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1 - 0324712 Derivatives of hirudin and the genetic
engl neering preparation thereof are _disclosed in the European Patent
Application with the publication nuﬁB@r”fﬁﬁ‘BA) 0,171,024. 1t has now been
found that the hirudin derivative with 5 the am no acid sequence 0O 1
10 Leu- Thr - Bgsehfélbundsp- Cys- Thr-d u- Ser- G y- @ n- Asn- Leu- 20
Cys-Leu-Cys-Qd u-A y-Ser-Asn-Val - Cys-Ad y-d n-Q y- Asn-

30 Lys- Cys- | | eAusderegpbpaischen Pmsqmlyumder rﬁmmhynsﬁn@@er(%‘\wm 024 sind Derivate

- 50 Val - Thr - @psHirgtip urd ilyre gentachmisgbq Netstqly biSer - Hi s- Asn- 60 15

Asp- d y- Asp- PIﬁ?—V@f"GJ‘@WI’%‘PPGaﬂ'“&'!"GDﬂ" r ANRIDRSRYreRenetZ o nunber of

- advantages. The nunbering used in EP-A 0 171,024 has been retained in this
. sequence. Hi ruffn land its derivatives differ ini®jol ogi cal activity,
- WRi ch can be aéu-THi-and-Thii-Rspr-epseThiAGlbes@P- Gl y{GlimiAsn-Lau-Cysenbi n

" and/ or dlofferences in the stabil- ity,~The hirudin derivative according to
the invefftion is, surprisingly, distinguished by special activity. It has
al so been fourePu+RHS+Gla-IGLya@iexn-Aent Valr Ces=Ctir Bkt Aste Liv#r EXBron i s
particul arly advant agegmsly 25 expr essed in yeasts. Oorrpar i4pon

N-Lor mi g Thr ES T G SRy ape od s FRUSEUE A Tt Yt BB "8 essi on

from yegs'lt3 ceI I s i s advant ageous not onI y bec&@se the hirudin derivative is
secrete ut Grip30 RIRE I b I

AL AN P ¥1nP8EAVA sl AsnSaspTd14AAep- Phe-
quantltatlvely In tHe correrct g?hed ?ormandshag hlégﬁh aéi?l vsl‘bty eFI gure 1
shows cl oning vectors for obtéi ning a gene structure which codes for the

yeésrxt Mrao preOGIItS-(GILD-rmé%IHroamw-b&uhmyud:.éudelnvat ive according to the
i nventi on.

eine Relhe von Vortellen aufweist. In dieser Sequenz wurde die Numerierung gemé&R EP-A 0 171 024 beibe-
halten.

25 Das Hirudin und seine Derlvate weisen unterschiedliche biologische Aktivitét auf, was auf eine unterschied-
liche Affinit&t zum Thrombin und/oder eine unterschiedliche Stabilitét zurlickgefiihrt werden kann. Das erfin-
dungsgeméRe Hirudin-Derivat zeichnet sich liberraschenderweise durch eine besondere Aktivitét aus.

Weiterhin wurde gefunden, daB das erfindungsgemé&e Hirudin-Derivat besonders vorteilhaft in Hefen
exprimiert wird. Wie Vergleichsversuche zeigten, erfolgt eine Expression von analogen Hirudin-Derivaten, die

s0  N-terminal mit Thr-Tyr oder lle-Tyr beginnen, nur mit niedrigen Ausbeuten.

Die Expression aus Hefezsllen ist nicht nur deshalb vorteilhaft, weil das Hirudin-Derivat sekretiert wird,
sondern vor allem deshalb, weil es praktisch quantitativ in richtig gefalteter Form vorliegt und hohe Aktivitét
zeigt.

Die Figur 1 zeigt Klonierungsvektoren zur Gewinnung einer Genstruktur, die fiir das Hefe-MFa-Vorlaufer-

35 protein und das erfindungsgeméRe Hirudinderivat codiert. Die Figur 2 zeigt einen Hefe-Expressionsvektor mit
dieser Genstruktur.

Die Herstellung des erfindungsgem@Ben Hirudin-Derivats kann selbstversténdlich auch nach anderen Me-

, thoden erfolgen, beispielsweise durch Expression in Bakterien oder in hGheren eukaryotischen Zellen wie In-
N\ sektenzellen oder tierischen Zellen. Bevorzugt wird jedoch die Expression aus Hefesystemen, beispielsweise

40 unter Verwendung der Hefe-Arten, wie sie in der EP-A 0 248 227 aufgefiihrt sind, z. B. Pichia pastoris,
Hansenula polymorphis, Schizosaccharomyces pombe oder bevorzugt Saccharomyces cerevisiae.

Vektoren fiir die Expression in Hefen sind in groBer Zahl bekannt, beispielsweise aus EP-A 0 060 057, 0
088 632, 0 116 201, 0 121 884, 0 123 544 und 0 195 691. Die Herstellung des erfindungsgeméRen Hirudin-
Derivats wird im folgenden anhand des Hefe-a-Faktorsystems beschrieben, was jedoch nur als beispielhaft

45  zuverstehen ist, da in an sich bekannter Weise auch andere Expressionssysteme eingesetzt werden kdnnen.

Die Struktur des Hefe-Pheromongens MFa, ist bekannt aus Kurjan und Hershkovitz, Cell 30 (1982) 933-
943, wo auch die Mdglichkeit der Expression anderer Gene und die Sekretion der Genprodukte diskutiert wird.
Diesbezliglich kann auch auf Brake et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984, 4642 -4646, verwiesen werden.

Als Hefevektoren werden vorteilhaft sogenannte "shuttle®-Vektoren verwendet, die einen bakteriellen

50 Plasmid- und einen Hefeplasmid-Replikationsursprung sowie Gene zur Selektion in beiden Wirtssystemen
aufweisen. Ferner enthalten solche Vektoren die zur Expression fremder Gene notwendigen Promotorsequen-
zen und gegebenenfalls zur Verbesserung der Ausbeute eine Terminatorsequenz, so daB das heterologe Gen
- zweckméBig fusioniert an sekretorische Signale - zwischen Promotor und Terminator angeordnet ist.

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele néher erléutert. Prozentangaben beziehen sich auf das

55  Gewicht.



-2- Figure 2 shows a yeast expression vector havi-ng this gene structure.
The hirudin derivative according to Lta%gj]l qtion can, of course, also be
prepared by different methods, for £ %%] e by expression in bacteria or
i h hi gher eukaryotic cells- such as insect cells or animl cells. However ,
expr essi on PelepishicKenstryktiondas Expespionsvektored, for exanpl e using the yeast

- Speci es Ilsted |n EP-A 0,248,227, for exanpl e, Pi chi a astorl

Hansenul a Wing dje D%&QUSBHFE%%B@F@PW he
Sacchar omyc éL!P"E Mlﬂgl"ﬁé‘"‘“‘ﬂsﬁ”&f‘ é% bis, it fns MFgrvo ins und entsprclitin Vbﬁse"ﬂ'ch n def

expr essi 8n |nﬂﬁrl %g:q f [ s 060 9%5 en ver éndetun
: ﬁ 113 ZOé O 2P markiert. Mit ‘Kg:eg%ig (#’0 au e“:! ommc ({%l ﬁ%ﬁ( Zrh
: | rudi nh erl 'X‘ﬁ ﬁch%ﬁ ? . ef@orie%hlnh@ra{o éﬁlﬂ: Fhlﬁa smd)
; ng the Y44 (Gep Clsbiiert. 'wertdr LigPh-p ébgn.f Hi ddsS u%ﬁ tirp
merely by, Wi rufigsBkBRtirhent iAbritfifert mfgan %&s%ﬁem&nﬁm :anﬁa@a@wabaqsdn&t Jsed
in a manner KReNHA JBBNAévonre. Diesd WiRi nitECHH) bsbpateRiind Bl¥Sind 6.6%-idah aeumﬁmaﬁmt
Mr[err] is INashdne™S6RkHSH thafidte eﬁﬁnﬁ)ﬁﬂ\ﬂietﬁanbﬁaﬁgjgeﬁ@w@b jerfd
the possi bi IphididlerOPhagenriNeS &b icadf,75%b PREMEHRAMFeish A ﬁsadﬁmhs‘equéﬁzlai}bn“m&t,me
product s i S efectehitdirm Ertmgébpalienurididasentspidtionde Feagmerit BbiRFtEDWE PekibPHUCHINGNd it E¢ORM €
" to Brakesset gédffnet urdmit demf 1)75.kbResginent At FtLigdse umgdsast. Bdn ef R 9éh) Klonlktuhgswikicki3. The
yeast vect or s lhnierTdbelai2sinddiatdloriengngevekioren aufoefihrs die alls-aufBasis ebws plitiPlasmidskostragers
whi ch have aurden. DigiTabelld zeigthidriei nuc die Palylinkef-Regidp die¢ep Véktoren|ir| desiblichendtd'-Rifhtung\woea s t
pl asni d, as beisliel MizsSeguangen dutsh punitiestotund tie Hitudino$aquengen durh gesirichelte bipien angedeutet
Fur t her nor e sind-Burchgezogete Linigndedeyion PG hpw iLinkerfeqaughzennbiedtigus brpigkdiese Konieruaasyskr y

f or-the &xpitasenschamatisch pngnichtyaefabegetreu.
Mit dem Ligationsgemisch wird der Stamm E. coli 79/02 transformiert. WeiBe Kolonien werden isoliert,

hieraus die Plasmid-DNA gewonnen und Plasmide, die das 1,75 kb-EcoRI-Fragment enthalten, identifiziert.

Die natiirliche DNA-Sequenz des Vorl&uferproteins flir MFa enthéit im Bereich der Codons fiir die Amino-
siuren 8 bis 10 eine Pstl-Schnittstelle und im Bereich der Codons fur die Aminosduren 48/49 eine Tagl-

25  Schnittstelle. Aus der isolierten Plasmid-DNA wird nun durch Umsetzung mit Psti und Taql das Fragment iso-
liert, das fiir die Aminos&uren 9 bis 48 der MFa-Vorldufersequenz codiert. Der Vektor pUC18 wird mit Pstl und
Kpnl gedffnet und mit dem Pstl-Tagl-Fragment sowie mit der synthetischen DNA-Sequenz | mit Hilfe von T4-
Ligase umgesetzt. Mit dem Ligationsgemisch wird E. coli 79/02 transformiert. Das Transformationsgemisch
wird auf IPTG-Xgal-Ap-Platten ausplattiert. Weille Kolonien werden isoliert und die Plasmid-DNA dieser Klone

30  durch Restriktionsanalyse charakterisiert. Man erhéit so den Klonierungsvektor 2, der fiir die Aminos&uren 8
bis 80 der MFa-Vorl&ufersequenz codiert.

Aus dem Klonierungsvektor 2 wird durch Umsetzung mit Pstl und Kpnl die genannte codierende Sequenz
ausgeschnitten und in die im folgenden beschriebene Liglerung eingebracht. Hierzu wird der Klonierungsvek-
tor 1 mit EcoRl und partial mit Pstl umgesetzt und das die Codierungssequenz fiir die ersten 8 Aminoséuren

85 der MFa-Vorlaufersequenz umfassende Fragment isoliert. Weiterhin wird der Vektor pUC19 mit EcoRI und
Kpnl geéffnet und mit den beiden beschriebenen Fragmenten ligiert, wobei der Klonierungsvektor 3 entsteht.
Dieser codiert fiir die gesamte Vorlaufersequenz des MFa bis zur Aminoséure 80.

. Als Ausgangsmaterial fir den grRten Teil der Hirudin-Sequenz dient das in der EP-A 0 171 024 als "DNA-
\— Sequenz I" wiedergegebene synthetische Gen, das in der vorliegenden Tabelle 1 als DNA-Sequenz IV aufge-

40 fiihrt ist. In dieser Sequenz sind die Restriktionsenzym-Schnittstellen durch Unterstreichung hervorgehoben:
Im Bereich der Aminoséuren 1 bis 3 schneidet Accl, im Bereich der Aminoséuren 30/31 BamHI und, beginnend
mit dem letzten Stop-Codon, Sacl. Am 5’-Ende des Gens findet sich die Giberhéngende Sequenz fiir Xbal und
am 3'-Ende die liberh@ngende Sequenz fir Sall.

Dieses synthetische Gen wurde in zwei Teilen subkloniert (Figuren 1 und 2 in der EP-A 0 171 024). Diese

45  Subklonierungsvektoren sind in der Tabelle 2 unter Nr. 4 (entsprechend Figur 2 von EP-A 0 171 024) bzw. 6
(entsprechend der Figur 1 von EP-A 0 171 024) wiedergegeben.

Der Klonierungsvektor 4 wird mit Hincll und Hindlll gedffnet und die linearisierte DNA wird mit der DNA-
Sequenz Il (Tabelle 1) ligiert. In dem so erhaltenen Klonierungsvektor 5 ist an der stumpfendig ligierten Stelle
eine Ncol-Schnittstelle gebildet worden. '

50 Aus dem Klonierungsvektor 6 wird das fiir die Hirudin-Teilsequenz codierende Fragment durch Totalver-
dauung mit BamHI und Accl herausgeschnitten. Dieses Fragment wird dann mit dem Klonierungsvektor 3, der
mit BamHI und Kpnl gedffnet wurde, sowie mit der DNA-Sequenz lll (Tabelle 1) ligiert. In der DNA-Sequenz
11l sind die letzten drei Codons in der gleichen Weise numeriert wie in der DNA-Sequenz IV (Tabelle 1). Man
erhilt so den Klonierungsvektor 7, der fiir die ersten 80 Aminoséuren der Vorl&ufersequenz von MFa und die

85  ersten 30 Aminos3uren des erfindungsgeméBen Hirudin-Derivats codiert, wie durch DNA-Sequenzanalyse
bestétigt wurde.

Aus dem Klonierungsvektor 5 wird mit BamHI und Hindlll das Fragment ausgeschnitten, das fiir die Ami-
nos#uren 31 bis 64 von Hirudin codiert. Dieses Fragment wird in den mit den gleichen Enzymen ged&ffneten

3



and, where appropriate, a term nator sequence for inprov- ing the yield, so
that t he heterol ogous gene - expediently fused to secretory signals - is

| ocated 35 between the pronoter akB9 f"é”ﬂ?ﬁ&tor -3- The invention is
expl ained in detail by the Exanples which follow Percentage data relate to
wei ght . ExaRphierudgsvekionzkglertCwabeirdenKloridnngavektoradseg haiten wikicdeo fur die prsteh §0 ArhinosBirsh
sequence | @erMFhdoridufersequenaink dis gesauitelSpquenz des ledfingiingsgpriifier HinusinHRerjvatsdodiert. [DI¢A
sequence co8egkiuf diesea Riasmidsovdrid durchiRestriitiopganalyse bpatétii-a  pr ecur sor protei n and
essen- ti al | y ResPlesmip¥epdd (Brogch ¢tel.(Gene$ HP7IDAR) wietmibBamtl ogSfipet y gstepengen
initially ugwn kit %'wpwﬂe'vmmseu aigefiilt (Rie (A yissh it Sthapol coefilt ypq spit alkaliseher o
this purposB‘“F%’PhﬁPhata‘feé’BEﬂ“ robe i s

gene, 17 om a gl ey gmm%s;:z@;iw%ﬂm% eiahie

Vay, Palg AP{RL R kil 1R vgm oS
th f (9t igig%l |gtT n:werdén miteinande t, wo la d
Phgggs ?r oor“ '”8 g%d lg lSL)“’as p§5|+'P%e‘a§jjee |50Fw:lhth a?ﬁ propagat eJ and
the DNAis 0 t\ﬁi pH¥a71 @kh@sﬁhﬁeﬁen%ﬁmﬁgdmnthfﬁ%%uemT@t‘ﬂfﬁaﬂ&&eﬂ&t@er—

0. 8% agar os @erﬂ ure l;lseé de?E RAdl bRt gRdn sfok B8 NeSIEURl/oder iE BARIIYCRIRBtelloh. 2
hybridi zgd W tNack A M@&ﬁ MRIRSAwirt dasPREGR pdNA 7\ tielBudiAseditTtigen
approxi mat e hyfaéan?n'ée \lvb (J trpagrrmh) (dﬂritﬁiﬂet &, IPrdcicad. etk St USA 8RV4885) 6250Puna OMB-6{cfo.
agai n cl eaved2-giif2burkdVRuBNETep1/ap1, hikB11C A6/iEBTIONS|i wrep/iady) IyeZilys2'S aigd-dV/ated.
The vect or pddT/ede1") MaggiEnn Deyit.Mol. BioloNRissathakettssGenbreidHospital/ Bobsto UBB) nachider1Sthiip-
f ragnment usimethodedvoh itg) s et.al., [ Baotekrial ) 1 530(1988)C 160 trarisforrsierd (planiere die aufiseektivesnMedipm
vedtor s aahi olmedp@intZusdtzdachyen Eripkre werdeudsaliertilinid vereinzeit. Hefe-Minimalmedium wird mit den ein-
zelnen Kolonien beimpft und 24 Stunden bel 28°C inkubiert. Die Zellen werden abzentrifugiert und der Uber-
stand in einem Thrombin-Hemmtest auf Hirudinaktivitét Gberpriift. Aus Hefeklonen, deren Uberstand Hirudin-
Aktivitit zeigt, wird die Plasmid-DNA reisoliert und durch Restriktionsanalyse charakterisiert. Die transformier-
ten Hefest&mme werden fiir die folgenden Expressionsversuche eingesetzt.
25 .
Belspiel 2: Expression

10 mi Hefevolimedium wird mit Zellen, die aus einer frischen Ubernachtkultur eines nach Beispiel 1 erhal-
tenen Stammes aus selektivem Medium entnommen wurden, so beimpft, daR eine optische Dichte ODggo =
30 0,1 erreicht wird. Die Kultur wird 8 Stunden bel 28°C geschiittelt, worauf 90 ml frisches Medium zugesetzt wer-
den. AnschlieRend wird die Kultur fiir weitere 20 Stunden geschiitteit. Die Zellen werden abzentrifugiert und
die Hirudinaktivitat im Oberstand bestimmt.

Beispiel 3: Aufarbeitung

Nach Beispiel 2 erhaltener Uberstand wird auf pH 3 bis 5 anges&uert und auf eine mit 0,1 M Essigséure
gquilibrierte Adsorptionsséule mit einem porbsen Adsorberharz aus einem Copolymer von Styrol und Divinyl-
, benzol (EDIAION HP 20) gegeben. Nach Waschen mit Tris - HCl (pH 8,5) und 50 mM Essigséure erfolgt die
K/ Elution mit 30 %igem Isopropanol. Die das Hirudin-Derivat enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und Gber
4  eine Q-SEPHAROSE®-Saule gereinigt, die mit 20 mM Piperazin - HC| (pH 6) &quilibriert wurde. Die Elution
erfolgt hierbei diber einen 0 - 0,25 M NaCl-Gradienten. Die das Hirudin-Derivat enthaltenden Fraktionen werden
erneut vereinigt und durch HPLC {iber eine C18-"Reversed Phase"™-Chromatographiesdule gereinigt. Das so
erhaltene Reinprodukt wird anschlieRend einer automatisierten Proteinsequenzanalyse unterzogen.

45 Beispiel 4: Vergleichsbeisplel

Verfahrt man geméR Beispiel 1, setzt jedoch an Stelle der DNA-Sequenz lll (Tabelle 1) die folgenden Se-
quenzen ein, so kann man im Oberstand der Hefekultur nur eine minimale Hirudin-Aktivitit nachweisen.

50
1 2
(Pro)}) Leu Asp Lys Arg Thr (Tyr)
5' CT TTG GAT AAA AGA ACG T
55 Illa 3' CAT GGA AAC CTA TTT TCT TGC ATA
(Kpnl) : (Accl)



constructed on the basis of a pUC plasmd. This table shows only the -

pol yl i nker region of these vectors in the 30 usual 5'-3" direction, with
the MF[err] sequences being indicat EB983#%8Bled 1ines, and the hirudin
sequences being indicated by broken lines. Full - lines denote pUC and |inker
sequences. Figure 1 shows these cloning vectors diagrammtically and not to
scal e. -4- The strain E. coli 79/02 is transfornmed with the |i &ation

m xture. Wiite colonies are igpra)edied he Aypasrrt,g}sDNAAfg obgpg nqq- rjom
them and plasm ds wh.ch contai pl henlc h fr entified.
5 The nafural DNA sequence of th& precursor pro el'n f a{‘ ins in the
regi on of the tbtRns ¥or £¥FnoSGRki dsAACt o CRR o M3 c'l-'@'évad’é"-‘él té'l'énd in

t he region of the codons (RKpaIdm no acids 48/ 49 a Taql cleavage site. The
fRagment which codes for amno acids 9 to 48 of the M-[err] precursor 10

B oo 'TS ”%ﬁ! ?&’Jnﬁﬁ E‘?re.f D De%z \rr%%hﬁr&r%ﬁ ald %F@Lr?e' Ré@g% d(?{hgﬂ&r% ont

with the Pstl FYragmant as We as vvlth the synthetic DNA sequence |
using T4 Irgase E. coli 79/02 is transfornmed with the 15 i gation

m xture. TheTapahke ol mePMArSeguense® s pl ated out on | PTG Xgal - Ap pl at es.
Wi te cojsonies are isolated, and the plasm d DNA of these clones is
characterized by restriction a ysis. In this way és obt ai ned the cl oni ng
vector 2 which codes for amno™acids 8 to 80 of th 5e MF[err] 20 precur sor
sequence. The 8ai d 2odi neF ARG GCT 60T FUEC GFAt HEC AGHI- ng vector 2 by
reaction with Pstl. and Kpnl ,ransha ©danicaddpgedscft oad hgsg | 1 gati on

descri bed® bel ow For t{qﬁ Purpose the cloning vector 1 is reacted with
EcoRl and partially w

60 65
AAC AGT ACT AAT AAC GGT TTA TTG TIC
25 TTG TCA TGA TTA TTG CCA AAT AAC AAG
70
% ATT AAT ACT ACT ATT GCT AGC ATT GCT
TAA TTA TGA TGA TAA CGA TCG TAA CGA
75 80 _
35 GCT AAA GAA GAA GGG GTA C 3’
CGA TTIT CTT ZTT CCC. 5!
: (Kpnl)
Y
40
II. 5' CATGGA 3'
3! GTACCTTCGA 5!
ad (HindIII)
50 (Pro) Leu Asp Lys Arg Leu Thr (Tyr)
I1X1. §' CT TTIG GAT AAA AGA CIT ACG T 3
3' CAT GGA AAC CTA TTT TCT GAA TGC ATA 5!
(KpnI) (AccI)
55



25 Pstl, and the fragnent conprising the coding sequence for the first 8
am no aci ds of the M[err] precursor uence is isolated. In addition, the
vect or pUCL9 is opened with EcoRI 43851 BIhd ligated with the two
fragnents described, resulting in the cloning vector 3. The latter 30

codes for the conplete MF[err] precursor sequence up to amno acid 80. The
starting material used for nost of the hirudin sequence is the synthetic
gene which is depicted in EP-A 0,171,024 as "DNA sequence |" and is shown
in the presgRi-sdduenda © 1 as DNA sequence |V. The restriction enzyne
cleavage sites in this sequence are errphasr zed by -5 underlini ng: Accl

cutsrnthe‘l‘rm}re&H]@ﬁ amino acids 1 to 39 E her iorﬁ f am no
aci ds 30/ 31y ma Bl cuts starfing with ne §t S op coaon he p‘&

t (udi ng SeqUBEC Grhghg Xbal | 'l oent edcat he 5Acend Taft t hers Gag;enerccand t he
prot rudi ng agepteree. fs::rraﬂal 13'i s Iocat'éd Gact h@cg' 34 TeAs A% heddT gene
was subdfoned in two parts (Fi gure q2 in EP Ag 171, 024) ,gThese
subcl oni ng gggtoré %gl ct gd,i gbl %sg unq‘(g[l Nocyg (Q_,gﬁresr@ggdl ng to

Fi gure 10 A Qol/1,0 43’ a avor responding to Bogure 1 of EP-A
0,171, 024) . AThe clcaAi nngct 01667 |§AGperf@G Wi t9FGH n&BE akd@SHi ndCEl, and the
lineari zgd BRA i sCEFgat 8Awi t KCANASTEqUERTSe | ICAFTabASS 1) SARn NESF cl eavage
site has beq forgegd at ;ghe 13¢ sijdpe Which hag undesgonesbl untzsended
ligation ingthe Clcai ng séect omsh OlMaai nezysi n tdiys wain Thﬂyf ragesent codi ng
for the hirudin part-s ence i s cut_out?’®f the cl O%ANE Vit or by tot al

C

di gestion wi3Ph BafR andTAccl Lighi S agifent ide d wigds the
, A
cl ani ng 2 C';&
26 27 29 30 31 32 34 35
Lys Cys Ile Leu Cly Ser Asp Gly Glu Lys
90 100 110

AAA TGC ATC CIT GGA  TCC GAC GGT GAA AAG
25 TTT ACG TAG GAA CCT AGG - CIG cca CIT . TIC

36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
Asn Gln Cys Val Thr Gly Glu Gly Thr Pre
120 130 140

AAC CAG TGC GIT ACT GGC GAA GGT ACC CCG
30 TTG GTC ACG CAA TGA CcCG CTT cca  TGG GGC

46 47 48 49 50 51 52 S3 54 S5
Lys Pro Gln Ser His Asn Asp Gly Asp Phe
150 160 170

AAA cCcG CAG TCT CAT AAC GAC GGC  GAC TTC
35 TIT GGC GIC AGA GTA TG CIG cCG CIC AAG

56 57 58 59 60 61 62 - 63 64
Giu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gln Stp
; 180 190 200
\_/ GAA GAG ATC CcCT GAG GAA TAC CTT CAG TAA
: 0 CTT CIC TAG =~ GGA CIC CIT ATG GAA GTIC ATT
Stp
210
TAG AGC TCG 3
ATC TCG AGC AGC T 5'
45
80
55



20 vector 3 which has been opened wth BanH and Kpnl, and with DNA
sequence |1l (Table 1). The last thre cogggf in DNA sequence Il are
nunbered in the sanme way as in DNA %ﬁﬁ@ﬂ 'V (Table 1). This results in
tthe cl oning vector 7 which codes for the first 80 am no acids of the
MF[err] 25 precursor sequence and the first 30 am no acids of the hirudin
derivative aTabedileg2t oKldmeierureyuviektpres has been confirnmed by DNA
sequence anal ysis. The fragnment which codes for am no acids 31 to 64 of
hirudin is cut out of the cloning vector 5 with BanH and 30 Hi ndl ||

This frafnentri-s | iBYfed into the cloning vector 7 which has been opened
with the sama enzynes9 resitt-i-qy, V5 kihex-FlragmegtyectEar 8 whi ch codes for
the first 80,am no aggds ofgl.he, M 4&yy.l..preqyrgergpeqpence and the

conpl ete sequence of the hirudin derivative_ ac or?%g 10p35;_ the
inventiog. THe struct8re ofBtHhi's(m e i 8T CoArT T 65by restriction
anal ysis. Tha& pl asn d8Yepl 3B{-Br (Ghixt3le64dl S;HCelid- 8 (1979) 121) is opened
with BanHl, and the pgotru_'Iulfﬁyyglggq)tngegdin wi t h Kl enow pol yner ase.
The DNA is precipitated with 5 __ethanqgl and tyreated with bovine al kaline
phosphat ase. 6The fradfent Bt MEFA-Ca-nfrusfiPderivative and the Ma
precursos sequence i 39cut old-B4- 4 (HErSi0eli)ng-kectBr: -§af T8 ke 2P wilt-h Ncol
and EcoRl, a%ﬁAthe prgt r udi g wiels 8 Heial B§d. L B asg deggraduegh ..19...gThe two
bl unt - ended sequences are ligated together, resulting in plasmds
pafHrl17 and p[err]fH rl8 (Figure 1). These two plasmds differ only in the
orientation of the inserted fragnent. It is possible to insert, as

described in EP-A.Q, Mgl Qfhentan 2@ term natgsrd@MRsééQamAn the inserted
sequence (Figures '

Abkirzungen fiir Restriktionsenzyme
25 A = Accl

B = BamHI
E = EcoRI
He  =Hincll
Hd  =Hindill
30 K = Kpnl
N = Ncol
P =Pstl
s = Sall
T =Taql
35 X = Xbal
Patentanspriiche

40 Patentanspriiche fiir folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

1. Hirudin-Derivat der Aminoséuresequenz

0] 1 10
® Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu- Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-
20
Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-
50 30 40
Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-
_ - 50
o Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-
60

Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln



4.to 6 of EP-A 0,171,024). Suitable for this purpose are The Ncol and/or

BanmHl cl eavage sites. After anplification of the plasmd [ ﬁ MML“" :

MVR94, the plasmd pafHirl7 is transEBOBed742®10 t he | eucin l“““ |mw

yeast strains y79 ([err], trpl-1, leu2-1) (Cantrell et al., *Préc.t*Actad.5 *

Natl. Sci. USA 82 (1985) 6250) and DVM6-6 ([err]/[err]leu2-3,

112::ura3[err bys . [err], his3-11, 15/ hi s3- 11,

15, ura3[er% %?%5[%”%{%%/?51%%‘%’?‘{% err], arg4-17/arg4ferr],

adel [err]/adel[err]) (Maya Hanna, Dept. M. Biol. 25 Massachusetts

General dHospntal, Poston, USA) by the lithiumnethod of Ito, H et

al., J. Bactegiol. 15345(1983),. 163. 4ks@l.aLli i\ngl.g_col oni es which are
: PR R R LA

able to grow on sel ective nediu hout ~a ine is carried out.
Yeast mini mal 2nedi um #& i nochitaledSdr ¢8) 1 1€ 30(=-4& @) tRral col oni es and

i ncubat eg(éat 38C for 24 hourB-K-TFheacebd! &9 pr-e TSputk-a@as)and 1-RE-super nat ant
is examiéd ip a throngin inhibifi ASHAY. o Ye - lgrudin activity. The

pl asm d DNA fonm yeas'?g)cl ongéé] mh{)%%hslﬁper ne?; g{?t IFlléihows hirudin activity is
rei sol ated an@ charact &ri zetBby (Hix3k-&PstS-Nefidon anal ysis. The
transforned yeast Stragns a+B- UsEif3n-3Ihe -@p-&sa-on tests which foll ow
Exanmpl e 2; Expression,d0 n1_Q&_y_e_a_sg%%cgao_lz’e)t_q_l}@(ji_wni a-is%Q‘ég'-a,Iﬁd-E‘;t h

cells 5 “taken froma_fresh overni cul t'ure of a strain obtained as in
Exanple 1, fr8m sel ectPve nt¥ittinSq1r Glidb4r Ray -Bhar Kan' GpEOc &) - ddhsi By
ODferr] = 0.1 is reached. The culture is shaken at 28[err]C for 8 hours
and, then 50 ml of fresh nedium are added. The culture is then shaken for a
10. )furtgd"ler 20 hours._The cells are spun down,, and the hirudin activity
in the supernatant’iFgcSEANEAZEN Exanpl e 3~ “WiTHGiG-§§Iuenzen

Abkiirzungen fir Restriktionsenzyme
25 A = Accl

B = BamHI
E = EcoRlI
Hc  =Hincll
Hd = Hindlll
0 K = Kpnl
N = Ncol
P =Psti
] = Sall
T =Taql
3 X = Xbal
Patentanspriiche

40  Patentanspriiche fiir folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

1. Hirudin-Derivat der Aminoséuresequenz

o) 1 10
@ Leu-Thr-Tyr- Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-
20 |

Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-
50 30 ' 40

I_J_.—e_-_-_l’:.__eu- Gly-Ser-Asp-Gly- Glu- Lys-Asn-Gln-Cys-Val- Thr-Gly-

50 ;
o5 Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-
60 '

Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln

7



Seiper nat ant obtained as in Exanple 2 is acidified toip I ed
to an adsorption colum contai ni ng %@3{’?’ BY,0Us adsOrmﬁlﬂmwmwmﬂ d of
a copol yner of styrene and divinyl 24 cg[err] DAION HP 20

has been equilibrated with 0.1 M acetic acid. "Washing W|th Tr|s

HC (pH 8.5 aﬁ’UABGdimdd@féﬁ@'meﬂtidﬂtdefﬂoiﬂoﬁﬁu@cﬁem}enemqhmrm t-h 30% strength

i sopropanol The frac ont ai ni.n t hirudin derivative are
conbi ned and gﬁ(r“fr?"i r & ha@?ﬁ’& g@% "b&f ’g'?r um whi ch has been _
equi i br at ed;, Wibrfahre ziiWertelfih aﬁésrl'%lypeptm na(:lpkﬁsﬁr)lch ‘Ehé&lhﬁeekbﬁhzslgﬂn& %ﬁn laifie

with a 0% 0. 2 DNNhAA AhspllicA 8 iniber WilteRild éxarintidr@NS cont ai ni Ng t
derivative are again 25 conbi ned and purified by HPLC on a C18 reversed

phase chr omdk oYerégbtey nanh |Anspruch % dadypehrgekepnzeidhret, da&:dleauvrtumld anetHafegelloy i S t hen
supject ed to aut onat ed Erotel n sequence analéy S. npl e 4: Conparison

exanpl e 3p & | fraeimitp)yeokenprsichneldureh pinap, Behalt an "LP§B’H°PB€|{'3°M'E§H’“P'F11: f ol | owi ng

1 th | | hirudi
activity i é'}agﬁ"gefafwsﬁﬂﬁf‘?eﬂ'%gﬂ SR B e yeast culture g g
2 (P ' CT TTG GAT AAA
AG(A r O)ACG U"r Pﬁﬁw""é%s'"' | g"“t';?%ngt di/@{’{&%‘?ﬁeq“e“?ﬁ TCT TGC ATA

(Kpnl) (Accl) 1 2 (Pro) Leu Asp
Lys Arg IIe ci/r) 5' CT TIG GAT AAA  AGA ATA TllIlb
3’ CAT GGA 9aA TIT TCT TAT  ATA (KpafP)

Leu-Thr- 'ryr Thr- Asp-Cys- Thr-Glu- Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys

\ 2 20
Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-
30 40

Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu- tys- Asn-Gln- Cys-Val-Thr-Gly-

% 50
Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-

60
30 Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln.

2. Vektoren, enthaltend eine DNA-Sequenz nach Anspruch 1.

3. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids mit der in Anspruch 1 genannten Aminoséuresequenz, da-
35 durch gekennzeichnet, daR man eine DNA nach Anspruch 1 in einer Wirtszelle exprimiert.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da die Wirtszelle sine Hefezelle ist.
L/' Patentanspriiche fir folgenden Vertragsstaat : ES

1. Verfahren zur Herstellung eines Hirudin-Derivats der Aminosiuresequenz

0 1 10
© Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Cly-Gln-Asn-Leu-Cys-
- 20 .
Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-
50 30 , 40
Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-
: 50
55 Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-FPhe-
60

Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln,



Wien DNA sequence Il1b is used, the vectors correspondl |“
vectors 7 and 8 (Table 2) do not contain.the Accl cl eav !Emmm“‘mu
Tabl e 1: DNA sequences 50 EP0324712B4 TSGCY GIT
TTG CCA TTC TCC 3 TACAA_CGACAAAACGGTAAG AGG(Tan 60

65 AAC AGT ACT dé#djaith Asi@n@eiehnetl Aaliiheh $MCDNAGHE @A diesas Polyseptid CodEQAIN iiBr WiKSzell\G
70 ATT AAT ACTexdimieTT GCT AGC ATT GCT TAA TTA TGA TgA TAA CGA TCG TAA CGA

15 oty 1 Vit WA TR e SN 1T

(Pro) Lef Asp Lys Arg Leu Thr (Tyr) III. &' CT TTG GAT AAA AGA
CTT ACG Teoams 3 3 CAT GGA AAC CTA TIT TCT GAA TGC ATA 5
(Kpnl) (Accl) - 10 - DNA sequence |V

Tr{pl et NO. caims for the following Contracting Stiltes : AT, BE, CH, DE, FR, GBJIT, LI, LY} NL, SE O

10
1. A hirudin derivative with the amino acid sequence

0 1 10

% Leu-Thr~Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu~Ser-Gly-Gln-Asn-Leu~
20
Cys~Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val~-Cys~Gly~Gln~-Gly-Asn~
s ® 30
Lys-Cys~-Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys~
40 ) 50
N val-Thr-Gly~Glu~Gly-Thr-Pro~Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-
60

Asp-Gly-Asp-Phe-Glu~Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln.

30 2. DNA coding for the polypeptide having the amino acid sequence as claimed in claim 1.
Vectors containing a DNA sequence as claimed in claim 2.

4. A process for the preparation of a polypeptide as claimed in claim 1, which comprises expression of a
DNA as claimed in claim 2 in a host cell.

5. The process as claimed in claim 4, wherein the host cell is a yeast cell.

6. A pharmaceutical containing a polypeptide as claimed in claim 1.
40  Clalms for the following Confracting State : GR

1. DNA coding for a hirudin derivative with the amino acid sequence



A;n';no acid
Nucl eoti de No. 1 ”i!l“(l "IW d.
strand 5 CI AGA ATGFP msm Br'AT ACT

strand 3’ T TAC TGC ATA TGA CIG ACG 6

8 9 10 11 . 12 15 Thr-

Adn Asn Leu ¢ Cys Leu s 30

50 ACT GAA C

o A Eenz,%r “ﬁﬁahr iaacé’*s-m%vaser@fmlﬁ%n-new 18

19 206 21 25 QR0 dy Ser  Asn Val

C&ys dy A ng -Ci.é/u- ﬁfdlu%l -Ser-Asn~Val-~ -Gln-Gly-Asn~

80 GAA GGA  TOT “UARE Gt YTG%I Byl el Gla-Gly-Agn-

Cal , AGA TTG CAA ACG &8 GIC CCA TTG 26 27 28
31' I.ys&ys-Ilé-(Leu-GI#-Ser-Aé}S—GJ;&G-Glu-f.‘ys—Asn-ldlﬁ-CysLeU Ay

Ser Aéf) _ Ciél Lys 90 50

110 AAA TGC CIT A GGA TCC GAC GGT GAA™" AAG TTT

ACG  TAG GAAVﬁltﬁ!r‘GMI“'G@GPM‘MLYWO'GIXH%IS@H'ASB'T' 38

39 40 41 43 44 45 Asn gg Gn Cys Val Thr

Ay GI y. P _

14 anc® A’f%dﬂ FPherfifu-Glyplle-RegrGlu-gf Ty rrieu-claes 175

GIC ACG CAA TGA CCG CIT- CCA TGG GGC 46 47 48

49 50 D1 Vectors cdnthining a DNA sequerfed as claimed¥dcidig 3. Pro Adn Ser H s

Asn Asp Ay Asp Phe 150 160

170\AAA 20 (CGA procegafor the prepgration ¢f A polypepyiie with thesagino acidseguencemantioned imgadm T, which

GGC GT C A@Pﬂsescsmessiorrqf@ DNA agglaimed inclgim 1 in st cell. AAG 56 57 58

59 1 3 ... B4 Ll Pro AQu AQu

Tyr Leu E THe proce apscfwgmclalméwherel}i' the hosgceT&fymgell 200 GAA

GAG ATC I?@;ﬁ' GET CAG TAA CTT CTC TAG

CCA CTes or t owh@ﬁé\;hntra tate 5 Stp

1. A process for the preparation of a hirudin derivative with the amino acid sequence

0 1 10
%0 .
Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp~Cys~Thr~-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-
20
Cys~Leu~Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-val-Cys-Gly-Gln-Gly-~-Asn-
35 30
Lys-Cys-Ile~Leu~Gly-Ser-Asp~Gly-Glu-~Lys~Asn-Gln-Cys-
40 50
\-/' o Val-Thr-Gly-Glu~-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro~Gln~Sex-His-Asn-
. 60
Asp-Gly~Asp-Phe-Glu-Glu-Ile~Pro-Glu~-Glu-Tyr-Leu-Gln,
45 which comprises expression of a DNA which codes for this polypeptide in a host cell.
2. The process as claimed in claim 1, wherein the host cell is a yeast cell.
" Revendications

Revendications pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL,
SE

55 1. Dérivé de I'hirudine, de séquence d'a_minoacides

10



glo TA-G 11 '-A\G‘CI':abI eTgG Cl oni ng vectors N? ATCpUC 1 : ”","mlulmﬁm"”lg[ 75

kb [err]-Fragnent). 2 1g EPO3M 7281 g9 T ¢([erm -48-8

3° 19 “B-K ([err]-80 49) T ([err] 48 8) P E-

-B--- (Hr31-64)-S-Hc-Hd- 5 8 -B--- (Hr3l-64)- S-N-Hd 6 12
-B--- (Hir303)---A‘---X—A— 7 19 -Hd-B---(Hr 3)---A--K .
([err]-80-8) - - - - - = - - - - - -
(Hir64-3)--- A_I:J_D Tlﬁ:( [’13(1- Th %? ch Hﬂrl\bﬁu Ses[- ecru G].Sne qltser}] CI.eesu CYS

... hirudin sequences AbbreV|at|ons fpo restrlctlon enzynes A = Accl B
BamHl E = EcoRl Hc = Hincll HI = HndlIl K = Kpnl N = Ncol P =
Pstl S = SallleuFCys-GlaiGly¥-Ser-XbalVal-Cy42Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cy&324712

PATENT CLAIMS for the 3Oontractl ng States AT, BECHDEFR, 40
0

10
Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-
50

B Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-

60
. Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln.
D 20
2. ADN, codant pour le polypeptide ayant la séquence d'aminoacides selon la revendication 1.
3. Vecteurs, contenant une séquence d’ADN selon la revendication 2.
% 4. Procédé pour préparer un polypeptide selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'on exprime un ADN
selon la revendication 2, dans une cellule héte.
5. Procédé selon la revendication 4, caractérisé en ce que la cellule hote est une cellule de levure.
30 @, Médicament, caractérisé par une teneur en polypeptide selon la revendication 1.
Revendications pour Etat contractant suivant : GR
- 1. ADN, codant pour un dérivé de I'hirudine, de séquence d’aminoacides
0 1 10
U Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-
@ 20
Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-
30 40
45

Ile-Leu-Gly~Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn~-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-
50 o
50 Glu-Gly~Thr-Pro-Lys-Pro~-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-
60
Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln.

2. Vecteurs, contenant une séquence d’ADN selon la revendication 1.

1



GBI TLI, LUNL, SE 1. A hirudin derivative with the am no 1
10 5 Leu- Thr-Tyr-Thr - Asp- Cys Ega 2§1HB -dy-d nﬂmmﬁmmm“ﬂ“\
Cys-Leu- Cys-d u-Ad y- Ser - Asn- Val - i‘ y- Asn-

Lys-Cys-1le-Leu-d y-Ser-Asp-Gy- Glu Lys- Asn- d n- Cys- 10

50 Val - Thr - & yPropdds epyy priparerion golyppetidpeysntia péqgence fiargingasides qliép dans la revendicat'om

Asp- G y- Asp- Pheargérjséan ge Ay en epprimen ADEselam fevandigatiap t dans une cefiiiente, di ng for
the, pol ypept g, hayag d Moo AP hduedor oo unis BEINRRGR SR T

claim 1. 3 Shracgsee am2 4.

A process f gy fifaRb P .?m'i Eg.@cmtm@hnwmm e as claimed in claiml, which

conpri ses expression o as clainmed in claim2 in a host

cell. S. Thepa&a@sﬁpa&r&h@aménm.falnald%équeae@e-a.ﬁih&cﬂ&e host cell is a
ygast cell. A pharnmaceutical containing a poI ypeptide as clainmed in

cIaiml.,
0 1 10

Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp—Cys—Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu—Cys-
15 _ 20
Leu~-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn~-Val~Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys~Cys-
30 B 40
N\ 20
Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-~Gly-Glu-Lys-Asn~Gln-Cys-Val-Thr-Gly-
50
Glu~Gly-Thr-Pro-Lys-Pro~Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-
60

25

Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln,

30 :
caractérisé en ce qu'on exprime un ADN, qui code pour ce polypeptide, dans une cellule hdte.

2. Procédé selon ia revendication 1, caractérisé en ce que la cellule hdte est une cellule de levure.

35

65

12



