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Keksint8 koskee menetelmii ihmisen kudostyyppisten plasminogeeniakti-
vaattorien valmistamiseksi, joiden plasminogeeniaktivaattorien amino-
happoryhmiéissi 117 oleva funktionaalinen hiilihydraattirakenne on mo-

difioitu. Plasminogeeniaktivaattorit valmistetaan saattamalla yhdis-

telmi-DNA-menetelmin ilmentym#%n DNA, joka koodaa ihmisen kudostyyp-

pistd plasminogeeniaktivaattoria ja jossa on asemassa 117 muuta ami-

nohappoa kuin asparagiinia koodaava kodoni.

Uppfinningen avser ett f8rfarande f8r
framstidllning av plasminogenaktivatorer
av ménsklig vdvnadstyp, varvid den i ami-
nosyragruppen 117 av plasminoaktivatorer-
na beldgna kolhydratstrukturen &r modifi-
erad. Plasminogenaktivatorerna framstdlls
genom att man medelst kombinations-DNA-
f8rfaranden exprimerar ett DNA, vilket
kodar f8r en plasminogenaktivator av
midnsklig vdvnadstyp och vilket i stdll-
ningen 117 har ett kodon som kodar f8r

en annan aminosyra dn asparagin.
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MENETELMA IHMISEN KUDOSTYYPPISEN PLASMINOGEENIAKTIVAATTORIN
VALMISTAMISEKSI

Tamd keksinto koskee menetelmii ihmisen kudostyyp-
pisen plasminogeeniaktivaattorin valmistamiseksi, jolle
menetelmdlle tunnusomaiset piirteet on esitetty patenttivaa-
timuksessa. Keksinnén mukaisesti kudostyyppisessad plas-
minogeeniaktivaattorissa on 527 aminohappoa, jonka hiilihyd-
raattirakennetta modifioidaan endoglykosidaasientsyymikasit-
telylld siten, ettd biologinen aktiivisuus on sdilynyt
olennaisesti ennallaan ja jolla on lisaantynyt in vivo
puoliintumisaika ja etti entsyymikdsittely eliminoi funktio-
naalisen hiilihydraattirakenteen aminohapporyhmasta 117,
sdailyttden hiilihydraattirakenteet muilta osin modifioimat-
tomina.

Ihmisen kudostyyppinen plasminogeeniaktivaattori
muuttaa plasminogeenid plasmiiniksi. Siten muodostuva plas-
miini pilkkoo proteolyyttisesti fibriinimatriiseja, jotka
muodostavat verihyytymien rungon. Ihmisen kudostyyppinen
plasminogeeniaktivaattori toimii siten verihyytymien 1liu-
kenemisen valittdjana ja on siita syystad kayttokelpoinen
erilaisten trombolyyttisten hiiriéiden hoidossa.

Ihmisen kudostyyppisen plasminogeeniaktivaattorin
lyhenne t-PA otettiin kayttdsn ehdotuksen jédlkeen, joka
tehtiin kokouksessa XXVIII Meeting of the International
Commitee of Thrombosis and Hemostatis, Bergamo, 1Italia,
27. kesdkuuta 1982. Tassa kaytettyina termit "ihmisen kudos-
tyyppinen plasminogeeniaktivaattori®, "t-PA", "ihmis-t-PA"
ja "plasminogeenin kudosaktivaattori" tarkoittavat ihmisen
ulkopuolista (kudostyyppista) plasminogeeniaktivaattoria,
jota tuotetaan esimerkiksi luonnon lihteesti eristamalla ja
puhdistamalla [katso Collen et al., EP-hakemusjulkaisu 41766
(Julkaistu 16. joulukuuta 1981, perustuu 11. kesdkuuta 1980
ensimmdisen kerran jatettyyn hakemukseeen) ja Rijken et al.,
Journal of Biol. Chem. 256 (1981) 7035, jotka mainitaan

tassa viitteini] ja yhdistelmisolu-
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viljelmdjadrjestelmills, joita kuvataan yhdessd tuotteen
aminohapposekvenssin ja fysikaalisten ja biologisten omi-
naisuuksien kanssa esimerkiksi EP-hakemusjulkaisussa 93619
(julkaistu 9. marraskuuta 1983, perustuu 5. toukokuuta 1982
ensimmiisen kerran jitettyyn hakemukseen), joka mainitaan
tissd viitteend.

US-patenttijulkaisussa 4 326 033 kuvataan urokinaa-
sin puoliintumisajan pidentdmistd muuntamalla kemiallisesti
sen hiilihydraattirakennetta. Urokinaasi erocaa immunologi-
sesti ihmisen kudostyyppisestd plasminogeeniaktivaatto-
rista. US-patenttijulkaisun 4 326 033 eikd muidenkaan tie-
tojen perusteella ole syytd otaksua, ettd tdllaiset uroki-
naasin hiilihydraatin muuntamiset olisivat sovellettavissa
muihin glykoproteiineihin. Itse asiassa esimerkiksi sialii-
nihapon poistaminen keruloplasmiinista lyhent&& tdm&n puo-
liintumisaikaa dramaattisesti; toisaalta transferriinin,
eriin toisen seerumiglykoproteiinin, samanlaisella kdsitte-
1lyllid ei ole merkittdvdd vaikutusta puoliintumisaikaan [kat-
so Sharon, Complex Carbohydrates, Addison-Wesley Publ. Co.
1975, s. 194-196; Ashwell et al., Adv. Enzymology 41 (1974)
99; Alexander et al., Science 226 (1984) 13287.

Kansainvilisessd patenttihakemusjulkaisussa
WOo84/01786, joka on julkaistu 10. toukokuuta 1984 ja perus-
tuu 28. lokakuuta 1982 ensimmiisen kerran jdtettyyn hake-
mukseen, kuvataan plasminogeenin kudostyyppisen aktivaat-
torin umpimidhkiistd muuntamista, joka johtaa molekyyliin,
jolla on alentunut biologinen aktiivisuus ja tarkoituksel-
lisesti pidennetty puoliintumisaika muuntamattomaan poly-
peptidiin verrattuna. T&dhédn vksittdiseen esimerkkiin liit-
tyy ihmisen osittain puhdistetun kudostyyppisen plasmino-
geeniaktivaattorin kdsittely natriumperjodaatilla, jolloin
saadaan tuote, jonka aktiivisuuden ilmoitetaan olevan noin
70-90 % alkuperdisestd (muuntamattoman aktivaattorin) ak-
tiivisuudesta. Julkaisussa WO84/01786 ei ole mit#in osoi-
tusta siitd, ettd olisi kiinnitetty huomiota luontaisessa

materiaalissa ja, mikd vield tédrkedmpdd, muunnetussa
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muodossa esiintyvien hiilihydraattirakenteiden luonteeseen
ja karakterisointiin. Itse asiassa perjodaatin tiedetdan
muuntavan ja hajottavan hapettumisen kautta kaikkia hiili-
hydraattirakenteita ilman, ettd ne samanaikaisesti oleel-
lisilta osiltaan poistuisivat aminohappoketjusta.

Julkaisussa WO84/01786 ei mydskadn esitetd, kuinka
monta rakennetta ihmisen kudostyyppiselld plasminogeenilla
on tai mik& todellinen hiilihydraattikoostumus on 3joko
muuntamattomassa tai heidan muuntamassaan versiossa. Siten
heiddn perjodaatilla kasittelemidnsi molekyyli oli todenna-
k6isimmin muunnettu hapettamalla umpimahkdisesti kaikki
hiilihydraattirakenteet kohdistumatta johonkin tiettyyn
kohtaan.

Viime aikoina on raportoitu, etteivat glykosyloitu-
neen ja deglykosyloituneen kudostyyppisen ihmisplasminogee-
niaktivaattorin poistumisnopeudet elimistésta in vivo olisi
merkittavasti erilaisia, mikda Jjohtaa siihen paatelmiain,
ettei hiilihydraattien poissaolo vaikuta ihmisen kudostyyp-
pisen plasminogeeniaktivaattorin poistumisnopeuteen [Larsen
et al., Proteases in Biological Control and Biotechnology,
UCLA Symposium Park City, Utah, 9. - 14. helmikuuta 1986;
Little et al., Biochemistry 23 (1984) 6191].

Nyt on havaittu, etta ihmisen kudostyyppisessa
plasminogeeniaktivaattorissa on aminohapporyhmédssa 117
erityinen hiilihydraattirakenne, joka on huomattavasti
erilainen kuin aminohapporyhmissi 184 ja 448 olevat hiili-
hydraattirakenteet ja joka poistettuna kokonaan (tai 1lu-
kuunottamatta aminohappoon Asn liittynytta N-asetyyliglu-
kosamiiniryhmaa) Jjohtaa wuusiin ihmisen kudostyyppisiin
plasminogeeniaktivaattoreihin, joiden biologinen aktiivisuus
on suurin piirtein ennallaan ja puoliintumisaika in vivo
odottamattomasti pidentynyt.

Tamd keksintd koskee menetelmda ihmisen kudostyyp-
pien plasminogeeniaktivaattoreiden valmistamiseksi, joista

puuttuu funktionaalinen hiilihydraattirakenne aminohapporyh-
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midstd 117, joiden hiilihydraattirakenteita (aminohapporyh-
missd 184 ja/taid48) ei ole muuten muunnettu funktionaali-
sesti ja joiden biologinen aktiivisuus on suurin piirtein
kokonaan sailynyt ja puoliintumisaika in vivo pidentynyt
(verrattuna "luontaiseen" ihmisen kudostyyppiseen plas-
minogeeniaktivaattoriin, jossa on alkuperdinen hiilihydraat-
tirakenne aminohapporyhmdssa 117).

Esitetyn mukaisesti on mahdollista aikaansaada
vastaavia biologisesti aktiivisia ihmisen kudostyyppisia
plasminogeeniaktivaattoreita, joiden kokonaissekvenssissa on
yksi tai useampi erilainen aminohappo, mutta joiden hiili-
hydraattimalli on samanlainen kuin keksinndn mukaisella
menetelmalla aikaansaatu.

Erdas ekvivalenttinen ihmisen kudostyyppinen plas-
minogeeniaktivaattori on niin kutsuttu yksiketjuinen mutant-
ti, jossa aminohappojen 275 ja 276 valissa oleva pilkkoutu-
miskohta on tuhottu poistamalla proteolyyttisten entsyymien
tunnistama aminohapposekvenssi. Taman sekvenssin eliminointi
saadaan aikaan muuttamalla tiettyja aminohappoja aiheutta-
malla esimerkiksi mutaatioita vastaaviin DNA-kodoneihin
menetelmidllid, joka on kuvattu tassa hakemuksessa.

Kuvio 1 esittdad kasittelemdttéman (kaista 1) Ja
Endo H-kasitellyn (kaista 2) kudostyyppisen ihmisplas-
minogeeniaktivaattorin Coomassie-varjattya SDS-PAGE:a.
Suurta molekyylipainoa vastaava vydhyke on l-ketjuinen t-PA;
muut paavyodhykkeet ovat tyypin I silmukka (KI), tyypin II
silmukka (KII) ja proteaasi (P).

Kuvio 2 esittidid pelkistetyn karboksimetyloidun t-
PA:n glykosidaasi-pilkkomistuotteita. Kaista 1: -N-glykanaa-
si; kaista 2: +N-glykanaasi; kaista 3: -endo H; kaista 4:

+endo H. Vydhykkeiden merkitykset kuten kuviossa 1.
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Kuvio 3 esittdd ldhtOplasmidin pUCPA AHD restriktio-
karttaa.

Kuvio 4 esittdd saostettavissa olevan trikloorietik-
kahappo (TCA-)radioaktiivisuuden muuttumista ajan funktiona
vertailuaineelle, ihmisen kudostyyppiselle plasminogeeni-
aktivaattorille (®W) ja ihmisen kudostyyppiselle plasmino-
geeniaktivaattorille, joka on kdsitelty endo H -menetel-
mdlld ilman entsyymid (A) Ja endo H:1la kdsitellylle ihmi-
sen kudostyyppiselle plasminogeeniaktivaattorille (®). Tu-
lokset ovat keskiarvoja + standardipoikkeama (n = 5).

Kuvio 5 esittdd saostettavissa olevan trikloorietik-
kahappo (TCA-)radiocaktiivisuuden muuttumista ajan funktiona
vertailuaineena kdytetylle ihmis-t-PA:1le (0O) ja glutamii-
ni,,,~t-PA:lle (D).

Kuvio 6 esittdd saostettavissa olevan trikloorietik-
kahappo (TCA-) radioaktiivisuuden muuttumista ajan funktiona
vertailuaineena kdytetylle ihmis-t-PA:lle (B) ja glutamii-
575~ t-PA:lle (O).

On havaittu, ettd ihmisen kudostyyppisen plasmino-

ni117-glutamiinihappo

geeniaktivaattorin aminohapporyhmdssd 117 olevalla hiili-

hydraattirakenteella on seuraavan tyyppinen koostumus:

Man
¢
Man
3
Man/'

6

Mane—y 4G1cNAC~=——g 4GlcNAC——p ASN
3

/

Man ——y 2Man

kun taas aminohapporyhmissd 184 ja 448 olevilla rakenteil-

la on seuraavan tyyppiset koostumukset:
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Sia2=—p3Cal=—pitGlcNAc—p2Man

ﬁtc
6 6
Man—y 4GlcNAc—% 4GlcNAc~—3ASN

Sia2=p3Gal=—w4GlcNAC—S2
Man

4

e

Lyhenteet: Man = mannoosi; Gal = galaktoosi; Fuc = fukoosi;
GlcNAc = N-asetyyliglukosamiini; Sia = sialiinihappo; R = H
tai Sia2—>3Gal->4GlcNAc.

Korostettakoon, ettd vaikka edelld esitetyt rakenteet
edustavat ihmisen kudostyyppisessd plasminogeeniaktivaatto-
rissa esiintyvien N-kytkeytyneiden oligosakkaridien tyyppe-
j4, ei timi keksintd rajoitu esitettyyn rakenteeseen. Kukin
glykosyloitumiskohta sisdltdd todennikdisesti muutamia la-
heistd sukua olevia epdidenttisii rakenteita. Tdmd ilmido
tunnetaan mikroheterogeenisyyteni, ja se on glykoproteiini-
glykaaneille yhteinen ominaispiirre [iatso J. Biol. Chem.
260 (1985) 404@7. Esimerkiksi paljon mannoosia sisdltdvissd
oligosakkarideissa voi mannoosiyksikdiden lukum&drd vaihdel-
la. Monimutkaisissa oligosakkarideissa mikroheterogeenisyy-
teen voi liittyi eroja haaroittumisen laajuudessa samoin
kuin sialiinihappo-, fukoosi-, galaktoosi- ja N-asetyyli-
glukosamiiniyksikdiden lukumdirdssd. Tdllainen mikrohetero-
geenisyys on tarkoitettu t&mdn keksinnén piiriin kuuluvaksi.

Aminohapossa 117 oleva paljon mannoosia sisdltava
rakenne on osoittautunut erilaiseksi kuin aminohapporyhmis-
sd 184 ja 448 olévat monimutkaisemmat rakenteet, ei ainoas-
taan rakenteeltaan vaan my®s siind suhteessa, ettd sen pois-
taminen kokonaan muuttamatta samanaikaisesti funktionaali-
sesti asemissa 184 ja 448 olevia rakenteita johti biologi-
sesti tdysin aktiiviseen ihmisen kudostyyppiseen plasmino-
geeniaktivaattoriin, jonka puoliintumisaika in vivo on pi-

dentynyt.
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Funktionaalisen hiilihydraattirakenteen poistaminen
aminohapporyhmdstd 117 tarkoittaa tdydellistd poistamista,
kuten tapausta, jossa glykosylaatiosignaali tuhotaan paik-
kaohjatulla mutageneesilla tdssi hakemuksessa kuvattavalla
tavalla, tai poistamista oleellisilta osiltaan, kuten ki-
sittelemdlld endoglykosidaasilla, joka saattaa jattdi j&al-
jelle esimerkiksi Asn117:§an kytkeytyneen koskemattoman
N-asetyyliglukosamiiniryhmdn. Funktionaalisesti muuntamaton
hiilihydraattirakenne aminohapporyhmissi 184 ja/tai 448 tar-
koittaa joko alkuperdisten rakenteiden s&dilymistd tai suu-
rin piirtein kaikkien tdllaisten rakenteiden sdilymistd
sellaisina, ettd ne ovat funktionaalisesti ekvivalenttisia
luontaisen proteiinin kanssa.

Erddssd edullisessa suoritusmuodossa funktionaalisen
hiilihydraattirakenteen poistaminen aminochapporyhmistd 117
tehd&ddn glykosylaatiosignaalia Asn-X-Ser/Thr, jossa X voi
olla mikd tahansa aminohappo, vastaavan DNA:n paikkaspesi-
fiselld mutageneesilld. Kudostyyppisen plasminogeeniakti-
vaattorin ollessa kyseessd tdtid signaalia edustava sekvens-
si on Asn117(Ser118)Ser119. Aminohapporyhmdssd 117 olevan
funktionaalisen hiilihydraattirakenteen poistaminen esimer-
kiksi aiheuttamalla mutaatio nditi aminohapporyhmid vastaa-
viin kodoneihin johtaa siten signaalin funktionaalisuuden
tuhoutumiseen. Mutageneesi voidaan erityisesti tehdi signaa-
lia vastaaville kodoneille, niin ettid syntyy esimerkiksi
ihmisen kudostyyppistd plasminogeeniaktivaattoria, jossa
on muu aminohapporyhmd kuin asparagiini (Asn) asemassa 117
ja/tai muu kuin seriini (Ser) tai treoniini (Thr) asemassa
119 tai proliini (Pro) asemassa 118. Edullisemmissa suori-
tusmuodoissa aspa‘ragiini117 korvataan glutamiinilla, koska
ne ovat rakenteellisesti ldheisesti samankaltaisia, tai
seriini119 korvataan metioniinilla, koska tdlldin sekvenssi
on samanlainen toisella silmukka-alueella.

| Mutageneesi toteutetaan sindnsid tunnetuilla menetel-
milld, esimerkiksi menetelmilli, joista Zoller et al. ovat
esittineet katsauksen /Methods in Enzymology 100 (1983) 4687.
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Muuttamalla esimerkiksi asparagiinia koodaava kodoni AAC
asemaa 117 vastaavassa kohdassa CAA:ksi tai CAG:ksi, mikd&
vaatii kahden nukleotidin muuttamista, saadaan ilmentymis-
tuote, joka sisdlt#i glutamiinia asemassa 117. Muut t&hé&n
tarkoitukseen ajateltavissa olevat mutaatiot ovat seurausta
geneettisen koodin analysoinnista.

Eris vaihtoehtoinen menetelmd funktionaalisen hiili-
hydraatin poistamiseksi aminohapporyhmidstd 117 sisdltdd
endoglykosidaasin, kuten endoglykosidaasi H:n kdyttdmisen,
jolla on kyky (oleellisilta osiltaan) poistaa paljon mannoo-
sia sisdltdvid hiilihydraattirakenne aminohapporyhmdstd 117
(Asn) vaikuttamatta funktionaalisesti aminohapporyhmissa
184 ja 448 oleviin monimutkaisiin rakenteisiin. Tdmdkin me-
nettely toteutetaan sindnsd tunnetuin menetelmin, esimer-
kiksi Tarentinon et al. /J. Biol. Chem. 249 (1974) 8117 ja
Trimblen et al. [ﬁnal. Biochem. 141 (1984) 515/ menetelmdlld.

Esimerkki 1

Kiytettiin paikkaspesifistd mutageneesid konstruoi-
taessa ilmentymisvektori, johon sisdllytettiin DNA, joka
koodaa kudostyyppistd plasminogeeniaktivaattoria, jossa on
glutamiini aminohapporyhmd asemassa 117, seuraavasti:

A. Oligonukleotidin valmistus

24-meerinen oligonukleotidi, jonka sekvenssi oli
51 -TGC-ACC-AAC-TGG-C*A*A*-AGC-AGC-GCG-3"' (24-meeri Q117),
syntetisoitiin Crean et al. fosfotriesterimenetelmdlld
/Nucleic Acids Research 8 (1980) 2331/. Asteriskit osoitta-
vat mutanttikodonin (Asn Gln:ksi).

B. Yhdistelmi-M13-templaatin muodostaminen

Plasmidi pUCPAAHD (kuvio 3) on plasmidin, josta kdy-
tetiin merkintdi pETPFR (pPADHFR-6 EP-hakemusjulkaisussa
93619, supra), johdos, jonka valmistamiseksi on tehty seu-
raavat muunnokset: 1) t-PA-geenin 5'-pddstd on poistettu
166 emidsparin verran luetuksi tulematonta 5'-DNA:ta kdyt-
témélla eksonukleaasia Bal 31; 2) t-PA-geenin uuteen 5'=-
piihin on lisdtty HindIII-kohta; 3) t-PA-ilmentymistd@ ohjaa-

van SV40:n varhaisen promoottorin 5'-pd&h&n on lisdtty
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polykytkijd, joka sisdltdd tunnistuskohdat entsyymeille
EcoRI, SacI, SmaI, BamHI, XbaI, SalI ja Pvull; 4) pETPFR:n
asemassa 3539 ollut HindIII-kohta on tuhottu Klenow-tidyden-
nysreaktiolla.

Plasmidi pUCPAAHD (kuvio 3) pilkottiin SmaI:114, ja
eristettiin t-PA-geenin sisdltdvi noin 2,0 ke:n (kiloemis-
parin) fragmentti PAGE:lla ja elektroeluoimalla fragmentti
geelistd. Vektori M13mplO [ﬁessing, Methods in Enzymologyv
101 (1983) 20/ pilkottiin samoin SmaI:114, uutettiin feno-
lilla ja kloroformilla, saostettiin etanolilla ja suspen-
doitiin liuokseen, joka sisdlsi 50 mmol/l1 Tris-puskuria
(pH 8,0) ja 1 mmol/l EDTA:a (TE). Plasmidista pUCPAAHD saatu
noin 2,0 ke:n fragmentti ligatoitiin SmaI:114 pilkottuun
Ml13mplO:een k&yttdmdlld T4-DNA-ligaasia, ja tuloksena ole-
valla DNA:1la transformoitiin E. coli JM10l. Tuloksena ole-
va faagi eristettiin ja varmistettiin insertin l&sniolo se-
kd mddritettiin sen orientaatio pienten faagiprepraattien
restriktioanalyysill&d. Valittiin erds yhdistelm&faagi,
M13/t-PA-SMA, templaatiksi mydhempidd mutageneesiid varten.

C. Mutageneesireaktio

Mutageneesialuke (24-meeri Q117) pariutettiin yksi-
sdikeiseen M13/t-PA-SMA -DNA:han, ja kdsiteltiin tuote E.
coli -DNA-polymeraasin Klenow-fragmentilla dNTP:iden ja
T4-DNA-ligaasin l&dsndollessa, jolloin muodostui in vitro
heterodupleksi-RF-molekyyleiji [ﬁdelman et al., DNA 2 (1983)
183/. N&illid molekyyleilld transformoitiin E. coli -kanta
JM101 (ATCC n:o 33876), ja detektoitiin halutun mutaation
sisdltédvdt faagit pesdkehybridisaatiolla kdyttdmilli muta-
geneesialuketta koettimena Zhdelman et al., DNA 2 (1983)
18%7. Eristettiin er&ds mutanttifaagi ja nimettiin se
M13/t-PA-SMA-GLN117:ksi.

D. t-PA-mutantin GLN11l7 alakloonaus ilmentymisplas-

midiin pUCPAAHD

Faagin M13/t-PA-SMA-GLN117 kaksis&dikeinen DNA pil-
kottiin SmaI:114, Bglll:113 ja ApaI:11d, ja puhdistettiin
noin 1,4 ke:n fragmentti PAGE:1la. T&lld fragmentilla kor-

vattiin sitten vastaava pUCPAAHD:ssa oleva fragmentti.
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Identifioitiin yhdistelmdplasmidit, jotka sisdlsivét
t-PA-geenifragmentin. Plasmidit M119 ja Q117 viedddn DHFR-
vajauksellisiin CHO-soluihin ja lis&t&ddn niissa [Urlab et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. 77 (1980) 4216/ seuraavasti:

1) plasmidi-DNA viedddn soluihin kalsiumfosfaattisaostus-
menetelmilld /Graham et al., J. Virol. 52 (1973) 4557;

2) selektiivisessi alustassa /alusta, josta puuttuu hypo-
ksantiini, glysiini ja tymidiini (-HGT)/ kasvavista pesdk-
keistd tutkitaan t-PA-ilmentyminen epdsuorasti detektoimal-
la plasmiinin muodostus, jonka osoittaa fibriinin pilkkou-
tuminen agarmaljassa, joka sisdltdd fibriinid ja plasmino-
geenia /[Granellia et al., J. Exp. Med. 148 (1978) 2237;

3) viidestid voimakkaimmin positiivisesta pesdkkeestd tutki-
taan kvantitatiivisesti erittyneen t-PA:n mddrd solua koh-
den kidyttdmdllid ELISA-menetelmdd; 4) t-PA:ta suurimman mdd-
rin erittidvid klooni siirrostetaan metotreksaattiin (MTX)
seuraavasti: 2 x 105 solua siirrostetaan 100 mm:n maljoihin,
jotka sisdltdvit 50, 100 ja 250 nmol/l MTX:a; 5) viisi
MTX:ssa kasvavaa kloonia uutetaan ja tutkitaan kvantitatii-
visesti (ELISA:1la) kuten edelli kohdassa 3); 6) suurimman
miirin t-PA:ta erittidvd klooni siirrostetaan suurehkoihin
MTX-pitoisuuksiin kuten edelld vaiheessa 4), minkd jdlkeen
tutkitaan kvantitatiivisesti viisi muodostuvaa kloonia ja
valitaan paras t-PA:n tuottaja.

Edelli kuvattua lisidimis- ja seulomismenettelyd tois-
tetaan, kunnes tuloksena olevien solulinjojen t-PA-tuotanto
ei endi parane, ja erotetaan vastaava mutantti t-PA kdyt-
t6d varten.

Esimerkki_Z

Valmistettiin samankaltaisella menetelmdlld kuin esi-
merkissd 1 vastaava Met119—mutantti kdyttdmdlld 24-meerid,
jonka sekvenssi oli 5! -CC-AAC-TGG-BAC-AGC-A*T*G*-GCG-TTG-
G-3' (24-meeri M119), jolloin saatiin pUCPAAHD M119. Vastaa-
van M1l19-mutantin tuottaminen ilmentymisen kautta tehtiin

edellsi esimerkissi 1 kuvatulla tavalla.
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Esimerkki 3

Glutamiini117-glutamiinihappoz75—t-PA valmistettiin
seuraavasti:

Edelld kuvatulla tavalla valmistettu plasmidi
PUCPAAHD pilkottiin BglII:lla ja ScaI:114, ja puhdistettiin
noin 763 ep:n (emdsparin) fragmentti, joka vastaa kudostyyp-
pisten plasminogeeniaktivaattorin DNA-sekvenssin kodoneja
1-254, SDS-PAGE:lla sinidnsd tunnetulla tavalla.

Ihmisen t-PA-DNA saatiin plasmideista pPADHFR-6
(josta kéytetddn myds merkintdd pETPFR) ja pA25El0. Niiden
kahden t-PA-plasmidin valmistusta kuvataan EP~hakemusjul-
kaisussa 093619, johon viitattiin edelli ja joka mainitaan
tdssd viitteeni.

Plasmidi pA25E10 sisilt#i sekvenssit, jotka koodaa-
vat t-PA:n 508 viimeistd aminohappoa, ja 772 emdsparia 3'-
pddn aluetta, jolle ei tehdid luentaa. TiamaA plasmidi pilkot-
tiin SacI:114 ja BglII:1la, jolloin saatiin 744 emdsparin
fragmentti, joka eristettiin tavanomaisin menetelmin edelli
kuvatulla tavalla. T&mi fragmentti sis&lt34 t-PA:n amino-
happoja 411-527 vastaavat kodonit ja osan 3'-pd&n aluetta,
joka ei tule luetuksi.

Plasmidi pPADHFR-6 sisdltidi t-PA:n koko rakennegee-
nin ja osan 3'-pd&n aluetta, joka ei tule luetuksi.

Tdmd plasmidi pilkottiin SacI:114 ja BglII:lla, jol-
loin saatiin 1230 emdsparin fragmentti, joka eristettiin.
Tdmd fragmentti sis#ltd3 t-PA:n valmiin muodon 410 ensim-
mdistd aminohappoa vastaavat kodonit.

Nam& fragmentit ligatoitiin yhteen tavanomaisin me-
netelmin, ja pilkottiin tuote BglII:1la. Eristettiin 1974
emdsparin fragmeﬁtti, joka sis&dlsi koko valmista t-PA-sek-
venssid vastaavat kodonit ja osa 3'-pdidn transloitumatto-
masta alueesta. Kaksisidikeinen M13mp8 (Messing et al., Third
Cleveland Symposium on Macromolecules Recombinant DNA,
toim. A. Walter, Elsevier, Amsterdam 1981, s. 143) pilkot-
tiin BamHI:11l3 ja pariutettiin BglII-pilkotun t-PA-DNA:n
kanssa, jolloin muodostui M13mp8PABglII. E. coli JM 101
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-solut (ATCC n:o 33876) transformoitiin M13mp8PABglII:n
kaksisdikeiselld replikatiivisella muodolla. M13mp8PABglII:n
yvksisdikeisid ja kaksisdikeisid (RF) muotoja voidaan eristdd
t4114 faagilla infektoiduista E. coli JM 101 -soluista. Yk-
sisiikeistid muotoa kdytettiin t-PA:n paikkaspesifiseen mu-
tageneesiin.

Ihmisen t-PA-rakennegeenid muunnettiin paikkaspesi-
fiselld mutageneesillid sellaiseksi, ettd se ilmentyy t-PA:na,
jossa on aminohapposubstituutioita eri kohdissa. Valmistet-
tiin seuraava synteettinen oligonukleotidi, esimerkiksi
Crean et al. kiintedfaasifosfotriesterimenetelmdlld [broc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 75 (1978) 5765/ ja kdytettiin sitd
tdllaiseen paikkaspesifiseen mutageneesiin:

Alukkeen 2C9 Glu
DNA-sekvenssi G CCT CAG TTT GAA ATC AAA GGA G
t-PA-klooni, joka sisdlsi synteettisen alukkeen
mutanttisekvenssin, valmistettiin Adelmanin et al. yleisel-
14 menetelmdlld [bNA 2 (1983) 183, mainitaan tdssd viittee-
ni/. t-PA-mutanttikloori M13RF2C9 muodostettiin kdyttdmil-
14 aluketta, joka sisidlsi edelld esitetyn yhden aminohapon
mutaation. Plasmidissa pPADHFR-2 (myos pETPFR, katso EP-
hakemusjulkaisu 93619, supra) luontaisen t-PA-rakennegee-
nin ilmentyminen on SV40-T-antigeenin varhaisen promootto-
rin ohjauksessa. Tdmi promoottori ohjaa myds DHFR-geenin
ilmentymistd. Vektorifragmentti 1 saatiin eristdmdlld suu-
ri fragmentti, joka muodostui pilkottaessa pPADHFR-6
BglII:1la ja BstEII:lla. Erds toinen fragmentti, 2, saatiin
eristimilld 400 emdsparin t-PA-fragmentti, joka saatiin
pilkkomalla pPADHFR-6 BglII:lla ja BstXI:11d. 1141 emaspa-
rin t-PA-fragmentti 3, Jjoka sisdlsi halutun mutaation, saa-
tiin pilkkomalla t-PA-mutanttikloonista M13RF2C9 perdisin
oleva RF-DNA BstXI:11d ja BstEII:1lla. Fragmentit 1 ja 2
ligatoitiin fragmentin 3 kanssa. Tdlld DNA-seoksella trans-
formoitiin E. coli, jolloin saatiin eukaryoottinen ilmenty-

misvektori pPADHFR-6 2C9.
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Plasmidi pPADHFR-6 2C9, joka valmistettiin edelld
ja EP-hakemusjulkaisussa 199574 (29. lokakuuta 1986) kuva-
tulla tavalla, sisdltdd DNA-sekvenssin, joka koodaa kudos-
tyyppisen plasminogeeniaktivaattorin glutamiinihapp0275—
mutanttia. Se pilkottiin ScaI:114 ja Apal:114, ja puhdis-
tettiin SDS-PAGE:1lla sin&nsd tunnetulla tavalla noin 630
ep:n fragmentti, joka vastaa kudostyyppisen plasminogeeni-
aktivaattorin DNA-sekvenssin kodoneja 254-466.

Fragmentit BglII-Scal (pUCPAAHD) ja ScaI-Apal
(pPADHFR-6 2C9) ligatoitiin suureen BglII(ep 531) - Apal
(ep 1926) -fragmenttiin, joka saatiin pilkotusta
pUCPAAHD:sta, ja tuloksena oleva plasmidi, joka sisdlsi

glutamiini117-g1utamiinihappo ~t-PA-mutantti-DNA:n, tut-

kittiin pienessa mittakaavass§7iavanomaisesti. Tuloksena
oleva plasmidi vietiin DHFR-vajauksellisiin CHO-soluihin
ja lisdttiin niissd edelld kuvatulla tavalla, ja erotet-
tiin vastaava mutantti-t-PA kdyttdid varten.

Esimerkki 4

t-PA:n aminohapposekvenssi sisdltdd 4 mahdollista
N-kytkeytynyttd glykosylaatiokohtaa /Asn-X-Ser/Thr; Ann.
Rev. Biochem. 41 (1972) 673/. Nimi ovat asparagiiniryhmit
117, 184, 218 ja 448 /Nature 301 (1983) 2147. On kuitenkin
havaittu, ettei t-PA:ssa tapahdu glykosyloitumista asemas-
sa 218. Asemassa 184 tapahtuu glysylaatio tyypin I t-PA:ssa,
mutta ei tyypin II t-PA:ssa /Biochemistry 23 (1984) 37017.

Pronaasilla pilkotun rt-PA:n geelisuodatuskromatogra-
fiassa erottui kaksi ryhmd#i N-kytkeytyneitd oligosakkari-
deja (taulukko I). Suurempimolekyylisen materiaalin koostu-
mus sopi yhteen fukosyloituneiden monimutkaisten oligo-
sakkaridien kanssa. Pienempimolekyyliselli materiaalilla on
koostumus, jota voitiin odottaa pieneltd, paljon mannoosia

sisdltédvdltd oligosakkaridilta (todenndkdisesti Man GlcNacz).

6
_ Paljon mannoosia sisdltdvdn oligosakkaridin liitty-

miskohta md&ritettiin kdyttdm&dlld glysodisia entsyymeji,

joilla oli erilainen spesifisyys. Kdytetyt entsyymit olivat

endo—/3—N—asetyyliglukosamidaasi H (endo H; Genzyme, Inc.),
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joka poistaa paljon mannoosia sisdltdvid oligosakkarideja,
mutta ei vaikuta monimutkaista tyyppid oleviin oligosakka-
rideihin, ja peptidi-N-glykosidaasi F (N-glykanaasi,
Genzyme, Inc.), Jjoka poistaa sekd paljon mannocosia sisdl-
tivii ettid monimutkaisia oligosakkarideja. N&ihin kokeisiin
kdytetty t-PA oli muutettu kaksiketjuiseen muotoon plasmii-
nilla ja sitten pelkistetty ja karboksimetyloitu.

SDS-PAGE erottaa pelkistetyn karboksimetyloidun kak-
siketjuisen rt-PA:n tyypin I silmukaksi (glykosylaatio ase-
missa 117 ja 184), tyypin II silmukaksi (glykosylaatio ase-
massa 117) ja proteaasiksi (glykosylaatio asemassa 448).
t-PA:n pilkkominen N-glykanaasilla saa aikaan silmukkavyd-
hykkeiden yhteensulautumisen asemaan, joka vastaa hieman
suurempaa liikkuvuutta kuin tyypin II silmukalla on, ja suu-
rentaa myds proteaasin liikkuvuutta (kaista 2, kuvio 2).
t-PA:n pilkkominen endo H:lla suurentaa kummankin silmukka-
vybhykkeen liikkuvuutta elektroforeesissa, mutta ei vaiku-
ta proteaasivydhykkeen liikkuvuuteen (kaista 4, kuvio 2).
Tdmi endo H:lla saatu tulos osoittaa, ettd sekd tyypin I
ettd tyypin II silmukka sisdltdd paljon mannoosia sisdlté-
vdi oligosakkaridia; t&mdn tdytyy sijaita asemassa 117,
joka on ainoa asema, joka on glykosyloitunut sekd tyypin I
ettd tyypin II silmukassa. Kdsittely endo H:1la ei muuta
tyypin I silmukkaa tyypin II silmukaksi; siksi ryhmd 184,
joka on glykosyloitunut tyypin I, mutta ei tyypin II, sil-
mukassa, sisdltii monimutkaisen oligosakkaridin. Asemassa
448 tiytyy myds olla monimutkainen rakenne, koska N-glyka-
naasikdsittely suurentaa rt-PA:n proteaasiosan liikkuvuut-

ta, kun taas endo H:1lla ei ole tdhdn vaikutusta.
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Taulukko I
Pronaasilla pilkotusta t-PA:sta® saatujen oligosakka-
ridifraktioiden hiilihydraattikoostumus

Navyte Fuc Man Gal GlcNAc Siab
Monimutkainen
tyyppi® 1,0 3,0 2,8 4,2 2,4

Paljon mannoo-
sia sisdltdvi
tyyppid 0,6 6,2  vihin 2,0 0
aLyhenteet: Fuc = fukoosi, Man = mannoosi, Gal = galaktoosi,
GlcNAc = N-asetyyliglukosamiini,
Sia = sialiinihappo
bTiobarbituurihappomééritys
®Normalisoitu 3 mannooksiyksikkdd sisiltdviksi
dNormalisoitu 2 GlcNAc-yksikkdd sisdltiviksi

Esimerkki 5

Endo—ﬂ-N-asetyyliglukosamidaasi H (endo H) ostet-
tiin yhtidstd Genzyme, Incorporated. SDS-PAGE toteutettiin
Laemmlin mukaisesti [ﬁature 227 (1970) 6807. 0,2 mg ihmisen
kudostyyppistd plasminogeenin aktivaattoria (valmistettiin
EP-hakemusjulkaisun 93619, supra, mukaisesti) (0,2 ml:ssa
formulointipuskuria, joka sisdlsi 0,2 mol/l arginiinifos-
faattia, pH 6, ja 0,01 % Tween 80:4) sekoitettiin endo H:n
(1 yksikkd 0,05 ml:ssa 25 mM natriumfosfaattiliuosta, pH 6)
ja natriumatsidin kanssa (0,02 %). Ndytettd inkuboitiin
20 tuntia l&dmpdtilassa 37°C. Ihmisen kudostyyppinen plas-
minogeeniaktivaattori -vertailundyte preparoitiin ja inku-
boitiin muuten samalla tavalla, mutta kiytettiin natrium-
fosfaattipuskuria (0,05 ml 25 mM liuosta) endo H -liuoksen
tilalla. Inkuboinnin j&dlkeen néytteet laimennettiin koko-
naistilavuuteen 0,75 ml formulointipuskurilla ja dialysoi-
tiin perusteellisesti samaa formulointipuskuria vastaan.
Ndytteet suodatettiin (0,4/um:n HV-suodattimet, Amicon)
ja sdilytettiin limpstilassa 4°C.

Deglykosylaatiota seurattiin SDS-PAGE:1la pelkistyk-
sen ja karboksimetyloinnin jilkeen. Ndytteitd siten valmis-
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tetusta ihmisen kudostyyppisestd plasminogeeniaktivaatto-
rista (0,05 mg 0,01 ml:ssa formulointipuskuria) sekoitet-
tiin 25 mM natriumfosfaattiliuockseen, pH 6, (0,015 ml) ja
vikevyydeltddn kaksinkertaiseen Laemmlin ndytepuskuriin,
joka sisdlsi 20 mmol/l ditiotreitolia (0,025 ml). Ndyttei-
t4 pidettiin 5 min l&mpdtilassa 95°¢ ja annettiin niiden
jddhtyid. Lisdttiin jodietikkahappoa (0,015 ml 0,67 M liuos-
ta 1 N NH4OH:ssa), ja inkuboitiin ndytteitd 3 tuntia pime-
4ssd huoneen liémpdtilassa. Pelkistyneet karboksimetyloitu-
neet niytteet analysoitiin SDS-PAGE:lla.

Tissd analyysissid kdsittelemdtdn 2-ketjuinen ihmisen
kudostyyppinen'vertailuplasminogeeniaktivaattori erottuu
kolmeksi pdidvydhykkeeksi, jotka vastaavat tyypin I silmuk-
kaa (glykosylaatio asemissa 117 ja 184), tyypin II silmuk-
kaa (glykosylaatio asemassa 117) ja proteaasia (kaista 1,
kuvio 1). Ihmisen kudostyyppisen plasminogeeniaktivaattorin
endo H -pilkkominen suurentaa kummankin silmukkavyd&hykkeen
liikkuvuutta elektroforeesissa, mutta ei vaikuta proteaasi-
vyBhykkeen liikkuvuuteen (kaista 2, kuvio 1).

Endo H k&sitellyn kudostyyppisen ihmisplasminogeeni-
aktivaattorin fibrinolyyttistd vaikutusta tutkittiin in
vitro Collenin et al. hyytymdnhajotuskokeella Zﬁ. Clin.
Path. 21 (1968) 705/. Endo H:1lla kdsitellyn kudostyyppisen
ihmisplasminogeeniaktivaattorin aktiivisuutta ei pystytty
erottamaan kdsittelemdttdmdn vertailundytteen aktiivisuu-
desta tdssid kokeessa.

Thmisen kudosplasminogeeni -ndytteet jodattiin Iodo-
bead-menettelylld [ﬁarkwell, Anal. Biochem. 125 (1982) 427/
ominaisaktiivisuuteen noin 2/uCi//ug. Kaikissa kdsittelyis-
si kdytettiin puskurina liuosta, joka sisdlsi 0,2 mmol/1l
arginiinia ja 0,1 mol/l sitraattia (pH 6,0) sekd 0,01 %
Tween 80:43. Kaikki ndytteet dialysoitiin t&dtd puskuria vas-
taan ennen jodausta. pH sdddettiin arvoon 8,2 Tris-emdkselld
ennen jodausta. Jodausseos johdettiin PD-10-kolonnin (Phar-
macia) ldpi, joka oli tasapainotettu puskurilla pH 6,0,

yhdistettiin huokostilavuudesta saadut radioaktiiviset
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fraktiot, tehtiin SDS-PAGE ja kuivatulle geelille autoradio-
grafia. Leimattujen ihmisen kudostyyppisten plasminogeeni-
aktivaattoreiden autoradiografia osoitti, ettd yli 95 %
radioaktiivisuudesta meni ihmisen kudostyyppiseen plasmino-
geeniaktivaattoriin.

Kutakin leimattua ihmisen kudostyyppistd plasmino-
geeniaktivaattoria sekoitettiin leimaamattomaan materiaaliin
suhteessa 1:200 (leimattu:leimaamaton, painosuhde), ja in-
jektoitiin i.v. kaniineihin, joiden korvassa oli valtimo-
katetri. Kullekin kaniinille annettiin 1 mg/kg leimaamaton-
ta ja 10/uCi/kg leimattua ihmisen kudostyyppistd plasmino-
geeniaktivaattoria. Leimaamatonta ihmisen kudostyyppisti
plasminogeeniaktivaattoria kdytettiin kantaja-aineena pie-
nelle mddrédlle leimattua ihmisen kudostyyppisti plasmino-
geeniaktivaattoria terapeuttisten pitoisuuksien saavutta-
miseksi ja farmakokinetiikkamuutosten, joita voisi aiheutua
poistumisreiteissd pitoisuusriippuvuudesta, vidlttimiseksi.
Kerdttiin sarja valtimoverindytteitd 26 min:n aikana ja
laitettiin ne heti putkiin, jotka sisdlsivit kylmdkuivattua
D-phe-pro-arg-kloorimetyyliketeenin (PPACK, loppupitoisuus
T/umol/l) ja EDTA:n (loppupitoisuus 4,8 mmol/l) seosta.
Putket laitettiin j&&hauteeseen ja erotettiin plasma. Kus-
takin plasmandytteestd mitattiin trikloorietikkahapolla
(TCA:1la) saostettavissa oleva (ihmisen muuntamattoman
kudostyyppisen plasminogeeniaktivaattorin) ja kokonais-
radioaktiivisuus. Immuunireaktiivinen ihmisen kudostyyp-
pinen plasminogeeniaktivaattori middritettiin my®s kerros-
ELISA-menettelylld, jossa kdytettiin polyklonaalisia vas-
ta-aineita ja jonka tehokas herkkyys oli vihint#in 30 ng/ml.

Kaniineilla tehdyistd in vivo -poistumistutkimuk-
sista saatiin kahden tyyppisii tuloksia. Toinen tulos kos-
kee immuunireaktiivista ihmisen kudostyyppisti plasmino-
geeniaktivaattoria, ja sen pitdisi olla mittana leimaamat-
toman materiaalin poistumiselle. Toinen tulostyyppi liit-
tyy TCA:lla saostettavissa olevaan radioaktiivisuuteen, joka
edustaa yli 95 % muuntamattomasta ihmisen kudostyyppisesti
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aktivaattorista. Kidyrdt, jotka kuvaavat pitoisuutta plas-
massa ajan funktiona ja joita saatiin immuunireaktiivisuus-
mittauksissa ja TCA:lla saostuvan radioaktiivisuuden las-
kennassa, sovitettiin asianmukaisiin monieksponenttimallei-
hin, ja verrattiin saatuja farmakokineettisid parametrejd
keskendan.

Esimerkki 6

Ihmisen endo H -kdsitellyn kudostyyppisen plasmino-

geeniaktivaattorin farmakokinetiikka

Ihmisen endo H -kidsitellyn kudostyyppisen plasmino-
geeniaktivaattorin ja kahden vertailuaineina toimivan ku-
dostyyppisen ihmisplasminogeeniaktivaattorin, jotka oli
kisitelty samanlaisissa reaktio-olosuhteissa kuin endo H
-kisitelty ihmisen kudostyyppinen plasminogeeniaktivaattori
entsyymin poissaollessa, farmakokineettiset kédyrdt esite-
tiin kuviossa 4. Kahden vertailundytteen suurin piirtein
identtiset kdyrdt osoittavat, ettd kdsittelyt, jotka olivat
vilttimittdmid yksinkertaisen sokerin poistamiseksi ase-
masta 117, eivit muuttaneet ihmisen kudostyyppisen plasmino-
geeniaktivaattorin eliminoitumista. Endo H ~kdsitelty ihmi-
sen kudostyyppinen plasminogeeniaktivaattori poistuu pal-
jon hitaammin. Tulosten analysointi osoittaa, ettd tapah-
tuu alfa-vaiheen poistumisnopeuden kasvu sen lisdksi, ettd
ajanhetkeen nolla ektrapoloitu pitoisuus kasvaa beeta-vai-
heen ollessa kyseessd. Endo H -kdsitellylld ihmisen kudos-
tyyppiselld plasminogeeniaktivaattorilla on suurentunut
hydtyosuus mitattuna ajan ja pitoisuuden tulon integraalil-
la; timid on hydtyosuutta suhteellisen todenmukaisella ta-
valla kuvaava arvo, jota kutsutaan kdyrdn alle jadvdksi
pinta-alaksi ja jonka endo H ~-k&sittely nostaa noin kaksin-
kertaiseksi.

Kullekin testiryhmdlle annettiin kantaja-annos lei-
maamatonta ihmisen kudostyyppistd plasminogeeniaktivaatto-
ria. Ihmisen leimaamattoman kudostyyppisen plasminogeeni-
aktivaattorin farmakokineettiset kdyrdt eivdt eronneet

toisistaan mill&#&n tutkitulla ryhm&lld. Tdmd toimii sisdisend
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kontrollina sen varmistamiseksi, etti kuhunkin ryhmddn va-
lituilla kaniineilla ei sattumalta ollut epdtavallisia eli-
minointiominaisuuksia.

Gln117—t-PA— ja G1n117Glu275—t-PA—mutanttlen farmako-

kinetiikka

Kuvio 5 esittdd glutamiini117-t-PA:n ja vertailu-
ihmis-t-PA:n farmakokinetiikkaa. Glutamiini117-t—PA pois-
tui paljon hitaammin kuin vertailuaine.

Esimerkissd 3 kuvatulla tavalla valmistetulla gluta-
miini117-glutamiinihapp0275—t-PA:lla oli samankaltainen
kdyrd, kuten kuviosta 6 ilmenee.

Fibriinisitoutumisominaisuudet

Sitoutuminen fibriiniin on &d&irimm#isen tirkeid teki-
jd, joka otaksuttavasti liittyy suoraan ihmisen kudostyyp-
pisen plasminogeeniaktivaattorin fibriinispesifisyyteen
in vivo. Thmisen endo H:1lla kdsitellyn kudostyyppisen plas-
minogeeniaktivaattorin sitoutumista fibriiniin arvioitiin
kahdella menettelylli. Ensimmiisessi menettelyssd kidytet-
tiin hyvédksi ihmisen kudostyyppisen plasminogeeniaktivaat-~
torin tarttumista fibriiniin, jolla on pddllystetty tavan-
omaisen mikromaljan syvennys; kukin syvennys pestddn sitten,
ja lisdtddn plasminogeenin ja plasmiinin kromogeenisen
substraatin (S-2251, Kabi) liuosta. Kehittyvd vdri on ver-
rannollinen alkuvaiheessa tarttuneen kudostyyppisen ihmis-
plasminogeeniaktivaattorin miiridin Zingles—Cano, Thrombosis
and Haemostatis 54 (1985) 1717. Toisen tyyppisessi fibriini-
sitoutumismddrityksessid mitataan liuokseen jddvdn kudos-
tyyppisen ihmisplasminogeeniaktivaattorin mairii (ELISA:11a),
kun lisdt&ddn trombiinia plasmiinigeenivapaan fibrinogeenin
ja ihmisen kudostyyppisen plasminogeeniaktivaattorin liuok-
seen /Rijken et al., J. Biol. Chem. 257 (1982) 29207. T&l1li
hetkelld on epdselvdd, kumpi miiritys ennustaa riittivin
hyvin ihmisen muunnetun kudostyyppisen plasminogeeniakti-
vaattorin sitoutumista fibriiniin in vivo. Niisti kokeista
saatujen tulosten perusteella voidaan pddtelld, etti ihmi-
sen endo H -kdsitellyn plasminogeeniaktivaattorin fibriini-

spesifisyys on ainakin ennallaan ellei parantunut.
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Vastaavasti esimerkin 3 mukaisen glutamiini117—glu-
tamiinihapp0275—t-PA:n fibriinisitoutumistestitulokset osoit-
tivat, ettd glutamiini117-glutamiinihapp027S-t-PA on saman-
kaltainen kuin glutamiinihapp0275-t-PA ja ylivoimainen
vertailu~-t-PA:han nihden fibriinin stimuloinnissa ja omi-
naisaktiivisuudessa.

Esimerkki 7

Esimerkeissd 1 ja 2 kuvatulla tavalla valmistetuista
gln117-‘ja met119-mutanteista tutkittiin kummastakin fibri-
nolyyttinen aktiivisuus, jolloin saatiin samanlaisia tulok-
sia kuin edelli kuvatulla endo H -kdsitellylld materiaalil-
la. Molempien aineiden farmakokinetiikka on myds samankal-
tainen kuin endo H -kdsitellylld materiaalilla verrattuna
edelli kuvatulla tavalla ihmisen kudostyyppisiin vertailu-
plasminogeeniaktivaattoreihin.

Esimerkki 8

Farmaseuttiset koostumukset

Tim3dn keksinndn mukaiset yhdisteet voidaan formuloi-
da tunnetuin menetelmin farmaseuttisesti kdyttdkelpoisten
koostumusten valmistamiseksi, joissa menetelmissd keksinndn
mukainen ihmisen kudostyyppinen plasminogeeniaktivaattori-
tuote yhdistetddn farmaseuttisesti hyvdksyttdvddn kantajaan.
Soveltuvia kantajia mukaan luettuina muut ihmisproteiinit,
esimerkiksi ihmisen seerumialbumiini, ja niiden formuloin-
tia kuvataan esimerkiksi teoksessa E. W. Martin, Remington's
Pharmaceutical Sciences, joka mainitaan tdssad viitteeni.
Tillaiset koostumukset sisdltidvdt vaikuttavat mddrdn keksin-
ndn mukaista proteiinia ja sopivan mddrdn kantajaa isdnndl-
le tehokkaasti annettaviksi soveltuvien farmaseuttisesti
hyvidksyttdvien koostumusten valmistamiseksi.

Keksinndn mukaista ihmisen kudostyyppistd plasmino-
geeniaktivaattoria voidaan antaa esimerkiksi parenteraali-
sesti sydidn-verisuonisairauksia tai -tiloja poteville. An-
nostus ja antonopeus voi olla samansuuntainen kuin se, mi-
td nykyisin kdytetddn muiden kardiovaskulaaristen, trombo-

lyyttisten aineiden kliinisissd tutkimuksissa, esimerkiksi
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noin 1-2 mg/painokilo laskimon- tai valtimonsisiiseni annok-
sena 1,5-12 tunnin aikana potilaille, joilla on sydininfark-
ti, keuhkotulppa jne.

Erddnd esimerkkind asianmukaisesta annostusmuodosta
on pullo, joka sisdltdd 50 mg ihmisen kudostyyppisti plas-
minogeeniaktivaattoria, arginiinia, fosforihappoa ja poly-
sorbaatti 80:4, ja jonka sisdltd voidaan saattaa annetta-
vaksi soveltuvaan tilaan sekoittamalla se 50 ml:aan injek-
tioihin soveltuvaa vettd ja sekoittaa sopivaan miir&in
0,9-%:ista natriumkloridi-injektioliuosta.

Thmisen kudostyyppisen plasminogeeniaktivaattorin
pidentynyt puoliintumisaika saattaa soveltua nopeaan injek-
tointiin i.v. T&dmd poistaisi monimutkaisten antomenettely-
jen tarpeen ja saattaa lisitd mahdollisuuksia kdyttda
t-PA:ta tilanteissa, joissa lidiketieteellisid laitteita on
rajoitetusti, kuten ambulansseissa, jotka on miehitetty
hoitohenkil&kunnalla, jolla ei ole liikdrikoulutusta. Ihmi-
sen kudostyyppisen plasminogeeniaktivaattorin pidentynyt
puoliintumisaika saattaa myds mahdollistaa alempia, turval-
lisempia alkuanncksia ja voisi ylldpitisi trombolyyttisesti
vaikuttavia plasmiinipitoisuuksia jopa 45 min tai pidempddn.
Ihmisen kudostyyppisen plasminogeeniaktivaattorin pidentynyt
puoliintumisaika saattaa olla kdyttSkelpoinen myos pitkd-
aikaiseen hoitoon pienilld annoksilla, joka voi olla tar-
peen onnistunutta akuuttia trombolyysid seuraavan uudelleen-—
tukkeutumisen v&lttdmiseksi tai pitkdaikaisessa trombolyy-
sissd, joka voi olla tarpeen H&reislaskimotukoksissa.

Vaikka edelld esitetty viittaa tiettyihin edulli-
siin suoritusmuotoihin, ymmirrettidneen, ettei keksintd
rajoitu niihin. Alan ammattimiehille lienee ilmeisti, etti
esitettyjd suoritusmuotoja voidaan muuntaa eri tavoin ja
ettd tdllaiset muunnokset on tarkoitettu kuuluviksi t&dmin

keksinndén piiriin.
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelmi ihmisen kudostyyppisen plasminogeeniaktivaatto-
rin valmistamiseksi, tunnettu siitd, etta kudostyyppisessa
plasminogeeniaktivaattorissa on 527 aminohappoa, Jjonka
hiilihydraattirakennetta modifioidaan endoglykosidaasient-
syymikdsittelylla siten, etta biologinen aktiivisuus on
siailynyt olennaisesti ennallaan ja jolla on lisdantynyt in
vivo puoliintumisaika ja etta entsyymikasittely eliminoi
funktionaalisen hiilihydraattirakenteen aminohapporyhmasta
117, sailyttden hiilihydraattirakenteet muilta osin modifi-

oimattomina.
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PATENTKRAV

1. Forfarande fo6r framstdllning av en plasminogenaktivator
av manniskovdvnadstyp, kannetecknat av att plasminogenakti-
vatorn av védvnadstyp innehdller aminosyra 527 vars kol-
hydratstruktur modifieras med en endoglykosidasenzymbe-
handling s& att den biologiska aktiviteten har h&llit sig
vasentligen oférdndrad och som har 6kad in vivo -halverings-
tid, och att enzymbehandlingen eliminerar den funktionella
kolhydratstrukturen ur aminosyregrupp 117 men annars bibe-

hédller den kolhydratstrukturerna omodifierade.
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