(19)
Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(1 DE 699 25 110 T2 2006.02.02

(12) Ubersetzung der europiischen Patentschrift

(97) EP 1 053 330 B1
(21) Deutsches Aktenzeichen: 699 25 110.9
(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/EP99/00748
(96) Europaisches Aktenzeichen: 99 904 857.2
(87) PCT-Veréffentlichungs-Nr.: WO 99/040198
(86) PCT-Anmeldetag: 04.02.1999
(87) Veroffentlichungstag
der PCT-Anmeldung: 12.08.1999
(97) Erstverdffentlichung durch das EPA: 22.11.2000
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 04.05.2005
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 02.02.2006

shymtcte: C12N 15/371(2006.01)
CO7K 14/31(2006.01)
AG1K 38/16 (2006.01)

(30) Unionsprioritat:
98200323 04.02.1998 EP
98200365 06.02.1998 EP
(73) Patentinhaber:

Thromb-X N.V., Leuven, BE; Collen, Desire Jose,

Winksele-Herent, BE

(74) Vertreter:
Arnold und Kollegen, 80331 Miinchen

(84) Benannte Vertragsstaaten:
AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT,
LI, LU, NL, PT, SE

(72) Erfinder:
COLLEN, Jose, Desire, B-3020 Winksele-Herent,
BE

(54) Bezeichnung: IDENTIFIZIERUNG, PRODUKTION UND VERWENDUNG VON STAPHYLOKINASE-DERIVATEN
MIT REDUZIERTER IMMUNOGENIZITAT UND/ODER "CLEARANCE"

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europédische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentliibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 699 25 110 T2 2006.02.02

Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft neue Staphylokinase-Derivate mit reduzierter Immunogenitat, wel-
che sich durch kontinuierliche Infusion oder durch eine einzelne intravendse Bolus-Injektion verabreichen las-
sen, ihre Identifizierung, Produktion und Verwendung bei der Behandlung von arterieller Thrombose und die
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von arterieller Thrombose. Insbeson-
dere betrifft die Erfindung die Verwendung gentechnisch hergestellter Staphylokinase-Derivate zur Herstellung
einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von Myokardinfarkt.

[0002] Staphylokinase, ein von bestimmten Staphylococcus-aureus-Stammen produziertes Protein, von dem
bereits vor mehr als 4 Jahrzehnten (1, 2) gezeigt wurde, dass es profibrinolytische Eigenschaften aufweist,
scheint ein wirksames Thrombolytikum bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt zu sein (3, 4). Das Staphylo-
kinase-Gen wurde aus den Bakteriophagen sakaC (5) und sak42D (6) sowie aus der genomischen DNA
(sakSTAR) eines lysogenen Staphylococcus-aureus-Stammes (7) kloniert. Das Staphylokinase-Gen codiert
ein Protein mit 163 Aminosduren, wobei die Aminosdure 28 dem NH,-terminalen Rest der reifen Volllan-
gen-Staphylokinase entspricht (6, 8, 9). Die Sequenz des reifen Proteins der Wildtypvariante SakSTAR (9) ist
in der Fig. 1 dargestellt. Es wurden nur vier Nukleotidunterschiede in den codierenden Bereichen der sakdC-,
sak42D- und sakSTAR-Gene gefunden, von denen einer eine stille Mutation ausmachte (6, 8, 9). Im Plasma-
milieu kann die Staphylokinase Fibringerinnsel 16sen, ohne dass ein Fibrinogenabbau (10-12) damit einher-
geht. Diese Fibrin-Spezifitat der Staphylokinase ist das Ergebnis der reduzierten Hemmung durch a,-Antiplas-
min des an Fibrin gebundenen Plasmin.Staphylokinase-Komplexes, Rezyklierung der Staphylokinase aus dem
Plasmin.Staphylokinase-Komplex nach der Hemmung durch a,-Antiplasmin und Verhinderung der Umwand-
lung von zirkulierender Plasminogen.Staphylokinase zu Plasmin.Staphylokinase durch a,-Antiplasmin (13-15).
Zudem hat die Staphylokinase eine schwache Affinitat fir zirkulierendes, aber eine hohe Affinitat fir Fibrin-ge-
bundenes Plasminogen (16), und die Staphylokinase erfordert, dass die NH,-terminale Prozessierung durch
Plasmin ihr Plasminogenaktivierunspotential aufweist (17). In mehreren experimentellen Tiermodellen scheint
die Staphylokinase zum Auflésen von Vollblut- oder Plasmagerinnsel genauso wirksam wie die Streptokinase
zu sein, jedoch ist sie zur Auflésung der plattchenreichen oder retrahierten Thromben (18, 19) erheblich besser
geeignet. Staphylokinase ist ein heterologes Protein und beim Menschen immunogen. Die intrinsische Immu-
nogenitat der Staphylokinase hemmt &hnlich wie bei der Streptokinase klar deren uneingeschrankte Verwen-
dung. Patienten mit vorher existierenden hohen Antikorper-Titern widersetzen sich nicht nur der thrombolyti-
schen Wirkung dieser Mittel, sondern es kénnen auch allergische Nebenwirkungen und eine gelegentliche le-
bensbedrohende Anaphylaxe auftreten (20). Da sowohl Streptokinase als auch Staphylokinase heterologe
Proteine sind, ist es nicht offensichtlich, dass man ihre Immunogenitat durch gentechnologische Protein-Mani-
pulation reduzieren kann. Tatsachlich wurden keine erfolgreichen Versuche zur Erzeugung aktiver Streptoki-
nase-Fragmente mit niedrigem Molekulargewicht berichtet. Bei der Staphylokinase inaktiviert die Deletion von
17 NH,-terminalen Aminosduren oder von 2 COOH-terminalen Aminosauren das Molekul, das zudem gegen-
Uber der Inaktivierung durch stellenspezifische Mutagenese sehr empfindlich ist (21).

[0003] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher die Bereitstellung schwacher immunogener Staphy-
lokinase-Varianten, die vorzugsweise eine héhere spezifische Aktivitat und/oder eine niedrigere Plasma-Clea-
rance und/oder eine erhdhte thrombolytische Wirksamkeit aufweisen.

[0004] In der Forschung, die schlieBlich zur vorliegenden Erfindung fihrte, wurde bereits festgestellt, dass die
Staphylokinase-Wildtyp-Variante SakSTAR (9) drei nicht-tberlappende immundominante Epitope enthalt, von
denen mindestens zwei durch spezifische stellengerichtete Mutagenese eliminiert werden kénnen, ohne dass
das Molekul inaktiviert wird. Dies wurde in EP-95200023.0 (22) offenbart. Diese gentechnisch hergestellten
Staphylokinase-Varianten sind mit Antikdrpern, die in mit Wildtyp-Staphylokinase behandelten Patienten aus-
geldst werden, weniger reaktiv und sind erheblich schwéacher immunogen als Wildtyp-Staphylokinase, wie in
Kaninchen- und Pavian-Modellen sowie in Patienten mit peripherem Arterienverschluss gezeigt wurde (22).

[0005] Es sind allgemeine Verfahren zur Identifikation, Produktion und Verwendung von Staphylokinase-De-
rivaten offenbart, die eine reduzierte Antigenitat und Immunogenitat verglichen mit der Wildtyp-Staphylokinase,
sowie fUr Varianten mittels selektiver Derivatisierung mit Polyethylenglycol zeigen. Die Derivate haben vor-
zugsweise eine hdhere spezifische Aktivitdt und/oder eine niedrigere Plasma-Clearance und/oder eine erhdhte
thrombolytische Wirksamkeit. Die Derivate haben im Wesentlichen die Aminosauresequenz der Wildtyp-Sta-
phylokinase oder ihrer modifizierten Versionen, sowie im Wesentlichen intakte biologische Akitvitaten, aber sie
haben eine verringerte Reaktivitat mit einer Reihe monoklonaler Maus-Antikdrper und/oder mit Antikérpern, die
in Patienten durch Behandlung mit Wildtyp-SakSTAR induziert werden. Die mit Polyethylenglycol substituier-
ten ("pegylierten") Varianten haben reduzierte Plasma-Clearance-Werte, weshalb sie fur die Verwendung
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durch eine einzelne intravendse Bolus-Verabreichung besonders geeignet sind. Anstelle von PEG kdnnen an-
dere pharmazeutisch vertragliche Makromolekiile verwendet werden.

[0006] Insbesondere werden die folgenden Staphylokinase-Derivate offenbart:

SakSTAR (K35X, G36X, E65X, K74X, E80X, D82X, K102X, E108X, K109X, K121X, K130X, K135X, K136X,
+137X) mit der in Fig. 1 gezeigten Aminosauresequenz, wobei die Aminosauren Lys in Position 35, Gly in Po-
sition 36, Glu in Position 65, Lys in Position 74, Glu in Position 80, Asp in Position 82, Lys in Position 102, Glu
in Position 108, Lys in Position 109, Lys in Position 121, Lys in Position 130, Lys in Position 135 und/oder Lys
in Position 136 durch andere Aminosauren ersetzt wurden und/oder wobei eine Aminosaure am COOH-Termi-
nus hinzugeflgt wurde, wodurch die Immunogenitat nach der Verabreichung in Patienten verandert wurde,
ohne dass die spezifische Aktivitdt merklich verringert wurde.

[0007] Es werden die in den Tabellen 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 13, 19 und 20 aufgefihrten Staphylokinase-Derivate
mit der in Fig. 1 gezeigten Aminosauresequenz offenbart, wobei die angegebenen Aminosauren durch andere
Aminosauren ersetzt wurden, wodurch die Absorption SakSTAR-spezifischer Antikdrper aus Plasma von mit
Staphylokinase behandelten Patienten gesenkt wurde, ohne dass die spezifische Aktivitat verringert wurde.

[0008] Derivate, in denen die spezifische Aktivitat erhéht und die Immunogenitat verringert ist, sind die Fol-
genden:

SakSTAR(K74A, E75A, R77A), SakSTAR(K35A, E75A), SakSTAR(E75A), SakSTAR(E80A, D82A),
SakSTAR(E80A), SakSTAR(D82A), SakSTAR(E75A, D82A), SakSTAR(S34G, G36R, H43R),
SakSTAR(K35A), SakSTAR(E80A), SakSTAR(D82A, S84A), SakSTAR(T90A), SakSTAR(Y92A),
SakSTAR(K130A), SakSTAR(V132A), SakSTAR(S34G, G36R, H43R), SakSTAR(G36R), SakSTAR(H43R),
SakSTAR(G36R, K74R), SakSTAR(K35E), SakSTAR(K74Q), SakSTAR(K130T), SakSTAR(V132L),
SakSTAR(V132T), SakSTAR(V132N), SakSTAR(V132R), SakSTAR(K130T, K135R), SakSTAR(G36R, K130T,
K135R), SakSTAR(K74R, K130T, K135R), SakSTAR(K74Q, K130T, K135R), SakSTAR(G36R, K74R, K130T,
K135R), SakSTAR(G36R, K74Q, K130T, K135R), SakSTAR(G36R, H43R, K74R, K130T, K135R),
SakSTAR(E65A, K74Q, K130T, K135R), SakSTAR(E65Q, K74Q, K130T, K135R), SakSTAR(K74Q, K86A,
K130T, K135R), SakSTAR(E65Q, T71S, K74Q, K130T, K135R), SakSTAR(K74Q, K130A, K135R),
SakSTAR(E65Q, K74Q, K130A, K135R), SakSTAR(K74Q, K130E, K135R), SakSTAR(K74Q, K130E, V132R,
K135R), SakSTAR(E65Q, K74Q, T90A, K130A, K135R), SakSTAR(E65Q, K74Q, N95A, K130A, K135R),
SakSTAR(E65Q, K74Q, E118A, K130A, K135R), SakSTAR(E65Q, K74Q, N95A, E118A, K130A, K135R),
SakSTAR(N95A, K130A, K135R), SakSTAR(E65Q, K74Q, K109A, K130, K135R), SakSTAR(E65Q, K74Q,
E108A, K109A, K130T, K135R), SakSTAR(E65Q, K74Q, K121A, K130T, K135R), SakSTAR(E65Q, K74Q,
N95A, E118A, K130A, K135R, K136A, +137K), SakSTAR(E80A, D82A, K130T, K135R), SakSTAR(K74R,
E80A, D82A, K130T, K135R), SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R), SakSTAR(K35A, K74R, E80A,
D82A, K130T, K135R), SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R), SakSTAR(E65S, K74R, E80A,
D82A, K130T, K135R), SakSTAR(S34G, G36R, K74R, K130T, K135R), SakSTAR(E65A, K74R, E80A, D82A,
K130T, K135R), SakSTAR(E65N, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R), SakSTAR(E65Q, K74R, ES0A, D82A,
K130T, K135R), SakSTAR(K57A, E58A, E61A, E80A, D82A, K130T, K135R), SakSTAR(E65D, K74Q, E80A,
D82A, K130T, K135R), SakSTAR(E65Q, K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R), SakSTAR(K35A, E65D, K74Q,
E80A, D82A, K130T, K135R), SakSTAR(K74R, E80A, D82A, S103A, K130T, K135R), SakSTAR(E65D, K74R,
E80A, D82A, K109A, K130T, K135R), SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R, K136A),
SakSTAR(E65Q, K74Q, D82A, S84A, K130T, K135R), SakSTAR(K35A, K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R),
SakSTAR(K35A, E65D, K74R, ES0A, D82A, K130T, K135R).

[0009] Von diesen sind SakSTAR (E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R) mit der Bezeichnung SY19 und
SakSTAR (K35A, E65Q, K74R, E80A, D82A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R) mit der Be-
zeichnung SY161 besonders bevorzugt.

[0010] Neben den vorstehend beschriebenen Substitutionsderivaten betrifft die Erfindung Derivate, bei denen
zusatzlich eine Aminosaure gegen Cys ausgetauscht ist. Diese Art von Austausch kann zu einer Dimerisation
und/oder zu einer erhdhten spezifischen Aktivitat und/oder reduzierten Clearance und/oder einer erhdhten
thrombolytischen Wirksamkeit fihren. Die reduzierte Plasma-Clearance wird insbesondere erhalten, wenn das
Derivat mit Polyethylenglycol substituiert wird.

[0011] Bei bevorzugten Ausfiihrungsformen dieser Staphylokinase-Derivate ist Cys mit Polyethylenglycol mit
Molekulargewichten bis zu 20 kDa chemisch modifiziert. Bei besonderen Ausflihrungsformen sind ausgewahl-
te Aminosauren im NH,-terminalen Bereich von 10 Aminosauren gegen Cys ausgetauscht, das mit Polyethy-
lenglycol mit Molekulargewichten bis zu 20 kDa chemisch modifiziert ist. Diese Derivate sind durch eine signi-
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fikant reduzierte Plasma-Clearance und aufrecht erhaltene thrombolytische Wirksamkeit bei einer einzelnen
intravendsen Bolus-Verabreichung bei einer reduzierten Dosis gekennzeichnet.

[0012] Insbesondere das Serin in Stellung 2 oder 3 ist gegen ein Cystein ausgetauscht, und das Cystein ist
mit Polyethylenglycol mit einem Molekulargewicht von 5, 10 oder 20 kDa chemisch modifiziert. Bevorzugte
Ausfuhrungsformen dieser Derivate sind SY161(S3C-MP5), SY161(S3C-P10), SY161(S3C-P20),
SY19(S3C-MP5), SY19(S3C-SP5), SY19(S2C-SP5, S3C-SP5), SY19(S3C-P20), SY19 (S3C-P10), die jeweils
wie in Tabelle 20 definiert sind.

[0013] Das Vorhandensein der Cysteine ermdglicht die Bildung von Dimeren von zwei erfindungsgemalien
Staphylokinase-Derivaten.

[0014] Offenbart wird auch ein Verfahren zum Herstellen der erfindungsgemafien Derivate durch Herstellen
eines DNA-Fragmentes, das mindestens den Teil der codierenden Sequenz der Staphylokinase umfasst, der
deren biologische Aktivitdt bereitstellt; Durchfihren der stellengerichteten In-vitro-Mutagenese an dem
DNA-Fragment, um ein oder mehrere Codons fir Wildtyp-Aminosauren durch ein Codon fiir eine andere Ami-
nosaure zu ersetzen; Klonieren des mutierten DNA-Fragmentes in einen geeigneten Vektor; Transformieren
oder Transfizieren einer geeigneten Wirtszelle mit dem Vektor; Zichten der Wirtszelle unter Bedingungen, die
sich zur Expression des DNA-Fragmentes eignen; Reinigen des exprimierten Staphylokinase-Derivates bis zur
Homogenitat und Derivatisieren der Variante mit Polyethylenglycol.

[0015] Das DNA-Fragment ist vorzugsweise ein 453 bp EcoRI-Hindlll-Fragment des Plasmids pMEX602sakB
(22, 23), die stellengerichtete In-vitro-Mutagenese wird vorzugsweise durch Polymerasekettenreaktion mit ge-
spleiBter Uberlappungs-Extension durchgefiihrt. Eine solche Polymerasekettenreaktion mit Uberlappungs-Ex-
tension wird vorzugsweise mit der Vent-DNA-Polymerase (New England Biolabs) oder der Tag-Polymerase
(Boehringer Mannheim) und mit erhaltlichem oder erzeugtem Wildtyp-SakSTAR oder SakSTAR-Varianten als
Matrize durchgefihrt (24).

[0016] Die Erfindung betrifft auch pharmazeutische Zusammensetzungen, die mindestens eins der erfin-
dungsgemalien Staphylokinase-Derivate zusammen mit einem geeigneten Exzipienten umfassen, zur Be-
handlung von arterieller Thrombose. Pharmazeutische Zusammensetzungen, die schwacher immunogene
Staphylokinase-Varianten oder "pegylierte" Staphylokinase-Varianten als Wirkstoff enthalten, zur Behandlung
von arterieller Thrombose in der human- oder veterindrmedizinischen Praxis, kdnnen die Form von Pulvern
oder Lésungen haben und kénnen zur intravendsen, intraarteriellen oder parenteralen Verabreichung verwen-
det werden. Diese Zusammensetzungen kdnnen hergestellt werden, indem der Wirkstoff mit den pharmazeu-
tisch vertraglichen, neutral beschaffenen Exzipienten (wie wassrigen oder nicht-wassrigen Losungsmitteln,
Stabilisatoren, Emulgatoren, Detergenzien, Additiven) und zudem nétigenfalls mit Farbstoffen (beispielsweise
durch Mischen, Lésen usw.) vereinigt wird.

[0017] Die Erfindung betrifft dartiber hinaus die Verwendung der Staphylokinase-Derivate zur Behandlung
von arterieller Thrombose, insbesondere Myokard-Infarkt, und die Verwendung von Staphylokinase-Derivaten
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von arterieller Thrombose, insbe-
sondere von Myokard-Infarkt. Im Vorstehenden und im Folgenden werden die Begriffe "Derivate", "Mutanten"
und "Varianten" untereinander austauschbar verwendet.

[0018] Die vorliegende Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele eingehender beschrieben. In den Bei-
spielen wird auf die folgenden Figuren Bezug genommen. Es zeigt:

[0019] Fig. 1 die Proteinsequenz der Wildtyp-Staphylokinase SakSTAR. Die Nummerierung beginnt mit der
NH,-terminalen Aminoséaure der reifen Volllangen-Staphylokinase;

[0020] Fig. 2 den zeitlichen Verlauf der Neutralisierungsaktivitaten (linkes Feld) und von spezifischem IgG ge-
gen das verabreichte Mittel (rechtes Feld) nach einer intraarteriellen Infusion von SakSTAR (offene Kreise, n
= 9), SakSTAR(K74A) (ausgefillte Kreise, n = 11) oder SakSTAR(K74A, E75A, R77A) (offene Quadrate, n =
6) in Patienten mit peripherem Arterienverschluss. Die Daten stellen Mittelwerte und Interquartil-Bereiche in
pg/ml dar;

[0021] Fig. 3 die Proteinsequenz von Wildtyp-Staphylokinase, SakSTAR, mit den angegebenen Aminosau-

re-Austauschen;
Quadrate: einzelne Aminosaure-Austausche;
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Kreise: kombinierte (2 bis 3) Aminosaure-Austausche zu Ala;

[0022] Fig. 4 die Temperaturstabilitat von SakSTAR, (A); SakSTAR(K74Q, ES0A, D82A, K130T, K135R) (B):
SakSTAR(E65D, K74R, ES0A, D82A, K130T, K135R), (C); und SakSTAR(K35A, E65D, K74Q, ES0A, D82A,
K130T, K135R), (D). (O): 4°C; (®): 20°C; (V): 37°C; (¥): 56°C; (0U): 70°C.

[0023] Fig. 5 den zeitlichen Verlauf der Neutralisierungsaktivitaten (linkes Feld) und von spezifischem IgG ge-
gen das verabreichte Mittel (rechtes Feld) nach einer intraarteriellen Infusion von SakSTAR (Kreise, n = 6),
SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R) (Quadrate, n = 6) oder SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A,
K130T, K135R) (Dreiecke, n = 6) bei Patienten mit peripherem Arterienverschluss. Die Daten stellen Mittelwer-
te und 15-85 Percentilbereiche in pg/ml dar.

BEISPIELE
BEISPIEL 1
Epitop-Kartierung von Wildtyp-Staphylokinase

[0024] Die Epitopspezifitat einer Gruppe von 15 Maus-MAKks (22), die gegen Wildtyp-SakSTAR erzeugt wur-
den, wurde durch eine biospezifische Echtzeit-Wechselwirkungsanalyse (BIA) mit dem BlAcore-Gerat (Phar-
macia, Biosensor AB, Uppsala, Schweden) bestimmt. Die MAks wurden auf der Oberflache des Sensor-Chips
CMS5 mit dem Amin-Kopplungs-Kit (Pharmacia Biosensor AB) wie vom Hersteller empfohlen immobilisiert (25).
Die Immobilisierung wurde aus Proteinlésungen bei einer Konzentration von 20 pg/ml in 10 mmol/I Natriuma-
cetat bei pH-Wert 5,0 und einer FlieRgeschwindigkeit von 5 pl/min wahrend 6 min durchgefiihrt. Dadurch wur-
den 5000 bis 10000 Resonanzeinheiten (RU) Antikérper (entsprechend 0,035 bis 0,07 pmol/mm?) kovalent ge-
bunden. Die SakSTAR-L&sungen wurden durch einen kontinuierlichen Fluss bei 20°C hinter die Sensorober-
flache geleitet. Es wurden mindestens vier Konzentrationen jedes Analyten (Bereich, 50 nmol/l bis 50 mol/l) in
10 mmol/l HEPES, 3,4 mmol/l EDTA, 0,15 mol/l NaCl und 0,005% oberflachenaktivem Mittel P20, pH-Wert 7,2,
bei einer FlieRgeschwindigkeit von 5 pl/min wahrend 6 min in der Assoziationsphase eingespritzt. Dann wurde
die Probe durch Puffer ersetzt, und zwar ebenfalls bei einer FlieRgeschwindigkeit von 5 pl/min wahrend 6 min.
Nach jedem Zyklus wurde die Oberflache des Sensor-Chips durch Einspritzen von 5 pl 15 mmol/l HCI regene-
riert. Die apparente Assoziations- (k,.,) und die apparente Dissoziations- (k) -Geschwindigkeitskonstante
wurden aus den Sensorgrammen wie an anderer Stelle eingehend beschrieben (26) hergeleitet, und die As-
soziations-Gleichgewichtskonstanten (K,) als ihr Verhéltnis berechnet.

[0025] Die Bestimmung der Gleichgewichts-Assoziationskonstanten fiir die Bindung von Wildtyp-SakSTAR
und SakSTAR-Variante an unléslich gemachte MAks (Tabelle 1) ergab apparente Assoziationskonstanten von
107 bis 108 (mol/l)™", die um ein bis zwei GroRenordnungen niedriger als die apparenten Assoziationskonstan-
ten sind, die vorher fur die Bindung dieser MAks an unléslich gemachtes Wildtyp-SakSTAR erhalten wurden
(22). Werden die MAks anstelle der SakSTAR-Varianten unléslich gemacht, werden Aviditatseffekte der biva-
lenten MAks vermieden. Die erfindungsgemafRen Werte stimmen stattdessen besser mit bekannten Assozia-
tionskonstanten von MAks Uberein, und daher wurde dieses "umgekehrte" Verfahren im Verlauf der vorliegen-
den Erfindung verwendet.

[0026] In den Tabellen stehen die mit "Variante" bezeichneten Spalten fiir die verschiedenen Staphylokina-
se-Derivate, die identifiziert wurden, indem zwischen den Klammern die ausgetauschten Aminosauren in Ein-
zelbuchstabensymbolen und anschlieRend ihre Positionsnummer in der reifen Staphylokinase-Sequenz sowie
die stattdessen eingebrachten Aminosauren in Einzelbuchstabensymbol aufgefiihrt wurden; die Spalte "Exp."
steht fir das Ausmalfd der Expression in mg/l, und die Spalte "spez. Akt." steht fir die spezifische Aktivitat in
Home-Einheiten wie in Beispiel 2 definiert. Die Bezeichnungen "17G11", "26A2" usw. stehen fir monoklonale
Antikorper, die an die angegebenen Epitope |, Il und Il wie in Literatur 22 definiert binden. Das Epitop | wird
durch den Antikérper-Cluster 17G11, 26A2, 30A2, 2B12 und 3G10 erkannt, wohingegen das Epitop I durch
den Antikdrper-Cluster 18F12, 14H5, 28H4, 32B2 und 7F10 und das Epitop Il durch den Antikérper-Cluster
7H11, 25E1, 40C8, 24C4 und 1A10 erkannt wird. Der Humanplasma-"Pool" steht fur einen Plasmapool von
anfangs 16 und anschlief3end 10 durch Behandlung mit SakSTAR immunisierten Patienten, "Subpool B" steht
fur einen Plasmapool von drei Patienten, die weniger als 50% der induzierten Antikdrper mit SakSTAR(K35A,
E38A, K74A, E75A, R77A) absorbierten, und "Subpool C" steht fir einen Plasmapool von 3 Patienten, die >
90% der induzierten Antikdrper mit SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A, R77A) absorbierten (22).

[0027] In den Tabellen 6, 7 und 8 wurde ebenfalls ein zusatzlicher Plasmapool von 40 Patienten verwendet,
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die durch Behandlung mit SakSTAR (Pool 40) immunisiert worden waren.
BEISPIEL 2

Konstruktion, Epitop-Kartierung mit monoklonalen Maus-Antikdrpern und Absorption mit vereinigtem Plasma
aus immunisierten Patienten von "Alanin-zu-Wildtyp"-Umkehrvarianten von "geladenem-Cluster-zu-Ala-
nin"-Mutanten von Staphylokinase

1. Einleitung

[0028] Wie vorstehend erwahnt enthalt die Wildtyp-Staphylokinase (SakSTAR-Variante (9)) drei nicht-tiber-
lappende immundominante Epitope, von denen zwei durch spezifischen stellengerichteten Austausch der
Cluster von zwei (K35A, E38A oder E80A, D82A) oder drei (K74A, E75A, R77A) geladenen Aminosauren ge-
gen Ala eliminiert werden kénnen. Die Kombinationsmutanten SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A, R77A), in
denen Lys35, Glu 38, Lys74, Glu75 und Arg77, und SakSTAR(K74A, E75A, R77A, E80A, D82A), in denen
Lys74, Glu75, Arg77, Glu80 und Asp82 gegen Ala ausgetauscht worden waren (vorher identifiziert als
SakSTAR.M3.8 bzw. SakSTAR.M8.9 (22)), hatten Befunden zufolge eine reduzierte Aktivitat mit monoklonalen
Maus-Antikdrpern gegen zwei der drei immundominanten Epitope und absorbierten durchschnittlich nur 2/3
der in 16 Patienten durch Behandlung mit Wildtyp-SakSTAR ausgeldsten neutralisierenden Antikdrper (22).
Diese Mutanten induzierten in experimentellen Thrombolysemodellen in Kaninchen und Pavianen sowie in Pa-
tienten mit peripherem Arterienverschluss auch weniger Antikdrper-Bildung als Wildtyp-SakSTAR (22).

[0029] lhre spezifischen Aktivitaten waren jedoch auf etwa 50% von derjenigen von Wildtyp-SakSTAR redu-
ziert, was in Bezug auf die klinische Verwendung dieser Verbindungen eine gewisse Bedeutung hat.

[0030] Beieinem Versuch zurw Verbesserung der Aktivitat und Stabilitdt ohne Verlust der reduzierten Antikor-
per-Erkennung wurde die Wirkung einer systematischen Umkehr von einer oder mehreren dieser ausge-
tauschten Aminosauren zu den Wildtyp-Resten untersucht. Es wurden 14 neue Mutanten konstruiert, gereinigt
und in Bezug auf spezifische Aktivitat, Reaktivitat mit der Gruppe der monoklonalen Maus-Antikérper und Ab-
sorption der Antikérper aus Plasma von mit Wildtyp-SakSTAR behandelten Patienten charakterisiert (Tabelle
1). Das vorliegende Beispiel betrifft somit die Umkehr von Alanin zu dem Wildtyp-Rest von einer oder mehreren
der vorstehend genannten sieben Aminosauren von SakSTAR, d.h. K35, E38, K74, E75, R77, E80 und D82.

2. Reagenzien und Verfahren

[0031] Die Quelle fiir sémtliche in der erfindungsgemaflen Untersuchung verwendeten Reagenzien wurde zu-
vor beschrieben (22). Restriktionsenzyme wurden von Pharmacia (Uppsala, Schweden) oder Boehringer
Mannheim (Mannheim, Deutschland) erhalten. T4-DNA-Ligase, Klenow-Fragment von E.-coli-DNA-Polymera-
se | und alkalische Phosphatase wurden von Boehringer Mannheim erhalten. Die Enzymreaktionen wurden
unter den von den Herstellern empfohlenen Bedingungen durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde mittels QIA-
GEN-Reinigungsprotokoll (bereitgestellt von Westburg, Leusden, Niederlande) isoliert. pMEX.602sakB (d.h.
pMEX.SakSTAR) wurde wie an anderer Stelle beschrieben konstruiert (23). SakSTAR, SakSTAR(K35A,
E38A), SakSTAR(K74A, E75A, R77A), SakSTAR(E80A, D82A), SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A, R77A)
und SakSTAR (K74A, E75A, R77A, E80A, D82A) wurden wie an anderer Stelle beschrieben hergestellt und
gereinigt (22). E. coli-Transformationen wurden mit dem Calciumphosphat-Verfahren durchgefiihrt. Die
DNA-Sequenzierung erfolgte mit dem Didesoxy-Kettenabbruchreaktionsverfahren und der automatischen La-
ser-Fluoreszenz A.L.F.™ (Pharmacia). Das chromogene Substrat (S2403) L-Pyroglutamyl-L-phenylalanyl-L-ly-
sin-p-nitroanilin-Hydrochlorid wurde von Chromogenix (Belgien) bezogen. '®I-markiertes Fibrinogen wurde
von Amersham (GB) erhalten. Samtliche anderen, in dem erfindungsgemafRen Beispiel verwendeten Verfah-
ren, wurden vorher beschrieben (22, 27).

3. Konstruktion von Expressionsplasmiden

[0032] Die Plasmide, die SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A), SakSTAR(E38A, E75A, RT77A),
SakSTAR(E38A, E75A), SakSTAR(K35A, E75A, R77A), SakSTAR(K35A, E75A), SakSTAR(E80A),
SakSTAR(D82A), SakSTAR(E75A, D82A), SakSTAR (K74A) und SakSTAR (E75A) codieren, wurden durch
die Polymerasekettenreaktion mit gespleilter Uberlappungs-Extension (SOE-PCR) konstruiert (24), wobei
Vent-DNA-Polymerase (New England Biolabs, Leusden, Niederlande) und erhéltliche oder hergestellte
SakSTAR-Varianten als Matrize verwendet wurden. Zwei Fragmente wurden durch PCR amplifiziert, wobei das
erste Fragment von dem 5'-Ende des Staphylokinase-Gens mit dem Primer 5'-CAGGAAACAGAATTCAG-
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GAG-3' bis zu dem zu mutagenisierenden Bereich (Vorwarts-Primer) ausging und das zweite Fragment vom
gleichen Bereich (Riickwarts-Primer) bis zum 3'-Ende des Staphylokinase-Gens mit dem Primer 5'-CAAAA-
CAGCCAAGCTTCATTCATTCAGC-3' ausging. Vorwarts- und Ruckwarts-Primer haben eine gemeinsame
Uberlappung von etwa 24 bp (Primer nicht gezeigt). Die beiden gereinigten Fragmente wurden dann in einer
neuen primerlosen PCR mit Tag-Polymerase (Boehringer Mannheim) zusammengefiigt. Nach 7 Zyklen (1 min
bei 94°C, 1 min bei 70°C) wurde das verlangerte Produkt wieder amplifiziert, indem die Primer vom 5'-Ende
und vom 3'-Ende (siehe oben) zu der PCR-Reaktion gegeben wurden, und indem folgender Zyklus 25 Mal wie-
derholt wurde (1 min bei 94°C, 1 min bei 55°C, 1 min bei 72°C). Das Endprodukt wurde gereinigt, mit EcoRI
und Hindll gespalten und in die entsprechenden Stellen von pMEX602sakB kloniert. Das SakSTAR(E38A,
K74A, E75A, R77A) codierende Plasmid wurde zusammengebaut durch Spaltung von pMEX602sakB und
pMEX.SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A, R77A) mit Bpml, das zwischen den Codons fur K35 und E38 von
SakSTAR spaltet, und Ligierung der erforderlichen Fragmente. Das SakSTAR(K35A, K74A, E75A, R77A) co-
dierende Plasmid wurde zusammengebaut durch Spaltung von pMEX.SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A,
R77A) und pMEX.SakSTAR(K74A, E75A, R77A) mit Bpml und Religierung der erforderlichen Fragmente. Die
SakSTAR(K35A, E38A, E75A, R77A) und SakSTAR(K35A, E38A, K74A, R77A) codierenden Plasmide wurden
durch zwei PCR mittels pMEX.SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A, R77A) als Matrize, gefolgt von Restrikti-
onsligierung und neuerliche Klonierung in pMEX602sakB konstruiert.

4. Expression und Reinigung von SakSTAR-Varianten

[0033] Die SakSTAR-Varianten wurden wie nachstehend beschrieben aus transformiertem E. coli WK6-Bak-
terien exprimiert und gereinigt, die entweder in LB-Medium [SakSTAR(E38A, K74A, E75A, R77A),
SakSTAR(K74A), SakSTAR(E75A) und SakSTAR(E75A, D82A)], oder in Terrific-Broth-(TB)-Medium (28)
[SakSTAR(K35A, K74A, E75A, R77A), SakSTAR(K35A, E38A, E75A, R77A), SakSTAR(K35A, E38A, K74A,
R77A), SakSTAR(K35A, E38A, E75A), SakSTAR(E38A, E75A, R77A), SakSTAR(E38A, ET75A),
SakSTAR(K35A, E75A, R77A), SakSTAR(K35A, E75A), SakSTAR(E80A), und SakSTAR(D82A)] gezlchtet
worden waren.

[0034] Fur Derivate, die in LB-Medium hergestellt wurden, wurde ein 20 ml-Aliquot einer Gber Nacht gesattig-
ten Kultur zum Animpfen eines 2 Liter-Volumens LB-Medium verwendet, das 100 g/ml Ampicillin enthielt. Nach
3 Std. Inkubation bei 37°C wurde IPTG (200 mol/l) zur Induktion der Expression vom tac-Promotor hinzugefigt.
Die Produktionsphase konnte 4 Std. weiter fortschreiten, wonach die Zellen durch Zentrifugation bei 4000
U/min fir 20 min pelletiert wurden, in 1/20 Volumen (100 ml) 0,01 mol/l Phosphatpuffer, pH-Wert 6,5, resus-
pendiert wurden und durch Ultraschallbehandlung bei 0°C aufgebrochen wurden. Die Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation fiir 20 min bei 20000 U/min entfernt, und der Uberstand mit der cytosolischen I6slichen
Proteinfraktion wurde bei —20°C bis zur Reinigung aufbewabhrt.

[0035] Fur die in TB-Medium erzeugten Derivate wurde ein 4 ml-Aliquot einer Uber Nacht gesattigten Kultur
in LB-Medium zum Animpfen einer 2 |-Kultur in Terrific Broth mit 100 ug/ml Ampicillin verwendet. Die Kultur
wurde unter starker BelUftung fir 20 Std. bei 30°C geztichtet. Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert,
in 1/10 Volumen (200 ml) 0,01 mol/l Phosphatpuffer, pH-Wert 6,5, resuspendiert und durch Ultraschallbehand-
lung bei 0°C aufgebrochen. Die Suspension wurde dann 20 min bei 20000 U/min zentrifugiert, und der Uber-
stand wurde bis zur Reinigung bei —20°C aufbewabhrt. Die geklarten Zelllysate mit den SakSTAR-Varianten wur-
den auf einer 1,6 x 6 cm SP-Sephadex-Saule und anschlieend auf einer 1,6 x 5 cm Q-Sepharose-Saule [Va-
rianten SakSTAR(E38A, K74A, E75A, R77A), SakSTAR(K35A, K74A, E75A, R77A), SakSTAR(K35A, E38A,
E75A, R77A), SakSTAR(K35A, E38A, K74A, R77A) und SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A)] oder auf einer
1,6 x 6 cm Phenylsepharose-Saule [Varianten SakSTAR(E35A, E38A, R77A), SakSTAR(E38A, E75A),
SakSTAR(K35A, E75A, R77A), SakSTAR(K35A, E75A), SakSTAR(K74A), SakSTAR(E75A),
SakSTAR(E80A), SakSTAR(D82A) und SakSTAR(E75A, D82A)] chromatographisch aufgetrennt. Die
SakSTAR-haltigen Fraktionen, die durch SDS-Gelelektrophorese lokalisiert wurden, wurden zur weiteren Ana-
lyse vereinigt.

5. Physikalisch-chemische und biochemische Analyse

[0036] Die Proteinkonzentrationen wurden gemaf Bradford (29) bestimmt. Die spezifischen Aktivitaten der
SakSTAR-L6sungen wurden mit einem Test mittels chromogenem Substrat bestimmt, der in Mikrotiterplatten
mit einem Gemisch von 80 yl SakSTAR-L6sung und 100 pl Glu-Plasminogen-Lésung, wie an anderer Stelle
beschrieben (30) hergestellt, durchgefiihrt wurde (Endkonzentration 0,5 pmol/l). Nach der Inkubation fiir 30
min bei 37°C wurde das erzeugte Plasmin durch Zugabe von 20 ul S2403 (Endkonzentration 1 mmol/l) und
Messung der Absorption bei 405 nm quantifiziert. Die Aktivitat wurde in Home-Einheiten (HU) durch Vergleich
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mit einem im Labor gangigen Standard (lot STANS) ausgedriickt, dem eine Aktivitat von 100000 HU (100 kHU)
pro mg Protein entsprechend der Bestimmung der Aminosaure-Zusammensetzung zugeschrieben wurde (7).
Die SDS-PAGE wurde mit dem Phast System™ (Pharmacia, Uppsala, Schweden) mit 10-15%igen Gradien-
ten-Gelen und Coomassie-Brilliant-Blue-Farbung durchgefiihrt. Die Reduktion der Proben wurde durch Erwar-
men fir 3 min bei 100°C in Gegenwart von 1 % SDS und 1 % Dithiothreitol durchgefihrt. Die mit dem chromo-
genen Substrat-Test bestimmten spezifischen Aktivitaten der verschiedenen SakSTAR-Mutanten sind in der
Tabelle 1 zusammengefasst.

6. Bindung an monoklonale Maus-Antikérper

[0037] In Ubereinstimmung mit vorhergehenden Beobachtungen (22) reagierte SakSTAR(K74A, E75A,
R77A) nicht mit 4 der 5 MAKks, die Epitop | erkennen, wohingegen SakSTAR(K35A, E38A) nicht mit 3 der 5
reagierte und SakSTAR(E80A, D82A) nicht mit 4 der 5 MAKks, die Epitop Il erkennen. Diese reduzierten Reak-
tivitadten waren in SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A, R77A) und in SakSTAR(K74A, E75A, R77A, E8OA,
D82A) additiv. Die reduzierte Reaktivitat von SakSTAR(K74A, E75A, R77A) blieb in SakSTAR(K35A, E38A,
K74A, E75A) und in SakSTAR(K35A, E75A, R77A) vollstandig, in SakSTAR(K35A, E38A, E75A, R77A),
SakSTAR(E38A, E75A, R77A), SakSTAR(E38A, E75A) und SakSTAR(E75A) zum Grofteil erhalten, war je-
doch viel schwéacher in SakSTAR(K35A, E38A, K74A, R77A) und SakSTAR(K74A), was zeigt, dass E75 haupt-
sachlich an der Bindung der 4 MAks, die das Epitop | von SakSTAR erkennen, beteiligt ist. Uberraschender-
weise war jedoch die Bindung von Epitop I-Antikérper an SakSTAR(E57A, D82A) in zwei unabhangigen Pra-
paraten aus Expressionplasmiden mit bestatigten DNA-Sequenzen normal. Die reduzierte Reaktivitat der 3
MAKks von Epitop Il mit SakSTAR(K35A, E38A) erforderte sowohl K35 als auch E38, wie mit SakSTAR(E38A,
K74A, E75A, R77A) und SakSTAR(K35A, K74A, E75A, R77A), mit SakSTAR(E38A, E75A) und
SakSTAR(K35A, E75A) und mit SakSTAR (E38A, E75A, R77A) und SakSTAR(K35A, E75A, R77A) gezeigt
wurde. Die reduzierte Reaktivitdt der 4 MAks des Clusters Il mit SakSTAR(E80A, D82A) wurde in
SakSTAR(D82A) aufrechterhalten, aber nicht in SakSTAR(E80A).

7. Absorption von in Patienten durch Behandlung mit Wildtyp-SakSTAR ausgeldsten Antikdrpern

[0038] Plasmaproben aus 16 Patienten mit akutem Myokardinfarkt, erhalten mehrere Wochen nach der Be-
handlung mit SakSTAR (4, 31), wurden verwendet. Die Staphylokinase-neutralisierende Aktivitat in diesen Pro-
ben wurde folgendermalien bestimmt. Steigende Konzentrationen von Wildtyp-SakSTAR oder SakSTAR-Va-
riante (50 pl Volumina mit 0,2 bis 1000 ug/ml) wurden zu einem Gemisch aus 300 pl citratbehandeltem Plasma
und 50 pl Puffer oder Test-Plasma gegeben, unmittelbar gefolgt von der Zugabe von 100 pl eines Gemisches
mit Thrombin (50 NIH-Einheiten/ml) und CacCl, (25 mmol/l). Die Plasmagerinnungslyse-Zeit wurde gemessen
und gegen die Konzentration der SakSTAR-Einheit aufgetragen. Aus dieser Kurve wurde die Konzentration der
Staphylokinase-Einheit bestimmt, die eine vollstandige Gerinnsel-Lyse in 20 min erzeugte. Der Neutralisie-
rungs-Aktivitats-Titer wurde als Unterschied zwischen dem Testplasma und den Pufferwerten bestimmt, und
wurde ausgedrickt als pg pro ml Testplasma. Die Ergebnisse der einzelnen Patienten sind an anderer Stelle
angegeben (22). Fir die vorliegende Erfindung wurden drei Plasmapools erstellt, und zwar ein Pool aus 10
Patienten, von denen genligend Restplasma verfiigbar war, ein Pool aus drei Patienten, die weniger als 50%
der Antikdrper mit SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75, R77A) absorbierten (Subpool B) und ein Pool aus drei
Patienten, die > 90% der Antikdrper mit SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A, R77A) absorbierten (Subpool C).
Diese Plasmapools wurden verdiinnt (1/30 bis 1/200), bis ihre Bindung an SakSTAR-substituierte Chips in dem
BlAcore-Gerat etwa 2000 RU ausmachte. Aus dieser Verdinnung wurde eine Kalibrierungskurve fir die Anti-
kdrper-Bindung erstellt, wobei weitere zweifache Verdiunnungsreihen erstellt wurden. Die Plasmapools wurden
fur 10 min mit 100 nmol/l der SakSTAR-Varianten absorbiert, und die Restbindung an immobilisiertes SakSTAR
wurde bestimmt. Die Restbindung wurde ausgedriickt in Prozent des nichtabsorbierten Plasmas, wobei die Ka-
librierungskurve verwendet wurde.

[0039] Die Ergebnisse sind in der Tabelle 1 zusammengefasst. Wildtyp-SakSTAR absorbierte zwar mehr als
95% der Bindungs-Antikérper aus dem vereinigten Plasma der 10 Patienten, jedoch wurde eine unvollstandige
Absorption (< 60%) mit SakSTAR(K74A, E75A, R77A), SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A, RT77A),
SakSTAR(E38A, K74A, E75A, R77A), SakSTAR(K35A, K74A, E75A, R77A), SakSTAR(K35A, E38A, K74A,
R77A), SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A), SakSTAR(K74A) und SakSTAR(K74A, E75A, R77A, E80A,
D82A) beobachtet, jedoch war die Absorption mit SakSTAR(K35A, E38A), SakSTAR(K35A, E38A, E75A,
R77A), SakSTAR(E38A, E75A, R77A), SakSTAR(E38A, E75A), SakSTAR(K35A, E75A, RT77A),
SakSTAR(K35A, E75A), SakSTAR(E75A), SakSTAR(E8OA, D82A), SakSTAR(E80A), SakSTAR(D82A) und
SakSTAR(E75A, D82A) nahezu vollstandig. Diese Ergebnisse zeigen Uberraschenderweise, dass etwa 40%
der in Patienten durch Behandlung mit Wildtyp-SakSTAR ausgeldsten Antikérper fiir ihre Bindung von K74 ab-
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hangen (Tabelle 1). Die Absorption mit vereinigtem Plasma vom 3 Patienten, von denen < 50% der Antikérper
mit SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A, R77A) absorbiert waren (Subpool B), bestéatigte die vorherrschende
Rolle von K74 fiir die Antikérpererkennung. Die Absorption mit vereinigtem Plasma von 3 Patienten, von denen
> 95% der Antikorper mit SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A, R77A) absorbiert wurden (Subpool C), war er-
wartungsgeman mit allen untersuchten Varianten nahezu vollstandig.

BEISPIEL 3

Vergleichende thrombolytische Wirksamkeit und Immunogenitat von SakSTAR(K74A, E75A, R77A) und
SakSTAR(K74A) gegen SakSTAR in Patienten mit peripherem Arterienverschluss

1. Reinigung von SakSTAR(K74A, E75A, R77A) und SakSTAR(K74A) zur In-vivo-Verwendung

[0040] Eine 12- bis 24-Liter-Kultur (in 2-Liter-Ansatzen) der Varianten SakSTAR(K74A, E75A, R77A) oder
SakSTAR(K74A) wurde in LB-Medium, das mit 100 pg/ml Ampicillin angreichert war, geziichtet und mit IPTG
induziert, pelletiert, resuspendiert, durch Ultraschallbehandlung aufgebrochen und wie vorstehend beschrie-
ben geklart. Die Verbindungen wurden durch Chromatographie auf einer 5 x 20 cm SP-Spehadex-Saule, einer
5 x 10 cm Q-Sepharose-Saule und/oder einer 5 x 13 cm Phenylsepharose-Saule mit den an anderer Stelle
beschriebenen Puffersystemen (22, 23) gereinigt. Die Materialien wurden dann auf sterilisiertem Superdex 75
geffiltriert, so dass ihr Endotoxin-Gehalt weiter reduziert wurde. Die Fraktionen mit der SakSTAR-Variante wur-
den vereinigt, die Proteinkonzentration wurde auf 1 mg/ml eingestellt und das Material durch Filtration durch
einen 0,22 pym Millipore-Filter sterilisiert. Die zur Bestimmung der biologischen Eigenschaften des Endmateri-
als verwendete Methodik zur In-vivo-Verwendung ist oben und an anderer Stelle beschrieben (22).

2. Materialien und Verfahren

[0041] Die Staphylokinase-neutralisierende Aktivitat in Plasma wurde wie vorstehend beschrieben bestimmt.
Die Quantifizierung antigen-spezifischer IgG- und IgM-Antikérper wurde im Wesentlichen wie vorher beschrie-
ben (22) mittels Enzymimmuntests in Polystyrol-Mikrotiterplatten durchgefuhrt. Bei den IgG-Tests waren die
Verdunnungskurven der affinospezifischen Anti-SakSTAR-1gG-Antikdrper auf jeder Platte enthalten. Diese An-
tikdrper wurden aus dem von 3 Patienten nach der thrombolytischen Therapie mit Wildtyp-SakSTAR erhalte-
nen Plasma durch Chromatographie auf Protein-A-Sepharose und auf unléslich gemachtem SakStar und Elu-
tion gebundener Antikérper mit 0,1 mol/l Glycin-HCI, pH-Wert 2,8, isoliert. Die Reinheit des IgG-Praparates
wurde durch Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese bestatigt. In den IgM-Tests wurden die Ti-
ter, die als Plasmaverdinnung definiert waren und die eine Absorption bei 492 nm aquivalent zu derjenigen
einer 1/640-Verdunnung von vereinigtem Plasma ergaben, bestimmt und mit dem Titer von Grundlinien-Pro-
ben vor der Behandlung verglichen (Mittelwert 1/410, Interquartil-Bereich 1/20-1/700).

3. Thrombolytische Wirksamkeit

[0042] Wildtyp-SakSTAR oder die Varianten SakSTAR(K74A) oder SakSTAR(K74A, E75A, R77A) wurden in-
traarteriell bei dem proximalen Ende oder in das proximale Ende des verschlieRenden Thrombus als Bolus von
2 mg, gefolgt von einer Infusion von 1 mg/Std. (bei einigen Patienten auf 0,5 mg/Std. reduziert) in Gruppen von
6 bis 12 Patienten mit angiographisch dokumentiertem Verschluss einer peripheren Arterien oder By-
pass-Transplantat von weniger als 120 Tagen Dauer verabreicht. Die Patienten wurden untersucht, nachdem
sie ihre Einwilligung gegeben hatten und das Protokoll durch das Human Studies Committee der Universitat
Leuven genehmigt worden war. Einschluss- und Ausschluss-Kriterien, die verbindende Antithrombose-Be-
handlung (einschlielich kontinuierlichem intravenésem Heparin) und das Untersuchungsprotokoll waren im
Wesentlichen wie zuvor beschrieben (22).

[0043] Relevante Grundlinien-Eigenschaften der einzelnen Patienten sind in der Tabelle 2 gezeigt. Der Grof3-
teil von PAO war auf femoropoplitealem Niveau. Es waren zwei lliumstent- und 8 Tranplantatverschlisse ent-
halten. Acht Patienten litten an behinderndem Hinken, 5 an chronischem ischamischem Restschmerz, 7 an
subakuter Ischdmie und 7 an akuter Ischamie. Ein Patient (POE), der 2 Jahre zuvor mit SakSTAR behandelt
worden war, wurde in die SakSTAR(K74A)-Gruppe aufgenommen. Dieser Patient wurde nicht in die statisti-
schen Analysen aufgenommen.

[0044] Die Tabelle 2 fasst ebenfalls die einzelne Behandlung und die Ergebnisse zusammen. Intraarterielle

Infusion bei einer Dosis von 6,0 bis 25 mg und einer Dauer von 4,0 bis 23 Std. induzierten eine vollstandige
Rekanalisierung in 24 Patienten und partielle Rekanalisierung bei 3 Patienten. Vollstdndige endovaskulare
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Verfahren (Uberwiegend PTA) wurden bei 17 Patienten und eine komplementare rekonstruktive vaskulare Chi-
rurgie nach Thrombose bei 3 Patienten durchgefiihrt. Kein Patient durchlief eine grélere Amputation. Frihe
Rezidive der Thrombose nach dem Ende des angiographischen Verfahrens traten bei 4 Patienten auf. Blu-
tungskomplikationen traten auf3er bei 5 Patienten, die eine Transfusion benétigten (Daten nicht gezeigt), nicht
auf oder eingeschrankt bis zu einer schwachen bis maRigen Hamatombildung an den Angiographie-Einstich-
stellen. Intrakraniale oder viscerale Hamorrhagie wurde nicht beobachtet. Die Spiegel von zirkulierendem Fib-
rinogen, Plasminogen und a,-Antiplasmin blieben wahrend der Infusion der SakSTAR-Einheiten im Wesentli-
chen unverandert (Daten nicht gezeigt), was eine absolute Fibrin-Spezifitdt der Staphylokinase bei den ver-
wendeten Dosierungen bestatigt. Signifikante In-vivo-Fibrin-Spaltung trat auf, wie es durch die Erhéhung der
Fibrinfragment-D-Dimerspiegel angezeigt wurde. Eine intraarterielle Heparin-Therapie verlangerte die
aPTT-Spiegel in einem variablen MalRe (Daten nicht gezeigt).

4. Antikérper-Induktion

[0045] Antikérper-bezogene SakSTAR-, SakSTAR(K74A)- und SakSTAR(K74A, E75A, R77A)-neutralisieren-
de Aktivitat und Anti-SakSTAR-, Anti-SakSTAR(K74A)- und Anti-SakSTAR(K74A, E75A, R77A)-IgG waren an
der Grundlinie und wahrend der ersten Woche nach der Infusion niedrig (Fig. 2). Von der zweiten Woche an
stiegen die Neutralisierungsaktivitats-Spiegel und erreichten nach 3 bis 4 Wochen Mittelwerte von 20 g
SakSTAR(K74A) und 2,4 pug SakSTAR(K74A, E75A, R77A), neutralisiert pro ml Plasma in den mit
SakSTAR(K74A) bzw. SakSTAR(K74A, E75A, R77A) behandelten Patienten, was erheblich niedriger ist als
der Mittelwert von 93 pug Wildtyp-SakSTAR, neutralisiert pro ml in den mit SakSTAR behandelten Patienten (p
= 0,024 fur Unterschiede zwischen den drei Gruppen durch Kruskal-Wallis-Analyse und p = 0,01 bzw. p =
0,036, fur Varianten gegen Wildtyp durch den Mann-Whitney-Rangsummentest). Die Spiegel von An-
ti-SakSTAR(K74A) und von Anti-Sakstar(K74A, E75A, R77A)-IgG stiegen nach 3 bis 4 Wochen auf Mittelwerte
von 270 und 82 pg/ml Plasma in Patienten, die mit SakSTAR(K74A) bzw. SakSTAR(K74A, E75A, R77A) be-
handelt worden waren, was signifikant niedriger ist als der Mittelwert von 1800 pg Anti-SakSTAR pro ml Plasma
in den Patienten, die mit SakSTAR behandelt worden waren ((p = 0,024 fir Unterschiede zwischen den drei
Gruppen durch Kruskal-Wallis-Analyse und p = 0,007 bzw. 0,05, fir die Varianten gegen Wildtyp durch den
Mann-Whitney-Rangsummentest).

[0046] Die Titer von Anti-SakSTAR (K74A) und Anti-SakSTAR (K74A, E75A, R77A)-IgM stiegen von mittleren
Grundlinienwerten von 1/460 und 1/410 auf Mittelwerte bei 1 Woche von 1/510 und 1/450 in Patienten, die mit
SakSTAR(K74A) bzw. SakSTAR(K74A, E75A, R77A) behandelt worden waren, was sich nicht signifikant von
den Mittelwerten 1/320 an der Grundlinie und 1/640 nach Woche 1 in Patienten unterscheidet, die mit
SakSTAR behandelt worden waren. Entsprechende Werte nach 2 Wochen waren 1/590 und 1/550 bei Patien-
ten, denen SakSTAR(K74A) und SakSTAR(K74A, E75A, R77A) gegeben worden war, was sich nicht signifi-
kant von 1/930 mit SakSTAR unterscheidet (Daten nicht gezeigt). Die durch Behandlung mit SakSTAR indu-
zierten Antikdrper wurden vollstandig von SakSTAR absorbiert, jedoch unvollstandig von SakSTAR(K74A) und
von SakSTAR(K74A, E75A, R77A), was die Immunogenitat des Epitops K74, E75, R77 und die dominante Rol-
le von K74 bei der Bindung der gegen dieses Epitop gerichteten Antikdrper bestatigt. Die Antikorper, die durch
Behandlung mit SakSTAR(K74A) oder SakSTAR(K74A, E75A, R77A) induziert wurden, wurden vollstandig
durch SakSTAR, SakSTAR(K74A) und SakSTAR(K74A, E75A, R77A) absorbiert, was zeigt, dass die Immuni-
sierung nicht auf den Neoepitopen beruhte, die durch Austausch von Lys74 gegen Ala erzeugt wurden, son-
dern von Epitopen abhing, die sich von dem K74, E75, R77-Epitop unterschieden.

[0047] Somit veranschaulicht dieses Beispiel, dass Staphylokinase-Varianten mit reduzierter Antikérperin-
duktion, aber intakter thrombolytischer Wirksamkeit erzeugt werden kénnen. Die derzeitige Erfahrung an 26
Patienten, die mit SakSTAR (n = 9), SakSTAR(K74) (n = 11) und SakSTAR(K74A, E75A, R77A) (n = 6) behan-
delt worden waren, und die vorherige Erfahrung bei 14 Patienten mit SakSTAR (n = 7) und SakSTAR(K35A,
E38A, K74A, E75A, R77A) (n =7) (31) und bei 24 Patienten mit SakSTAR (32) und mit der anschlielenden
nicht-randomisierten Erfahrung bei Patienten mit SakSTAR (n = 30), mit SakSTAR(K74A) (n = 12) und mit
SakSTAR(K74A, E75A, R77A) (n = 7) (Daten nicht gezeigt), ermdglicht eine anfangliche Abschatzung der Pra-
valenz der Immunisierung durch intraarterielle Behandlung mit SakSTAR oder Varianten mit einem verander-
ten K74, E75, R77-Epitop [SakSTAR(K74A), SakSTAR(K74A, E75A, R77A) und SakSTAR(K35A, E38A, K74A,
E75A, R77A)]. Die Neutralisierungsaktivitatsdaten nach 2 bis 4 Wochen, die in 70 Patienten mit peripherem
Arterienverschluss, denen intraarterielles SakSTAR gegeben worden war, verfiigbar waren, ergaben, dass 56
Patienten (80 Prozent) Spiegel > 5 ug Verbindung, neutralisiert pro ml Plasma, aufwiesen. Von den 43 Patien-
ten, denen SakSTAR(K74A), SakSTAR(K74A, E75A, R77A) oder SakSTAR(K74A, E75A, K74A, E75A, R77A)
gegeben worden war, hatten 27 (63 Prozent) Neutralisierungsaktivitatsspiegel von > 5 pg Verbindung pro mi
Plasma. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p = 0,05 mittels Fischer's exaktem Test), was zeigt, dass
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das K74, E75, R77-Epitop eine Hauptdeterminante der Antikdrperinduktion ist.
BEISPIEL 4

Konstruktion, Epitop-Kartierung mit monoklonalen Maus-Antikdrpern und Absorption mit vereinigtem Plasma
immunisierter Patienten von Alanin-Substitutionsmutanten von Staphylokinase

1. Einleitung

[0048] Stellengerichtete Mutagenese wurde bei anderen Resten als bei "geladenen Aminosauren" angewen-
det, um folgendes zu identifizieren: i) zusatzliche Reste, die zu den Epitopen | und Ill gehéren, und die mit der
Gruppe der Maus-MAks identifiziert wurden, und ii) Aminosauren, die die Absorption an Antiserum aus immu-
nisierten Patienten bestimmen. Da die funktionellen Epitope gewohnlich mehr als einen Aminosaure-Rest um-
fassen, der fur die Antikoérperbindung entscheidend ist, konnte die Identifizierung zusatzlicher Reste in diesen
Epitopen zur Konstruktion neuer Kombinationsderivate filhren, die ein niedrigeres antigenes Profil zeigen,
wahrend die spezifische Aktivitat und die Temperaturstabilitdt der Wildtyp-Staphylokinase beibehalten wird. In
diesem Beispiel wird die Konstruktion und Charakterisierung von SakSTAR-Varianten, in denen eine oder
héchstens zwei Aminosauren (benachbart oder in unmittelbarer Nahe zueinander) durch Alanin ersetzt wurde,
beschrieben. Die unter diesem Beispiel beschriebenen Mutanten sind in der Tabelle 3 aufgefuhrt. Diese Vari-
anten wurden in E. coli exprimiert, gereinigt und hinsichtlich ihrer spezifischen Aktivitat, Reaktivitat mit der
Gruppe monoklonaler Maus-Antikdrper und Absorption der Antikdrper aus Plasma von mit Wildtyp-SakSTAR
behandelten Patienten charakterisiert.

2. Reagenzien und Verfahren

[0049] Die Quelle fiir sémtliche in der erfindungsgemaflen Untersuchung verwendeten Reagenzien wurde zu-
vor beschrieben (22) oder ist nachstehend angegeben. Der Matrizenvektor fur die Mutagenese, pMEX602sakB
(d.h. pMEX.SakSTAR), ist an anderer Stelle beschrieben (23). Restriktions- und Modifikationsenzyme wurden
von New England Biolabs (Leusden, Niederlande), Boehringer Mannheim (Mannheim, Deutschland) oder
Pharmacia (Uppsala, Schweden) erhalten. Die Enzymreaktionen wurden gemaf den Empfehlungen des Her-
stellers durchgefiihrt. Mutagene Oligonukleotide und Primer wurden von Eurogentec (Seraing, Belgien) erhal-
ten. Die Plasmid-DNA wurde mit einem Reinigungs-Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland) oder dem BIO 101
RPM-Kit (Vista, CA), wie empfohlen isoliert. Transformationskompetente E. coli-Zellen wurden durch das be-
kannte Calciumphosphat-Verfahren hergestellt. Die Nukleotidsequenz-Bestimmung wurde an doppelstrangi-
ger Plasmid-DNA mit dem Didesoxy-Kettenabbruchverfahren durchgefiihrt, wobei das T7-Sequenzier-Kit
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) verwendet wurde. Die Polymerasekettenreaktionen (PCR) wurden mit
Tag-Polymerase von Boehringer Mannheim (Mannheim, Deutschland) oder Vent-Polymerase (New England
Biolabs, Leusden, Niederlande) durchgefiihrt. Die in diesem Beispiel beschriebenen und zur Konstruktion der
Varianten erforderlichen DNA-Rekombinationsverfahren sind gut etabliert (22, 27).

3. Konstruktion von Expressionsplasmiden

[0050] Die Varianten SakSTAR(Y17A, F18A), SakSTAR(F104A), SakSTAR(F111A), SakSTAR(Y9A),
SakSTAR(Y91A), SakSTAR(Y92A), SakSTAR(I87A), SakSTAR(I106A) und SakSTAR (I1120A) wurden mit dem
Chameleon-Kit fir stellengerichtete Mutagenese mit Doppelstrang von Stratagene (La Jolla, USA) konstruiert,
wobei der pMEX.SakSTAR-Vektor als Matrize verwendet wurde und die Anweisungen des Herstellers befolgt
wurden. Die mutagenen Oligonukleotide (nicht gezeigt) wurden in Kombination mit dem Selektions-Primer
LY34 5' CAAAACAGCCGAGCTTCATTCATTCAGC verwendet, der die einzige Hindlll-Stelle zerstort, die sich
3' von dem Staphylokinase-codierenden Gen in pMEX.SakSTAR befindet, und der die Gegenselektion
nicht-mutierter Nachkommen durch HindlllI-Spaltung ermdglicht. Die Deletion der Hindlll-Stelle war in den
meisten Fallen mit dem Vorhandensein der gewlinschten Mutation korreliert, die durch das mutagene Oligo-
nukleotid eingebracht wurde. Die Variante SakSTAR(I133A) wurde konstruiert, indem eine Polymeraseketten-
reaktion mit dem pMEX.SakSTAR-Plasmid durchgefuhrt wurde, wobei der am 5'-Ende des sakSTAR-Gens be-
findliche Primer 818A (5'CAGGAAACAGAATTCAGGAG) und der mutagene Primer LY58
(5'TTCAGCATGCTGCAGTTATTTCTTTTCTGCAACAACCTTGG) verwendet wurden. Das amplifizierte Pro-
dukt (30 Zyklen: 30 sec bei 94°C, 30 sec bei 50°C, 30 sec bei 72°C) wurde gereinigt, mit EcoRI und Pstl ge-
spalten und in die entsprechenden Stellen von pMEXSakSTAR ligiert. Die Varianten SakSTAR(1128),
SakSTAR(L127A) und SakSTAR(N126V) wurden konstruiert, indem eine Polymerasekettenreaktion mit dem
am 5'-Ende des sakSTAR-Gens befindlichen Primer 818A und den mutagenen Primern (nicht gezeigt) durch-
geflhrt wurde. Das amplifizierte Produkt (30 Zyklen: 1 sec bei 94°C, 1 sec bei 50°C, 10 sec bei 72°C) wurde
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gereinigt, mit EcoRI und Styl gespalten und in die entsprechenden Stellen von pMEXSakSTAR ligiert.

[0051] Die Variante SakSTAR(F125A) wurde Uber die Durchfiihrung von zwei aufeinanderfolgenden
PCR-Reaktionen (30 Zyklen: 30 sec bei 94°C, 30 sec. bei 50°C, 30 sec. bei 72°C) konstruiert. In der ersten
Reaktion wurde ein Fragment von pMEX.SakSTAR mit den Primern 818A und einem mutagenen Primer am-
plifiziert. Dieses amplifizierte Fragment wurde dann als Matrize in einer zweiten PCR-Reaktion mit einem mu-
tagenen Primer verwendet, um das Fragment stromabwarts der Styl-Stelle in dem sakSTAR-Gen (entspre-
chend den Aminosauren 130-131 von SakSTAR) weiter zu verlangern. Das resultierende Produkt wurde mit
EcoRI und Styl gespalten und in die entsprechenden Stellen von pMEXSakSTAR ligiert.

[0052] Die Plasmide, die samtliche anderen in der Tabelle 3 aufgefihrten Varianten codieren, wurden durch
direkte PCR oder durch Polymerasekettenreaktion mit gespleilter Uberlappungs-Extension (SOE-PCR) (24)
mittels pMEX.SakSTAR oder verfiigbaren Plasmiden, die SakSTAR-Varianten codieren, als Matrize konstru-
iert. Zwei Fragmente wurden durch PCR (30 Zyklen: 1 sec bei 94°C, 1 sec bei 50°C, 10 sec bei 72°C) amplifi-
ziert, wobei das erste Fragment vom 5'-Ende (Primer 818A) des Staphylokinase-Gens bis zu dem zu mutage-
nisierenden Bereich (Vorwartsprimer) ausging, und das zweite Fragment von eben diesem Bereich (Ruckwart-
sprimer) bis zum 3'-Ende des Gens mit dem Primer 818D (5'CAAACAGCCAAGCTTCATTCATTCAGC) aus-
ging. Vorwarts- und Rickwarts-Primer hatten einen gemeinsamen Uberlappenden Bereich von etwa 24 by (Pri-
mer nicht gezeigt). Die zwei gereinigten Fragmente wurden dann in einer zweiten PCR-Reaktion mit den ex-
ternen Primern 818A und 818D zusammengebaut (30 Zyklen: 1 sec bei 94°C, 1 sec bei 50°C, 10 sec bei 72°C).
Das amplifizierte Produkt aus dieser Endreaktion wurde gereinigt, mit EcoRI und HindlIl gespalten und in die
entsprechende Stelle von pMEX.SakSTAR ligiert. Fir jede Konstruktion wurde die Sequenz der Variante durch
Sequenzieren des gesamten SakSTAR-codierenden Bereichs bestatigt.

4. Expression und Reinigung der SakSTAR-Varianten

[0053] Die SakSTAR-Varianten wurden wie vorstehend beschrieben aus transformierten E. coli exprimiert
und gereinigt, die in Terrific-Broth-(TB)-Medium (28) gezlichtet worden waren. Ein 2- bis 4 ml-Aliquot einer Uber
Nacht gesattigten Kultur in LB-Medium wurde zum Animpfen einer 1- bis 2-Liter-Kultur in Terrific Broth verwen-
det, die mit 100 pg/ml Ampicillin angereichert war. Die Kultur wurde unter starker Beliiftung und bei 30°C inku-
biert. Nach etwa 16 Std. Inkubation wurde IPTG (200 pymol/l) zur Induktion der Expression vom tac-Promotor
zu der Kultur gegeben. Nach 3 Std. Induktion wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4000 U/min fiir 20 min
pelletiert, in 1/10 Volumen 0,01 mol/l Phosphatpuffer, pH-Wert 6-6,5, resuspendiert und durch Ultraschallbe-
handlung bei 0°C aufgebrochen. Die Suspension wurde fiir 20 min bei 20000 U/min zentrifugiert, und der Uber-
stand wurde bei 4°C oder bei —20°C bis zur Reinigung aufbewahrt. Das Material wurde im Wesentlichen wie
vorstehend beschrieben gereinigt (Beispiel 2): geklarte Zell-Lysate, die die SakSTAR-Varianten enthielten,
wurden auf einer 1,6 x 5 cm SP-Sephadex-Saule und anschlieRend auf einer 1,6 x 8 cm Phenylsepharo-
se-Saule chromatographisch aufgetrennt. Die SakSTAR enthaltenden Fraktionen, die durch SDS-Gelelektro-
phorese lokalisiert wurden, wurden zur weiteren Analyse vereinigt.

5. Physikalisch-chemische und biochemische Analyse

[0054] sDie Proteinkonzentrationen wurden gemaf Bradford (29) bestimmt. SDS-PAGE wurde mit dem Phast
System™ (Pharmacia, Uppsala, Schweden) mittels 10-15%igen Gradientengelen und Coomassie-Bril-
liant-Blue-Farbung durchgefuhrt, und die spezifischen Aktivitadten der SakSTAR-L&sungen wurden mit einem
in Mikrotiterplatten (wie in Beispiel 2 beschrieben) durchgeflihrten chromogenen Substrat-Test bestimmt. Die
spezifische Aktivitat der verschiedenen SakSTAR-Varianten ist in Tabelle 3 zusammengefasst.

6. Reaktivitat der SakSTAR-Varianten mit einer Gruppe monoklonaler Maus-Antikdrper.

[0055] Die zur Bestimmung der Reaktivitat der SakSTAR-Varianten mit einer Gruppe monoklonaler Maus-An-
tikdrper verwendete Methodik wurde im vorstehenden Beispiel 1 beschrieben. Die Ergebnisse sind in der Ta-
belle 3 zusammengefasst (das Layout dieser Tabelle entspricht dem Layout der Tabelle 1, wie in Beispiel 1
beschrieben). Die apparenten Assoziationskonstanten, die mindestens zehnmal niedriger als bei der Wild-
typ-Staphylokinase waren, wurden als signifikant angesehen, und sind in der Tabelle fett gedruckt angegeben.

[0056] Zur Gewinnung einer umfassenden Liste der Eigenschaften von Ala-Substitutionsvarianten des
SakSTAR-Molekiils wurden 67 Plasmide, die Varianten mit einem Austausch einer einzelnen oder von zwei
benachbarten Aminosauren gegen Ala codieren, konstruiert, exprimiert und gereinigt. Zusammen mit den vor-
her beschriebenen (22 und Beispiel 2) 35 geladenen Rest-zu-Ala-Substitutionsvarianten deckt diese Analyse
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samtliche Reste in SakSTAR ab, auf3er Gly, Ala und Pro, wie in der Fig. 3 veranschaulicht. Acht der Varianten
konnten in erster Linie wegen niedriger Expressionsspiegel nicht in gereinigter Form erhalten werden, 11 Va-
rianten waren inaktiv, 56 hatten eine reduzierte spezifische Aktivitat und 27 hatten eine aufrechterhaltene oder
erhohte spezifische Aktivitat (= 100 kHU/mg). Die Ausbeuten des gereinigten Materials aus den Kulturen der
exprimierten Plasmide waren 16 mg/l (Mittelwert, 10 bis 90 Perzentil-Bereich 4 bis 41 mg/l). Die SDS-Polyac-
rylamid-Gelelektrophorese zeigte tUbereinstimmend eine Hauptbande mit M = 16000, was gewdhnlich 95% des
Gesamtproteins ausmacht (nicht gezeigt).

[0057] Der Austausch von K35; N95, S103 oder K135 gegen Ala ergab Varianten mit spezifischen Aktivitaten
von = 200 kU/mg. Der Austausch von W66, Y73 oder E75 gegen Ala reduzierte die Reaktivitat der Varianten
mit = 3 Antikorpern des Epitop-Clusters I, der Austausch von H43 oder V45 gegen Ala reduzierte diejenige mit
3 Antikérpern von Epitop-Cluster Il, und der Austausch von V32, K35, D82 und K130 gegen Ala reduzierte die-
jenige mit = 3 Antikdrpern des Epitop-Clusters lIl.

7. Absorption von Antikérpern, ausgeldst in Patienten durch Behandlung mit SakSTAR

[0058] Fur das erfindungsgemalie Beispiel wurden drei Plasmapools, wie in Beispiel 2 beschrieben, verwen-
det. Die zur Bewertung der Absorption mit Wildtyp-Staphylokinase und mit SakSTAR-Varianten verwendete
Methodik von Antikdrpern, die in mit SakSTAR behandelten Patienten ausgeldst wurden, ist eingehend in Bei-
spiel 2 beschrieben. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3 zusammengefasst. Wahrend Wildtyp-SakSTAR und
die meisten der in diesem Beispiel analysierten Varianten mehr als 95% der bindenden Antikdrper aus dem
vereinigten Plasma der 10 Patienten absorbierten, wurde eine unvollstandige Absorption (< 60%) mit
SakSTAR(Y73A) und mit SakSTAR(K74A) beobachtet. Die Hauptrolle von Lys74 fur die Antikdrpererkennung
wurde zuvor gezeigt (siehe Beispiel 2). Die erfindungsgemafien Ergebnisse zeigen, dass Tyr73 am gleichen
Hauptepitop wie Lys74 beteiligt ist, oder alternativ, dass der Austausch an Tyr73 indirekt eine strukturelle Mo-
difikation des "K74-Epitops" induzieren kann. Die Absorption mit dem vereinigten Plasma aus 3 Patienten, aus
denen > 95% der Antikérper mit SakSTAR(K35A, E38A, K74A, E75A, R77A) absorbiert wurden (Subpool C,
siehe Beispiel 2), war mit den meisten untersuchten Varianten nahezu vollstandig.

BEISPIEL 5

Konstruktion, Epitopkartierung mit monoklonalen Maus-Antikdrpern und Absorption mit vereinigtem Plasma
immunisierter Patienten von Staphylokinase-Varianten mit Austausch von S34, G36 und/oder H43.

[0059] Die naturliche Variante Sak42D unterscheidet sich von SakSTAR in drei Aminosauren und entspricht
SakSTAR(S34G, G36R, H43R). Sak42D ist durch eine reduzierte Reaktivitat mit einigen Maus-Antikdrpern der
Epitop-Clusterll und Ill und eine leicht reduzierte Absorption von Antikdrpern aus dem Plasma von mit
SakSTAR behandelten Patienten gekennzeichnet (Tabelle 4). Die Mutagenese dieser Reste in SakSTAR er-
gab, dass die reduzierte Reaktivitat mit dem Epitop-Cluster Il und mit dem Plasma immunisierter Patienten der
G36R-Substitution zugeschrieben werden konnte, die H43R-Substitution vermittelte die reduzierte Reaktivitat
mit Epitop-Cluster Il, hatte aber keine Wirkung auf die Reaktivitat mit dem Plasma immunisierter Patienten, wo-
hingegen die S34A-Substitution keine Wirkung zeigte. Die G36R-Substitution konnte mit K74R kombiniert wer-
den, aber nicht mit der K74A-Substitution, ohne dass die spezifische Aktivitat signifikant reduziert wurde (Ta-
belle 4).

BEISPIEL 6

Konstruktion, Epitopkartierung mit monoklonalen Maus-Antikdrpern und Absorption mit vereinigtem Plasma
aus immunisierten Patienten von Staphylokinase-Varianten mit Austausch von K35, E65, Y73, K74, E80+D82
N95, K130, V132, und/oder K135

[0060] Auf der Basis der Ergebnisse der Alanin-Austauschanalyse in Beispiel 4, wurden K35, N95 und K135
zur weiteren Analyse ausgewahlt, weil SakSTAR(K35A), SakSTAR(N95A) und SakSTAR(K135A) eine doppelt
so grof3e spezifische Aktivitat aufwiesen, Y73 und K74, weil SakSTAR(Y73A) und SakSTAR(K74A) eine deut-
lich reduzierte Reaktivitat mit Antikérpern aus dem Epitop-Cluster | und eine verminderte Absorption von Anti-
kérpern aus Plasma von durch Behandlung mit SakSTAR immunisierten Patienten hatten, und K35, E80+D82,
K130 und V 132, weil SakSTAR (K35A), SakSTAR(E80A, D82A), SakSTAR(K130A) und SakSTAR(V132A)
eine verringerte Reaktivitat mit Antikdrpern aus dem Epitop-Cluster Il aufwiesen.

[0061] In einem Versuch, das Verhaltnis von Aktivitat und Antigenitat zu maximieren, wurden diese Amino-
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sauren gegen andere Aminosauren als Ala ausgetauscht. Wie in der Tabelle 5 zusammengefasst, ergab der
Austausch von K35 gegen A, E oder Q, dass SakSTAR(K35A) die interessantesten Eigenschaften hatte, der
Austausch von Y73 gegen F, H, L, S oder W rettete nicht die deutliche Reduktion der spezifischen Aktivitat,
und K74 bestatigte seine Schlisselrolle bei der Bindung der Antikérper aus dem Plasma immunisierter Patien-
ten, wobei die besten Verhaltnisse von spezifischer Aktivitdt und Antigenitdt mit SakSTAR(K74Q) und
SakSTAR(K74R) erhalten wurden. SakSTAR(E80A, D82A) wurde gegenlber den Einzelrest-Varianten
SakSTAR(E80A) oder SakSTAR(D82A) wegen seiner etwas niedrigeren Reaktivitat mit dem Plasma immuni-
sierter Patienten bevorzugt. SakSTAR(N95A) konnte durch Austausch von N95 gegen E, G, K oder R nicht
weiter verbessert werden, und es konnte seine erhdhte spezifische Aktivitat nicht auf Varianten Gbertragen, die
K174A oder K135R enthielten. SchlieRBlich wurde SakSTAR(K130A) von SakSTAR(K130T) und
SakSTAR(V132A) von SakSTAR(V 132R) hinsichtlich der spezifischen Aktivitat tbertroffen.

BEISPIEL 7

Konstruktion, Epitopkartierung mit monoklonalen Maus-Antikdrpern und Absorption mit vereinigtem Plasma
aus immunisierten Patienten von Kombinations-Varianten von SakSTAR(K130T, K135R) und SakSTAR(ES80A,
D82A, K130T, K135R) mit K35A, G36R, E65X, K74X und ausgewahlten anderen Aminosauren

[0062] Im vorliegenden und in den folgenden Beispielen wurde ein zusatzlicher Plasmapool aus 40 Patienten
erzeugt, der mehrere Wochen nach der Behandlung mit SakSTAR (Pool 40) erhalten wurde. Der urspriingliche
Pool aus 10 Patienten wird weiterhin als Pool 10 identifiziert. Die Absorption Staphylokinase-spezifischer An-
tikérper wurde wie vorstehend und an anderer Stelle beschrieben (22) quantifiziert.

[0063] Die SakSTAR(K130T, K135R)-Variante wurde wegen ihrer hohen spezifischen Aktivitat mit einer ma-
Rigen Reduktion der Bindung an Antikérper von Epitop-Cluster 1l und Absorption von Antikérpern aus dem
Plasma immunisierter Patienten als Matrize zur additiven Mutagenese verwendet (Tabelle 6). Der Zusatz von
G36R, K74R oder K74Q oder beidem zu der Matrize verringerte die spezifische Aktivitat nicht merklich, redu-
zierte die Reaktivitat mit monoklonalen Antikorpern gegen Epitop-Cluster Il (G36R-Substitution) und senkte
die Absorption von Antikérpern aus Plasma immunisierter Patienten (K74R- oder K74Q-Substitution). Die
Kombination von E65A oder E65Q mit K74Q in der SakSTAR(K130T, K135R)-Matrize reduzierte die Absorpti-
on der Antikdrper aus Pool 10 und Pool 40 auf etwa 50 bzw. 60 Prozent, ohne dass die spezifische Aktivitat
merklich verringert wurde. Die Additionssubstitution ausgewahlter Aminosauren in der SakSTAR(E65Q, K74Q,
K130T, K135R)-Matrize verringerte die Antikdrperabsorption aus Pool 10 oder Pool 40 nicht weiter. Uberra-
schend bewirkte der Austausch von K136 gegen A und die Addition von K in Stellung 137 einen deutlichen
Anstieg der spezifischen Aktivitat, wie es in dem chromogenen Substrat-Test gemessen wurde.

[0064] Die Kombination der SakSTAR(E80A, D82A)- und SakSTAR(K130T, K135R)-Matrizen beeinflusste die
spezifische Aktivitat nicht und hatte eine verringerte Reaktivitat mit Epitop-Cluster IlI-Antikdrpern (Tabelle 7).
Daher wurde die SakSTAR(E80A, D82A, K130T, K135R)-Matrize zur weiteren Mutagenese ausgewahlt. Die
Addition von K74R und noch mehr K74Q senkte die Reaktivitdt mit dem Plasma immunisierter Patienten dras-
tisch. SchlieRlich ergab die Addition von E65D oder K35A oder E65S zu SakSTAR(K74R, E80A, D82A, K130T,
K135R)- oder SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R)-Matrizen Varianten mit intakter spezifischer Ak-
tivitat, die nur < 45 der Antikérper des vereinigten Plasmas immunisierter Patienten banden und weniger als
15% des Subpools, der zu als 50% mit dem K74, E75, R77-Epitop reagierte.

BEISPIEL 8

Charakterisierung ausgewabhlter Varianten von Staphylokinase mit intakter spezifischer Aktivitat und weniger
als 50% Adsorption von vereinigten SakSTAR-spezifischen Human-Antikdrpern, die in Patienten durch Be-
handlung mit Wildtyp-SakSTAR ausgeldst wurden

1. Einleitung

[0065] Dreiundzwanzig von den in den vorstehenden Beispielen konstruierten und charakterisierten Varian-
ten vereinigten die Eigenschaften einer spezifischen Rest-Aktivitat von = 100 kHU/mg und < 50 Prozent Ab-
sorption mit dem Pool der Antiseren, die aus 10 mit Wildtyp-SakSTAR behandelten Patienten erhalten wurden.
Die Ergebnisse sind in der Tabelle 8 zusammengefasst. Die mit Subpool B und Subpool C und mit dem Pool
von 40 mit Wildtyp-SakSTAR behandelten Patienten erhaltenen Ergebnisse sind enthalten. SakSTAR(K74Q,
E80A, D82A, K130T, K135R), SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R), SakSTAR(K35A, E65D,
K74Q, E8OA, D82A, K130T, K135R) und SakSTAR(E65Q, K74Q, N95A, E118A, K130A, K135R, K136A, ¥
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137K) wurden zur weiteren Charakterisierung ausgewahlt.
2. Fibrinolytische In-vitro-Eigenschaften von SakSTAR-Varianten in Humanplasma

[0066] Die fibrinolytischen und fibrinogenolytischen Eigenschaften der SakSTAR-Varianten wurden wie zuvor
beschrieben bestimmt. Es wurde eine dosis- und zeitabhangige Lyse von in Humanplasma getrankten mit
'2%|-Fibrin markierten Plasmagerinnseln mit den ausgewahlten Varianten erhalten (Tabelle 9). Die spontane
Gerinnsel-Lyse wahrend des Versuchszeitraums betrug < 5% (nicht gezeigt). Gleich wirksame Konzentratio-
nen der Testverbindung (die 50% Gerinnsel-Lyse in 2 Std. verursachten; C,;), welche graphisch aus Auftragun-
gen der Gerinnsel-Lyse nach 2 Std. gegen die Konzentration des Plasminogenaktivators (nicht gezeigt) be-
stimmt wurden, reichten von 0,11 + 0,01 bis 0,24 + 0,04 g/ml, wobei die Rest-Fibrinogen-Spiegel im Bereich
zwischen 92 + 30 und 97 + 30 Prozent der Grundlinie lagen (Tabelle 9). Die Konzentrationen der Verbindung,
die 50% Fibrinogen-Abbau in 2 Std. in Humanplasma in Abwesenheit von Fibrin verursachten, wurden gra-
phisch aus Dosis-Reaktions-Kurven (nicht gezeigt) bestimmt. Diese Werte (Mittelwert + Standardabweichung
von 3 unabgéngigen Experimenten) reichten von 14 + 3,2 bis 29 + 3,1 pug/ml (Tabelle 9). Uberraschenderweise
ging die sehr hohe spezifische Aktivitat von SakSTAR(E65Q, K74Q, N95A, E118A, K130A, K135R, K136A,
V137K) in dem chromogenen Test nicht mit einer erhéhten thrombolytischen Wirksamkeit in einem Plasmami-
lieu einher.

3. Temperaturstabilitat selektierter SakSTAR-Varianten

[0067] Die Temperaturstabilitdt von Praparaten von SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R),
SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R) und SakSTAR(K35A, E65D, K74Q, ES0A, D82A, K130T,
K135R), geldst auf eine Konzentration von 1,0 mg/ml in 0,15 mol/l NaCl, 0,01 mol/l Phosphatpuffer, pH-Wert
7,5, bei verschiedenen Temperaturen ist in Fig. 4 veranschaulicht. Bei Temperaturen bis zu 37°C blieben samt-
liche Verbindungen fir mindestens drei Tage vollstandig aktiv. Bei 56°C und 70°C waren die drei Varianten je-
doch weniger stabil als Wildtyp-SakSTAR.

4. Pharmakokinetische Eigenschaften von SakSTAR-Varianten nach Bolus-Injektion in Hamstern

[0068] Die pharmakokinetischen Parameter der Disposition von SakSTAR-Varianten aus Blut wurden in
Gruppen von 4 Hamstern nach einer intravendsen Bolus-Injektion von 100 pg/kg SakSTAR-Variante bewertet.
SakSTAR-verwandtes Antigen wurde unter Verwendung des an anderer Stelle beschriebenen ELISA unter-
sucht. Der ELISA wurde gegen jede der zu quantifizierenden SakSTAR-Varianten kalibriert. Pharmakokineti-
sche Parameter umfassten: Anfangliche Halbwertszeit (in min.), t1/2a = In2/a; Halbwertszeit am Ende (in min),
t1/23 =In2/B; Volumen des zentralen (Plasma)-Kompartimentes (in ml), V, = Dosis/(A+B); Flache unter der Kur-
ve in (ug.min.ml™"), AUC = A/a + B/B; und Plasma-Clearance (in ml.min™"), Clp = Dosis/AUC (33).

[0069] Die Dispositionsrate von Staphylokinase-bezogenem Antigen aus Blut nach Bolus-Injektion von 100
pg/kg der ausgewahlten SakSTAR-Varianten in Gruppen von 4 Hamstern liel® sich angemessen durch eine
Summe von zwei Exponentialausdriicken durch graphisches "Curve Peeling" beschreiben (Ergebnisse nicht
gezeigt), woraus die in der Tabelle 10 zusammengefassten pharmakokinetischen Parameter hergeleitet wur-
den. Die pharmakokinetischen Parameter der Mutanten unterschieden sich nicht merklich von denen des Wild-
typ-SakSTAR. Die anfanglichen Plasma-Halbwertszeiten (t1/2(a)) lagen im Bereich zwischen 2,0 und 3,2 min
und die Plasma-Clearance-Werte (Clp) zwischen 1,6 und 4,1 ml/min.

BEISPIEL 9

Vergleichende thrombolytische Wirksamkeit und Immunogenitat von SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T,
K135R) und SakSTAR(E65D, K74R, ES0A, D82A, K130T, K135R gegen SakSTAR in Patienten mit peripherem
Arterienverschluss

1. Reinigung zur In-vivo-Verwendung

[0070] Achzehn-Liter-Kulturen (in 2-Liter-Ansatzen) der Varianten SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T,
K135R) und SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R) wurden 20 Std. in Terrific-Broth-Medium
(28) gezuchtet, das mit 100 pg/ml Ampicillin angereichert war, und wahrend der letzten 3 Std. mit IPTG indu-
ziert. Die Zellen wurden pelletiert, in 1/10 Volumen 0,01 mol/l Phosphatpuffer, pH-Wert 6,0, resuspendiert,
durch Ultraschallbehandlung aufgebrochen und durch Zentrifugation geklart. Die Verbindungen wurden durch
Chromatographie auf einer 10 x 7 cm SP-Sepharose-Saule gereinigt, die mit 0,01 mol/l Phosphatpuffer,
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pH-Wert 6,0, aquilibriert und mit einem 1 mol/l NaCl-Gradient (3 Sdulenvolumina) eluiert worden war. Die Frak-
tionen mit der SakSTAR-Variante wurden vereinigt, festes NaCl wurde zu einer Konzentration von 2,5 mol/l
dazu gegeben, und das Material wurde auf einer 10 x 20 cm Phenylsepharose-Saule chromatographisch auf-
getrennt, gefolgt von schrittweise erfolgender Elution mit 0,01 mol/l Phosphatpuffer, pH-Wert 6,0. Die Materia-
lien wurden auf einer 10 x 45 cm Sephadex G25-Saule entsalzt, durch Auftragen auf eine 5 x 10 cm SP-Se-
pharose-Saule unter schrittweise erfolgender Elution mit 1,0 mol/l NaCl eingeengt und anschlie3end auf einer
6 x 60 cm Superdex 75-Saule gelfiltriert, die mit 0,15 m NaCl, 0,01 Mol/l Phosphatpuffer, pH-Wert 7,5, aquili-
briert worden war, damit ihr Endotoxin-Gehalt weiter reduziert wurde. Die SakSTAR-Variante enthaltenden
Fraktionen wurden vereinigt, die Proteinkonzentration wurde auf 1 mg/ml eingestellt, und das Material durch
Filtration durch einen 0,22 m Millipore-Filter sterilisiert. Die zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat, Endoto-
xin-Kontamination, Bakteriensterilitdt und Toxizitat in Mausen verwendete Methodik ist oben und an anderer
Stelle beschrieben (22). Die Reinheit des Praparates wurde durch SDS-Gelelektrophorese auf 10% Gelen un-
tersucht, auf die 40 g der Verbindung aufgetragen worden war.

[0071] Aus den Kulturvolumina von 18 Litern SakSTAR-Variante wurden 840 mg SakSTAR(K74Q, E80A,
D82A, K130T, K135R) mit einer spezifischen Aktivitat von 140 kHU/mg und 800 mg SakSTAR(E65D, K74R,
E80A, D82A, K130T, K135R) mit einer spezifischen Aktivitat von 150 gereinigt. Der Endotoxin-Gehalt betrug <
0,1 und 0,26 IU/mg. Die Gelfiltration auf HPLC ergab einen einzelnen symmetrischen Haupt-Peak in dem Chro-
matographiebereich der Saule, der > 98% des eluierten Materials darstellt (Gesamtflache unter der Kurve)
(nicht gezeigt).

[0072] Die SDS-Gelelektrophorese von 40 g-Proben ergaben einzelne Hauptkomponenten (nicht gezeigt).
Die mittels Filtration sterilisierten Praparate erwiesen sich am 3. Untersuchungstag wie an anderer Stelle be-
schrieben (22) als steril. Die intravendse Bolus-Injektion der SakSTAR-Varianten in Gruppen von 5 Mausen (3
mg/kg Korpergewicht) provozierte keine akute Reaktion und reduzierte auch nicht die Gewichtszunahme in-
nerhalb von 8 Tagen, verglichen mit Mausen, denen eine gleiche Menge Salzlésung gegeben wurde (nicht ge-
zeigt).

2. Thrombolytische Wirksamkeit

[0073] Wildtyp-SakSTAR oder die Varianten SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R) oder
SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R) wurden intraarteriell bei dem proximalen Ende oder in
das proximale Ende des verschlieRenden Thrombus als Bolus von 2 mg und anschlieRend durch eine Infusion
von 1 mg/Std. (bei einigen Patienten Gber Nacht auf 0,5 mg/Std. reduziert) in Gruppen von 15, 6 bzw. 6 Pati-
enten mit einem angiographisch dokumentierten Verschluss einer peripheren Arterie oder eines Bypass-Trans-
plantates von weniger als 30 Tagen Dauer verabreicht. Die Patienten wurden untersucht, nachdem sie ihre Ein-
willigung gegeben hatten und das Protokol von dem Human Studies Committee of the University of Leuven
genehmigt worden war. Die Einschluss- und Ausschlusskriterien, die verbindende Antithrombose-Behandlung
(einschlief3lich kontinuierlichem intravenésem Heparin) und das Untersuchungsprotokoll waren im Wesentli-
chen wie vorstehend beschrieben (22).

[0074] Die relevanten Grundlinieneigenschaften der einzelnen Patienten und die Ergebnisse der Behandlung
und die Ergebnisse sind in der Tabelle 11 gezeigt. Die intraarterielle Infusion bei einer Dosis von 3,5 bis 27 mg
und einer Dauer von 2 bis 44 Std. induzierte eine vollstandige Rekanalisierung bei 22 Patienten und eine par-
tielle Rekanalisierung bei 5 Patienten. Komplementare endovaskulare Verfahren (hauptsachlich PTA) wurden
bei 13 Patienten und die komplementare rekonstruktive vaskulare Operation nach Thrombolyse bei 5 Patien-
ten durchgefihrt. Ein Patient unterlag einer grolen Amputation. Blutungskomplikationen traten gewodhnlich
nicht auf oder waren auf eine schwache bis maRige Hamatombildung an den Angiographie-Einstichstellen be-
schrankt (Daten nicht gezeigt). Ein Patient, der Wildtyp-SakSTAR erhielt, litt an nicht-tédlicher intrakranialer
Blutung, ein Patient (BUE) an einem retroperitonealem Hamatom, und zwei Patienten (MAN und STRO) an
gastrointestinaler Blutung.

[0075] Zirkulierendes Fibrinogen, Plasminogen und a,-Antiplasmin-Spiegel blieben wahrend der Infusion von
SakSTAR-Einheiten unverandert (Daten nicht gezeigt), was die absolute Fibrin-Spezifitat dieser Mittel bei den
verwendeten Dosierungen wiederspiegelt (Daten nicht gezeigt). Signifikante In-vivo-Fibrin-Spaltung erfolgte,
wie anhand der Erhéhung der Spiegel an Fibrin-Fragment D-Dimer bewiesen wurde. Die intraarterielle Hepa-
rin-Therapie verlangerte die aPTT-Spiegel in variablem Male (Daten nicht gezeigt).
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3. Antikdrper-Induktion

[0076] Staphylokinase-neutralisierende Aktivitat in plasma- und antigenspezifischen 1gG-Antikérper wurden
im Wesentlichen wie oben und an anderer Stelle beschrieben quantifiziert (22). Die Antikérper-bezogene
SakSTAR-, SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R)- und SakSTAR (E65D, K74R, E80A, D82A, K130T,
K135R)-neutralisierende Aktivitat und Anti-SakSTAR-, Anti-SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R)-
und Anti-SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R)-IgG waren an der Grundlinie und wahrend der
ersten Woche nach der Infusion niedrig (Fig. 5). Von der zweiten Woche an stiegen die Neutralisierungs-Akti-
vitats-Spiegel an und erreichten nach 3 bis 4 Wochen Mittelwerte von 9 pg SakSTAR(K74Q, E80A, D82A,
K130T, K135R) und 0,5 ug SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R), neutralisiert pro ml Plasma
in den mit den entsprechenden Einheiten behandelten Patienten, verglichen mit einem Mittelwert von 24 g
Wildtyp-SakSTAR, neutralisiert pro ml in den 15 mit SakSTAR behandelten Patienten. Die Spiegel von An-
ti-SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R) und von Anti-SakSTAR (E65D, K74R, E80A, D82A, K130T,
K135R)-IgG stiegen nach 3 bis 4 Wochen auf Mittelwerte von 420 bzw. 30 ug/ml Plasma in Patienten, die mit
den entsprechenden Einheiten behandelt worden waren, verglichen mit einem Mittelwert von 590 pg An-
ti-SakSTAR pro ml Plasma in den mit SakSTAR behandelten Patienten (Fig. 5). Die Pravalenz der Immunisie-
rung, definiert als Neutralisierungs-Aktivitaten im Plasma nach 2 bis 4 Wochen oberhalb von 5 g/ml, war 3 von
6 Patienten (50 Prozent) mit SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R), 1 von 6 Patienten (17 Prozent)
mit SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R), verglichen mit 56 von 70 Patienten (80 Prozent) mit
SakSTAR. Dieser Unterschied ist statistisch hoch-signifikant (p = 0,01 mittels 2 x 3 Chi-Quadrat-Analyse).

[0077] Die durch Behandlung mit SakSTAR induzierten Antikérper wurden vollstandig von SakSTAR absor-
biert, aber unvollstédndig von SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R) und von SakSTAR(E65D, K74R,
E80A, D82A, K130T, K135R) (Tabelle 12). Antikorper, die durch Behandlung mit SakSTAR(K74Q, ES0A, D82A,
K130T, K135R) induziert wurden, und die bei 4 von 6 Patienten nachweisbar waren, wurden vollstandig (= 90
Prozent) von SakSTAR, SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R) und von SakSTAR (E65D, K74R,
E80A, D82A, K130T, K135R) absorbiert, was zeigt, dass die Immunisierung nicht aufgrund von Neoepitopen
erfolgte, die durch Substitution der Wildtyp-Aminosauren erzeugt wurden. Antikorper, die durch Behandlung
mit SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R) induziert wurden, und die in einem Patient (URB)
nachgewiesen wurden, wurden vollstdndig mit SakSTAR(K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R) und mit
SakSTAR(E65D, K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R), aber unvollstandig (85%) mit Wildtyp-SakSTAR absor-
biert, was nahelegt, dass eine kleine Fraktion der induzierten Antikérper gegen ein Neoepitop in der zur Infu-
sion verwendeten Variante gerichtet sein kann.

BEISPIEL 10

Konstruktion und Absorption mit vereinigtem Plasma immunisierter Patienten der Kombinationsvarianten von
SakSTAR(E65Q, K74Q, K130T, K135R) und anderen ausgewahlten Aminosauren

1. Einleitung

[0078] Bei einer letzten Runde der additiven Substitutionsmutagenese wurde die SakSTAR(E65Q, K74Q,
K130T, K135R)-Variante als Matrize verwendet, da sie eine hohe spezifische Aktivitat mit einer signifikanten
Reduktion der Absorption (auf 65 Prozent) der Antikdrper aus vereinigtem Plasma immunisierter Patienten
(Pool 40) aufwies. Die Zwischenvarianten, die fir die Zusammensetzung der schlief3lich selektierten Varianten
relevant waren, sind in der Tabelle 13 zusammengefasst. Die Addition von K35A, D82A und S84A, von T90A,
E99D und T101S oder von E108A und K109A reduzierte die Antikdrperabsorption auf etwa 50 Prozent, wohin-
gegen die kombinierte Addition von D82A, S84A und E108A, K109A diese auf 41 Prozent senkte. Substitution
von K136A, kombiniert mit der Addition eines Lys-Restes an das COOH-Ende (-137K), erhéhte die spezifische
Aktivitat in einem gereinigten System, aber nicht im Plasmamilieu und auch nicht in einem Hamster-Lungen-
embolie-Modell (nicht gezeigt), und reduzierte weiterhin die Absorption der Antikdrper aus vereinigtem Patien-
tenplasma auf 30 Prozent. SchlieBlich ergab die Addition von K35A und T90A, E99D, T101S-Substitutionen
zu dieser Matrize eine Mutante mit intakter thrombolytischer Wirksamkeit, die nur 24 Prozent der Antikorper
von vereinigtem immunisiertem Patientenplasma band.

[0079] Auf der Grundlage dieser Analyse wurden SakSTAR(E65Q, K74Q, D82A, S84A, E108A, K109A,
K130T, K135R, K136A, V137K), (SY118), und SakSTAR(K35A, E65Q, K74Q, D82A, S84A, T90A, E99D,
T101S, E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, V137K), (SY141), zur weiteren Charakterisierung ausgewahlt.
Zudem wurde SakSTAR(K35A, E65Q, K74R, D82A, S84A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T,
K135R, K136A, V137K), (SY145), mit einem Lys-Rest in Position 74 konstruiert und untersucht.
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2. Pharmakokinetische Eigenschaften von SakSTAR-Varianten nach Bolusinjektion in Hamstern

[0080] Die Dispositionsrate von Staphylokinase-bezogenem Antigen aus Blut nach Bolus-Injektion von 100
pg/kg der ausgewahlten SakSTAR-Varianten in Gruppen von 4 Hamstern konnte durch die Summe von zwei
exponentiellen Ausdriicken durch graphisches "Curve Peeling" (Ergebnisse nicht gezeigt) angemessen be-
schrieben werden. Die pharmakokinetischen Parameter der Mutanten wurden von diesen Plasma-Schwund-
kurven hergeleitet, die sich nicht besonders von denen des Wildtyp-SakSTAR unterschieden (die Ergebnisse
ahneln sehr stark denen aus Tabelle 10, Daten nicht gezeigt).

BEISPIEL 11
Charakterisierung ausgewabhlter Varianten, die von SakSTAR(E65Q, K74Q, K130T, K135R) hergeleitet wurden
1. Fibrinolytische In-vitro-Eigenschaften ausgewahlter SakSTAR-Varianten gegeniber Humanplasma

[0081] Eine dosis- und zeitabhéngige Lyse von in Humanplasma getrénkten '®I-Fibrin-markierten Human-
plasmagerinnseln wurde mit den drei ausgewahlten Varianten erhalten (Tabelle 14). Die spontane Gerinn-
sel-Lyse wahrend des Versuchszeitraums betrug < 5% (nicht gezeigt). Gleich wirksame Konzentrationen der
Testverbindung (die 50% Gerinnsel-Lyse in 2 Std. verursachte; C,), graphisch bestimmt aus Schaubildern der
Gerinnsel-Lyse bei 2 Std. gegen die Konzentration des Plasminogenaktivators (nicht gezeigt), reichten von
0,15 + 0,02 bis 0,19 + 0,01 pg/ml, wobei kein signifikanter Fibrinogen-Abbau auftrat. Die Konzentrationen der
Verbindung, die 50% Fibrinogen-Abbau in 2 Std. in Humanplasma in Abwesenheit von Fibrin verursachten,
wurden aus Dosis-Reaktions-Kurven (nicht gezeigt) graphisch bestimmt. Diese Werte (Mittelwert + Standard-
abweichung von 3 unabhangigen Experimenten) reichten von 7,0 £ 0,6 bis 24 + 3,6 ug/ml (Tabelle 14).

2. Temperaturstabilitdt ausgewahlter SakSTAR-Varianten

[0082] Die Temperatur-Stabilitat von Praparaten von SakSTAR(E65Q, K74Q, D82A, S84A, E108A, K109A,
K130T, K135R, K136A, V137K), SakSTAR(K35A, E65Q, K74Q, D82A, S84A, T90A, E99D, T101S, E108A,
K109A, K130T, K135R, K136A, V137K) und SakSTAR(K35A, E65Q, K74R, D82A, S84A, T90A, EQ9D, T101S,
E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, V137K) lésten sich auf eine Konzentration von 1,0 mg/ml in 0,15 M
NaCl, 0,01 M Phosphatpuffer, pH-Wert 7,5, bei verschiedenen Temperaturen. Bei Temperaturen bis zu 37°C
blieben samtliche Verbindungen fir mindestens drei Tage vollstadndig aktiv. Bei 56°C und 70°C waren die Va-
rianten gewodhnlich weniger stabil als Wildtyp-SakSTAR (die Ergebnisse ahneln sehr stark denen von Fig. 4,
Daten nicht gezeigt).

BEISPIEL 12

[0083] Vergleichende thrombolytische Wirksamkeit und Immunogenitat von SakSTAR(E65Q, K74Q, D82A,
S84A, E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, V 137K), (SY118), SakSTAR(K35A, E65Q, K74Q, D82A, S84A,
T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, V137K), (SY141), und SakSTAR(K35A, E65Q,
K74R, D82A, S84A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, V¥ 137K), (SY145), in Pati-
enten mit peripherem Arterienverschluss

1. Reinigung und Konditionierung von SakSTAR-Varianten im GroBmafstab zur In-vivo-Verwendung.

[0084] Das Material wurde bis zur Homogenitat aus 18 Liter Kulturvolumina gereinigt. Der Endotoxin-Gehalt
war unter 2 lU/mg. Die Gelfiltration auf HPLC ergab einen einzigen Haupt-Symmetrie-Peak im Chromatogra-
phiebereich der Saule, was > 98% des eluierten Materials darstellt (Gesamtflache unter der Kurve) (nicht ge-
zeigt). Die SDS-Gelelektrophorese von 30 ug Proben ergab einzelne Haupt-Komponenten. Die durch Filtration
sterilisierten Praparate erwiesen sich am Tag 3 der Untersuchung als steril. Die intravendse Bolus-Injektion von
SakSTAR-Varianten in Gruppen von 5 Mausen (3 mg/kg Kérpergewicht) provozierte keine akute Reaktion und
verringerte nicht die Gewichtszunahme innerhalb von 8 Tagen, im Vergleich zu Mausen, denen die gleiche
Menge Salzldsung gegeben wurde (nicht gezeigt).

[0085] Gruppen von 6 Patienten mit angiographisch dokumentiertem Arterienverschluss (PAO) wurden unter-
sucht. Die relevanten Grundlinien-Eigenschaften der einzelnen Patienten sind in der Tabelle 15 gezeigt. Die
Tabelle 16 fasst die einzelne Behandlung und die Ergebnisse zusammen. Die intraarterielle Infusion bei einer
Dosis von 6 bis 24 mg und einer Dauer von 4 bis 29 Std. induzierte eine vollstdndige Rekanalisierung in den
meisten Patienten. Die Spiegel von zirkulierendem Fibrinogen, Plasminogen und a,-Antiplasmin blieben wah-
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rend der Infusion der SakSTAR-Varianten im Wesentlichen unverandert (Daten nicht gezeigt), was die absolute
Fibrinspezifitat dieser Mittel bei den verwendeten Dosierungen wiederspiegelt. Die Antikérper-bezogene
SakSTAR(E65Q, K74Q, D82A, S84A, E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, V137K)-, SakSTAR(K35A,
E65Q, K74Q, D82A, S84A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, V137K)- und
SakSTAR(K35A, E65Q, K74R, D82A, S84A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R, K136A,
V137K)-neutralisierende Aktivitat war an der Grundlinie und wahrend der ersten Woche nach der Infusion
niedrig (Tabelle 17). Von der zweiten Woche an stiegen die Neutralisierungsaktivitats-Spiegel nach 3 bis 4 Wo-
chen und erreichten Mittelwerte von 19 pg SakSTAR (E65Q, K74Q, D82A, S84A, E108A, K109A, K130T,
K135R, K136A, V137K), (SY118), 0,7 ug SakSTAR (K35A, E65Q, K74Q, D82A, S84A, T90A, E99D, T101S,
E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, V137K), (SY141), und 4,3 pg SakSTAR(K35A, E65Q, K74R, D82A,
S84A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, ¥137K), (SY145), neutralisiert pro ml Plas-
ma in den Patienten, die mit den jeweiligen Verbindungen behandelt worden waren, was fir SY141 und SY 145,
aber nicht fur SY118 niedriger ist als der Mittelwert von 12 pg Wildtyp-SakSTAR, neutralisiert pro ml bei den
69 mit Wildtyp-SakSTAR behandelten Patienten.

[0086] Eine offenkundige Immunisierung (Neutralisierungsaktivitat nach 3 bis 4 Wochen von 5 g Verbindung
pro ml Plasma) wurde in 56 von 70 Patienten beobachtet, die mit SakSTAR behandelt worden waren, in 5 von
6 Patienten, die SakSTAR(E65Q, K74Q, D82A, S84A, E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, ¥137K),
(SY118), ausgesetzt waren, nur in 2 der 6 Patienten, denen SakSTAR(K35A, E65Q, K74Q, D82A, S84A, T90A,
E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, V137K), (SY141), gegeben worden war, und in 1 der 3
Patienten, denen SakSTAR(K35A, E65Q, K74R, D82A, S84A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T,
K135R, K136A, ¥V137K), (SY145) gegeben worden war.

[0087] Die Ergebnisse hinsichtlich der Immunogenitat der in den Patienten untersuchten Hauptvarianten sind
in der Tabelle 18 zusammengefasst. Eindeutig hatten die Varianten SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A,
K130T, K135R) und SakSTAR(K35A, E65Q, K74Q, D82A, S84A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T,
K135R, K136A, V137K) eine siginifikant reduzierte Immunogenitat verglichen mit dem Wildtyp-Protein.

BEISPIEL 13
Konstruktion, Reinigung und Charakterisierung von Cystein-Substitutionsmutanten von Staphylokinase
1. Einleitung

[0088] Die stellengerichtete Mutagenese wurde angewendet, um die freiliegenden Aminosauren gegen ein-
zelne Cysteinreste auszutauschen, so dass man Folgendes konstruierte: i) homodimere Formen der Staphy-
lokinase bei der Bildung einer zwischenmolekularen Disulfid-Briicke, und ii) Polyethylenglycol-konjugierte Mo-
lekile (PEG-Derivate). Dieses Beispiel hatte zwei Ziele: Erstens lasst sich die Clearance durch Steigerung der
GroRe des injizierten Molekdls (Uber Dimerisation oder Konjugation mit einem grof3en Molekil, wie PEG) sen-
ken, und zweitens hat sich herausgestellt, dass PEG-Derivate ebenfalls eine reduzierte Immunreaktivitat in
Tiermodellen induzieren (fiir eine Ubersicht siehe Literaturstelle 34). In beiden Fallen konnte eine verlangerte
In-vivo-Halbwertszeit die Reduktion der pharmakologischen Dosis der Staphylokinase in Patienten unterstut-
zen. Diese Reduktion konnte mit einer reduzierten immunogenen Reaktion gegen das thrombolytische Mittel
einhergehen, wodurch deren pharmakologische Aktivitat als Thrombolytikum gesteigert wurde.

[0089] In diesem Beispiel wird die Konstruktion und die Charakterisierung der beiden SakSTAR-Varianten be-
schrieben, bei denen eine einzelne Aminosaure gegen Cystein ausgetauscht wurde. Die in diesem Beispiel
beschriebenen Mutanten sind in der Tabelle 19 aufgefihrt. Diese Varianten wurden in E. coli exprimiert, gerei-
nigt und hinsichtlich der spezifischen Aktivitat, fibrinolytischen Eigenschaften in Humanplasma in vitro und
pharmakokinetischen Eigenschaften nach der Bolus-Injektion in Hamstern charakterisiert.

2. Reagenzien und Verfahren

[0090] Die Quelle fir sdmtliche in der erfindungsgemaflen Untersuchung verwendeten Reagenzien wurde zu-
vor beschrieben (22) oder ist nachstehend angegeben. Der Matrizenvektor fir die Mutagenese, pMEX602sakB
(d.h. pMEX.SakSTAR) wurde an anderer Stelle beschrieben (23). Die Restriktions- und Modifikations-Enzyme
wurden von New England Biolabs (Leusden, Niederlande), Boehringer Mannheim, (Mannheim, Deutschland)
oder Pharmacia (Uppsala, Schweden) erhalten. Die Enzymreaktionen wurden gemaR den Empfehlungen des
Herstellers durchgefiihrt. Die mutagenen Oligonukleotide und Primer wurden von Eurogentec (Seraing, Belgi-
en) erhalten. Plasmid-DNA wurde mit einem Reinigungs-Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland) wie empfohlen
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isoliert. Transformations-kompetente E. coli-Zellen wurden mit dem bekannten Calciumphosphat-Verfahren
hergestellt. Die Nukleotid-Sequenzbestimmung erfolgte an doppelstrangiger Plasmid-DNA mit dem Dideso-
xy-Kettenabbruch-Verfahren mittels T7-Sequenzierungs-Kit (Pharmacia, Uppsala, Schweden). Die Polymera-
sekettenreaktionen (PCR) wurden mittels Tag-Polymerase von Boehringer Mannheim (Mannheim, Deutsch-
land) durchgefihrt. Die rekombinanten DNA-Verfahren, die zur Konstruktion der in diesem Beispiel beschrie-
benen Varianten erforderlich sind, sind gut etabliert (22, 27).

3. Konstruktion von Expressionsplasmiden

[0091] Die Varianten SakSTAR(K102C) und SakSTAR(K109C) wurden durch die Polymerasekettenreaktion
mit gespleiRter Uberlappungs-Extension (SOE-PCR) (24) mit pMEX.SakSTAR, das SakSTAR codiert, als Ma-
trize durchgefuhrt. Zwei Fragmente wurden durch PCR (30 Zyklen: 1 sec bei 94°C, 1 sec bei 50°C, 10 sec bei
72°C) amplifiziert, wobei das erste Fragment von dem 5'-Ende (Primer 818A) des Staphylokinase-Gens bis zu
dem zu mutagenisierenden Bereich (Vorwarts-Primer) und das zweite Fragment von eben diesem Bereich
(Ruckwarts-Primer) zum 3'-Ende des Gens mit dem Primer 818D (5'CAAACAGCCAAGCTTCATTCATTCAGC)
ausging. Vorwarts- und Riickwarts-Primer hatten eine gemeinsam Uberlappung von etwa 24 bp (fiir die Kon-
struktion von K102C: TAT GAT AAG AAT TGC AAA AAA GAA GAA (riickwarts) and TTC TTC TTT TTT GCA
ATT CTT ATC ATA (vorwarts), fiir die Konstruktion von K109C: AAA AAG AAG AAA CGT GCT CTT TCC CTA
(rickwarts) and TAG GGA AAG AGC ACG TTT CTT CTT TTT (vorwarts)). Die beiden gereinigten Fragmente
wurden dann in einer zweiten PCR-Reaktion mit den du3eren Primern 818A und 818D zusammengebaut (30
Zyklen: 1 sec bei 94°C, 1 sec bei 50°C, 10 sec bei 72°C). Das amplifizierte Produkt aus dieser letzten Reaktion
wurde gereinigt, mit EcoRI und Hindlll gespalten und in die entsprechende Stelle von pMEX.SakSTAR ligiert.
Fir jede Konstruktion wurde die Sequenz der Variante durch Sequenzierung des gesamten codierenden Be-
reichs bestatigt.

4. Expression und Reinigung von SakSTAR-Varianten

[0092] Die SakSTAR-Varianten wurden wie nachstehend beschrieben exprimiert und gereinigt, und zwar aus
transformierten E. coli, welche in Terrific-Broth(TB)-Medium (28) gezlichtet wurden. Ein 2- bis 4 ml-Aliquot ei-
ner Uber Nacht gesattigten Kultur in LB-Medium wurde zum Animpfen einer 1- bis 2-Liter-Kultur in Terrific Broth
verwendet, die mit 100 pg/ml Ampicillin angereichert war. Die Kultur wurde unter starker Bellftung und bei
30°C inkubiert. Nach etwa 16 Std. Inkubation wurde IPTG (200 pmol/l) zu der Kultur gegeben, um die Expres-
sion von dem tac-Promotor zu induzieren. Nach 3 Std. Induktion wurden die Zellen durch Zentrifugation bei
4000 U/min fir 20 min. pelletiert, in 1/10 Volumen 0,01 mol/l Phosphatpuffer bei pH-Wert 6-6,5 resuspendiert
und durch Ultraschallbehandlung bei 0°C aufgebrochen. Die Suspension wurde fir 20 min bei 20000 U/min
zentrifugiert, und der Uberstand wurde bei 4°C oder bei —20°C bis zur Reinigung aufbewahrt. Das Material wur-
de im Wesentlichen wie vorstehend beschrieben (Beispiel 2) gereinigt: geklarte Zelllysate mit den
SakSTAR-Varianten wurden auf einer 1,6 x 5 cm SP-Sephadex-Saule und anschlief3end auf einer 1,6 x 8 cm
Phenylsepharose-Saule chromatographisch aufgetrennt. Die SakSTAR-enthaltenden Fraktionen, die durch
SDS-Gelelektrophorese lokalisiert wurden, wurden zur weiteren Analyse vereinigt.

5. Biochemische Analyse

[0093] Die Proteinkonzentionen wurden gemaf Bradford (29) bestimmt. Die SDS-PAGE wurde mit dem Phast
System (Pharmacia, Uppsala, Schweden) mit 10-15%igen Gradienten-Gelen und Coomassie-Bril-
lant-Blue-Farbung durchgefiihrt, und die spezifischen Aktivitdten von SakSTAR-L&sungen wurden mit einem
in Mikrotiterplatten durchgefiihrten chromogenen Substrat-Test (wie in Beispiel 2 beschrieben) bestimmt. Die
spezifischen Aktivitdten der verschiedenen SakSTAR-Varianten sind in der Tabelle 19 zusammengefasst.

[0094] Die Mutante SakSTAR(K102C) war im wesentlichen monomer, wie es durch SDS-PAGE und Coomas-
sie-Brilliant-Blue-Farbung sichtbar gemacht wurde. Seine spezifische Aktivitat war mit der von Wildtyp-Staphy-
lokinase vergleichbar. SakSTAR(K109C) zeigte dagegen eine Neigung zur Bildung von Dimeren (> 60%). Dies
fihrte zu einer erheblich erhdhten spezifischen Aktivitat in dem plasminogen-gekoppelten chromogenen Sub-
strat-Test (siehe Tabelle 19). Bei der Reduktion mit Dithiothreitol (DTT) (20facher molarer Uberschuss wahrend
1,5 Std. bei 37°C) und Alkylierung mit lodacetamid (100facher molarer Uberschuss wéhrend 1 Std. bei 37°C)
wird das K109C-Dimer in ein stabiles Monomer umgewandelt, und seine resultierende Spezifitat liegt innerhalb
des erwarteten Bereichs gegentber Wildtyp-Staphylokinase (Tabelle 19). Dieses Ergebnis bestatigt, dass die
Bildung von Homodimeren die einzigartige Determinante fiir diesen starken Anstieg der spezifischen Aktivitat
ist. Dimeres SakSTAR(K109C) wurde von monomerem SakSTAR(K109C) auf Source S (Pharmacia) (5 x 50
mm) chromatographisch getrennt. Der Ladepuffer war 10 mM Phosphat, pH-Wert 6,0 und dimeres SakSTAR
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(K109C) wurde durch einen Salz-Gradienten (bis zu 1 M) im gleichen Puffer eluiert. Die das dimere
SakSTAR(K109C) (> 95% rein) enthaltenden Fraktionen, die durch SDS-Gelelektrophorese lokalisiert wurden,
wurden zur weiteren Analyse vereinigt.

6. Chemische Vernetzung von Cystein-Mutanten von SakSTAR mit Polyethylenglycol

[0095] Die Thiolgruppe der Cystein-Mutante SakSTAR(K102C) wurde zur Anbindung an ein aktiviertes Poly-
ethylenglycol, OPSS-PEG (Shearwater Polymers Europe, Enschede, Niederlande) als Ziel verwendet.
OPSS-PEG ist ein 5 kDA PEG-Molekdl, das eine einzelne aktivierte Thiolgruppe an einem Ende tragt, das bei
leicht alkalischem pH-Wert spezifisch mit freien Thiolen reagiert. Die Modifikation von SakSTAR(K102) wurde
durch Inkubation des Molekiils (100 uM) mit einem dreifachen Uberschuss von SS-PEG in einer 5 mM Phos-
phatlésung, pH-Wert 7,9, bei Raumtemperatur erzielt. Das Ausmal} der Reaktion wurde durch Beobachten der
Freisetzung von 2-Thiopyridon aus OPSS-PEG bei 412 nm Gberwacht. Nach der Umsetzung (etwa 15 min)
wurde uberschissiges OPSS-PEG durch Reinigen des derivatisierten SakSTAR(K102C-PEG) auf einer 1,6 x
5 cm SP-Sephadex-Saule, wie vorstehend beschrieben (siehe Beispiel 2), entfernt. Die
SakSTAR(K102C-PEG) enthaltenden Fraktionen, die durch optische Dichte bei 280 nm lokalisiert wurden,
wurden zur weiteren Analyse vereinigt. Die SDS-PAGE-Analyse und Coomassie-Blue-Farbung bestatigten,
dass die PEG-Vernetzung an SakSTAR(K102C) quantitativ erfolgte. Der Tabelle 19 zufolge war die spezifische
Aktivitdt des PEG-Derivates nur marginal beeinflusst, verglichen mit der der Wildtyp-Staphylokinase.

7. Fibrinolytische In-vitro-Eigenschaften der SakSTAR-Varianten in Humanplasma

[0096] Die fibrinolytischen und fibrinogenolytischen Eigenschaften von SakSTAR-Varianten wurden wie zuvor
beschrieben bestimmt. Die dosis- und zeitabhangige Lyse von in Humanplasma getrankten, mit '2°I-Fibrin mar-
kierten Humanplasma-Gerinnseln wurde mit vier Molekiilen erhalten: SakSTAR(K109C) als Dimer und als Mo-
nomer (nach der Reduktion und Alkylierung mit lodacetamid), dem monomeren SakSTAR(K102C) und dem
PEG-derivatisierten SakSTAR(K102C). Die spontane Gerinnsel-Lyse wahrend des Versuchszeitraums betrug
< 5% (nicht gezeigt). Gleich-wirksame Konzentrationen der Test-Verbindung (welche 50% Gerinnsel-Lyse in 2
Std. verursachten; C,;), die graphisch aus den Auftragungen der Gerinnsel-Lyse bei 2 Std. gegen die Konzen-
tration des Plasminogenaktivators bestimmt wurden (nicht gezeigt), waren fir monomeres SakSTAR(K109C)
und SakSTAR(K102C) mit der von SakSTAR vergleichbar (Tabelle 19). Es wurde jedoch beobachtet, dass C,,
fur die Gerinnsel-Lyse durch dimeres SakSTAR(K109C) nur 0,12 ug/ml betrug, was etwa dreimal so niedrig ist
wie far Wildtyp-Staphylokinase. Ein C,, von 0,60 pg/ml wurde dagegen fir SakSTAR(K102C-PEG) gemessen,
was nur doppelt so hoch ist wie fir Wildtyp-Staphylokinase. Somit schlie3t die Dimerisierung von SakSTAR
Uber Disulfid-Brucken oder die Erhdhung der GréRe des Molekdls tber PEG-Derivatisierung die fibrinolytische
Aktivitat der Staphylokinase nicht aus. Ein PEG-Molekiil scheint zwar die Diffusion und daher die fibrinolytische
Wirksamkeit der derivatisierten Staphylokinase in einem Fibringerinnsel zu verringern, jedoch fiihrt die Dime-
risierung der Staphylokinase zu einer synergistischen fibrinolytischen Wirkung auf Human-Fibringerinnsel.

8. Pharmakokinetische Eigenschaften von dimerem SakSTAR(K109C) und SakSTAR(K102C-PEG) nach Bo-
lus-Injektion in Hamstern

[0097] Die pharmakokinetischen Parameter der Disposition von dimerem SakSTAR(K109C) und
SakSTAR(K102-PEG) aus Blut wurden in Gruppen von 4 Hamstern nach einer intravenésen Bolus-Injektion
von 100 pg/kg SakSTAR-Variante bewertet. SakSTAR-bezogenes Antigen wurde mittels dem an anderer Stelle
beschriebenen ELISA untersucht. Der ELISA wurde gegen jede der zu quantifizierenden SakSTAR-Varianten
kalibriert. Die pharmakokinetischen Parameter umfassten: anfangliche Halbwertszeit (in min), t1/2a = In2/q;
endgultige Halbwertszeit (in min), t1/2p = In2/B; Volumen des Zentral-(Plasma-)Kompartimentes (in ml), VC =
Dosis/(A+B); Flache unter der Kurve (in pg.min,mI™"), AUC = A/a + B/B; und Plasma-Clearance (in ml.min™),
Clp = Dosis/AUC (32).

[0098] Die Dispositionsrate des Staphylokinase-bezogenen Antigens aus Blut nach der Bolus-Injektion von
100 pg/kg der ausgewahlten SakSTAR-Varianten in Gruppen von 4 Hamstern konnten durch eine Summe von
zwei exponentiellen Ausdriicken durch graphisches "Curve Peeling" (Ergebnisse nicht gezeigt) angemessen
beschrieben werden, aus denen die in der Tabelle 19 zusammengefassten pharmakokinetischen Parameter
t1/2a und Clp hergeleitet wurden. Die pharmakokinetischen Parameter der dimeren SakSTAR(K109C) und
SakSTAR(K102C-PEG) unterschieden sich deutlich von denen des Wildtyp-SakSTAR. Die anfanglichen Plas-
ma-Halbwertszeiten (t1/2(a)) waren 3,6 und 3,0 min und die Plasma-Clearance-Werte (Clp) waren 0,52 und
0,32 ml/min, fur dimeres SakSTAR(K109C) bzw. SakSTAR(K102C-PEG). Diese Ergebnisse kdnnen auf dem
Anstieg des Stokes-Radius von SakSTAR aufgrund der Dimerisation oder Vernetzung mit PEG beruhen. Ge-
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maflk der Grollenausschluss-Chromatographie auf Superdex50 mittels HPLC haben die dimeren
SakSTAR(K109C) und SakSTAR(K102C-PEG) apparente Molekulargewichte von 33 kDA bzw. 40 kDa.

BEISPIEL 14

Konstruktion, Reinigung und Charakterisierung von Cystein-Substitutions-Mutanten von Staphylokinase-Vari-
anten mit reduzierter Immunoge

1. Einleitung

[0099] Aufder Grundlage der Ergebnisse von Beispiel 13 wurden zusatzliche Polyethylenglycol-Derivate der
SakSTAR-Varianten konstruiert, gereinigt und charakterisiert. Die am schwachsten immunogenen Varianten
SakSTAR(E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R), (SY19), und SakSTAR(K35A, E65Q, K74Q, D82A,
S84A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, V137K, (SY141), wurden als Matrizen ver-
wendet, mit der MalRgabe, dass der COOH-Terminus der Letzteren Variante zur Wildtyp-Sequenz zurtick ver-
wandelt wurde, S84A durch E80 und K74Q durch K74R ersetzt wurden, so dass SakSTAR(K35A, E65Q,
K74R, E80A, D82A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R), (SY161), erhalten wurde. Das ein-
gebrachte Cystein, das als Akzeptor des Polyethylengycol-Molekiils wirkt, befand sich in der aminoterminalen
Region (vorzugsweise, aber nicht ausschlieRlich am Ser in der Stellung Nummer 3 der reifen Staphylokina-
se-Variante), damit es bei der Aktivierung der Staphylokinase freigesetzt wurde (Freisetzung der 10 NH,-ter-
minalen Aminosauren); schlieRlich wurden Polyethylenglycol-Molekile verschiedener Molekulargewichte (M,
5000 bis 20000) verwendet, die entweder mit OPSS oder Maleimid subsituiert worden waren.

[0100] Die in diesem Beispiel beschriebenen Mutanten sind in der Tabelle 20 aufgefiihrt. Diese Varianten wur-
den in E. coli exprimiert, gereinigt und in Bezug auf spezifische Aktivitat, fibrinolytische Eigenschaften in Hu-
manplasma in vitro, pharmakokinetische Eigenschaften nach Bolus-Injektion in Hamstern, thrombolytische Ei-
genschaften nach Bolus-Injektion in einem Hamster-Lungenembolie-Modell und Absorption von Antikérpern
aus vereinigtem Plasma immunisierter Patienten (Pool 40) charakterisiert.

2. Reagenzien und Verfahren

[0101] Die Quelle fiir sémtliche in der erfindungsgemaflen Untersuchung verwendeten Reagenzien wurde zu-
vor beschrieben (22) oder ist nachstehend angegeben. Der Matrizenvektor fur die Mutagenese, pMEX602sakB
(d.h. pMEX.SakSTAR) ist an anderer Stelle beschrieben (23). Restriktions- und Modifikationsenzyme wurden
von New England Biolabs (Leusden, Niederlande), Boehringer Mannheim (Mannheim, Deutschland) oder
Pharmacia (Uppsala, Schweden) erhalten. Die Enzymreaktionen wurden gemaR den Empfehlungen des Her-
stellers durchgefiihrt. Die mutagenen Oligonukleotide und Primer wurden von Eurogentec (Seraing, Belgien)
erhalten. Die Plasmid-DNA wurde mit einem Reinigungs-Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland) wie empfohlen
isoliert. Transformationskompetente E. coli-Zellen wurden durch das bekannte Calciumphosphat-Verfahren
hergestellt. Die Nukleotidsequenz-Bestimmung wurde an doppelstrangiger Plasmid-DNA mit dem Dideso-
xy-Kettenabbruch-Verfahren durchgefiihrt, wobei das T7-Sequenzier-Kit (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
verwendet wurde. Die Polymerasekettenreaktionen (PCR) wurden mit Tag-Polymerase von Boehringer Mann-
heim (Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Die in diesem Beispiel beschriebenen und zur Konstruktion der
Varianten erforderlichen DNA-Rekombinations-Verfahren sind gut etabliert (22, 27).

3. Konstruktion der Expressionsplasmide

[0102] Die Varianten SakSTAR(S3C, E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R), (SY19(S3C)),
SakSTAR(S2C, S3C, E65D, K74R, E80A, D82A, K130T, K135R), (SY19(2SC, 3SC)), SakSTAR(S3C, K35A,
E65Q, K74Q, D82A, S84A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R, K136A, V137K), (SY141
(S3C)), SakSTAR(S2C, S3C, K35A, E65Q, K74Q, D82A, S84A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T,
K135R, K136A, V137K), (SY141(S2C, S3C)), SakSTAR (S3C, K35A, E65Q, K74Q, ES0A, D82A, T90A, E99D,
T101S, E108A, K109A, K130T, K135R), (SY160(S3C)) und SakSTAR (S3C, K35A, E65Q, K74R, E80A, D82A,
T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R), (SY161 (S3C)), wurden mittels Polymerasekettenreak-
tion mit gespleiRter Uberlappungs-Extension (SOE-PCR) (24) mittels pMEX.SakSTAR, das SakSTAR codiert,
als Matrize konstruiert, wobei zwei Fragmente durch PCR amplifiziert wurden (30 Zyklen: 1 sec bei 94°C, 1 sec
bei 50°C, 10 sec. bei 72°C), wobei das erste Fragment von dem 5'-Ende (Primer 818A) des Staphylokina-
se-Gens zu dem zu mutagenisierenden Bereich (Vorwarts-Primer) ausging und das zweite Fragment von eben
diesem Bereich (Riickwarts-Primer) zum 3'-Ende des Gens mit Primer 818D (5'CAAACAGCCAAGCTTCATT-
CATTCAGC) ausging. Vorwarts- und Riickwarts-Primer hatten eine gemeinsame Uberlappung von etwa 24
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bp. Die beiden gereinigten Fragmente wurden dann in einer zweiten PCR-Reaktion mit den auf3eren Primern
818A und 818D zusammengebaut (30 Zyklen: 1 sec bei 94°C, 1 sec bei 50°C, 10 sec bei 72°C). Das amplifi-
zierte Produkt aus dieser letzten Reaktion wurde gereinigt, mit EcoRI und Hindlll gespalten und in die entspre-
chende Stelle von pMEX.SakSTAR ligiert. Fur jede Konstruktion wurde die Sequenz der Variante durch Se-
quenzierung des gesamten codierenden SakSTAR-Bereichs bestatigt.

4. Expression und Reinigung der SakSTAR-Varianten

[0103] Die SakSTAR-Varianten wurden wie vorstehend beschrieben aus transformierten E. coli exprimiert
und gereinigt, die in Terrific-Broth(TB)-Medium (28) geziichtet worden waren. Ein 2- bis 4-ml-Aliquot einer Uber
Nacht gesattigten Kultur in LB-Medium wurde zum Animpfen einer 1- bis 2-Liter-Kultur in Terrific Broth verwen-
det, die mit 100 pg/ml Ampicillin angereichert war. Die Kultur wurde unter starker Beliiftung und bei 30°C inku-
biert. Nach etwa 16 Std. Inkubation wurde IPTG (200 pmol/l) zur Induktion der Expression von dem tac-Pro-
motor zu der Kultur gegeben. Nach 3 Std. Induktion wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4000 U/min fur
20 min pelletiert, in 1/10 Volumen 0,01 mol/l Phosphatpuffer, pH-Wert 6-6,5, resuspendiert und durch Ultra-
schallbehandlung bei 0°C aufgebrochen. Die Suspension wurde fiir 20 min bei 20000 U/min zentrifugiert, und
der Uberstand wurde bei 4°C oder bei —20°C bis zur Reinigung aufbewahrt. Das Material wurde im Wesentli-
chen wie vorstehend beschrieben gereinigt (Beispiel 2): geklarte Zell-Lysate, die die SakSTAR-Varianten ent-
hielten, wurden auf einer 1,6 x 5 cm SP-Sephadex-Saule und anschlief3end auf einer 1,6 x 8 cm Phenylsepha-
rose-Saule chromatographisch aufgetrennt. Die SakSTAR enthaltenden Fraktionen, die durch SDS-Gelelekt-
rophorese lokalisiert wurden, wurden zur weiteren Analyse vereinigt.

5. Biochemische Analyse

[0104] Die Proteinkonzentrationen wurden gemaf Bradford (29) bestimmt. SDS-PAGE wurde mit dem Phast
System (Pharmacia, Uppsala, Schweden) mittels 10-15%igen Gradientengelen und Coomassie-Bril-
liant-Blue-Farbung durchgefuhrt, und die spezifischen Aktivitdten der SakSTAR-L&sungen wurden mit einem
in Mikrotiterplatten (wie in Beispiel 2 beschrieben) durchgefiihrten chromogenen Substrat-Test bestimmt.

6. Chemische Vernetzung von Cystein-Mutanten von SakSTAR mit Polyethylenglycol

[0105] Die Thiolgruppe der Cystein-Mutanten wurde zur Anbindung an ein aktiviertes Polyethylenglycol,
OPSS-PEG oder MAL-PEG (Shearwater Polymers Europe, Enschede, Niederlande), als Ziel verwendet.
OPSS-PEG ist ein 5 kDA PEG-Molekiil, das eine einzelne aktivierte Thiolgruppe an einem Ende tragt, die bei
leicht alkalischem pH-Wert spezifisch mit freien Thiolen reagiert. MAL-PEG ist ein 5 kDA, 10 kDA oder 20 kDA
Molekul, das eine Maleimid-Gruppe tragt, die unter schwachen Bedingungen in Gegenwart anderer funktionel-
ler Gruppen spezifisch mit den Thiolgruppen reagiert. Die Modifikation der Varianten wurde durch Inkubation
des Molekiils (100 uM) mit einem dreifachen Uberschuss von OPSS-PEG oder MAL-PEG in einer 5 mM Phos-
phatlésung, pH-Wert 7,9, bei Raumtemperatur erzielt. Nach der Umsetzung (etwa 15 min), wurde Gberschis-
siges OPSS-PEG oder MAL-PEG durch Reinigen der derivatisierten SakSTAR-Variante auf einer 1,6 x 5 cm
SP-Sephadex-Saule, wie vorstehend beschrieben (siehe Beispiel 2), entfernt. Die die "pegylierte"
SakSTAR-Variante enthaltenden Fraktionen, die durch optische Dichte bei 280 nm lokalisiert wurden, wurden
zur weiteren Analyse vereinigt. Die SDS-PAGE-Analyse und Coomassie-Blue-Farbung bestatigte, dass die
PEG-Vernetzung quantitativ erfolgte. Der Tabelle 20 zufolge waren die spezifischen Aktivitaten der PEG-Deri-
vate verglichen mit der der Wildtyp-Staphylokinase nur marginal beeinflusst.

7. Fibrinolytische In-vitro-Eigenschaften der SakSTAR-Varianten in Humanplasma

[0106] Die fibrinolytischen und fibrinogenolytischen Eigenschaften von SakSTAR-Varianten wurden wie zuvor
beschrieben bestimmt. Die dosis- und zeitabhangige Lyse von in Humanplasma getrankten '?I-Fibrin-markier-
ten Humanplasma-Gerinnseln wurden mit sdmtlichen getesteten Molekulen erhalten. Gleichwirksame Konzen-
trationen der Test-Verbindung (welche 50% Gerinnsel-Lyse in 2 Std. verursachten; C,), die graphisch aus den
Auftragungen der Gerinnsel-Lyse bei 2 Std. gegen die Konzentration des Plasminogenaktivators bestimmt
wurden (nicht gezeigt, waren mit der von SakSTAR vergleichbar oder nur leicht niedriger als die von SakSTAR
(Tabelle 20). Der C,,-Wert fur die Gerinnsel-Lyse durch die mit P20 (PEG mit M, 20 kDA) derivatisierten Vari-
anten war etwa doppelt so hoch wie die der nicht-derivatisierten Varianten. Somit beeinflusst eine Vergrofie-
rung des Molekiils Uber PEG-Derivatisierung die fibrinolytische Aktivitat der Staphylokinase nicht merklich. Die
PEG-Molekile scheinen zwar die Diffusion und daher die fibrinolytische Wirksamkeit der derivatisierten Sta-
phylokinase in einem Fibringerinnsel zu verringern, jedoch ist dies anscheinend mit Varianten, die in ihrem
wahrend der Prozessierung der Staphylokinase freigesetzten NH,-terminalen Bereich substituiert sind, weni-
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ger ausgepragt als mit Varianten, die im Zentrum des Molekiils substituiert sind (vgl. Tabellen 19 und 20).

8. Pharmakokinetische Eigenschaften von mit Polyethylenglycol chemisch modifizierten SakSTAR-Varianten
nach Bolus-Injektion in Hamstern

[0107] Die pharmakokinetischen Parameter der Disposition der pegylierten Varianten aus Blut wurden in
Gruppen von 4 Hamstern nach einer intravendsen Bolus-Injektion von 100 pg/kg SakSTAR-Variante bewertet.
SakSTAR-bezogenes Antigen wurde mittels dem an anderer Stelle beschriebenen ELISA untersucht. Der ELI-
SA wurde gegen jede der zu quantifizierenden SakSTAR-Varianten kalibriert. Pharmakokinetische Parameter
umfassten: anfangliche Halbwertszeit (in min), t1/2a = In2/a; endgultige Halbwertszeit (in min), t1/23 = In2/(3;
Volumen des Zentral- (Plasma-)Kompartimentes (in ml), VC = Dosis/(A+B); Flache unter der Kurve (in
pg.min,ml™"), AUC = A/a + B/B; und Plasma-Clearance (in ml.min™"), Clp = Dosis/AUC (32).

[0108] Die Dispositionsrate des Staphylokinase-bezogenen Antigens aus Blut nach der Bolus-Injektion von
100 pg/kg der ausgewahlten SakSTAR-Varianten in Gruppen von 4 Hamstern konnten durch eine Summe von
zwei exponentiellen Ausdriicken durch graphisches "Curve Peeling" (Ergebnisse nicht gezeigt) angemessen
beschrieben werden, aus denen die in der Tabelle 20 zusammengefassten Plama-Clearance-Werte Clp her-
geleitet wurden. Die Clearance-Werte der pegylierten Varianten unterschieden sich deutlich von denen von
Wildtyp-SakSTAR und waren umgekehrt proportional zum Molekulargewicht der PEG-Molekile mit einer
durchschnittlichen flinffachen Reduktion mit PEG 5 kDa, zehnfachen Reduktion mit PEG 10kDa und 30fachen
Reduktion mit PEG 20kDa. Diese Ergebnisse kénnen auf dem Anstieg des Stokes-Radius von SakSTAR auf-
grund der der Vernetzung mit PEG beruhen.

BEISPIEL 15

Vergleichende thrombolytische Wirksamkeit und Clearance von SakSTAR(S3C-P20, E65D, K74R, E80A,
D82A, K130T, K135R), (SY19(S3C-P20)), in zwei Patienten mit akutem Myokardinfarkt

Reinigung und Konditionierung von SakSTAR-Varianten im GroBmafstab zur In-vivo-Verwendung.

[0109] Das Material wurde bis zur Homogenitat aus 18 Liter-Kulturvolumina gereinigt. Der Endotoxin-Gehalt
war unter 1 lU/mg. Die Gelfiltration auf HPLC ergab einen einzigen Haupt-Symmetrie-Peak im Chromatogra-
phiebereich der Saule, was > 98% des eluierten Materials darstellt (Gesamtflache unter der Kurve) (nicht ge-
zeigt). Die SDS-Gelelektrophorese einer 30 ug-Probe ergab eine einzelne Haupt-Komponente. Die durch Filt-
ration sterilisierten Praparate erwiesen sich am Tag 3 der Untersuchung wie bei den Verfahren beschrieben als
steril. Die intraventse Bolus-Injektion der SakSTAR-Variante in 5 Mausen (3 mg/kg Kérpergewicht) provozierte
keine akute Reaktion und verringerte die Gewichtszunahme innerhalb von 8 Tagen, im Vergleich zu Mausen,
denen die gleiche Menge Salzlésung gegeben wurde, nicht (nicht gezeigt).

[0110] Zwei Patienten mit akutem Myokardinfarkt erhielten eine Bolus-Injektion von 5 mg SY19(S3C-P20).
Diese Patienten hatten eine vollstandige Rekanalisierung der verschlossenen fiir den Infarkt verantwortliche
Arterie, wie es durch Koronar-Angiographie 90 min nach der Bolus-Injektion bestimmt wurde. Das Material wur-
de aus dem Plasma mit einer anfanglichen Halbwertszeit von 3 bis 4 Std., verglichen mit 4 bis 6 min fur Wild-
typ-SakSTAR, geklart. Diese Daten bestatigen, dass sich pegylierte SakSTAR-Varianten zur Thromboly-
se-Therapie durch eine einzige Bolus-Injektion bei einer reduzierten Dosis eignen.

SCHLUSSFOLGERUNG

[0111] Die vorliegende Erfindung zeigt zusammengefasst, dass Staphylokinase-Varianten mit einer merklich
reduzierten Antikdrper-Induktion, aber intakter thrombolytischer Wirksamkeit, hergestellt werden kénnen. Die-
se Beobachtung bestatigt den ersten Fall, bei dem ein heterologes Protein unter Verwendung eines gentech-
nologischen Protein-Verfahrens beim Mensch signifikant weniger immunogen gemacht wird, ohne dass es sei-
ne biologische Aktivitat verliert. Die vorliegende Erfindung zeigt zudem, dass die selektive chemische Modifi-
kation von Staphylokinase oder seiner Varianten mit Polyethylenglycol mit verschiedenen Molekulargewichten
durchfihrbar ist, was zu einer Reduktion der Plasma-Clearance proportional zum Molekulargewicht fuhrt. Bei
der bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine Aminosaure in dem NH,-terminalen Bereich der Staphylokinase,
d.h. dem Bereich, der durch Prozessierung entfernt wird, gegen Cys ausgetauscht, und die eingefiuhrte Thi-
olgruppe wird mit OPSS-PEG oder MAL-PEG chemisch modifiziert. Dies fihrt zu homogenen Produkten, die
bei einer einzelnen intravendsen Bolus-Injektion in Versuchstieren und in Patienten eine aufrechterhaltene
thrombolytische Wirksamkeit bei erheblich reduzierten Dosen haben.
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> Leuven Research & Development VZW

<120> Identifikation, Produktion und Varwendung neuer
Staphylokinase-Derivate mit verringerter Immunogenitat
und/oder verringerter Clearance

<130> leuvresdevl02

<140> PCT/EP/00748
<141> 1999-02-04

<16C> 10
<170> PatentiIn Ver. 2.1

€210> 1

<211> 20

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<a0d> 1
caggaaacag aatizaggag 29

<210> 2

<21i> 28

<212> DA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: mutagener
Primer LY58

<400> 2
caaaacagcc aagcttcatt cattcage 28

<210> 3

<211> 28

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kinstlichen Sedquenz: Selektions-~
Primer- LY34
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<qQ0> 3
caaaacagcc gagcttcatt cattcage 28

<210> 4

<211> 41

<212> DNA

<213> Runstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: mutagener
Primer LY58

<400> 4
ttcagecatge tgcagttatt tcttttcoctge aacaaccttg g q4)

<210> 5

<21i> 27

<212> DNP.

<213> Kunstliche Sequenz

<229>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer 813D

<400> 3
caaacagcca agcttcattc attcage 27

<210> 6

<211> 27

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Baschreibung der kiunstlichen Sequenz: Rickwirts-
Primer zur Konstruktion von K102C :

<400> 6
tatgataaga attgcaaaaa agaagaa 27

<210> 7

<211> 27

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Voxrwidrts-Primer
zur Konstruktion ven Ki02C

<400> 7
ttcttetttt ttgcaattct tatcata

<210> 8

<211> 27

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Rickwidrts-
Primer zur Konstruktion ven K109C

<400> 8
azaaagaaga aacgtgctct ttcccta

<215> S

211> 27

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Vorwarts-Primer
zur Konstruktion von K109C

<400> S
tagggaaaga gcacgtitct tetittt

<210> 10
<211> 136
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus

<400> 10
Ser Ser Ser Phe Asp Lys Gly Lys Tyr Lys Lys Gly Asp Asp Ala Ser
1 5 10 15

Tyr Phe Glu Pro Thr Gly Pro Tyr Leu Met Val Asn vVal Thr Gly Val
20 25 30

Asp Ser Lys Gly Asn Glu Leu Leu Ser Pro His Tyr Val Glu Phe Pro
35 40 15
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Leu
S5

Thr Lys Glu Lys Ile Glu Tyr Tyr Val
60

Ile Pro Gly Thr Thr

val Val Glu
8o

Thr Ala Tyr Lys Glu

75

Leu Asp Ala Phe Arg

70

Glu
65

Lys Asn Lys
95

Ile Glu Val Thr Tyr

90

Ser Ala Lys Tyr Asp

85

Leu Asp Pro

Phe Pro Ile Thr
105

Ser Glu Lys Gly Phe Val

110

Lys Lys Glu Thr Lys

100

Gly Phe Asn Leu Ile

125

Leu Ser Glu His Ile Lys Asn Pro

120

Val Pro AsSp

115
Val Ile Glu

val Lys

135

Thr Lys Lys

130

Patentanspriiche

1. Staphylokinase-Derivat, im wesentlichen mit der in Fig. 1 gezeigten Aminosauresequenz, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Derivat mindestens die Aminosauresubstitutionen K130T und K135R aufweist, und

dass das Derivat aus der Gruppe ausgewabhlt ist, bestehend aus:
SakSTAR (K130T, K135R),

SakSTAR (G36R,
SakSTAR (K74R,
SakSTAR (K74Q,
SakSTAR (G36R,
SakSTAR (G36R,
SakSTAR (G36R,
SakSTAR (E65A,
SakSTAR (E65Q,
SakSTAR (K74Q,
SakSTAR (E65Q,
SakSTAR (E65Q,
SakSTAR (E65Q,
SakSTAR (E80A,
SakSTAR (K74R,
SakSTAR (K74Q,
SakSTAR (K35A,
SakSTAR (E65D,
SakSTAR (E65S,
SakSTAR (S34G,
SakSTAR (E65A,
SakSTAR (E65N,
SakSTAR (E65Q,
SakSTAR (K57A,
SakSTAR (E65Q,
SakSTAR (K35A,
SakSTAR (K74R,
SakSTAR (E65D,
SakSTAR (K35A,

K130T, K135R
K130T, K135R),

K130T, K135R),

K74R, K130T, K135R),
K74Q, K130T, K135R),
H43R, K74R, K130T, K135R),
K74Q, K130T, K135R),

K74Q, K130T, K135R),

K86A, K130T, K135R),

T71S, K74Q, K130T, K135R),

~

~

K74Q, E108A, K109A, K130T, K135R),

K74Q, K121A, K130T, K135R),
D82A, K130T, K135R),

E80A, D82A, K130T, K135R),

E80A, D82A, K130T, K135R),
K74R, E80A, D82A, K130T, K135R),
K74R, E80A, D82A, K130T, K135R),
K74R, E80A, D82A, K130T, K135R),
G36R, K74R, K130T, K135R),
K74R, E80A, D82A, K130T, K135R),
K74R, E80A, D82A, K130T, K135R),
K74R, E80A, D82A, K130T, K135R),

E58A, E61A, ESOA, D82A, K130T, K135R),

K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R),

E65D, K74Q, E80A, D82A, K130T, K135R),

E80A, D82A, S103A, K130T, K135R),

K74R, E80A, D82A, K109A, K130T, K135R),

E65Q, K74R, E80A, D82A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R).

2. Staphylokinase-Derivat nach Anspruch 1, wobei bei dem Derivat zusatzlich eine Aminosaure gegen Cys
ausgetauscht ist.

3. Staphylokinase-Derivat nach Anspruch 1 oder 2 mit Polyethylenglycol-Substitution, gekennzeichnet
durch eine aufrechterhaltene spezifische Aktivitat und eine signifikant verringerte Plasma-Clearance.
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4. Staphylokinase-Derivat nach Anspruch 2 oder 3, wobei das Cys mit Polyethylenglycol mit Molekularge-
wichten bis zu 20 kDa chemisch modifiziert ist.

5. Staphylokinase-Derivate nach Anspruch 2, 3 oder 4, wobei ausgewahlte Aminosauren im NH,-termina-
len Bereich von 10 Aminosauren durch Cys substituiert sind, welches mit Polyethylenglycol mit Molekularge-
wichten bis zu 20 kDa chemisch modifizier ist, wobei die Derivate gekennzeichnet sind durch eine signifikant
verringerte Plasma-Clearance und eine aufrecht erhaltene thrombolytische Wirksamkeit nach einer einzelnen
intravendsen Bolus-Verabreichung bei einer verringerten Dosis.

6. Staphylokinase-Derivat nach Anspruch 5, wobei das Serin in Stellung 2 und/oder 3 gegen ein Cystein
ausgetauscht ist und das Cystein mit Polyethylenglycol mit einem Molekulargewicht von 5, 10 oder 20 kDa che-
misch modifiziert ist.

7. Staphylokinase-Derivat nach Anspruch 6, wobei das Derivat SakSTAR(S3C-MP5, K35A, E65Q, K74R,
E80A, D82A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R) ist und wobei MP5 Maleimid-Polyethylen-
glycol mit 5 kDA ist.

8. Staphylokinase-Derivat nach Anspruch 6, wobei das Derivat SakSTAR(S3C-P10, K35A, E65Q, K74R,
E80A, D82A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R) ist und wobei P10 Maleimid-Polyethylen-
glycol mit 10 kDA ist.

9. Staphylokinase-Derivat nach Anspruch 6, wobei das Derivat SakSTAR(S3C-P20, K35A, E65Q, K74R,
E80A, D82A, T90A, E99D, T101S, E108A, K109A, K130T, K135R) ist und wobei P10 Maleimid-Polyethylen-
glycol mit 20 kDA ist.

10. Staphylokinase-Derivat nach Anspruch 6, wobei das Derivat SakSTAR(S3C-MP5, E65D, K74R, E80A,
D82A, K130T, K135R) ist und wobei MP5 Maleimid-Polyethylenglycol mit 5 kDA ist.

11. Staphylokinase-Derivat nach Anspruch 6, wobei das Derivat SakSTAR(S3C-SPS, E65D, K74R, E80A,
D82A, K130T, K135R) ist und wobei SP5 OPSS-PEG mit 5 kDA ist.

12. Staphylokinase-Derivat nach Anspruch 6, wobei das Derivat SakSTAR(S2C-SP5, S3C-SP5, E65D,
K74R, E80A, D82A, K130T, K135R) ist und wobei SP5 OPSS-PEG mit 5 kDA ist.

13. Staphylokinase-Derivat nach Anspruch 6, wobei das Derivat SakSTAR(S3C-P20, E65D, K74R, E80A,
D82A, K130T, K135R) ist und wobei P20 Maleimid-Polyethylenglycol mit 20 kDA ist.

14. Staphylokinase-Derivat nach Anspruch 6, wobei das Derivat SakSTAR(S3C-P20, E65D, K74R, E80A,
D82A, K130T, K135R) ist und wobei P20 Maleimid-Polyethylenglycol mit 20 kDA ist.

15. Dimer aus zwei Staphylokinase-Derivaten nach Anspruch 2.

16. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend mindestens eines der Staphylokinase-Derivate nach
einem der Anspruche 1 bis 15, zusammen mit einem geeigneten Exzipienten.

17. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 16 zur Behandlung von arterieller Thrombose.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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