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Fremgangsmaéte for fremstilling av et plasminogenaktiverende protein, DNA-
sekvens som koder for proteinet, kloningsvektor inneholdende DNA-
sekvensen, samt pattedyrcelle og bakteriecelle transfektert med
kloningsvektoren
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Hoyaktive glycoprotein-
plasminogenaktivatorer med strengt
behov for narver av fibrin-cofaktor
og som lett katalyserer lyse av
plasmakoagel. Plasminogenaktivatoren
kan produseres av vert-mikroorganismer
eller eukaryotiske celler som er om-
dannet med ekspresjonsvektorer med en
innfort DNA-sekvens som koder for

glycoproteinet.
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Vampyrer eller blodsugende flaggermus er absolutt
avhengige av en naring i form av friskt blod som de far ved &
gi offeret et sdr. Selv om disse sdrene bare er i over-
flaten, fortsetter de & lekke ut blod i flere timer.

Bestanddeler i spytt fra vampyr (Desmodus rotundus)
ble undersekt, og man fant at disse hadde innvirkning pa den
hemostatiske mekanisme hos pattedyrblod pa tre spesielle
omrdder. Man kunne vise at de inhiberte blodplateaggregering
og aktiverte plasminogen (Hawkey, C.M., Nature, 211:434 (1966)
og Hawkey, C.M., Br. J. Haematol., 13:1014 (1967)). Hver av
disse virkninger kunne knyttes til en spesiell proteinfrak-
jon. Den fraksjon som aktiverte plasminogen, ble betegnet
"desmokinase" (Hawkey, C.M., Nature). Cartwright, T., Blood,
beskriver rensing av desmokinase fra Desmodus-spyttsekret og
angir at det er mer effektivt enn urokinase (UK) og strepto-
kinase for lyse av tidligere dannet koagel.

Bruken av vevs-plasminogenaktivator (tissue-type
plasminogen activator = tPA) som trombolytisk agené er be-
heftet med en rekke ulemper, bl.a. alvorlige bledningskompli-
kasjoner, relativt hyppig reokklusjon, manglende jevn virkning
og tendens til inaktivering fra plasminogenaktivator-
inhibitorer som plasminogenaktivator-inhibitor av type 1
(PAI-1) (Loskutoff, Seminars in Thrombosis and Hemostasis,
bind 14, nr. 1 (1988)).

Man antar at bledningskomplikasjoner ved trombo-
lytisk behandling forarsakes eller gkes ved aktivering av
sirkulerende plasminogen. Man tror at evnen hos tPA til &
binde seg til fibrin er &drsak til dens markerte substrat-
preferanse overfor fibrinbundet plasminogen. Ikke desto
mindre har teoretiske studier og resultater av kliniske
forsek vist at de heye innhold av tPA som er nedvendige for
hurtig koagel-opplesning, ogsd ferer til aktivering av be-
tydelige mengder sirkulerende plasminogen.

Videre antar man at samvirkereaksjoner mellom tPA
og plasmainhibitorer svekker aktiviteten hos tPA under og

etter infusjon og derved medvirker potensielt til reokklu-
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sjon.

En annen ulempe som fglger med bruk av tPA som
trombolytisk middel, er at den nedvendige dose tPA er stor,
mellom 100 og 150 mg, hvilket gjer denne behandlingen svart
kostbar.

Man har na funnet plasminogenaktivatorer i spytt og
spyttkjertler fra Desmodus rotundus som oppviser storre
selektivitet overfor fibrinbundet plasminogen og derfor kan
redusere graden og hyppigheten av blednings-diatese ved
trombolytisk behandling. Videre blir disse aktivatorer ikke
lett inaktivert av plasmainhibitorer som PAI-1 og kan derfor

gi mindre hyppig reokklusjon.

Foreliggende oppfinnelse angdr en fremgangsmate for
fremstilling av et plasminogenaktiverende protein, DNA-sekvens
som koder for proteinet, kloningsvektor inneholdende DNA-
sekvensen, samt pattedyrcelle og bakteriecelle transfektert
med kloningsvektoren.

Oppfinnelsen omfatter en fremgangsmate for fremstil-
ling av et renset glycolsylert eller uglycosylert plasminogen-
aktiverende protein, en DNA-sekvens som koder et slikt
protein, en replikerbar kloningsvektor som omfatter DNA-
sekvensen, samt en pattedyrcelle og en bakteriecelle transfek-
tert med kloningsvektoren og i stand til & uttrykke det gitte
protein.

Plasminogenaktivator-protein isolert fra spytt og
spyttkjertler hos vampyr, skiller seg fra bade tPA og uro-
kinase med hensyn til forskjellige strukturelle og funk-
sjonelle trekk. Til forskjell fra tPA inneholder plasmino-

genaktivatorer fremstilt ifglge oppfinnelsen ikke kjede-doméne 2
(kringle 2 domain) og plasmin-sensitivt reaksjonspunkt.

Ekvimolare mengder av disse aktivatorer og tPA er like effek-
tive med hensyn til & katalysere lyse av tidligere dannet
plasmakoagel. Virkningen overfor plasminogen stimuleres
minst 27.000 ganger i narver av fibrin-cofaktor. Tilsvarende
verdi for tPA er bare 205 ganger. Man har isolert tre spesi-
elle arter som svarer til tPA i full lengde, finger-minus-tPA
og finger-EGF-minus-tPA, ut fra vampyrflaggermus-spytt.

Disse har hhv. fa&tt betegnelsene Bat-PA(H), Bat-PA(I) og
Bat-PA(L). Senere referanser til "Bat-PA" betegner det ikke-
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fraksjonerte preparat som inneholder de tre molekylformer H,
I og L. Den molekyl@re art med full lengde binder seg fast
til fibrin til forskjell fra de andre to. Bat-PA(H),
Bat-PA(I) og Bat-PA(L) har M.-tall pa hhv. 49, 42 og 40 kd,
som mdlt i SDS-PAGE i narver av dithiothreitol (fig. 1, spor
1). De tilsynelatende M,.-verdier for deglycosylerte former av
Bat-PA(H), Bat-PA(I) og Bat-PA(L) (fremstilt ved & fjerne
N-bundet carbohydrat-kjeder med endoglycosidase F), som
bestemt med SDS-PAGE, er hhv. 44, 40 og 38 kd (fig. 1, seyle
2). Disse proteiner har et kraftig behov for narvar av
fibrin-cofaktor og en bemerkelsesverdig evne til a katalysere
lyse av plasmakoagel. Mekanismen som styrer selektiviteten av
disse proteiner overfor fibrinbundet plasminogen, er et
resultat av forskjellige faktorer som direkte fibrinbinding og
kraftig inhibering av NaCl som oppheves i n®rver av fibrin-
koagel. Videre er vampyr-plasminogenaktivatorer mindre utsatt
enn tPA for inaktivering med inhibitorer som finnes i plasma.
Foreliggende oppfinnelse angadr sdledes en fremgangs-
mate for fremstilling av et renset glycolsylert eller
uglycosylert plasminogenaktiverende protein som har minst 90 %
homologi med fglgende aminosyresekvens:

Ala-Tyr-Gly-Asp-Pro-His-Ala-Thr-Cys-Tyr-Lys-Asp-
Gln-Gly-Val-Thr-Tyr-Arg-Gly-Thr-Trp-Ser-Thr-Ser-
Glu-Ser~Gly-Ala-Gln-Cys-Ile-Asn-Trp-Asn-Ser-Asn-
Leu-Leu~Thr-Arg-Arg-Thr-Tyr-Asn-Gly-Arg-Arg-Ser-
Asp—Ala-Ile—Thr—Leu—G1y—Leu—G}y—Asn—His—Asn—Tyr—
Cys-Arg~Asn-Pro-Asp-Asn-Asn-Ser-Lys-Pro-Trp-Cys-
Tyr-Val-Ile-Lys-Ala-Ser-Lys-Phe-Ile-Leu-Glu-Phe-
Cys-Ser~-Val-Pro-Val-Cys-Ser-Lys-Ala-Thr-Cys-Gly-
Leu-Arg~Lys-Tyr-Lys-Glu-Pro-Gln-Leu-His-Ser-Thr-
Gly-Gly~Leu-Phe~Thr-Asp-Ile-Thr-Ser-His-Pro-Trp-
Gln-Ala-Ala-Ile-Phe-Ala-Gln-Asn-Arg-Arg-Ser-Ser-
Gly-Glu-Arg-Phe-Leu-Cys-Gly-Gly-Ile-Leu-Ile-Ser-
Ser-Cys-Trp-Val-Leu-Thr-Ala-Ala-His-Cys-Phe-Gln-
Glu-Arg-Tyr-Pro-Pro-Gln-His-Leu-Arg-Val-Val-Leu-
Gly-Arg-Thr-Tyr-Arg-Val-Lys-Pro-Gly-Lys-Glu-Glu-
Gln-Thr-Phe-Glu-vVal-Glu-Lys-Cys-Ile-Val-His-Glu-
Glu-Phe-Asp-Asp-Asp-Thr-Tyr-Asn-Asn-Asp-Ile-Ala-
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Leu—Leu—Gln—Leu—Lys—Ser~G1y-SerrPro—Gln—Cys—Ala—
Gln—Glu—Ser-Asp—Ser—Val—Arg—Ala—I1e—Cys—Leu—Pro—

Glu—Ala—Asn—Leu—Gln-Leu—Pro—ASP—Trp—Thr—Glu—Cys-
Glu—Leu—Ser—Gly-Tyr-Gly—Lys—His—Lys—Ser—Ser—Ser—
Pro—Phe—Tyr—Ser—Glu—Gln—Leu—Lys—Glu—Gly—His-Val-
Arg-Leu—Tyr—Pro—Ser—Ser—Arg—Cys—fhr—Ser—Lys—Phe—
Leu—Phe—Asn—Lys—Thr—Val—Thr—Lys—Asn—Met—Leu—Cys—
Ala-Gly—Asp-Thr-Arg-Ser—Gly-Glu-Ile—His—Pro—Asn-
Va1—His~Asp—Ala—Cys—Gln—Gly-Asp—Ser—Gly—Gly—Pro-
Leu—Va1~Cys—Met—Asn—Asp—Asn—His—Met—Thr—Leu—Leu—
Gly—Ile—Ile—Ser—Trp—Gly—Val-Gly—Cys—Gly—Glu—Lys—
Asp—Ile—Pro—Gly—Val—Tyr—Thr—Lys-Va1-Thr—Asn—Tyr—
Leu—Gly—Trp—Ile—Arg—AspéAsn—Met-Arg—Pro

Met—Val—Asn—Thr—Met—Lys—Thr—Lys—Leu—Leu—Cys—Va1—
Leu—Leu—Leu-Cys—Gly—Ala—Val—Phe—Ser—Leu—Pro—Arg—
Gln—Glu-Thr—Tyr-Arg-Gln-Leu—Ala—Arg~G1y—Ser—Arg-
Ala—Tyr—Gly-Val—Ala—Cys—Arg—Asp—Glu—Lys-Thr—Gln—
Met—Ile—Tyr-Gln—G1n—Gln—Glu-Ser—Trp—Leu—Arg—Pro—
Glu—Va1~Arg-Ser—Lys—Arg—Val—Glu—His—Cys—Arg-Cys—
Asp—Arg—Gly—Leu—Ala—Gln—Cys—His-Thr—Val—Pro—Va1—
Lys—Ser-Cys—Ser—Glu-Leu—Arg—Cys—Phe—Asn—Gly-Gly—
Thr—Cys-Trp—Gln—Ala—Ala—Ser—Phe—Ser—Asp—Phe—Val—
Cys—Gln—Cys—Pro-Lys—G1y—Tyr—Thr—Gly—Lys—Gln—Cys—
Glu—Va1—Asp—Thr—His—Ala—Thr—Cys—Tyr—Lys—Asp—Gln—
Gly-Va l—'I‘hr—Tyr—Arg-—Gly—Thr—Trp—Ser-—Tht—Se r-Glu-
_SerfGly-Alafﬁln-Cys—Ile—AsnéTrp—Asn—Ser—Asn—Leu—
Leu—Thr—Arg—Arg—Thr—Tyr—Asn—Gly—Arg—Arg—Ser"Asp—
Ala—Ile—Thr—Leu—Gly—Leu-Gly—Asn—His—Asn—Tyr—Cys—
Arg—Asn—Pro—Asp—Asn—Asn—Ser—Lys—Pro—Trp—Cys—Tyr—
Val—Ile—Lys-Ala-Ser-Lys-Phe—Ile—Leu—Glu—Phe—Cys-
Ser—Val-Pro«Val-Cys-Ser-Lys-Ala—Thr—Cys—Gly—Leu—
Arg—Lys—Tyr—Lys—Glu—Pro—Gln-Leu-His—Ser—Thr—Gly—
Gly—Leu—Phe—Thr-Asp—Ile—Thr—Ser~His—Pro—Trp—Gln—
Ala—Ala-I1e—Phe—A1a—Gln—Asn-Arg—Arg—Ser—Ser—Gly—
Glu—Arg-Phe—Leu—Cys—Gly—Gly—I1e—Leu—Ile—Ser-Ser—
Cys—Trp—Val—Leu—Thr—Ala—Ala—His—Cys—Phe—Gln—Glu—

Arg—Tyr—Pro—Pro—Gln—His—Leu—Arg—Val—Val—Leu—Gly—




10

15

20

25

30

35

og/eller

302954

5

Arg—Thr—Tyr—Arg—Val—Lys—Pro:gly—Lys—Glu—Glu—Gln—
Thr—Phe—Glu—Val—Glu—LyséCys—I1e—Va1~His—Glu—Glu—
Phe—Asp—Asp—Asp—Thr—Tyr—Asn—Asn—Asp—Ile—Ala-Leu—
Leu—Gln—Leu—Lys-Ser—Gly—Ser—Pro—Gln—Cys—Ala—Gln—
Glu—Ser-Asp—Ser—Val-Arg—Ala—Ile—Cys—Leu—Pro-Glu—
Ala—Asn—Leu—Gln—Leu—Pro—Asp—Trp—Thr—Glu—Cys—Glu—
Leu—Ser—Gly—Tyr-Gly—Lys—His—Lys—Ser—Ser—Ser-Pro—
Phe—Tyr—Ser—Glu-Gln-Leu—Lys—Glu-Gly—His-Val-Arg—
Leu—Tyr-Pro-Ser—Ser—Arg—Cys-Thr—Ser—Lys-Phe—Leu-
Phe-Asn-Lys-Thr-Val-Thr-Lys-Asn-Met-Leu-Cys-Ala-
Gly—Asp-Thr—Arg—Ser—Gly—Glu-Ile—His—Pro—Asn—Val-
His-Asp-Ala-Cys-Gln-Gly-Asp-Ser-Gly-Gly-Pro-Leu-
Va1—Cys-Met—Asn-Asp—Asn—His—Met—Thr—Leu—Leu—Gly—
Ile-Ile-Ser-Trp-Gly-vVal-Gly-Cys-Gly-Glu-Lys-Asp-
Ile-Pro-Gly-Val-Tyr-Thr-Lys-Val-Thr-Asn-Tyr-Leu-

Gly-Trp-Ile-Arg-Asp-Asn-Met-Arg-Pro

Ala-Tyr-Gly-Val-Ala-Cys-Arg-Asp-Glu-Lys-Thr-Gln-
Met-Ile-Tyr-Gln-Gln-Gln-Glu-Ser-Trp-Leu-Arg-Pro-
Glu-Val-Arg-Ser-Lys-Arg-Val-Glu-His-Cys-Arg-Cys-
Asp-Arg-Gly-Leu-Ala-Gln-Cys-His-Thr-Val-Pro-Val-
Lys-Ser-Cys-Ser-Glu-Leu-Arg-Cys-Phe-Asn-Gly-Gly-
Thr-Cys-Trp-Gln-Ala-Ala-Ser-Phe-Ser-Asp-Phe-Val-
Cys-Gln-Cys-Pro-Lys-Gly-Tyr-Thr-Gly-Lys-Gln-Cys-
Glu-Val-Asp-Thr-His-Ala-Thr-Cys-Tyr-Lys-Asp-Gln-
Gly-Val-Thr-Tyr~-Arg-Gly-Thr-Trp-Ser-Thr-Ser-Glu-
Ser-Gly-Ala-Gln-Cys-Ile-Asn-Trp-Asn-Ser-Asn-Leu-
Leu—Thr—Arg—Arg—Thr-Tyr—Asn—Glx:Arg—Arg—Ser—Asp—

Ala-Ile-Thr-Leu-Gly-Leu-Gly-Asn-His-Asn-Tyr-Cys-
Arg-Asn-Pro-Asp-Asn-Asn-Ser-Lys-Pro-Trp-Cys-Tyr-
Val-Ile-Lys-Ala-Ser-Lys-Phe-Ile-Leu-Glu-Phe-Cys-
Ser-Val-Pro-Val-Cys-Ser-Lys-Ala-Thr-Cys-Gly-Leu-
Arg—Lys—Tyr—Lys—Glu—PrOFGln—Leu—His—Ser—Thr~Gly—
Gly-Leu-Phe-Thr-Asp-Ile-Thr-Ser-His-Pro-Trp-Gln-
Ala~Ala-Ile-Phe-Ala-Gln-Asn-Arg-Arg-Ser-Ser-Gly-
Glu-Arg-Phe-Leu-Cys-Gly-Gly-Ile-Leu-Ile-Ser-Ser-
Cys-Trp-Val-Leu-Thr-Ala-Ala-His-Cys-Phe-Gln-Glu-
Axrg-Tyr-Pro-Pro-Gln-His-Leu-Arg-Val-Val-Leu-Gly-
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Arg—Thr~Tyr—Arg—Val-Lys—Pro~Gly—Lys~Glu—Glu—Gln—
Thr-Phe-Glu—Val-Glu—Lys—Cys-Iie-Val—His—Glu~Glu—
Phe~Asp~Asp—Asp-Thr—Tyr-Asn—AsE—Asp~Ile—Ala—Leu—
Leu~Gln—Leu—Lys—Ser—Gly—Ser—Pro—Gln—Cys—Ala—Gln—
Glu—Ser~Asp—Ser—Va1~Arg-Ala—Ile—Cys~Leu—Pro-Glu—
Ala~Asn—Leu—Gln—Leu-Pro—Asp—Trp—Thr—Glu-Cys—Glu—
Leu~Ser~Gly~Tyr~Gly~Lys-His~Lys~Ser~Ser-Ser—Pro—
Phe-Tyr—Ser-Glu-Gln-Leu—Lys—Glu-Gly—His-Val-Arg—
.LeurTyr~ProﬁSer-Ser—Arg~Cys—Thr—Ser-Lys—Phe—Leu—
Phe—Asn-Lys—Thr~Va1-Thr—Lys~Asn—Met—Leu—Cys—A1a—
Gly—Asp—Thr—Arg—Ser-Gly—Glu—I1e—His—Pro—Asn-Val—
His—Asp~Ala—Cys—G1n-Gly—Asp—Ser-Gly—Gly-Pro—Leu-
Val—Cys—Met—Asn—Asp-Asn—His-Met—Thr—Leu—Leu-Gly—
Ile—Ile-Ser—Trp—Gly«Va1~Gly—Cys—Gly—Glu—Lys—Asp—«
Ile—Pro—Gly—Val-Tyr—Thr—Lys—Va1—Thr~Asn—Tyr-Leu—
Gly—Trp~Ile-Arg—Asp~Asn-Met—Arg—Pro

og/eller

Ala—Tyr—Gly—Ser—Cys-Ser—Giu-Leu—Arg-Cys-Phe—Asn—
Gly~Gly—Thr—Cys—Trp—Gln—Ala»Ala~Ser—Phe—Ser~Asp—

Phe—Va1~Cys—Gln-Cys—Pro—Lys~Gly—Tyr—Thr—Gly-Lys—
Gln-Cys—Glu—Val—Asp~Thr—His-Ala—Thr—Cys—Tyr—Lys—
Asp~G1n—Gly-Va1»Thr~Tyr-Arg—Gly—Thr;Trp—Ser-Thr—
Ser~Glu—Ser—Gly—Ala—Gln-Cys—I1e-Asn—Trp—Asn-Ser-
Asn—Leu»Leu-Thr—Arg-Arg—Thr-Tyr~Asn—Gly—Arg—Arg~
Ser~Asp—A1a-Ile—Thr~Leu~Gly—Leu—Gly—Asn-His~Asn-
Tyr—Cys—Arg—Asn—Pro—Asp~Asn—Asn—Ser—Lys-Pro~Trp~
Cys—Tyr—Va1—Ile—Lys~Ala—Ser—Lys—Phe—I1e—Leu—Glu~
Phe—Cys—Ser—Val~Pro~Val—Cys~Ser-Lys—Ala—Thr—Cys—
Gly—Leu-Arg—Lys—Tyr~Lys—Glu-Pro-Gln—Leu—HiS~Ser~
Thr—Gly—Gly—Leu—Phe~Thr—Asp—Ile-Thr—Ser—His~Pro—
Trp~Gln~Ala-Ala-I1e~Phe-Ala-Gln-Asn—Arg—Arg-Ser-
Ser—Gly—Glu-Arg~Phe-Leu~Cys—Gly—Qly-Ile—Leu—Ile—
Ser—Ser~Cys~Trp—Val—Leu—Thr—Ala-Ala—His—Cys-Phe—
Gln—Glu-Arg—Tyr—Pro—Pro—Gln—His—Leu-Arg—Va1~Val—
Leu—Gly—Arg—Thr—Tyr—Arg—Va1—Lys—Pro—Gly—Lys~Glu—
Glu—Gln—Thr—Phe—Glu-Val—Glu—Lys-Cys—I1e-Val—His~
G1UQGlu—Phe—Asp—Asp—Asp—Thr*Tyr—Asn-Asn—Asp—Ile-
Ala~Leu—Leu—Gln~Leu-Lys—Ser—Gly—Ser-Pro—Gln—Cys—

302954
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Ala-Gln-Glu-Ser-Asp-Ser-Val-Arg-Ala-Ile-Cys-Leu-
Pro—Glu—Ala—Asn—Leu—Gln—LeE—Pro—Asp—Trp—Thr—Glu—
Cys-Glu—Leu—Ser—Gly—Tyr—Glf—ﬁys—His—Lys—Ser—Ser—
Ser-Pro-Phe-Tyr-Ser-Glu-Gln-Leu-Lys-Glu-Gly-His-
Val-Arg-Leu-Tyr-Pro-Ser-Ser-Arg-Cys-Thr-Ser-Lys-
Phe-Leu-Phe-Asn-Lys-Thr-Val-Thr-Lys-Asn-Met-Leu-
Cys—Ala—Gly—Asp-Thr-Arg—Ser-Gly-Glu—Ile—His—Pro—
Asn-Val-His-Asp-Ala-Cys-Gln-Gly-Asp-Ser-Gly-Gly-
Pro-Leu-Val-Cys-Met-Asn-Asp-Asn-His-Met-Thr-Leu-
Leu-Gly-Ile-Ile-Ser-Trp-Gly-Val-Gly-Cys-Gly-Glu-
Lys-Asp-Ile-Pro-Gly-Val-Tyr-Thr-Lys-Val-Thr-Asn-
Tyr-Leu-Gly-Trp-Ile-Arg-Asp-Asn-Met-Arg-Pro

hvor proteinet krever en fibrin-cofaktor for aktivering av
plasminogen, og/eller

et fusjonsprotein, som inneholder en sekvens av aminosyrer
svarende til aminosyrene 190-441 som vist i fig. 8a, og en
tungkjedesekvens fra plasminogenaktivator av vevtypen, hvilket
protein har ste¢rre plasminogenaktiverende virkning i n®rver av
plasminogenaktivatorinhibitor av type 1 enn vevsplasminogen-
aktivator i narver av plasminogenaktivatorinhibitor type 1,
kjennetegnet ved at

(a) en DNA-sekvens inneholdende DNA som koder for

proteinet, utvikles,

(b) DNA-sekvensen klones inn i en ekspresjonsvektor

for ekspresjon av proteinet i E. coli,

(c) vektoren transfekteres i E. coli, og

(d) proteinet uttrykkes.

Bat-PA(H) inneholder den sekvens av aminosyrer
1-441 som er vist pad fig. 8a. Bat-PA(I) inneholder amino-
syresekvensen 1-3 og 50-441 vist pa fig. 8a, og Bat-PA(L)
inneholder aminosyresekvensen 1-3 og 87-441 som vist pa& fig.
8a. Videre er aminosyren i stilling 88 forandret fra
threonin til prolin i protein "L".

Oppfinnelsen omfatter ogsd DNA-sekvenser som koder
for proteiner fremstilt i henhold til oppfinnelsen, klonings-
vektorer med innf¢rte DNA-sekvenser ifgplge oppfinnelsen, samt
pattedyrceller og bakterieceller som er transfektert med klon-
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ingsvektorene og i stand til & produsere det gitte protein.

Alle de plasminogenaktiverende arter aktiveres av
fibrin. Det eneste trekk som har kunnet skille artene, er
den eksklusive ende hos Bat-PA(H) til & bindes nart til

fibrin, en egenskap som henger sammen med narvaeret av

"Finger"-domé&net. Den spesifikke virkning hos Bat-PA(I) og
Bat-PA(L) overfor fibrinbundet plasminogen synes & vare uav-
hengig av evnen til & bindes nart til fibrin.

Den kraftige fibrinavhengighet for wvirkning av
Bat-PA er en karakteristisk egenskap som er gnskelig ved
fibrinolytisk terapi. Blgdningskomplikasjoner som fezlger med
anvendelse av trombolytiske midler, kan forverres ved aktiver-
ing av sirkulerende plasminogen som danner plasmin. Hyppighet
og grad av bledningskomplikasjoner kan reduseres ved & bruke
en plasminogenaktivator i henhold til oppfinnelsen med virk-
ning lokalisert til omradet for fibrinkoagel.

Dyreceller av 293-Bat-PA-1 (ATCC nr. CRL 10180),
bakterieceller av BPA-CN-pSZ288-104-20 (ATCC nr. 68050).,
bakterieceller av BPA-CK-pSzZ289-111-17 (ATCC nr. 68052),
bakterieceller av BPA-FK-p89WO-1 (ATCC nr. 68051), bakterie-
celler av BPA-FN—§89WO—2C (ATCC nr. 68053) og bakterieceller
av BPA-DK-p89WP-20A (ATCC nr. 68049) er innlevert til
American Type Culture Collection, Bethesda, MD, USA, i hen-
hold til Budapest-overenskomsten. De er tilgjengelige ved
utstedelsen av foreliggende patent. De innleverte deposita
er ogsa tilgjengelige i henhold til patentlovene i land hvor
tilsvarende patentseknader eller viderefeorte seknader er inn-
levert. Tilgjengeligheten av disse deposita gir imidlertid
ingen rettigheter med hensyn til utferelse av oppfinnelsen.

Det vises til vedlagte diagrammer og tegninger
hvor:

Figur 1 viser SDS-polyacrylamidgelelektroforese av
renset vampyr-plasminogenaktivator. Prgvene er fra vampyr-
spyttkjertler (kolonne 1 og 3) og av spytt (kolonne 2 og 4).
Hver preove ble behandlet med endoglycosidase F fgr SDS-PAGE.
Kolonne 1 og 2: "Western blotting and immunostain". Kolonne

3 og 4: Fibrinautografi.
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Figur 2 viser % lyse av blodplatefattig plasma-
koagel katalysert av tPA og av 40 kd vampyr-plasminogen-
aktivatorprotein.

Figur 3 viser % lyse av blodplaterikt plasmakoagel
katalysert av tPA og 40 kd plasminogenaktivatorprotein.

Figur 4 viser inaktivering av plasminogenaktivator
ved bestanddeler i plasma.

Figur 5 viser molvekt mdlt ved SDS-PAGE pa
proteiner 40 kd og 45 kd som identifiseres med selvfremkall-
ing og fibrinautografi.

Figur 6 viser koagel-lyse katalysert av Bat-PA og
tPA.

4Figur 7 viser binding av plasminogenaktivator til
fibrin.

Figur 8a viser nucleotidsekvensen hos vampyr-
plasminogenaktivator c¢cDNA og aminosyresekvenser for plasmino-
genaktivatorene. .

Figur 8b viser skjematisk aminosyresekvensen hos
vampyr-plasminogenaktivator sammenlignet med tPA fra
mennesker. ‘

| Figur 9 viser skjematisk syntese av plasmid
p(88)SZ-100-20 som er avledet av kjent plasmid pSP73 og som
inneholder Bat-PA(H)-gensekvensen og endelig syntese av
plasmid pSZS8-lO4—20 som er avledet fra kjent plasmid pD5 og
som inneholder Bat-PA(H)-gensekvensen.

Figur 10 viser i skjematisk form syntesen av
plasmider pSzZ89-109, pSZ89-110, pP89WO-10 og p89W0O-8 som er
avledet fra kjent plasmid pSP73 og som inneholder Bat-PA(H)-
gensekvensen, samt plasmider pSZ89-111, pSZ89-112 og pSZ89-
113 som er avledet fra kjent plasmid pD5 og som inneholder
Bat-PA(H)-gensekvensen.

Figur 11 viser i skjematisk form syntese av
plasmid p89WO-14, p89WO-5,6, p89WO-9 og p89WO-12 som er av-
ledet fra kjent plasmid pSP73 og som inneholder Bat-PA(I)-
gensekvensen, og plasmid p89WO-1, p89WO-2A,B,C, p89WO-3 og
p89W0O-4 som er avledet fra kjent plasmid pD5 og som inne-
holder Bat-PA(I)-gensekvensen.

Figur 12 viser i skjematisk form syntese av
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plasmid p89WP-20A&B og p89WP-19A&B ut fra kjent plasmid pD5
og p89WP-17 og p89WP-18, respektivt. p89WP-17 ble frem-
stilt fra p89WO-11, og p89WO-18 ble fremstilt fra p89wWO-9.

Oppfinnelsen angdr fremstilling av native og rekombi-
nant-avledede, rensede plasminogenaktivatorproteiner og
eventuell mikroheterogene eller fragmentzre former av disse

proteiner med opphav i spytt og spyttkjertler fra vampyr-
flaggermus Desmodus rotundus.

Betegnelsene protein og polypeptid brukes om hver-
andre og refererer til en line&r polymer av aminosyrer bundet
sammen med amidbindinger. Sekvensen av aminosyrer i kjeden
er av avgjgrende betydning for den biologiske funksjon til
proteinet eller polypeptidet. Plasminogenaktivatorer be-
tegner proteiner som katalyserer dannelsen av plasmin, et
enzym som hydrolyserer peptider og estere av arginin og lysin

og omdanner fibrin til oppleselige produkter.

Native proteiner betegner her proteiner i full
lengde dannet av de tilsvarende gener. Rekombinant-avledede
proteiner betegner isolering av det aktuelle gen eller cDNa
for et onsket protein og bruk av det rensede gen eller cDNA
for oppbygging av en celle som overproduserer det enskede
protein. Fragmentformer betegner deler av proteiner eller
polypeptider som har fzrre aminosyrer enn det native protein,
men inneholder den aktive posisjon eller posisjoner hos
plasminogenaktivatoren. Mikroheterogene former betegner et
enkelt genprodukt, dvs. et protein som er dannet av en enkelt
genenhet i DNA som er strukturelt modifisert etter omdanning.
Disse strukturforandringer vil imidlertid ikke gi noen vesent-
lige forandringer av proteinets aktivitet. Modifikasjonene
eller forandringene kan foregd enten in vivo eller under
isolerings- og renseprosesser. Modifikasjon in vivo kan fore
til, men er ikke begrenset til, acetylering ved N-terminus,
proteolyse, glycosylering eller fosforylering. Proteolyse kan
vere exoproteolyse hvor én eller flere ende-plasserte
aminosyrer i sekvens blir enzymatisk spaltet under dannelse av
mikroheterogene former som har ferre aminosyrer enn det
opprinnelige genprodukt. Proteolyse kan ogsa vere endo-

proteolytisk modifikasjon som skyldes innvirkning av endo-




10

15

20

25

30

35

302954

11
proteaser som spalter peptidet ved spesielle stillinger i
aminosyresekvensen. Lignende modifiseringer kan foregd under
renseprosesser som kan gi dannelse av mikroheterogene former.
Den vanligsﬁe modifikasjon under en renseprosess er proteo-
lyse. )

En annen utferelse av oppfinnelsen er et plasmino-
genaktiverende protein som har en polypeptidsekvens som er
minst 90% homolog med polypeptidsekvensen av aminosyrene
1-441 som vist i fig. 8a, hvilket protein har plasminogen-
aktiverende virkning som stimuleres i ne&rver av en fibrin-
cofaktor og hvilket protein er i stand til & bindes nart til
fibrin.

En annen utferelse av oppfinnelsen er et plasmino-
genaktiverende protein med en polypeptidsekvens som er minst
90% homolog med polypeptidsekvensen av aminosyrene 1-3 og
50-441 som vist pa fig. 8a, hvilket protein har plasminogen-
aktiverende virkning som stimuleres i narvar av en fibrin-

cofaktor.

En annen utferelse av oppfinnelsen er et plasmino-
genaktiverende protein med en polypeptidsekvens som er minst
90% homolog med polypeptidsekvensen av aminosyrene 1-3 og
87-441 (hvor aminosyren i posisjon 88 er forandret fra
threonin til prolin) som vist pa fig. 8a, hvilket protein har
plasminogenaktiverende virkning som stimuleres i narvaer av en
fibrin-cofaktor.

Oppfinnelsen angdr videre isolering og rensing av
den genetiske informasjon som svarer til de enkelte proteiner
og metoder til ekspresjon av de tilsvarende proteiner.

Figur 1 viser SDS-polyacrylamidgel-elektroforese
(SDS-PAGE) for renset plasminogenaktivator fra flaggermus.
Prevene ble forbehandlet med 25 mM dithiothreitol for
elektroforese pa 11% stablet SDS-polyacrylamidgel. Kolonne 1
viser aktivator (3,6 /ug) renset fra vampyr-spyttkjertler,
kolonne 2 viser aktivator (3,6 /ug) behandlet med endogly-
cosidase F (Boehringer Mannheim) (0,1 enheter i 24 timer ved
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37°C), og kolonne 3, 0,1 enheter av endoglycosidase F.
Protein-molvekt-markeringer er som angitt. Vampyr-plas-
minogenaktivator (100 ng) fra spyttkjertler (kolonne 1) og
spytt (kolonne 2) ble analysert med "Western blotting" ved
hjelp av anti-vampyr-plasminogenaktivator-antistoffer hos
kanin og anti-kanin-IgG hos geit, alkalifosfatase-korrespon-
derende. Fibrinautografi fra aktivator (15 IU) fra kjertler
(kolonne 3) og spytt (kolonne 4) ble utfert som beskrevet av
Laemmli, U.K. Nature, 227, s. 680-685 (1970).

For fremlegging av de data som er vist pa figur 1,
ble frosne, primere og tilliggende submandibulzre kjertler
(6 g) fra Desmodus rotundus satt til 40 ml 10 mM Tris-HC1,
0,5 M NaCl, pH 7,5, og straks homogenisert i en Brinkmann
homogenisator. Homogenatet ble sentrifugert ved 27.000 x g
i 20 minutter. Supernatantfraksjonen ble klaret ved sentri-
fugering ved 100.000 x g i 30 minutter, fortynnet til 50 mM
NaCl med 20 mM Tris-HCl, pH 7,0, 0,0l1% TweeAE)8O og pasatt en
kationvekslerkolonne av fosfocellulose (Whatman Pl1l) innstilt
i likevekt med 20 mM Tris-HCl, pH 7,2, 50 mM NaCl og 0,01%
Tweeﬁ:)8o. . Etter pasetting av preven ble fosfocellulose-
kolonnen vasket fullstendig med ovenstaende likevektspuffer.
Plasminogenaktivator ble eluert fra fosfocellulosekolonnen med
20 mM Tris-HCl, pH 7,2, 0,5 M NaCl og 0,01% Tweeﬂ:)SO og
pasatt en affinitetskolonne som inneholdt Erythrina trypsin-
inhibitor (ETI) (American Diagnostica) koblet til CNBr-
aktivert Sepharosé:)4B (Pharmacia). Affinitetskolonnen ble
vasket med 20 mM NaH,PO4, 0,5 M NaCl, pH 7,0, O,1% Twee 80
og aktivatoren ble derpa eluert med 50 mM Na-acetat, 0,2 M
NaCl, pH 4,0, 0,1% TweeA:>80. Fraksjoner inneholdende
aktivator, ble slatt sammen, og det ble tilsatt 1 M Tris-
grunnlag som ga en sluttkonsentrasjon av Tris pa 25 mM. Den
rensede preven ble lagret ved -70°C. Proteinkonsentrasjonen
ble anslatt etter fargebindingspreven til Biorad med kveg-
serumalbumin som standard.

Figur 6 viser koagel-lyse katalysert med vampyr-
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plasminogenaktivator og tPA. Plasmakoagel ble dannet ved &
sette 0,2 IU humant trombin (Sigma) og 7,5 mM CaCl, til
195 sul humant plasma som inneholdt [1251] fibrinogen (100.000
cpm/koagel). Sluttvolumet for hver preve var 200 /ul.
Koagelet ble dannet i na@rvar av og heftet til smd trepinner,
aldret i 30 minutter ved 37°C, avpresset overskudd av vaske og
overfert til 250 ,ul plasma tilsatt 25 U/ml "Hirudin" (Sigma).
25 /ul 0,1 M Tris-HC1l, pH 8,0, 0,0l1l% TweeﬁE)SO inneholdende
plasminogenaktivator, ble satt til opplesningen som badet
koagelprevene, prevene ble inkubert ved 37°C og tatt og ut
tellet med hensyn p& oppleselige nedbrytningsprodukter av
fibrin. Vampyr-plasminogenaktivator renset fra spyttkjertler
og to-kjedet tPA ble brukt til denne undersegkelsen. w , 3 nM
Bat-PA; g, 3 nM t-PA; @, 10 nM Bat-PA; &4 , 10 nM t-PA.
Vampyr-plasminogenaktivator og t-PA viste seg like effektive
nar det gjaldt evne til & katalysere frigivelsen av radio-
aktivt merket fibrin-nedbrytningsprodukter fra tidligere
dannet plasmakoagel. )

Figur 7 viser binding av plasminogenaktivatorer
til fibrin. Kolonne 1, Bat-PA, 1,8 pmol; kolconne 2 og 3,
10 volum% av hhv. pellet og supernatantfraksjoner, fra den
plasminogenaktivatorholdige fibrinpreve; kolonne 4, enkelt-
kjedet tPA, 1,8 pmol; kolonne 5 og 6, 10 volum% av pellet og
supernatantfraksjoner, respektivt, fra den tPA-holdige
fibrinpreve; kolonne 7, urokinase, 0,5 pmol; kolonne 8 og 9,
10 volum% pellet og supernatantfraksjoner, respektivt, fra de
urokinaseholdige fibrinprever. De tre plasminogenaktivator-
arter (kolonne 1) er ujevnt fordelt mellom supernatantfrak—
sjoner og pelletfraksjoner. Mesteparten av Bat-PA(H) fordeler
seg i fibrinpelletene (kolonne 2), mens Bat-PA(I) og Bat-PA(L)
ikke har noen tydelig affinitet til fibrin og for det meste
finnes i supernatanten (kolonne 3). Prover av tPA (kolonne 4)
og urokinase (kolonne 7) ble ogsd underseskt med hensyn til
bindingsevne til fibrin. Som ventet, binder tPA seg kraftig

til fibrin og fordeler seg i pelletfraksjonen (kolonne 5),
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mens urokinase utelukkende finnes i supernatantfraksjonen
(kolonne 9).

Det ble dannet fibrinkoagel ved & tilsette 0,2 IU
trombin til 200 /ul 10 mM NaH5PO4, 140 mM NaCl, pH 7,4, 0,01%
Tweeé:)BO inneholdende humant fibrinogen (1 mg/ml), EDTA (5
mM) og vampyr-plasminogenaktivator (18 pmol) eller enkelt-
kjedet tPA (18 pmol) eller urokianse (5,5 pmol). Enkelt-
kjedet tPA ble renset ut fra en blanding av enkeltkjedet og
dobbeltkjedet tPA ved kromatografering i en kolonne av mono-
klonale antistoffer som fortrinnsvis binder enkeltkjedet tPA
(PAM-1, American Diagnostica). Fibrinkoagel ble aldret i
1 time ved 37°C og sentrifugert ved 100.000 g i 10 minutter.
Pelletfraksjoner ble vasket med 400 /ul Na,HPO,4, NacCl, Tweeﬁg)
80 puffer, suspendert pd nytt i 150 Jul 0,5% SDS og inkubert
ved 37°C i 1,5 time under stadig rering. Pellet- og super-
natant fraksjoner som inneholder vampyr-plasminogenaktivator,
ble behandlet med "Endo F". Prevene gjennomgikk SDS-PAGE og
ble FA-analysert. V

Forspgksmetoder med plasminogenaktivator

Fibrinplatemetode: Det ble dannet fibrinplater ved & opplese

fibrinogen fra kveg eller ménnesker (2 mg/ml) og humant Glu-
plasminogen (6 /ug/ml) i 1% agaroaseopplegsning (som holdés ved
55°C). Humant trombin (1,5 enheter) ble tilsatt feor opp-
lgsningen ble stegpt ut til kalibrerte immunodiffusjonsplater.
Det ble slatt ut brenner i en herdet fibrinplate, og det ble
padsatt kolonnefraksjoner. Det ble observert oppleste omrader,
omrader av lyse, hvor aktivitet fant sted. Lyse-arealet (mmz)
pr. inkuberingstid ved 37°C kan korreleres til aktivitets-

enheter for enzymer.

Fibrinautografi: Pregver gjennomgikk SDS-PAGE under ikke-

reduserende forhold, og acrylamidgel ble omhyggelig vasket i
Tritoﬁg)X—lOO (2,5%) og plassert pa en plasminogenholdig
fibrin-agarosegel. Plasminogenaktivatorene renaturerer pa

grunn av Triton-behandlingen og diffunderer ut i agarosegelen
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hvor de aktiverer plasminogen til plasmin. Det dannede
plasmin vil nedbryte fibrinet som gir en sone av fibrinolyse
som lett kan skilles ut mot bakgrunnen av ikke nedbrutt

fibrin.

Koplet amidolytisk prgve: Aktivering av plasminogen til

plasmin ble undersgkt i narver av "Desafib" og produksjon av
plasmin ble fulgt med kolorimetrisk plasminsubstrat,
"Spectrozyme" PL. Vampyr-plasminogenaktivatorene ble inku-
bert med humant Glu;plasminogen (20 /ug/ml), "Spectrozyme'" PL
(0,4 mM) og "Desafib'" (80 /ug/ml). Blandingen ble inkubert
ved 37°C i 60 minutter. Reaksjonen ble avsluttet ved tilset-
ning av 50 sjul 10% SDS. Absorpsjon av spaltet substrat ble
fulgt ved 405 nm. 1 aktivitetsenhet for vampyr-plasminogen-
aktivator svarer til den mengden enzym som katalyserer

omdannelsen av 1 ,jumol "Spectrozyme" PL i 1 minutt ved 37°C.

Titrering av _aktiv stilling: - Vampyr-plasminogenaktivatorer

ble titrert etter to forskjellige metoder for & bestemme
funksjonell molaritet. Feorste metode er basert pa prinsippet
med tilbaketitrering av en kalibrert trypsinstandard med en
kalibrert standardopplesning av klormethylketon-inhibitor for
bdde trypsin og plasminogenaktivator. En opplesning av
trypsin (500 nM) ble titrert direkte med 4-methyl-umbelli-
feryl-p-guanidinbenzoat (MUGB). Klormethylketonet (Dansyl-
glutamyl-glycyl-arginin-klormethyl-keton, DNS-EGRCK) ble
titrert mot MUGB-kalibrert trypsin. Reaksjonen mellom en
slik kalibrert trypsinopplesning og en kalibrert klormethyl-
ketonopplesning gjer det mulig & male reduksjon av inhibering
av trypsinstandarden ndr CK-standarden blir preinkubert med
aktivator. Nearver av vampyr-plasminogenaktivator resulterer i
gkt aktivitet i forhold til trypsin-CK-kontrollpreven,
proporsjonalt med mengden plasminogenaktivator.

Den andre metoden bestdr i observasjon av "burst
kinetics" som fglger tilsetning -av MUGBE til plasminogen-

aktivator ndr reaksjonen er utfert ved lav temperatur (5°C).
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SDS-polyacrylamidgel-elektroforese: Det ble brukt en modifis-

ert utgave av Laemmli-systemet (Nature, 227, s. 680-685
(1970)). Stablegel og skillegel (0,75 mm) inneholdt 4% og
10% polyacrylamid, respektivt. Gelkolonnene ble pasatt 75

volt i 20 timer. Protein ble pavist ved sglvfarging.

Proteinkarakterisering og aktivitet:

Plasminogenaktivatorer fremstilt i henhold til fore-
liggende oppfinnelse viser ingen aktivitet med plasminogenfrie
fibrinplater. Inkubering av aktivatorer med plasminogen i nar-
ver av fibrin I ("Desafib") resulterer i dannelse av plasmin
bed¢mt ved "western blotting and immunostaining"” med anti-

plasmin(ogen)-antistoffer. De viser aktivitet overfor

menneske-plasminogen bundet til menneske-fibrin og overfor
kveg-plasminogen bundet til kveg-fibrin.

Ved gelfiltreringskromatografi pa Sepharosé:)G—ZOO
ble aktiviteten av plasminogenaktivator i utgangsspytt eluert
som en bréd topp med omtrentlig molvekt 1lik 130K. Denne mol-
vekt er sannsynligvis molvekten for aggregert plasminogen-
aktivator. Den syntes & vare omkring 32K pa& FPLC-sepharose-
kolonne i narver av 0,01% Tweeé:)ZO.

Under rensetrinnene hadde plasminogenaktivator
ingen reaksjon overfor lysin-sepharose, hvilket tidligere er
vist & vere et effektivt trinn til rensing av proteiner som
binder seg til fibrin via sekvensdoménet "kringle domain'.
Sdledes er bindingsmekanismen for aktivatorene til fibrin
forskjellig fra tPA.

Behandling av aktivatorene med endoglycosidase H

og F resulterer i aktive proteiner med lavere molvekt som
tyder pad at aktivatorene er glycoproteiner. Reaksjoner mellom
disse proteiner og agarose fra hvetespire og concanavalin A
gir ytterligere stotte for denne konklusjon.

Evnen hos Bat-PA(H) til aktivering av Glu-plasmino-
gen ble mdlt ved en koplingspreve som fulgte omsetningen av
plasmin-spesifikt amidolytisk substrat (tabell II). Denne
spesifikke aktivitet (IU/nmol) for Bat-PA(H) overfor Glu-
plasminogen var omtrent 260 ganger mindre enn tPA i fraver av
fibrin-mimetisk forbindelse. 1Imidlertid var den spesifikke

aktivitet for Bat-PA(H) overfor Glu-plasminogen i na®rvar av
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"Desafib" ca. 85% av aktiviteteh til tPA. S3ledes stimulerte
"Desafib" tPA- og Bat-PA(H)-aktiviteten hhv. 205 og 45.000
ganger. Den spesifikke virkning av Bat-PA, preparatet som
inneholdt alle tre molekylformer, var som for Bat-PA(H) i
fraver av "Desafib", men omtrent 30% lavere enn Bat-PA(H) i
nerver av denne fibrin-cofaktor (tabell II). Man antar at
aktivitetene til Bat-PA(I) og Bat-PA(L) ikke stimuieres i
samme grad som for Bat-PA(H) av 80 ,ug/ml "Desafib".

TABELL IT
Aktivering av plasminogen med Bat-PA(H), Bat-PA og tPA

Plasminogen- : Ganger .

aktivator "Desafib"-konsentrasjon stimulering
Q vg/ml 80 ug/ml

Bat-PA(H) 1,05 + 0,04 47.700 + 4500 45.000 (220)

Bat-PA 1,24 + 0,08 33.500 + 970 27.000 (130)

tPA 270 = 20 55.400 + 1500 205 (1)

Disse tallene gjengir spesifikk virkning (IU/nmol)
ved bruk av koplet amidolysepreve som beskrevet tidligere.
To-kjedet tPA ble brukt til disse prever; den katalytiske
virkning av &n-kjedet tPA er ikke angitt da resultatene for-
styrres av den uunngdelige dannelse av to-kjedet tPA under
proven, '"Desafib" ble inkludert i preven som angitt. Tallene
under relativ stimulering betegner forholdene mellom de
spesifikke aktiviteter. Tallene i parentes betegner stimuler-
ing av plasminogenaktivatoraktivitet fra '"Desafib" i forhold
til aktivitet fra tPA.

Egenskaper fra tPA og Bat-PA(H) med hensyn til
katalysering av lyse av plasminogenholdig fibrinkoagel ble
ogsa sammenlignet. Det kreves noe heyere konsentrasjoner av
Bat-PA(H) for & oppnd en koagel-lysegrad som er like stor som
med konsentrasjoner av tPA mellom 0,25 og 10 nM. Konsentra-
sjoner av tPA og Bat-PA(H) (avledet fra kurver over dose-
respons) som gir en valgt hastighet av koagel-lyse, er gjen-

gitt i tabell III. Den spesifikke aktivitet for Bat-PA(H) i



10

15

20

25

30

35

302954

18
forhold til tPA 14 mellom 59 og 72% og ble sammenlignet med

plasminogenaktivert konsentrasjon. Den okede spesifikke
aktivitet for Bat-PA(H) i forhold til tPA ved hsyere konsen-
trasjoner kan skyldes forskjeller mellom disse plasminogen-
aktivatorer med hensyn til deres virkemdter overfor fibrin

og/eller plasminogen.

TABELL ITII
Fibrinkoagel-lyse fremkalt av tPA og Bat-PA(H)

Relativ virkning

Hastighet tPA (nM) Bat-PA(H) (nM) (%)
0,850 9,33 + 1,11 12,9 + 1,05 72,3
0,825 7,52 + 0,88 10,53 + 0,83 71,4
0,800 6,05 + 0,69 8,60 + 0,66 70,4
0,775 4,88 + 0,54 7,02 + 0,52 69,5
0,725 3,16 + 0,34 4,68 + 0,32 67,5
0,675 2,05 + 0,21 3,12 + 0,20 65,7
0,625 1,33 + 0,13 2,08 + 0,12 63,9
0,575 0,86 + 0,08 1,39 + 0,07 61,9
0,525 0,56 + 0,05 0,92 + 0,05 60,9
0,475 0,36 + 0,03 0,61 + 0,03 59,0
0,425 0,24 + 0,02 0,41 + 0,02 58,5

Eksperimenter med koagel-lyse ved hjelp av turbi-
dimeterforsek ble gjennomfert som firfoldige prever med
folgende konsentrasjoner av 2-kjedet tPA eller Bat-PA(H):
0,25, o,50, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 og 10,0 nM. Man noterte
hastighet for koagel-lyse som den maksimale hastighet for
synkende turbiditet (-mOD/min) ved analyse av hver koagel-
lyse-profil med databehandling (Softmax kinetic software).
Det ble satt opp fire og seks uavhengige linezre kurver over
dose-respons (hastighet mot log [plasminogenaktivator]) for
hhv. tPA og Bat-PA(H). Tabellen gjengir de konsentrasjoner
av plasminogenaktivator som forer til de angitte hastigheter
for koagel-lyse. Disse tall ble utregnet ut fra ligninger
som beskriver de best tilpassede kurver ut fra analyse av alle
dose-responskurver for tPA og Bat-PA(H). Tallene for relativ
virkning er forholdet mellom tPA- og Bat-PA(H)-konsentra-

sjoner som gir den oppferte hastighet for koagel-lyse.
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Vampyr-plasminogenaktivatorer fremstilt i henhold til
foreliggende oppfinnelse er mindre utsatt enn tPA for
inaktivering fra den hurtigvirkende plasminogenaktivator-
inhibitor av type 1 (PAI-1).

Man antar at konsentrasjonen av PAI-1 i omradet for
okkluderte blodkar kan vare mye hoyere enn konsentrasjoner som
bedommes ut fra plasmaprever. Latent PAI-1 i plasma og blod-
plater som inneholder PAI-1 som kan frigjeres av trombin,
adenosin-difosfat og andre blodplateaktive stoffer, medvirker
til relativt heye lokale konsentrasjoner i okkluderte omrader.
PAI-1 virker som antiaktivator som spesifikt blokkerer
aktivitet hos tPA.

Figur 4 viser at tPA blir lettere inaktivert av
plasminogenaktivator-inhibitorer enn plasminogenaktivatorer
av spyttsekret fra vampyr. tPA og vampyr-plasminogen-
aktivatorer ble begge inkubert i blodplasma og deres respek-
tive aktiviteter malt som funksjon av tiden.

NaCl-inhibering av plasminogehaktivering fra bade
tPA og 40 kd protein ble ikke funnet ved mdling av fibrin-

koagel-lyse. I disse tilfeller ble det laget koagel av
rensede bestanddeler som omfattet fibrinogen (bdde radio-
aktivt merket og ikke-merket), plasminogen, &X-2-antiplasmin,
faktor XIIIa og puffer med eller uten 0,1 M NaCl.

Molekylar kloning av plasminogenaktivator fra vampyr-
flaggermus, cDNA

Rekombinant DNA-teknikk defineres her som en
teknikk som gjer det mulig & sammenfoye segmenter av gen-
informasjon, DNA, fra forskjellige celler, vanligvis fra for-
skjellige organismer, ende mot ende utenfor organismene som
DNA ble utvunnet fra, og innfere dette hybrid-DNA i en celle
som muliggjer produksjon av det protein som det opprinnelige
DNA koder for. Geninformasjon, DNA eller mRNA, isoleres og
innarbeides i en egnet kloningsvektor og overferes til en
egnet vertcelle.

Kloningsvektor defineres her som en DNA-sekvens
som tillater innfering av et spesifikt eksperimentelt fremmed-
DNA hvor den kombinerte DNA innfeores i en vertcelle som kan

eksistere. stabilt og fremkalle det protein som dikteres av
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nevnte eksperimentelle DNA. Fremmed-DNA kombinert med
vektor-DNA danner et rekombinant DNA-molekyl som er avledet
fra rekombinantteknologi. Kloningsvektorer kan omfatte

plasmider, bakteriofager, virus og kosmider. Det skal for-

stds at enhver kloningsvektor kan brukes til kloning av de nye
protein-DNA-sekvenser av Desmodus. Ekspresjonsvektorer
defineres her som DNA-sekvenser som er nedvendige for trans-
kripsjonen av klonede genkopier og overfering eller oversett-
else av deres mRNA hos en egnet vert. Slike vektorer kan
brukes til ekspresjon av enten prokaryotiske eller eukaryot-
iske gener hos en rekke forskjellige celler som bakterier,
gj@r, insekt- og pattedyrceller. Proteinene kan ogsad fa eks-
presjon i en rekke virussystemer. En riktig konstruert
ekspresjonsvektor skal inneholde: en replikasjonskilde for
autonom replikasjon hos vertceller, selektive markorer, et
begrenset antall egnede enzymsseter for restriksjon, et
kopieringstall og sterke promotorer. En promotor defineres
som en DNA-sekvens som dirigerer RNA-polymerase mot binding
til DNA og igangsetting av RNA-syntese. En kraftig promotor
forarsaker at mRNA dannes i hoy takt. Ekspresjonsvektorer kan
omfatte, men er ikke begrenset til, kloningsvektorer, modi-
fiserte kloningsvektorer, spesielt konstruerte plasmider eller

virus.
Proteiner fremstilt i henhold til oppfinnelsen kan

eksistere som de komplette proteiner i form av definerte gener
i nativt protein hos Desmodus, eller som hybrider av komplette
proteiner eller slike, eller som hybrider av komplette
proteiner eller slike fragmenter og subenheter forutsatt

at proteinene har egenskaper som plasminogenaktivator av-

ledet av Desmodus rotundus-spytt, med et sterkt behov
for nerver av fibrin. Xomplette proteiner i foreliggende

betydning er polypeptider i full lengde modifisert etter
transkripsjon og produsert fra egnede Desmodus-gener. Kom-
plétte proteiner kan lages ved rensing ut fra spytt fra
Desmodus rotundus eller ved ekspresjon i en egnet eks-
presjonsvektor av det tilsvarende genprodukt som er rekom-
binant-avledet. Med proteinfragmenter eller mindre enheter
mener man en hvilken som helst del av proteinet som inne-

holder f@rre aminosyrer enn det komplette protein og opp-
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rettholder evnen til & aktivere plasminogen under samme
forhold til naturlig protein. Hybride proteiner omfatter,
men er ikke begrenset til, fusjonsproteiner eller proteiner
som er dannet ved ekspresjon av multiple gener inne i eks-
presjonsvektoren. Fusjonsproteiner er proteiner hvor et
begrenset antall aminosyrer som ekspresjonsvektoren koder
for, bringes til ekspresjon og denne ekspresjon resulterer i
binding til det spesifikke plasminogenaktivator-polypeptid.
Proteiner som dannes av multiple gener, kan omfatte det
spesifikke aktivator-polypeptid bundet til et annet poly-
peptid ellér peptider med peptidbindinger som gker plasmino-
genaktiveringen.

Man fikk spyttkjertler fra 1C nettopp drepte
vampyrflaggermus og brukte disse til isolering av poly-
A+-RNA. Dette RNA ble brukt til bygging av et cDNA-bibliotek
med enkelt-retning og Agt 22, inneholdende mer enn 2 x 106
rekombinante bakteriofager. Et annet RNA-preparat som ble
brukt til analyse ved "Northern blotting", ble isolert fra
kjertler som ble hurtigfrosset pd torris. Kvaliteten for
dette RNA kunne sammenlignes med kvaliteten isolert fra
friskt vev.

Total RNA ble isolert fra prim@re og tilliggende
submandibulare kjertler hos vampyrflaggermus (Desmodus
rotundus) ved lavtemperaturmetoden med guanidin-thiocyanat
(Han, J. et al., Biochem. 25, 1617-1625 (1987). Poly(A)+ RNA
ble isolert ved kromatografering pd oligo(dT)-cellulose.
Dobbeltstreng-cDNA ble fremstilt ved en modifikasjon av
metoden til Gubler og Hoffman (Gene 25, 263-269 (1983)) som
tidligere beskrevet (Dixon, R.A.F. et al., Nature 321, 75-79
(1986)). CcDNA ble storrelsesfraksjonert ved elektroforeée pa
agarosegel til samlefraksjoner pa 1-2 kb og 2-7 kb lengder som
ble bundet til EcoRI-setet pd lambda-ZAP-armer (Stratagene).
Disse biblioteker ble forsterket pd E. coli-arten LE392 og
siktet ved platehybridisering som beskrevet i (Maniatis, T.,
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cocld Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). Par av delvis

overlappende, komplement@re oligonucleotider som svarer til
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peptidene N-1, N-3, V-2 og T-1l, ble utaldret, merket med
Klenow-fragment og fire [32P]alfa—dNTP og brukt til oppheising
med nitrocellulosefilter fra bibliotekene. Hybridisering og
vasking foregikk som beskrevet (Maniatis et al., ibid).
Positive kloner ble plakkrenset og cDNA-innferinger reddet ved
coinfeksjon med en hjelpe-fag i henhold til leveranderens
instruksjoner. Sekvensdannelse med enkelt- og dobbeltstreng-
DNA ble utfert ved dideoxynucleotidmetoden. Sanger, F. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., bind 74, s. 5463-5467 (1977).
Figur 8a viser nucleotidsekvensen for plasminogen-

aktivator(ene) cDNA og aminosyresekvensen for aktivator(ene).
Nucleotidsekvensen strekker seg fra 5'-enden pa den lengste
klon og gjennom den apne leserammen. Ytterligere 800 nt med
3'-sekvens som ikke er oversatt og ender i en poly(A)-hale,
er ikke vist. Nucleotidsekvensen er nummerert til venstre i
hver linje med den foreslatte startkode somden forste base.
Den anslatte aminosyresekvens er vist i enkeltbokstavkode og
nummerert til heyre pa hver linje. Aminosyresekvensen som er
bestemt for Bat-PA(E), Bat-PA(I) og Bat-PA(L), er under-
streket og har fatt betegnelsene N-1, N-2 og N-3, respektivt.
Bat-PA(H) svarer til et peptid i full lengde hvor signal-
peptidet er spaltet i en stilling som er analog til setet

for signalspalting i tPA. Bat-PA(I) begynner med de
samme tre aminosyrer som Bat-PA(H) fulgt av sekvenser som
begynner med N-2 svarende til EGF-doménet. Sdledes svarer
Bat-PA(I) til en finger-minus-form for Bat-PA(H). Den unike
aminosyresekvens for Bat-PA(L) begynner med de samme tre
aminosyrer fulgt av den porsjon av polypeptidet som begynner
ved N-3, bortsett fra at den andre aminosyren i N-3 er for-
andret fra threonin til prolin, etter EGF-doménet, og gir
opphav til en finger-minus- og EGF-minus-form for proteinet.
Aminosyresekvensene for to proteolytiske fragmenter av
staphylococcus V8 (V-1, V-2) og et tryptisk fragment (T-1) er
ogsd understreket. Prikket understreking angir aminosyre-
rester som ikke kunne bestemmes eller som ikke stemte overens

med aminosyrer som kunne forutsies fra cDNA. Posisjonen for
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det aktive sete Ser som ble radioaktivt merket med [3H]
DIFP, er angitt med (*). De forutsagte glycosyleringsseter
med N-binding er angitt ved aminosyrer i klammer.

Det ble syntetisert oligonucleotidprimere basert
pd tre fag-kloner som inneholdt BatPA-cDNA. Kloner av BatPA-
cDNA ble forsterket ved hjelp av polymerase-kjedereaksjon
(polymerase chain reaction = PCR) (se U.S. patent 4.800.159,
kolonne 2, linje 36-68, kolonne 3-4 og kolonne 5, linje 1-20,
som hermed tas med som referanse). cDNA-strengene ble opp-
varmet inntil de separerte, hvorpd primere som binder seg til
hver streng, ble tilsatt. Disse primere instruerte DNA-
polymerase som har en replikatfunksjon, om & kopiere en
spesiell del av strengen. Prosessen ble fortsatt med en
rekke oppvarmings- og avkjelingskretslep, oppvarming for &
separere strengene og avkjeling ndr kopier ble laget. Dette
kretslep ble gjentatt for & danne flere og flere kopier av de
spesielle strenger. Ved forsterring fikk man kodedoménet som
de endeplasserte avgrensningsstillinger er hektet til.

Det ble fremstilt ekspresjonsvektorer for de tre
plasminogenaktivatorformene (Bat-PA(H), Bat-PA(I) og Bat-
PA(L)), som beskrevet i det fwlgende, og derpad transfisert inn
i1 celler ifolge en metode med ustabil transfeksjon (som brukes
til kvalitativ bedemmelse av om det er oppnddd ekspresjon)
eller en stabil transfeksjonsmetode (fortrinnsvis brukt til &
etablere levedyktige kloner).

Ved metoden med ustabil transfeksjon ble 2,5 x 106
celler/100 mm skiver lagt ut i 10 ml medium 24 timer for
transfeksjon. To til fire timer feor transfeksjon ble mediet
byttet. Det ble dannet en felling av DNA/CaPO, ved & frem-
stille et filtersterilisert, rekombinant BatPA-pD5-plasmid-
DNA i en konsentrasjon p& 5 Jug/250 sul ddH,0 for hver 100 mm
skive. Dette ble blandet med 500 /ul 0,5 M CaCl, og ddH,O
til et sluttvolum pd 1 ml. En ml 2 x HBS tilsettes drédpevis
under lett roring. Preparatet hensettes ved romtemperatur i
10-30 minutter, og fellingen legges jevnt ut p& platen med en
forsiktig hvirvelbevegelse. Etter dette trinnet skiller



20

25

30

35

302954

24

fremgangsmaten seg noe avhengig av hvilke celler som skal
transfiseres. CVl-celler inkuberes fire timer ved 37°C og 10%
CO,, mens celler av COS7 og 293 inkuberes i fire timer ved
37°C og 6% CO,. Fire timer etter transfeksjon fjernes mediet
for celler 293. Fire timer etter transfeksjon gjennomgadr
celler av CV1l og COS7 glycerolsjokk i 2 minutter (15% glycerol
i mediet) og skylles to ganger med PBS. Derpd tilsettes
friskt medium. Cellene inkuberes ved 37°C, og man tar ut
prover 24, 48 og 72 timer etter transfeksjon.

Ved metoden med stabil transfeksjon folges metoden
med ustabil transfeksjon med folgende modifikasjoner. Det ble
lagt ut 5 x 10° celler pr. 100 mm skiver istedenfor 2,5 x 106
pr. 100 mm skiver. 0,5 /ug Neo-ekspresjonsplasmid tilsettes
DNA/CaPOy-fellingen for G418-seleksjon. Cellene holdes i
seleksjon i 48 timer, og mediet veksles med mellomrom i 2-3
dager til det er utviklet kolonier resistente mot G418.

Mellomliggende og ekspresjonsvektorer ble laget pa
fzlgende méte for de forskjellige plasminogenaktivatorformer.
I. Bat-PA(H)

l. Naturlig 5'-NTL:

cDNA fra Bat-PA(H) ble avledet fra cDNA-biblio-
teket ved PCR-forsterkning av ¢DNA med oligodeoxynucleotid-
parene 141 & 142 og 27 & 19 som er gjengitt nedenfor, som

primere:
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Bgl II
141 5' > ATA TAT AGA TCT AGG GAC ACC GCA CAA ATG
GTG > 3°
Spe I Bgl II
142 5' > ATA TAT GAG _CTC AGA TCT CAG GGA GTT GCG
TAT TCT TGG > 3°
Hind III Spe I
27 5*' > ATA TAA GCT T AC TAG TAG GGA CAC CGC
ACA AAT GGT G » 3°
met
Xbal Sac I
19 S > TAT ATC TAG A GA GCT CCA GGG AGT TGC GTG

TTC TTG G > 3'

Det ble gjennomfert PCR i 100 sul reaksjonsvolum
som inneholdt 10 mM Tris-Cl pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,,
200 /uM i hver dNTP, 100 pmol av hver PCR-primer, 10-100 ng
av cDNA eller DNA fra biblioteket og 2,5 enheter Tag-poly-
merase. Reaksjonen ble programmert til 30 kretslep i DNA-
termosykluser. Hvert temperaturkretslesp omfattet to minutters
denaturering ved 94°C, to minutters aldring (annealing) ved
60°C, og to minutters polymerisering ved 72°C. Forsterret
cDNA ble gelrenset og avgrenset med BglII og bundet (ligert)
inn i setet pSP73 BglII. Etter verifikasjon av sekvensen ble
Bat-PA(H) med &pne avlesningsrammer subklonet inn i den
eukaryotiske ekspresjonsvektor pD5 som inneholdt sen-promotor
av adenovirus major under dannelse av pSZ88-104-20 (se figur
9). Celler av 293 ble transfisert med pSZ88-104-20 og dannet

293-Bat-PA-1 pattedyrceller (ATCC nr. ). Celler av E.
coli ble transfisert med pSZ88-104-20 og dannet bakterieceller
av BPA-CN-pSZ88-104-20 (ATCC nr. ).

2. 5'-Kozak NTL:
cDNA fra Bat-PA(H) ble forsterret ved PCR som be-
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skrevet ovenfor, med oligodeoxynucleotidparene 18 & 19 som

primere:

Hind III Spe I Nco I
18 5' > ATA TAA GCT TAC TAG TCC ACC ATG _GTG

met

AAT ACA ATG AAG AC > 3'

Forsterket cDNA ble renset pa gel og spaltet med
Xbal og Hind III fulgt av ligering inn i mellomprodukt-
vektoren pSP73 mellom setene Xbal og Eind III, under dannelse
av pSz89-109, pSZ89-110, p89WO-10 og p89WO-8. Bat-PA(H) med
dpen leseramme ble i tillegg subklonet inn Sac I/Spe I-setet
pd& pD5-mcs-vektoren som inneholder et multikloningssete
istedenfor det opprinnelige BamHl-kloningssete under dannelse
av pSZ289-111-17, pSZ89-112 ogApSZ89—ll3 (se fig. 10). Celler
av E. coli ble transfisert med pSZ89-111-17 og dannet bak-
teriecelle-BPA-CK-pSZ89-111-17 (ATCC nr. ).

ITI. Bat-PA(I)

Bat-PA(I) med apen leseramme ble avledet fra cDNA-
biblioteket etter samme PCR-metode som er beskrevet tidligere
og gjenkjent ved den mindre sterrelsen i forhold til den
fullstendige isoformen. Bat-PA(I) inneholdende naturlig NTL,
ble avledet fra oligodeoxynucleotidparet 27 & 19, mens Bat-
PA(I) inneholdende Kozak NTL, ble avledet fra oligodeoxy-
nucleotidparet 18 & 19. Forsterket Bat-PA(I) med &pen lese-
ramme ble spaltet med Hind III og XbaI for innkloning i pSP73
under dannelse av p89WO-14, p8°WO-5,6, p89WO-9 og p89FWO-12,
eller spaltet med Spe I og Sac I for kloning inn i pD5-mcs-
vektor, under dannelse av p89WO-1, p89WO-2,A,B,C, p89WO-3 og
p89WO-4 (se fig. 11). Celler av E. coli ble transfisert med
p89W0O-1, og man fikk BPA-FK-p89WO-l-bakterieceller (ATCC
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nr. ). Celler av E. coli ble transfisert med p89-%W0O-2C
under dannelse av bakteriecelle-BPA-FN-p89W0O-2C (ATCC

nr. ).
ITI. Bat-PA(L)

Bat-PA(L) med &pen leseramme ble avledet fra cDNA-
biblioteket ved samme metode med PCR-forsterring av DNA fra
biblioteket med oligodeoxynucleotidparene 18 & 11.4 som
primere.

11.4 5 > CCT TTC TCC TGA TGA CCT TC > 3'

Forsterket DNA ble renset pé& gel og kappet med
NcoI, og de minste av de tre NcoI-fragmenter som koder for
5'-stillingen i Bat-PA(L), ble igjen renset p& gel og bundet
til NcoI-spaltet p89WO-11 (en Bat-PA(H) med a&pen avlesnings-
ramme i pSP73) under dannelse av hhv. p89SWP-17 og p89WP-18.
Disse Bat-PA(L) med &dpen avlesningsramme ble deretter frigjort
fra mellomproduktvektorene ved spaltning med Sac I og Spe I og
subklonet inn i pD5-mcs-vektorer under dannelse av p89W-20A&B
0og p89WP-19A&B (se fig. 12). Celler av E. coli ble trans-
fisert med p89WP-20A under dannelse av BPA-DK-p89WP-20A-
bakterieceller (ATCC nr. ').

Prgver pa fibrinagarplate av mediet som ble tatt ut
48 timer etter transfeksjon med COS-7, viste 50 ng/ml BatPA.

Klon pSz88-104-20 ble funnet & vare den beste eks-
pressor. Denne klon ble opprettet i celler 293 og ga eks-
presjon av mer enn 0,5 mikrogram pr. milliliter pr. dag av
BatPA-aktivitet/medstrem-enkeltskikt. Kronisk narver av
butyrat og optimalisering av mediet skte ekspresjonsnivaet til
over 10 mikrogram pr. milliliter pr. dag. Andre egnede
ekspresjonsvektorer er pSz289-111-17 (et derivat av pSZ88-104-
20 med Xozak-5'-NTL istedenfor naturlig 5'-NTL),
EBV/EBNA/D5BatPA-C og CMVIE-AK1-BatPA-C, samt HIV LTR/BatPA-C.

Sammenligning med plasminogenaktivator fra menneskevev

Nedenfor folger en sammenligning mellom den primare

aminosyresekvens for plasminogenaktivator fra menneskevev

og Bat-PA(H) fremstilt i henhold til oppfinnelsen.
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Fibronectin-fingerdoménet hos human-tPA (sekvens
9-46) har 78% homologi med sekvens 6-43 i Bat-PA(H). Doménet
hos human-tPA for epidermisk vekstfaktor (sekvens 46-95) har
75% homologi med sekvens 43-92 i Bat-PA(H). Det forste
"kringle"-doméne hos human-tPA (sekvens 95-177) har 67% homo-
logi med Bat-PA(H)-sekvensen 92-174.

Det andre "kringle'"-dom&ne hos menneske-tPA
(sekvens 178-265) har ingen motpart hos Bat-PA(H). Bat-PA(H)-
aminosyrene 175 og 176 er lysin og alanin.' Aminosyrene
190-441 hos Bat-PA(H), den "lette kjede", har 74% homologi
med lettkjede-sekvensen 280-531 hos human-tPA.

Figur 8b er en skjematisk gjengivelse av aminosyre-
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sekvensen hos Bat-PA(H) og sammenligning med human-tPA
(Pennica et al., Nature, bind 301, 214-221 (1983)). De enkelte
aminosyrer i Bat-PA er angitt med enkeltbokstavkode. Fylte
ringer viser aminosyreidentitet mellom Bat-PA(H) og human-tPA.
Apne ringer betegner forskjelligartede rester. Det foreslatte
disulfidmenster er i analogi med t-PA. De postulerte glyco-
syleringsstillinger med N-binding er angitt ved en pahektet
klammer.

I tillegg til de naturlige derivater Bat-PA(I) og
Bat-PA(L) av denne plasminogenaktivator er andre derivater
innenfor oppfinnelsen plasminogenaktivatorer som utelukker
enten fingerdoméne-regionen (aminosyrer -(3)-43) eller den
epiderme vekstfaktor-region (aminosyrer 43-84). Et annet
derivat er Bat-PA(H) med muterte carbohydratholdige aminosyre-
rester. Alle disse har snskede plasminogenaktiverende egen-
skaper, deriblant lengre halvliv.

Innen oppfinnelsens ramme ligger ogsad fusjons-
proteiner av Bat-PA med lett kjede (sekvens 190-441) og human-
tPA med tung kjede (sekvens 1-278) og derivater av disse med
plasminogenaktiverende egenskaper. Da de proteolytiske ‘
doméner hos Bat-PA ikke blir vesentlig inaktivert av plasmino-
genaktivator-inhibitor type 1, antar sgkerne at fusjonspro-
teiner vil ha forbedrede farmakologiske egenskaper i forhold
til plasminogenaktivator fra mennekevev.

Som tidligere nevnt, blir aktiviteten av vampyr-
plasminogenaktivatorer dramatisk stimulert i nerver av en
fibrin-cofaktor. Den synes & vare minst 90 ganger mer selek-
tiv enn tPA overfor fibrinbundet plasminogen. Det andre
"kringle'"-domé&ne hos tPA inneholder en lysinbindende stilling
som man antar spiller en avgjorende rolle for fibrinindusert
stimulering av aktiviteten. Derimot avslgrer aminosyresek-
vensen av aktivatoren fremstilt ifg¢lge oppfinnelsen at dennes
markerte fibrinselektivitet ikke skyldes narvaret av en region
som ligner det andre "kringle"-doménet hos tPA. Den manglende
evne hos vampyr-plasminogenaktivatorer til & binde Lys-
sepharose viser dessuten at narvar av lysinbindende stilling
ikke er arsak til plasminogenets fibrinspesifikke aktivitet.

"Kringle"-doménet hos aktivatoren fremstilt ifglge
oppfinnelsen f¢rer til fibrin-indusert stimulering av
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aktivitet til tross for forskjellene i forhold til den andre
"kringle"-region hos tPA.

Aktivatorene skiller seg ogsa strukturelt fra tPA
ved fravaer av plasminsensitivt aktivt sete i vampyrenzymet.

Bat-PA-proteiner som beskrevet ovenfor, har veart
definert ved hjelp av determinert DNA-gensekvensundersgkelse
og deduktiv aminosyresekvensundersekelse. Man vil forstd at
det kan finnes naturlige alleliske variasjoner. Disse varia-
sjoner kan bestd i é&n eller flere aminosyreforskjeller i
totalsekvensen eller ved manglende aminosyrer, ved substitu-
sjoner, innferinger, omdanninger eller addisjoner av én eller
flere aminosyrer i sekvensen. Dessuten vil stillingen for og
graden av glycosylering avhenge av vertcellemiljesets natur.

Det eksisterer muligheter for, ved bruk av rekom-
binant-DNA-teknikk, fremstilling av forskjellige derivater av
vampyr-plasminogenaktivator, pa forskjellig mdte modifisert
ved resulterende enkle eller multiple aminosyresubstitu-
sjoner, -utelatelser, -addisjoner eller -erstatninger, f.eks.
ved seterettet mutagenese av den underliggende DNA. Alle slike
alleliske variasjoner og modifikasjoner som gir derivater av
vampyr-plasminogenaktivator, faller innenfor oppfinnelsens
ramme sa lenge den essensielle og karakteristiske plasminogen-
aktivatoraktivitet holder seg kvalitativt uforandret. Vampyr-
plasminogenaktivator fremstilles (1) med methionin som ferste
aminosyre (til stede p& grunn av ATG-startsignalkoden forrest
pd det strukturelle gen) eller (2) ndr methioninet er intra-
eller ekstracellulart spaltet, med den normale forste
aminosyre eller (3) sammen med enten dens signalpolypeptid
eller et konjugert protein forskjellig fra det vanlige
signalpolypeptid, hvilket signalpolypeptid eller konjugat er
spesifikt spaltbart i intra- eller ekstracellulzrt milje (se
britisk patentseknad, publikasjonsnr. 2.007.676A), eller (4)

ved direkte ekspresjon i moden form uten nedvendig avspaltning
av overfledige polypeptider. Sistnevnte er serlig viktig nar
en gitt vert eventuelt ikke, eller ikke i tilstrekkelig grad,
fjerner et signalpeptid hvor ekspresjonsbareren er konstruert
til & gi ekspresjon for plasminogenaktivatoren sammen med

signalpeptidet. I alle tilfeller blir vampyr-plasminogen-
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aktivator produsert pd denne maten i dens forskjellige former,
utvunnet og renset opp til et nivd som er egnet for behandling

av forskjellige vaskulazre sykdommer eller tilstander.-

Patentkrayvwv

1. Fremgangsmate for fremstilling av et renset glycolsy-
lert eller uglycosylert plasminogenaktiverende protein som har
minst 90 % homologi med fgplgende aminosyresekvens:

Ala-Tyr-Gly-Asp-Pro-His-Ala-Thr-Cys-Tyr-Lys-Asp~-
Gln-Gly-Val-Thr-Tyr-Arg-Gly-Thr-Trp-Ser-Thr-Ser-
Glu-Ser-Gly-Ala-Gln-Cys-Ile-Asn-Trp-Asn-Ser-Asn-~
Leu~Leu-Thr-Arg-Arg-Thr-Tyr-Asn-Gly-Arg-Arg-Ser-
Asp—Ala—Ile-Thr—Leu—Gly—Leu—q}y—Asn~His-Asn-Tyr—
Cys—Arg—Asn—Pro—Asp—Asn—Asn—Ser—Lys—Pro—Trp—Cys—
Tyr—Val-Ile-Lys—Ala—Ser—Lys—Phe—I1e—Leu-G1u—Phe—
Cys—Ser—Val—Pro—Val—Cys—Ser—Lys—Ala—Thr—Cys-Gly~
Leu-Arg-Lys-Tyr-Lys-Glu-Pro-Gln-Leu-His-Ser-Thr-
Gly—Gly—Leu—Phe—Thr—Asp—Ile—Thr—Ser—His—Pro—Trp—
Gln—Ala—Ala—I1e—Phe—A1a—Gln—Asn—Arg—Arg—Set—Ser—
Gly~Glu—Arg-Phe—Leu-Cys—Gly—Gly—I1e—Leu-Ile-Ser—
Ser—Cys—Trp-Val—Leu-Thr—Ala—Ala—His—Cys—Phe—Gln—
G1u—Arg-Tyr—Pro—Pro-Gln—His—Leu-Arg—Val—Val-Leu—
Gly—Arg—Thr-Tyr—Arg—Va1—Lys—Pro—Gly—Lys—Glu—Glu—
Gln-Thr-Phe-Glu-Val-Glu-Lys-Cys-Ile-Val-His-Glu-
GluePhe—Asp—Asp—Asp—Thr-Tyr—Asn—Asn—Asp—Ile—Ala—
Leu—Leu—Gln—Leu~Lys—Ser—Gly—Ser~Pro-Gln—Cys—Ala—
Gln—Glu—Ser—Asp—Ser—Val—Arg—Ala—Ile—Cys—Leu—Pro—

Glu-Ala-Asn-Leu-Gln-Leu-Pro-Asp-Trp-Thr-Glu-Cys-
Glu-Leu-Ser-Gly-Tyr-Gly-Lys-His-Lys-Ser-Ser-Ser-
Pro~Phe—Tyr—Ser-Glu-Gln—Leu-Lys—G1u-G1y—His-Val—
Arg—Leu—Tyr—Pro—Ser~Ser—Arg—Cys—fhr—Ser—Lys—Phe—
Leu-Phe-Asn-Lys-Thr-Val-Thr-Lys-Asn-Met-Leu-Cys-
Ala-Gly-Asp-Thr-Arg-Ser-Gly-Glu-Ile-His-Pro-Asn-
Val-His-Asp-Ala-Cys-Gln-Gly-Asp-Ser-Gly-Gly-Pro-
Leu-Val-Cys-Met-Asn-Asp-Asn-His-Met-Thr-Leu-Leu-
Gly—Ile—Ile—Ser—Trp—Gly—Va1—Gly—Cys—G1y—Glu—Lys—
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Asp-Ile-Pro-Gly-Val-Tyr-Thr-Lys-Val-Thr-Asn-Tyr-
Leu-Gly-Trp-Ile-Arg-Asp<Asn-Met-Arg-Pro

og/eller

Met-Val-Asn~-Thr-Met-Lys-Thr-Lys-Leu~-Leu-Cys~-Val-
Leu-Leu-Leu-Cys-Gly-Ala-Val-Phe-Ser-Leu-Pro-Arg-
Gln-Glu-Thr-Tyr-Arg-Gln-Leu-Ala-Arg-Gly-Ser~Arg-
Ala-Tyr-Gly-Val-Ala-Cys-Arg-Asp-Glu-Lys-Thr-Gln-
Met-Ile-Tyr~-Gln-Gln-Gln-Glu-Ser-Trp-Leu-~-Arg-Pro-
Glu-Val-Arg-Ser-Lys-Arg-Val-Glu-His-Cys-Arg-Cys-
Asp-Arg-Gly-Leu-Ala-Gln-Cys-His~-Thr-Val-Pro-Val-
Lys-Ser-Cys-Ser-Glu-Leu-Arg-Cys-Phe-Asn-Gly-Gly-
Thr-Cys-Trp~Gln-Ala-Ala-Ser-Phe-Ser-Asp-~Phe-Val-
Cys-Gln-Cys-Pro-Lys-Gly-Tyr-Thr~Gly-Lys-Gln-Cys-
Glu-Val-Asp-Thr-His-Ala-Thr-Cys-Tyr-Lys—-Asp-Gln-
Gly-Val-Thr-Tyr-Arqg-Gly-Thr-Trp-Ser-Thr-Ser-Glu-

.Ser-Gly-Ala-Gln-Cys-Ile-Asn-Trp~-Asn-Ser-Asn-Leu-

Leu-Thr-Arg-Arg-Thr-Tyr-Asn-Gly-Arg-Arg-Ser--Asp~
Ala-Ile-Thr-Leu-Gly-Leu-Gly-Asn-His-Asn-Tyr-Cys-~
Arg-Asn-Pro-Asp-Asn-Asn-Ser-Lys-Pro-Trp-Cys-Tyr-
Val-Ile-Lys-Ala-Ser-Lys-Phe-Ile-Leu-Glu-Phe-Cys-
Ser-Val-Pro-Val-Cys-Ser-Lys-Ala-Thr-Cys-Gly-Leu-
Arg-Lys-Tyr-Lys-Glu-Pro-Gln-Leu~His-Ser~Thr-Gly-
Gly-Leu-Phe-Thr-Asp-Ile-Thr-Ser-His-Pro-Trp-Gln-
Ala-Ala-Ile-Phe-Ala-Gln-Asn-Arg-Arg-Ser-Ser-Gly-
Glu-Arg-Phe-Leu-Cys-Gly-Gly-Ile-Leu-Ile-Ser-Ser-~
Cys-Trp-Val-Leu-Thr-Ala-Ala-His-Cys-Phe-Gln-Glu-
Arg-Tyr-Pro-Pro-Gln-His-Leu-Arg-Val-Val-Leu-Gly-
Arg-Thr-Tyr-Arg-Val-Lys-Pro-Gly-Lys-Glu-Glu-Gln-
Thr-Phe-Glu-Val-Glu-Lys=Cys-Ile-Val~His-Glu-Glu-
Phe-Asp~Asp-Asp-Thr-Tyr-Asn-Asn-Asp-Ile-Ala-Leu-

Leu-Gln-Leu-Lys-Ser-Gly-Ser-Pro-Gln-Cys-Ala-Gln-
Glu-Ser-Asp-Ser-Val-Arg-Ala-Ile-Cys~Leu-Pro-Glu-
Ala-Asn-Leu-Gln-Leu-Pro-Asp-Trp-Thr-Glu-Cys-Glu-
Leu-Ser-Gly-Tyr-Gly-Lys-His-Lys-Ser-Ser-Ser~Pro-
Phe-Tyr-Ser-Glu-Gln-Leu-Lys~Glu-Gly-His-Val-Arg-
Leu-Tyr~-Pro-Ser-Ser-Arg-Cys-Thr-Ser-Lys-Phe-Leu-
Phe-Asn-Lys-Thr-Val-Thr-Lys-Asn-Met-Leu-Cys-Ala-
Gly-Asp-Thr-Arg-Ser-Gly-Glu-Ile-His~Pro-Asn-vVal-
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His~Asp—A1a-Cys—Gln—Gly—Asp—Ser—Gly-Gly—Pro—Leu—
Va1—Cys—Met—Asn—Asp—Asn—His—Met—Thr—Leu—Leu—Gly—
Ile—Ile—Ser-Trp—Gly—Val—Gly—Cys—Gly—GluQLys—Asp—
Ile—Pro—Gly—Val—Tyr-Thr—Lys—Val—Thr—Asn-Tyr—Leu—
Gly—Trp—Ile—Arg—Asp—Asn—Met—Arg—Pro

og/eller

Ala-Tyr-Gly—Val-Ala—CysnArg—Asp—Glu—Lys-Thr—Gln-
Met—I1e-Tyr-Gln-Gln—G1n-G1u-Ser~Trp~Leu—Arg—Pro-
Glu—Val—Arg—Ser—Lys—Arg—Val—Glu—His—Cys—Arg—Cys—
Asp-Arg—Gly—Leu—Ala—Gln—Cys—His—Thr—Va1—Pro—Val—
Lys-Ser-Cys-Ser-Glu-Leu-Arg-Cys-Phe-Asn-Gly-Gly-
Thr—Cys—Trp—Gln—Ala—Ala—Sér—Phe—Ser—Asp-Phe—Va1-
Cys—Gln—Cys-Pro—Lys-Gly—Tyr—Thr—Gly—Lys—Gln—Cys—
Glu—Val—Asp—Thr—His—Ala-Thr-Cys—Tyr—Lys—Asp—Gln—
Gly—Val—Thr—Tyr—Arg—G1y—Thr—Trp-Ser~Thr—Ser—Glu-
Ser—Gly—Ala—Gln-Cys—IleeAsn~Trp—Asn—Ser—Asn-Leu—
Leu—Thr—Arg—Arg—Thr—Tyr—Asn—Gly:Arg-Arg—Ser—Asp—
Ala-Ile-Thr-Leu-Gly-Leu-Gly-Asn-His-Asn-Tyr-Cys-
Arg—Asn—Pro—Asp—Asn—Asn-Ser—Lys—Pro-Trp—Cys—Tyr—
Val-Ile-Lys-Ala-Ser-Lys-Phe-Ile-Leu~-Glu-Phe-Cys-
Ser-vVal-Pro-Val-Cys-Ser-Lys-Ala-Thr-Cys-Gly-Leu-
Arg-Lys-Tyr—Lys—Glu—ProFGln-Leu—His~Ser—Thr—G1y—
Gly-Leu-Phe-Thr-Asp-Ile-Thr-Ser-His-Pro-Trp-Gln-
Ala-Ala-Ile-Phe-Ala-Gln-Asn-Arg-Arg-Ser-Ser-Gly-
Glu-Arg-Phe-Leu-Cys-Gly-Gly-Ile-Leu-Ile-Ser-Ser-
Cys-Trp—Val—Leu—Thr—Ala—Ala~His—Cys-Phe~Gln—Glu—
Arg—Tyr-Pro—Pro—Gln—His—Leu—Arg—Val—Val—Leu—Gly—
Arg—Thr—Tyr—Arg—Val—Lys—Pro—Gly—Lys—Glu—Glu—Gln—
Thr-Phe-Glu-Val-Glu-Lys-Cys-Ile-Val-His-Glu-Glu-
Phe—Asp—Asp—Asp—Thr—Tyr-Asn—Asﬁ—ASp—Ile—Ala—Leu—
Leu~G1n—Leu—Lys—Ser-Gly—Ser—Pro—Gln-Cys—Ala—Gln—
Glu—Ser—Asp—Ser-ValuArg-Ala—Ile-Cys-Leu—Pro—Glu-
Ala-Asn-Leu-Gln-Leu-Pro-Asp-Trp-Thr-Glu-Cys-Glu-
Leu-Ser-Gly-Tyr-Gly-Lys-His-Lys-Ser-Ser-Ser—-Pro-
Phe—Tyr—Ser—Glu—Gln-Leu—Lys—Glu—G1y—His—Val—Arg—
_Leunyr—Pro—ﬁer—Ser~Arg—Cys—Thr—Ser—Lys—Phe—Leu—
Phe—Asn—Lys—Thr—Va1-Thr—Lys—Asn—Met—Leu—Cys—Ala—
Gly—Asp—Thr—Arg—Ser—Gly—Glu—Ile—His—Pro—Asn—Val—
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His-Asp-Ala-Cys-Gln-Gly-Asp-Ser-Gly-Gly-Pro-Leu-
Val-Cys-Met-Asn-Asp-Asn-His-Met-Thr-Leu-Leu-Gly-
Ile-Ile-Ser-Trp-Gly-Val-Gly-Cys-Gly-Glu-Lys-Asp-
Ile-Pro-Gly-Val-Tyr-Thr-Lys-Val-Thr-Asn-Tyr-Leu-
Gly-Trp-Ile-Arg-Asp-Asn-Met-Arg-Pro

og/eller

Ala-Tyr-Gly-Ser-Cys-Ser-Giu-Leu-Arg-Cys-Phe-Asn-
Gly-Gly-Thr-Cys-Trp-Gln-Ala-Ala-Ser-Phe-Ser-Asp-
Phe-Val-Cys-Gln-Cys~-Pro-Lys-Gly-Tyr-Thr-Gly-Lys-
Gln-Cys-Glu-Val-Asp-Thr-His-Ala-Thr-Cys-Tyr-Lys-
Asp-Gln-Gly-Val-Thr-Tyr-Arg-Gly-Thr-Trp-Ser-Thr-

Ser-Glu—Ser—Gly—Ala~G1n—Cys-I1e—Asn~Trp—Asn—Ser—‘

Asn-Leu-Leu-Thr-Arg-Arg-Thr-Tyr-Asn-Gly-Arg-Arg-
Ser-Asp-Ala-Ile-Thr-Leu-Gly-Leu-Gly-Asn-His-Asn-
Tyr-Cys-Arg-Asn-Pro-Asp-Asn-Asn-Ser-Lys-Pro-Trp-
Cys-Tyr-Val-Ile-Lys~Ala~-Ser-Lys-Phe-Ile-Leu-Glu-
Phe-Cys-Ser-Val-Pro-Val-Cys-Ser-Lys-Ala-Thr-Cys-
Gly~-Leu-Arg-Lys-Tyr-Lys-Glu-Pro-Gln-Leu-His-Ser-
Thr-Gly-Gly-Leu-Phe-Thr-Asp-Ile-Thr-Ser-His-Pro-
Trp-Gln-Ala-Ala-Ile~-Phe-Ala-Gln-Asn-Arg-Arg-Ser-
Ser—Gly—Glu—Arg—Phe—Leu—Cys—Gly—Qly—Ile—Leu—I1e—
Ser-Ser-Cys-Trp-Val-Leu-Thr-Ala-Ala-His-Cys-Phe-
Gln-Glu-Arg-Tyr-Pro-Pro-Gln-His-Leu-Arg-Val-Val-
Leu—G1y—Arg—Thr~Tyr—Arg-Va1—Lys—Pro—G1y—Lys—G1u—
Glu-Gln-Thr-Phe-Glu-vVal-Glu-Lys-Cys-Ile-Val-His-
'GluFGlu—Phe—ksp—Asp—Asp—Thr—Tyr—Asn—Asn—Asp-Ile—
Ala-Leu-Leu-Gln-Leu-Lys-Ser-Gly-Ser-Pro-Gln-Cys-
Ala-Gln-Glu-Ser-Asp-Ser-Val-Arg-Ala-Ile-Cys-Leu-
Pro-Glu-Ala-Asn-Leu-Gln-Leu-Pro-Asp-Trp-Thr-Glu-
Cys-Glu-Leu-Ser-Gly-Tyr-Gly-Lys-His-Lys-Ser-Ser-
Ser—Pro—Phe—Tyr—Ser-Qlu—Gln-Leu—Lys—Glu—Gly—His—
Val-Arg-Leu-Tyr-Pro-Ser-Ser-Arg-Cys-Thr-Ser-Lys-
Phe-Leu-Phe-Asn-Lys-Thr-Val-Thr-Lys—-Asn-Met-Leu-
Cys-Ala-Gly-Asp-Thr-Arg-Ser-Gly-Glu-Ile-His-Pro-
Asn-Val-His-Asp-Ala-Cys-Gln-Gly-Asp-Ser-Gly-Gly-
Pro-Leu-Val-Cys-Met-Asn-Asp-Asn-His-Met-Thr-Leu-
Leu-Gly-Ile-Ile-Ser-Trp-Gly-Val-Gly-Cys-Gly-Glu-
Lys—-Asp-Ile-Pro-Gly-Val-Tyr-Thr-Lys-Val-Thr-Asn-
Tyr-Leu-Gly-Trp-Ile-Arg-Asp-Asn-Met-Arg-Pro
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hvor proteinet krever en fibrin-cofaktor for aktivering av
plasminogen, og/eller
et fusjonsprotein, som inneholder en sekvens av aminosyrer
svarende til aminosyrene 190-441 som vist i fig. 8a, og en
tungkjedesekvens fra plasminogenaktivator av vevtypen, hvilket
protein har stgrre plasminogenaktiverende virkning i nerver av
plasminogenaktivatorinhibitor av type 1 enn vevsplasminogen-
aktivator i narver av plasminogenaktivatorinhibitor type 1,
karakterisert ved at
(a) en DNA-sekvens inneholdende DNA som koder for
proteinet, utvikles,
(b) DNA-sekvensen klones inn i en ekspresjonsvektor
for ekspresjon av proteinet i E. coli,
(c) vektoren transfekteres i E. coli, og

(d) proteinet uttrykkes.

2. DNA-sekvens,
karakterisert ved at den koder for et

protein fremstilt ifg¢lge krav 1.

3. Replikerbar kloningsvektor,

karakterisert ved at den omfatter en innfort
DNA-sekvens ifgplge krav 2, og er i stand til & uttrykke det
gitte gen.

4. Pattedyrcelle,
karakterisert ved at den er transfektert med
en kloningsvektor ifglge krav 3, og er i stand til & produsere

det gitte protein.

5. Bakteriecelle,

karakterisert v ed at den er transfektert med
en kloningsvektor ifglge krav 3, og er i stand til & produsere
det gitte protein.
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