jednu nebo vice aminokyselin, je
~ vsunuto pridavné procesni misto mezi X* a N-konec
heterologniho proteinu) a za p¥ , Ze X1 a/nebo X4
znamenad 1-6 aminokyselin a alespon jedna z aminokyselin ve
vyznamu x1 a/nebo x4 znamena negativné nabitou
aminokyselinu ze skupin Glu a Asp a =za dalSibm.

4

, ze pokud X1 znamena peptidovou vazbu, X% ma
jiny vyznam nez Glu-Ala-Glu-Ala, Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Ala,
Glu-Ala-Glu-Ala-Ser-Leu-Asp-Lys-Arg nebo Glu-Ala-Glu-Ala-

-Ser-Leu-Asp a znamena-1li x4 peptidovou vazbu, %1 ma jiny
vyznam nez Ser-Leu-Asp a jesté za daléihb.égéﬁggﬁiaﬁgi ze
sestava signdlni peptid-vedouci peptid-X1 ma jiny vyznam
nez signalni peptid a-faktoru a vedouci peptid a-faktoru
(1-85)-Glu-Ala-Glu-Ala-Ser-Leu-Asp, signéini peptid
a-faktoru a vedouci peptid a-faktoru (1-80)-Pro-Leu-Asp,
signalni peptid a-faktoru a vedouci peptid a-faktoru
(1-80) -Glu-Leu-Asp a Met-Lys-Trp-Val-Ser-Phe-Ile-Ser-Leu-
-Leu-Phe- Leu-Phe-Ser-Ser-Ala-Tyr-Ser-Arg-Ser-Leu-Asp.

’ -1 - (07 %



10.

e

Polypeptid podle naroku 1, kde X1 znamena Glu nebo Asp.

Polypeptid podle naroku 1, kde X1 znamena sekvenci dvou
aminokyselin se strukturou BA, kde A znamena Glu nebo Asp

a B znamena Glu, Asp, Val, Gly nebo Leu.

Polypeptid podle naroku 1, kde X1 znamena sekvenci tri
aminokyselin se strukturou CBA a kde A a B maji vyse
uvedené vyznamy a C znamend Glu, Asp, Pro, Gly, Val, Leu,

Arg nebo Lys.

Polypeptid podle néaroku 1, kde X! znamena sekvenci Ctyr
aminokyselin se strukturou DCBA, kde A, B a C maji vySe

uvedené vyznamy a D ma tyZz vyznam jako C.

Polypeptid podle naroku 1, kde X! znamena sekvenci péti
aminokyselin se strukturou EDCBA, kde A, B, C a D maji

vySe uvedené vyznamy a E mad tyz vyznam jako C.

Polypeptid podle néaroku 1, kde X1  znamena sekvenci Sesti
aminokyselin se strukturou FEDCBA, kde A, B, C, D a E maji

vysSe uvedené vyznamy a F ma tyZz vyznam jako C.
Polypeptid podle naroku 1, kde X* znamena Glu nebo Asp.

Polypeptid podle néaroku 1, kde X* znamena sekvenci dvou
aminokyselin se strukturou AB, kde A znamend Glu nebo Asp

a B znamena Glu, Asp, Val, Gly nebo Leu.

Polypeptid podle naroku 1, kde X4 znamena sekvenci ti#i
aminokyselin se strukturou ABC, kde A a B maji vyse
uvedené vyznamy a C znamena Glu, Asp, Pro, Gly, Val, Leu,

Arg nebo Lys.




11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

G

Polypeptid podle naroku 1, kde X4 znamena sekvenci ctyr
aminokyselin se strukturou ABCD, kde A, Ba C maji vyse

uvedené vyznamy a D ma stejny vyznam jako C.

Polypeptid podle néroku 1, kde X* znamena sekvenci péti
aminokyselin se strukturou ABCDE, kde A, B, Ca D maji

vy$e uvedené vyznamy a E mid tyz vyznam jako C.

Polypeptid podle naroku 1, kde X* znamena sekvenci Sesti
aminokyselin se strukturou ABCDEF, kde A, B, C, D a E maji

vy$e uvedené vyznamy a F md stejny vyznam jako C.

Polypeptid podle naroku 1, kde - pokud x1 a/nebo x4
znamend vice nez jednu aminokyselinu, pak aminokyselinou
bezprostredné sousedici s x2 je Glu nebo Asp,

aminokyselinou bezprostiedné sousedici s x3 je Glu nebo

Asp nebo v obou pripadech Glu nebo Asp.

Polypeptid podle naroku 1, kde - pokud x1 a/nebo x4
znamenaji vice neZz jednu aminokyselinu, bud x! nebo X*

nebo oba tyto symboly znamenaji vice nez jednu Glu ¢€i Asp.

Polypeptid podle néaroku 1, kde x1 a x4 v obou pripadech
znamenaj i jednu aminokyselinu nebo vice nez jednu

aminokyselinu.

Polypeptid podle naroku 16, kde x1 a x4 jsou symetricky

totozZné.

Polypeptid podle naroku 1, kde - pokud X* znamena jednu
nebo vice aminokyselin, je vsunuto pfidavné procesni misto

mezi X* a N-konec heterologniho peptidu.

Polypeptid podle naroku 1, kde signalnim peptidem je

signalni peptid a-faktoru, signalni peptid my$¥i slinné
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amylasy, karboxypeptidasovy signalni peptid nebo
kvasinkovy BAR1 signdlni peptid.

Polypeptid podle naroku 1, kde vedoucim peptidem je
néktery =z prirodnich vedoucich peptidy, jako je vedouci

peptid a-faktoru.

Polypeptid podle naroku 1, kde vedoucim peptidem je
synteticky vedouci peptid, jako je

A. Ala-Pro-Val-Thr-Gly-Asp-Glu-Ser-Ser-Val-Glu-Ile-Pro-Glu-
—Glu—Ser—Leu-Ile—Gly-Phe-Leu-Asp—Leu-Ala-Gly-Glu-Glu-
-Ile-Ala-Glu-Asn-Thr-Thr-Leu-Ala.

B. Ala-Pro-Val-Thr-Gly-Asp-Glu-Ser-Ser-Val-Glu-Ile-Pro-
-Glu-Glu-Ser-Leu-Ile-Ile-Ala-Glu-Asn-Thr-Thr-Leu-Ala.

C. Ala-Pro-Val-Thr-Gly-Asp-Glu-Ser-Ser-Val-Glu-Ile-Pro-
-Ile-Ala-Glu-Asn-Thr-Thr-Leu-Ala.

D. Ala-Pro-Val-Thr-Gly-Asp-Glu-Ser-Ser-Val-Glu-Ile-Pro-Glu-
-Glu-Ser-Leu-Ile-I1le-Ala-Glu-Asn-Thr-Thr-Leu-Ala-Asn-Val-
-Ala-Met-Ala a

E. Gln-Pro-Val-Thr-Gly-Asp-Glu-Ser-Ser-Val-Glu-Ile-Pro-Glu-
-Glu-Ser-Leu-Ile-1le-Ala-Glu-Asn-Thr-Thr-Leu-Ala-Asn-
-Val-Ala-Met-Ala.

Polypeptid podle naroku 1, kde heterologni protein nebo
polypeptid je =zvolen ze skupiny, zahrnujici aprotinin &i
dalsi inhibitory protedzy, inzulin a jeho prekurzory,
lidské nebo hovézi ristové hormony, interleukin, aktivator
tkanového plazminogenu, glukagon, faktor VII, faktor VIII,
faktor XIII, destidkovy ristovy faktor, enzymy a funk&ni

analog kteréhokoli z uvedenych proteinu.




23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

(s -

Polypeptid podle néaroku 22, kde heterologninproteinem nebo
polypeptidem je aprotinin nebo jeho funkéni obdoba.

Polypeptid podle naroku 23, kde x1 znamena
Glu-Arg-Leu-Glu nebo Lys-Glu-Leu-Glu.

Polypeptid podle mnaroku 23, kde X* znamena Glu-Leu nebo
Glu-Leu-Asp-Leu.

Polypeptid podle naroku 22, kde heterolognim proteinem
nebo polypeptidem je inzulin nebo j&HO prekurzory inzulinu

nebo jejich funkéni obdoba.

Polypeptid podle naroku 26, kde x1 znamena
Glu-Arg-Leu-Glu nebo Lys-Glu-Leu-Glu.

Polypeptid podle naroku 26, kde X* znamena Glu.

Polypeptid podle kteréhokoli z naroktt 26-28, kde
heterolognim proteinem nebo polypeptidem je prekurzor
inzulinového analogu B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-29), kde X1

znamenad Lys-Glu-Leu-Glu.

Polypeptid podle kteréhokoliv z naroki 26 az 28, v némz
heterolognim proteinem nebo polypeptidem je prekurzor
inzulinového analogu B(1-29)-Ser-Asp-Asp-Ala-Lys-A(1-29),

v niz X! znamena Lys-Glu-Leu-Glu.

(!
@/
Konstrukce DNA obsahujici sekvenci DNA 7

polypeptidem podle kteréhokoliv z narokd 1 az 30.
Konstrukce DNA podle naroku 31, obsahujici sekvenci DNA
podle obrazku 4, 7, 9 nebo 11.

r\\\) i.\ .

A



33.

34.

35.

36.

_(6_

Rekombinantni expresni vektor nesouci konstrukci DNA podle
naroku 31 nebo 32, wvybrany ze skupiny zahrnujici
pPKFN-802, pKFN-803, pKFN-849, pKFN-855, pKFN-852,

pKFN-858, pKFN-995, pKFN-998, pKFN-1000, pKFN-1003,d¢'”4W°7/°/4

Mt chy. T 4,3,6,8al0.
Rekombinantni expresni vektor nesouci konstrukci DNA podle

naroku 31 nebo 32 vybrany ze skgpinyéz?hrnujici pKFN-305,
pKFN-374, pMT-636 a pLaC-240, j na obrézeieh- c.

Kmen kvasinek, schopny exprese heterologniho proteinu nebo
polypeptidu, ktery je transformovan vektorem podle naroku
33.
by,

Zptsob vyroby polypeptidu v budice, vyznadujici se tim, zZe
zahrnuje kultivovani kmene kvasinek podle naroku 35
v zivném prostfedi =za exprese a sekrece vznikajiciho
heterologniho proteinu nebo polypeptidu, nadeZz se protein

nebo polypeptid izoluji z prostredi.

13,2 a5




1/18 PV 105 50

1 5 10
MetAlaLysArgArgProAspPheCysLeuG1uProProTerhrG1y
NcoT _Stul

CATGGCCAAAAGAAGGCCTGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGT
CGGTTTTCTTCCGGACTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCA

15 20 25
ProCysLysAlaArgIleI1eArgTerheTyrAsnAlaLysAlaGly

CGATGTAAAGCTAGAATCATCAGATACTTC TACAACGCCAAGGCTGGT
GGTACAT GATCTTAGTAGTCTATGAAGATGTTGCGGT GACCA

30 35 40
LeuCysGlnThrPheVa1TyrGlyGlyCysArgAlaLysArgAsnAsn

TTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTIGCAGAGCTAAGAGAAACAAC
AACACAGTTTGAAAGCAAATGCCACCGACGTC ATTCTCTTTGTTG

45 50 ' 55 58
PheLysSerAlaGluAsprsMetArgThrCysGlyGlyAlaStop

#

Xbal
TTCAAG TGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGTGGTGCCTAAT
AAGTTCAGACG TTCTGACGTACTCTTGAACACCACCACGGATTAGATC
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gﬂ‘
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10 20 30 40 50 60

{ { |
GAATTCCATTCAAGAATAGTTCAAACAAGAAGATTACAAACTATCAATTTCATACACAAT

70 80 90 100 110 120

ATAAACGACCAAAAGAATGAAGGCTGTTTTCTTGGTTTTGTCCTTGATCGGATTCTGCTG

METLysAlaValPheLeuValLeuSerLeuIleclyPheCysTrp

130 140 150 160 170 180
l
GGCCCAACCAGTCACTGGCGATGAATCATCTGTTGAGATTCCGGAAGAGTCTCTGATCAT
AlaGlnProValThrGlyAspGluSerSerValGluIleProcluGIuSerLeuIleIIe
190 200 210 220 230 240
l

CGCTGAAAACACCACTTTGGCTAACGTCGCCATGGCTAAGAGAGAATTGAGACCTGATTT

AlaGluAsnThrThrLeuAlaAanalAlaMETAlaLysArgGluLeuArgProAspPhe

250 260 270 280 290 300
CTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGATACTTCTACAA

CysLeuGluProProTerhrGlyProCysLysAlaArqI1eIleArgTerheTyrAsn

310 320 330 340 350 360
CGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGCAGAGCTAAGAGAAACAA

AlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCysArgAlaLysArgAsnAsn

370 380 390 400 410
CTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGTGGTGCCTAATCTAGA

PheLysSerAlaG1uAsprsMETArgThrCysGlyGlyAla

Fig. 4
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10 20 30 40 50 60

[} l

GAATTCCATTCAAGAATAGTTCAAACAAGAAGATTACAAACTATCAATT

TCATACACAAT

70 80 90 100 110 120

4

ATAAACGACCAAAAGAATGAAGGCTGTTTTCTTGGTTTTGTCCTTGATCGGATTCTGCTG

METLysAlaValPheLeuValLeuSerLeuI1eGlyPheCysTrp

130 140 150 160 170 180
GGCCCAACCAGTCACTGGCGATGAATCATCTGTTGAGATTCCGGAAGAGTCTCTGATCAT

AlaG1nProValThrGlyAspGluSerSerValGluIleProGluGluSerLeuIleIle

190 200 210 220 230 240

l
CGCTGAAAACACCRCTTTGGCTAACGTCGCCATGGCTAAGAGAGAATTGGACTTGAGACC
AlaGluAsnThrThrLeuAlaAanalAlaMETAlaLysArgGluLeuAspLeuArgPro
250 260 270 280 290 300

{
TGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGATACTT

AspPheCysLeuGluPro?roTerhrGIyProCysLysAlaArgIleIleArgTerhe

310 320 330 340 350 360

CTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGCAGAGCTAAGAG

TyrAsnAlaLysAlaG1yLeuCysGlnThrPheValTyrGlyGlyCysArgAlaLysArg

370 380 390 400 410
AAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGTGGTGCCTAATCTAGA

AsnAsnPheLysSerAlaGluAsprsMETArgThrCysGlyclyAla

RVIS
Fig. 7 26
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70 80 S0 100 110 120
l I ’ !
ATAAACGACCAAAAGAATGAAGGCTGTTTTCTTGGTTTTGTCCTTGATCGGATTCTGCTG

METLysAlaValPheLeuValLeuSerLeuI1eG1yPheCysTrp

130 140 150 160 170 180
GGCCCAACCAGTCACTGGCGATGAATCATCTGTTGAGATTCCGGAAGAGTCTCTGATCAT

AlaGlnPrOVa1ThrGlyAspGluSerSerValGluIleProGluGluSerLeuIleIle

190 200 210 220 230 240
CGCTGAAAACACCACTTTGGCTAACGTCGCCATGGCTAAGGAATTGGAGAAGAGAAGGCC

AlaGluAsnThrThrLeuAlaAanalAlaMETAlaLysGluLeuGluLysArgArgPro
250 260 270 280 290 300
l

TGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGATACTT
AspPheCysLeuG1uProProTerhrGlyProCysLysAlaArgI1eIleArgTerhe
310 320 330 340 350 360

H H | ]
CTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGCAGAGCTAAGAG

TyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrG1yG1yCysArgAlaLysArg

370 380 390 400 410
AAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGCTGGTGCCTAATCTAGA

AsnAsnPheLysSerAlaGluAsprsMETArgThrCysGlyGlyAla

Fig. 9 Pr
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10 20 30 40 50 60

l l
{
GAATTCCATTCAAGAATAGTTCAAACAAGAAGATTACAAACTATCAATTTCATACACAAT

70 80 90 100 110 120

{
]
ATAAACGACCAAAAGAATGAAGGCTGTTTTCTTGGTTTTGTCCTTGATCGG ATTCTGCTG

METLysAlaValPheLeuValLeuSerLeuI1eGlyPheCysTrp

130 140 150 160 170 130

GGCCCAACCAGTCACTGGCGATGAATCATCTGTTGAGATTCCGGAAGAGTCTCTGATCAT
AlaqlnProValThrGlyAspGluSerSerValcluIleProGluGluSerLeuIleIIe
190 200 210 220 230 240

!
CGCTGAAAACACCACTTTGGCTAACGTCGCCATGGCTGAGAGATTGGAGAAGAGAAGGCC

AlaGluA;pThrThrLeuAlaAanalAlaMETAlquuArgLeuGlULysArgArgPro

250 260 270 280 290 300
TGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTCCATGTAAAGCTAGAATCATCAGATACTT

AspPheCysLeuGluProProTerhrGlyProCysLysAlaArgIleIleArgTerhe

310 320 330 340 350 360
|

!
CTACAACGCCAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGTGGCTGCAGAGCTAAGAG
TyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGlyclyCysArgAlaLysArg
370 380 390 400 410
! {
AAACAACTTCAAGTCTGCTGAAGACTGCATGAGAACTTGTGGTGGTGCCTAATCTAGA

AsnAsnPheLysSerAlaGluAsprsMETArgThrCysGlyGlyAla

Fig. 11
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3 ) 10 15
) AspPheCysLeuGluProProTerhrGlyPrOCysLysAlaArgIle
AAAGAGATTTCTGTTTGGAACCTCCATACACTGGTC

CETGTAAAGCTAGAATC
CTAAAGACAAACCTTGGAGGTATGTGACCAGGTACATNIICGATCTTAG

20 25 30 35
IleArgTyrPheTyrAsnAlaLysAlaGlyLeuCysGlnThrPheValTyrGly
ATCAGATACTTCTACAAC

GECAAGGCTGGTTTGTGTCAAACTTTCGTTTACGGT
TAGTCTATGAAGATGTTGCGGTTAOCGACCAAACACAGTTTGAAAGCAAATGCCA

40 45 50

GlyCysArgAlaLysArgAsnAsnPheLysSerAlaqluAsprsMetArgThr
GGCTtCAGAGCTAAGAGAAACAACTTCAAG TGCTGAAGACTGCATGAGAACT

CCGACGTCTCGATTCTCTTTGTTGAAGTTCAGACGACTTCTGACGTACTCTTGA

55 58

CysGlyGlyAlaStopXbal
TGTGGTGGTGCCTAAT

ACACCACCACGGATTAGATC

Hgal A

®

Xbal

19
)
Fig. 12 vA%
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10 20 30 40 50 60
| L { { l |
GAATTCCATTCAAGAATAGTTCAAACAAGAAGATTACAAACTATCAATTTCATACACAAT

70 80 90 100 110 120
1

' 1 ' { { { {
ATAAACGACCAAAAGAATGAAGGCTGTTTTCTTGGTTTTGTCCTTGATCGGATTCTGCTG

METLysAlaValPheLeuVallLeuSerLeulleGlyPheCysTrp

130 140 150 160 - 170 180
) [}

' ] l ’ [} '
GGCCCAACCAGTCACTGGCGATGAATCATCTGTTGAGATTCCGGAAGAGTCTCTGATCAT

AlaGlnProValThrGlyAspGluSerSerValGlulleProGluGluSerLeuIlelle

190 200 210 220 230 240

: { { { { {
CGCTGAAAACACCACTTTGGCTAACGTCGCCATGGCTAAGGAATTGGAAAAGAGATTCGT

AlaGluAsnThrThrLeuAlaAsnValAlaMETAlaLysGluLeuGluLysArgPhevVal

250 260 270 280 290 300

{ { ! { { {
TAACCAACACTTGTGCGGTTCCCACTTGGTTGAAGCTTTGTACTTGGTTTGCGGTGAAAG

AsnGlnHisLeuCysGlySerHisLeuValGluAlaLeuTyrLeuValCysGlyGluArg

310 320 330 340 350 360
{ | { { { ¢

AGGTTTCTTCTACACTCCTAAGGCTGCTAAGGGTATTGTCGAACAATGCTGTACCTCCAT
GlyPhePheTyrThrProLysAlaAlaLysGlylleValGluGlnCysCysThrSerIle
370 380 390 400 410
{ { | { {
CTGCTCCTTGTACCAATTGGAAAACTACTGCAACTAGACGCAGCCCGCAGGCTCTAGA

CysSerLeuTyrGlnLeuGluAsnTyrCysAsn

?A'Yﬁﬂ 2
Fig. 16 25
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10 20 30 40 50 60
| l | ! ! !
GAATTCCATTCAAGAATAGTTCAAACAAGAAGATTACAAACTATCAATTTCATACACAAT
; 70 80 90 100 110 120
! ! ! ,: ! x
ATAAACGATTAAAAGAATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCAGTTTTATTCGCAGCATC

METArtheProSerIlePheThrAlaValLeuPheAlaAlaSer

130 140 150 160 170 - 180
H {
CTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATCAAACGGCACAAATTCCGGC
SerAlaLeuAlaAlaProValhsnThrThrThrcluAspcluThrAIaGlnIleProAIa
190 200 210 220 230 240
{ {
TGAAGCTGTCATCGGTTACTTAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATT

GluAlaValI1eGlyTereuAspLeuGluGlyAspPheAspValAlaVa1LeuProPhe

250 260 270 280 290 300
{ ! {
TTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGC

SerAsnSerThrAsnAsnGlyLeuLeuPheI1eAsnThrThrIleAlaSerIleAlaAla

310 320 330 340 350 360
! {
TAAAGAAGAAGGGGTATCTTTGGATAAAAGAGAAGTTAACCAACACTTGTGCGGTTCCCA )

LysGluGluGlyValSerLeuAspLysArgG1uVa1AsnGlnHisLeuCysClySerHis

370 380 390 400 410 420

CTTGGTTGAAGCTTTGTACTTCGTTTGCGGTGAAAGAGGTTTCTTCTACGAACCTAAGGC

LeuValcluAlaLeuTereuVa1CysGlycluArgGlyPhePheTyrcluProLysAIa

’ 430 440 450 460 470 480
A ! !
TGCTAAGGGTATTGTCGAACAATGCTGTACCTCCATCTGCTCCTTGTACCAATTGGAAAA

AlaLysGlyI1eValGluGlnCysCysThrSerIleCysSerLeuTyrGlnLeuGluAsn

4390 500 510
H { {
CTACTGCAACTAGACGCAGCCCGCAGGCTCTAGA

TyrCysAsn Fig' 17
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