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(54 Eljaras uj human plazminogén aktivator (t-PA) mutansok
és ezeket tartalmazé gyégyszerkészitmények el6allitasara

(57) KIVONAT

A taldlmény tirgya eljards a 270-279 aminosav-tar-
tomédnyban legaldbb a 275. helyen az eredeti szek-
vencidtél eltérd aminosavat tartalmazé egyes széld
humén szdveti plazminogén aktivitor mutdnsokat
kédolé DNS szekvencia elGéllitdsdra oly mddon,
hogy

a 2. 4bra 1-527 aminosavait kédolé, de a 270-279.
aminosavnak megfelel§ helyen CGC-t6l eltér6 DNS
szekvenciat, amely kivént esetben valamely szignal-
peptidet k6édol6 szekvencidval, tovabba 3’ és 5’ nem
transzlatilt teriiletet jelentd szekvencidval van kiegé-

szitve, onmagéban ismert kémiai és/vagy biotechnol6-
giai médszerekkel alakitjak ki, elSnyodsen.

a megfelels, t-PA-t kédol6 DNS szekvencidnak a
270-279. aminosavnak megfelel6 tartoményéban leg-
alibb a 275. aminosavnak megfelel§ CGC kédot pont-
mutéciéval cserélik ki.

A talilmény kiterjed a fenti DNS szekvencidt magi-
ban foglalé vektor és az emlitett t-PA muténs kifejezé-
sére képes sejt- vagy szdvettenyészet eredetd transz-
formansok valamint az dj t-PA mutdnsokat tartalmazé
gybgyaszati készitmények elSallitasara is.

A lelrds terjedelme: 34 oldal (ezen beliil 20 lap dbra)
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A talélminy Gj humén szdvet plazminogén aktivétor
(t-PA) mutdnsokra vonatkozik. Ezek a mutdnsok, bar
korabban &ltaldnos formaban mér kinyilv4nitisra ke-
riltek a 725 468 szami USA-beli szabadalmi bejelen-
tésben, djak, olyan specidlis szarmazékok, amelyek
olyan aktivitist mutatnak, amely nem vezethetS le a
korébbi, a humén szbveti plazminogén aktivétor alap-
molekuldval vagy modell szerint protedz tripszinnel
vagy kimotripszinnel végzett kutatdsok eredményeibsl,

A humdn szoveti plazminogén aktivétort el8szor 16-
nyegében tiszta, természetes forrdsbdl szdrmazé izols-
tumként azonositottak, és vizsgaltdk plazminogén akti-
vitds szempontjabdl (Collen és munkatérsai, 041 766
szdmon kdzrebocsétott eurdpai szabadalmi bejelentés.)

Késébb laboratériumunkban rekombindns DNS
technikéval olyan human szbveti plazminogén aktiva-
tort éllitottunk el§, amely lényegében mentes volt az 6t
rendszerint kisér§ proteinektSl. Err6l a munkérél be-
szamoltunk a szakirodalomban, és a 093619 szimon
kdzrebocsatott eur6pai szabadalmi bejelentésben. A
fenti szabadalmi bejelentés kiilonboz6 humén plazmi-
nogén aktivétor szdrmazékok el64llitasaval foglalko-
zik, amelyekben a médositésok aminosav szubsztitici-
6kkal, delécickkal, addiciékkal vagy olyan helyettesi-
tésekkel torténiek, amelyek példaul a szébanforgéd
DNS hely-irinyitott mutagenezisével jottek létre.

A humén szbveti plazminogén aktivitor (t-PA)
egyes 6s kettds sz4li formdban egyardnt létezik. Az
utébbi az elébbinek proteolitikus szdrmazéka. Kimu-
tattuk, hogy az egyes szalii forménak kettSs sz4ld for-
mava rénd proteolitikus konverzidja egy fibrincso-
mé lizise sordn megy végbe [Rijken és munkatirsai, J.
Biol. Chem. 257, 2920 (1982)). FeltehetSleg a kettSs
lanct forma felelSs a plazminogén aktivétor aktivita-
sért, bar kordbban megjelent néhiny olyan kdzlemény
is, amelyek szerint a humén t-PA egyes sz4la formija
(Rijken ibid.) és a sertés t-PA egyes szili formija
[Ranby és munkatérsai, Thromb. Res. 27, 176 (1982)]
is rendelkezik bizonyos aktivitdssal. Ezzel kapcsolat-
ban lasd még: Rijken és munkatarsai Biochim. Biophy.
Acta 580, 140 (1979).

Késdbbi vizsgélatok szerint azonban ezekben az
esetekben az egyes sz4li forma feliételezen aktivitdsa
voltaképpen a jelenlevs, kis mennyiség( ketSs lancd
szennyezés kovetkezménye volt [Andreasen és murnka-
térsai, FEBS Letters 175, 412 (1984)]. Ezek a kdzlemé-
nyek megerGsitették azt az altalinos feltevést, hogy a
szerin protedzok, beleértve a t-PA-t inaktiv, egyes sz&lu
zimogenekként fejezGdnek ki, amelyek csupén a prote-
in specialis helyein, péld4ul t-PA esetében a 275 hely-
zetd argininnal lejitsz6dé hidrolizise dtjén aktivaléd-
nak,

Nyulakon és kutyékon elvégeziék az egyes sz4li és
a kett@s szalu plazminogén aktivéatorok fibrincsomék
lizisét eredményezd aktivitdsdnak Osszevetését. Nyulak
esetében az enzim két forméjéra kozel azonos potenci-
4t figyeltek meg [Collen és munkatérsai, J. Clin. Invest.
71, 368 (1983)]. Kutydkon, hasonl6 modellen azonban
az egyes sz4ld form4t kissé kevésbé aktivnak talltdk,
mint a kettds sz4li formét [Korninger és munkatirsai,
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J. Clin. Invest. 69, 573 (1982)]. Ezek a vizsgélatok
tehdt azt mutatjdk, hogy az egyes szli plazminogén
aktivator nem jobb, s6t esetleg kevésbé hatdsos, mint a
kettSs sz4ld plazminogén aktivtor a fibrincsomék in
vivo felold4saban.

A aldlmany a human t-PA (j mutédnsaira vonatkozik,
amelyek meglepS médon legaldbb olyan vagy jobb
aktivitdst mutatnak, mint az els6ként Collen és munka-
tArsai 4ltal izolalt (041766 szamon kozrebocsétott eu-
répai szabadalmi bejelentés) human t-PA valamint a
fent emlitett szabadalmi bejelentésben (093619 sz4-
mon kozrebocsétott eurdpai szabadalmi bejelentés)
szerepl( t-PA molekuldk. Egy el6nyds véltozat szerint
a taldlmény szerinti specifikus mutdnsok kozé tartoz-
nak azok, amelyek a human t-PA aminosav szekvencia
275 és 276 pozicidit kdrmnyez6 helyeken bizonyos ami-
nosav szubsztiticidkkal rendelkeznek, kézelebbr6l
azok, amelyekben ezeken a helyeken arginin, illetve
izoleucin van jelen. Bizonyos enzimatikusan aktiv mo-
lekulék felismerik ez(eke)t a helye(ke)t (tal4n egy vagy
tobb szomszédos aminosavval egyiitt) és funkcionali-
san hidroliz4ljék az alap aminosavak utini kotéseket,
kiiléndsen az arginin/izoleucin és a lizin/glicin kotése-
ket, ketts linci anyagot eredményezve. A két lanc
diszulfid kotéseken keresztil, a cisztein maradékok
litjon kapcsolatban marad egyméssal. A talilminy e
véltozata szerint példul az ezeken a helyeken arginin-
t61 és lizintSl eltér6 aminosavakkal torténd helyettesi-
ts olyan mutdnsokat szolgéltat, amelyekben a megfe-
lel§ hasitdsi helyek megvaltoznak gy, hogy a kettds
lancd humén t-PA nem képzddik in vitro vagy in vivo,
vagy amelynek képzidése csdkkent sebességgel torté-
nik. igy a taldlmény e valtozata szerint mutagenizélt
egyes lanci humin t-PA-hoz lehet jutni, a biolégiai
aktivitds tesztelése céljabol. Azt talaltuk, hogy az ilyen
mutdnsok immunisak vagy legaldbbis rezisztensek a
275/276 helyen t6rtén§ hidrolizissel szemben, és hogy
a keletkezett egyes szali human t-PA muténsok vérat-
lan egyezést mutatnak a Collen és munkatérsai szerinti
és/vagy a fentiekben leirt rekombinéns t-PA molekuldk
aktivitdsdval bizonyos biolégiai tesztekben. Ezen feliil
bizonyos jelek arra mutatnak, hogy ezek a mutansok
kevésbé reaktivak a természetesen fellépS t-PA inhibi-
torokkal.

A rajzok ismertetése.

1. dbra: A humén t-PA DNS-ének restrikcios térképe,
amely feldleli az 5°- és 3'-nem-transzlatalt régicdkat,
valamint a pre-t-PA-t kédold szekvencidkat egyarént. A
pontozott teriilet a t-PA struktirgénje.

2.3,b,c,d, eés fabrakc a 12H és k10Hof pre-t-PA
DNS és aminosav szekvencidkat mutatjék, beleértve az
5’ - és 3'-nem transzlatalt régidkat.

3. dbra: A 275 helyen szubsztiticiékat tartalmazé
egyedi klénok generéldséra alkalmazott 4ltaldnos sé-
ma.

4-8. abrik: a pXAPPAI18 3" X10upR konstrukcidja.

9. 4bra: pPADHFr-6 a relevans restrikcids helyek-
kel. e .

10. 4bra: a radioaktiv-jelzett t-PA (baloldali 4bra) és
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az EIKGG t-PA (jobboldali 4bra) 4ltal képzett plazma
protedz inhibitor komplexek, SDS-PAGE gélen végzett
autoradiogréfids dton detektélva,

11. &bra: Az egyes széli t-PA, a kettSs szali t-PA és
a mutans egyes szild t-PA (EIKGG) fibrin kotS tulaj-
donsdgait szemlélteti.

12. dbra: az in vivo rog lizis d6zis-valasz gorbéje
(egyes szald t-PA-ra mutélt EIK, rt-PA és nem-mutilt
t-PA).

A taldlminy ismertetése sordn a ,humin szoveti
plazminogén aktivétor”, a ,humén t-PA” vagy ,t-PA”
kifejezések humén extrinsic (széveti tipusii) plazmino-
gén aktivitort jelolnek, amely példiul rekombindns
szdvet tenyésztési rendszerekben keletkezik, olyan bio-
aktiv formdkban, amelyek egy prote4z részt tartalmaz-
nak, és egyebekben megfelelnek a humén szdvet sz4-
mdra nativ plazminogén aktivitornak. Megjegyezziik,
hogy természetes, allelomorf véltozatok léteznek és
eléfordulnak, egyedtdl fiiggden, ami a szekvencidban
aminosav differencid(ka)t okozhat. Ezen feliil a gliiko-
zilezési mérték fligg a gazda sejtbeli kornyezetétsl.

A humin szdveti plazminogén aktivétor olyan poli-
peptid, amely két funkciondlis régiéval rendelkezik,
amelyek egy a plazminogén plazminnd aktivildsira
alkalmas proteéz tartoménybél és egy ,kringle”-tartal-
mu tartoménybdl 4llnak, ahol az ut6bbi feltehetSleg a
fibrin-k&tésért felelSs. Ezért a t-PA olyan polipeptide-
ket jelol, amelyek teljes szekvencidjuk részeként tartal-
mazz4k ezeket a tartomanyokat.

A t-PA-ban egy ,kettds lanc hasitisi hely” legaldbb
az arginin maradékot tartalmazza a 275 poziciéban.
Azonban feltehetSen a 275 poziciéval szomszédos
vagy attél néhdny maradékon beliili egyéb aminosavak
is részei annak a tartomanynak, amelyet a plazminogén
aktivétort ketts ldnci forméba 4talakité enzimek felis-
mernek. gy a 275-t61 eltérS pozicikban 1év6 aminosa-
vak helyettesitése ezen a tartomédnyon beliil olyan mu-
tdns plazminogén aktivitorokat eredményezhet, ame-
lyek ellendllnak a kettSs lanci formaba torténd 4talaki-
tasnak.

Egy meghatdrozott foganatositdsi méd szerint az
»egyes lancu plazminogén aktivitor mutdns” egy olyan
plazminogén aktivétor, amely rezisztens a kettSs lancd
formdba torténd 4talakitissal szemben. Jellemz6i, hogy
egy vagy tobb aminosav szubsztiticiét tartalmaz a ket-
t6s lanci aktivator helyen. A médositds kdvetkeztében
ez az aktiviciés hely enzimatikusan nem felismert,
ezért az enzimek, amelyek szokésosan a plazminogén
aktivétort kettGs lanci formdba alakitjak, nem hidroli-

. zAljak.

A tripszin és kimotripszin analdgidjéra feltételezhe-
t6, hogy barmilyen szerin protedz kettSs linct form4jé-
nak kifejez6déséhez fontos a szabad a-aminocsoport
jelenléte a t-PA 276. helyénél. Ennek értelmében az
arg-275-nél hasitva a 276. a-aminocsoport szabadda
vélik arra a célra, hogy kolcsdnhatésba keriiljon a t-PA
aktiv szerin helyében lev$ polipeptid linccal. A jelen
taldlmény teh4t magéban foglal minden olyan mutici-
6t, amely eredményesen befoly4solja egy ilyen a-ami-
nocsoport kblcsdnhatdsét protedz-aktiv heilyel anélkiil,
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hogy a molekula egészének 4ltaldnos aktivitdsdt csok-
kentené.

Szémos médszer alkalmazhaté a kérdéses DNS mu-
ticibinak létrehozdsdra. A megviltozott szekvencist
tartalmaz6 DNS-t 6nmagdban ismert kémiai médsze-
rekkel 4llithatjuk el6 [Itakura és Riggs: ,Chemical
DNA Synthesis and Recombinant DNA Studies”, Sci-
ence 209, 1401-1405 (1980)). Egy ilyen médszer,
amelyet itt egy killondsen elSnyds kiviteli médként
szeml€ltetiink, abban 4ll, hogy el6szor a nativ t-PA gén
egy olyan fragmensét, amely a mutiltatni kivant tarto-
ményt kédolé szekvencidkat tartalmaz, az M13mp8
fag replikativ formédjiva inszertaljuk, az M13mp8PA-t
létrehozva. Ezutin az M13mp8PA egyes szélii form4js-
hoz egy olyan szintetikus oligonukleotidot anelldlunk,
amely komplementer az inszertalt t-PA szekvenciéhoz,
de egy vagy tobb olyan nukleotid tripletet tartalmaz,
amelyek a helyettesiteni kivint aminosavat kédoljék.
EZziltal egy kett6s sz4ld tartoményt hozunk létre. Ez a
tartomény szolgal a maradék komplementer szal DNS
polimerdz I szintézisének primerjéil. Replikdlds és
azonositds utdn a mutdns t-PA szekvencia tovidbb mé-
dosithat6 vagy felhasznélhat6 egy a mutélt t-PA poli-
peptid expresszi6jara szolgélé prokariota vagy eukari-
ota vektor konstruéldséra,

A fentiekben ismertetett 4ltaldnos médszer alkal-
mazhat6 a t-PA-nak a 275/276 és/vagy 277/278 kettSs
lanci hasitési helyekt6l eltér§ poziciékban torténd mu-
tdldsdra is, olyan mutins t-PA szdrmazékokat eredmé- -
nyezve, amelyek szintén a jelen taldlmany oltalmi ko-
rébe esnek. Ilyen egyéb poziciék olyan polipeptid
szekvencidk, amelyek enzimatikus hidrolizisre hajla-
mosak, igy tripszin-szerd hasitdsi helyek, amelyek jel-
legzetes képviselje az izoleucin, szerin vagy alanin
4ltal kovetett arginin vagy lizin. Egy ilyen tripszin-sze-
rd hasitdsi helyen egy vagy tobb aminosav szubsztiti-
cibja olyan mutins t-PA-kat eredményez, amelyek
ellendllnak a tripszin-szerd protedzokkal végrehajtott
hidrolizisnek. Ez az enzimatikus degradéciéval szem-
beni ellenall6képesség az expresszié és tisztitds sordn
és az in vivo adagolds sorén is, gydgyszerként torténd
alkalmazas esetén, olyan t-PA-t eredményez, amely
nem veszit biolégiai aktivitdsdbol a nem-mutilt t-PA-
val 9sszehasonlitva. llyen tripszin-szeri hasitasi helyek
a humin t-PA molekuldn belil példdul az arginin-ala-
nin (40-41 poziciék), az arginin-szerin (27-28 pozici-
6k) és az arginin-szerin (462-463 pozicidk).

A) Altaldnos ismertetés

Muténs t-PA szdrmazékokat készitiink 1. amelyek
elsd aminosavként metionint tartalmaznak (az ATG
start szigndl kodonnak a struktdr gén elStt torténd in-
szerci6ja kdvetkeztében) vagy 2. amelyekben a metio-
nin intra- vagy extracellulrisan hasitva van, és amely
szokdsos els6 aminosavat tartalmazza, vagy 3. ame-
lyekben akér a szignal polipeptidjével egyiitt, akdr egy
szok4sos szigndl polipeptidjétsl eltér konjugélt prote-
innel egyiitt a szignal polipeptid vagy a konjugétum
specifikusan hasithaté az intra- vagy extracelluldris
kdmyezetben, vagy 4. kdzvetlen expresszidval, érett

3



1 HU 206520 B 2

formdban, anélkil, hogy sziikséges lenne bérmely bel-
s6, felesleges polipeptid kihasitdsa. Minden esetben az
igy létrehozott humén mutdns t-PA-t, kiilonboz6 for-
méiban, kinyerjiik és tisztitjuk mindaddig, mig érbeteg-
ségek vagy koros allapotok, igy miokardialis infarktus,
szivroham, keringési embdlidk, mély vénés trombodzis,
periférids artérids elzarédés és mas, trombotikus kondi-
cidk kezelésére alkalmassa valik.

A human muténs t-PA-t funkciondlisan Ggy definiél-
Juk, hogy képes a fibrinhez vald kot6désre, és a plaz-
minogén plazminna torténd 4talakuldsanak kozvetité-
sére, ahol az ut6bbi szolubilizélja a fibrin csomdkat.

Az .expresszids vektor” kifejezés olyan vektorokra
vonatkozik, amelyek képesek az itt leirt DNS szekven-
cidk expresszidjéra, ahol ezek a szekvencidk operébili-
sen kapcsolédnak mds, expressziéjukat befolydsolni
képes szekvencidkhoz, és amelyek replikdlhat6k a gaz-
da szervezetekben, akar episzomaként, akar a kromo-
szomalis DNS integrans részeként.

A ,rekombindns gazdasejtek” kifejezés olyan sejiek-
re vonatkozik, amelyeket rekombinans DNS techni-
kakkal konstruélt expresszids vektorokkal transzfor-
maltunk.

B) Gazdaseji-kultirdk és vektorok

Az itt ismertetett vektorok &s médszer prokariota és
eukariota szervezetek kozil vélasztont gazdasejiek szé-
les valaszték4val kombindlva hasznédlhatdk. Kaldndsen
alkalmas példaul az E. coli K12 294 trzs (ATCC
31 446). Mas mikroorganizmus térzsek, példaul E. coli
B. és E. coli X1776 (ATCC 31537) szintén felhasznél-
hat6k. Ezek természetesen inkabb illusztricidként szol-
gal6 példak, és nem jelentenek semmiféle korlatozast.

A prokariotdkon kivil eukariota szervezetek, igy
élesztG kultdrék is alkalmazhat6k. Tobbsejtd szerveze-
tekbSl szarmazd sejiek tenyészetei is felhaszndldsra
keriiltek mér a legutébbi id6ben. Elvben barmely ilyen
sejttenyészet mikodSképes, de az érdeklbdés kilono-
sen a gerincesek sejtjeinek alkalmazésa ir&nt nagy, és
az ilyen sejtek szbvettenyésziéses médszerekkel torté-
né tenyésztése reprodukilhaté eljérdssa vélt [lasd Tis-
sue Culture, Academic Press, Kruse és Patterson
{1973)]. llyen sejtvonalak példdul a VERO és a HeLa
sejtek, a kinai horcsdg ovarium (CHO) sejtvonal, a
W13, BHK, COS-7 és MDCK sejtvonalak.

A tovébbiakban megadott példék az E. coli felhasz-
néldst mutatjak be a trp promoter rendszert alkalmazva,
valamint a CHO sejtek felhaszndldsdt szemléltetik,
olyan kifejez§ vektorokat alkalmazva, amelyek promo-
terként SV40 replikdci6s origét foglalnak magukban.
Mas prokariota vagy eukariota gazdasejt tenyészetek
alkalmazdsa azonban 4tlagos tuddsi szakember szama-
ra nem okoz problémét.

C) Alkalmazotnt médszerek

1. Transzfekcié

Ha gazdasejtként nagyméretd sejtfal nélkili sejteket
hasznalunk, a transzfekciét a kalcium-foszfat precipité-
ci6s médszerrel hajthatjuk végre a Graham és munka-
tirsai [Virology, 52, 546 (1978)] 4ltal ismertetett méd-
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szerrel. Azonban mag-injekci6 vagy protoplasztftizi6 is
alkalmazhat6.

Ha jelentGs sejtfal konstrukcidkat tartalmazé sejte-
ket vagy prokariota sejteket alkalmazunk, az el6nyos
médszer a kalcium-kloridos eljérds [Cohen és munka-
tirsai: Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 69, 2110 (1972)].

2. Vektor konstrukcio

A kivént kédold és kontroll szekvenciat tartalmaz6
alkalmas vektorok konstrukci6jéra standard, Snmaga-
ban ismert ligélési eljarasok alkalmazhatdk. Az izolilt
plazmidokat vagy DNS fragmentumokat hasitjuk,
szabjuk és vjra ligdljuk, a kivant plazmidnak megfeleld
formaban.

Az aldbb kovetkez§ példékban szerepl§ killonféle, a
szakmaban szokédsos rovid elnevezéssel emlitett rea-
gensek és oldatok az alabbi dsszetételdek:
20x8SC: 3 mél1 (175 g/1) NaCl oldat
0,3 moV1 (88 g/l) Nasz-ciwratx2H,0
1 méiN-es HCl-oldattal 7,0 pH-ra bedllit-
va
2 20xSSC torzsoldat 10-szeres higitas
minta pufferoldat:

1,52 g trisz-bAzis

20 ml glicerin

2,0 g natrium-dodecil-szulfat (SDS)
2,0 ml merkapto-etanol

1 mg brémfenolkék

40 ml vizzel készitett oldata

N HCl-oldattal 6,8 pH-ra bedllitva.

2x8SC
2xSDS

Egyéb
SDS§ minta pufferoldatok a fenti torzsoldat
megfelelS ardnyi higitdsai

(amber) szupresszor: az ,amber" muticié
egy kodon muticidja egy olyan UAG ko-
donni, amely polipeptidlanc érés el6tti be-
végz6dését okozza baktériumokban. A bo-
rostyan-szupresszor visszaszoritja ezt a

nem kivanatos muticiot.

borostydn

D) Példdk

1. Az M13mp8PABgIII konstrukcidja t-PA mutage-

nezis céljdra

A humAn t-PA DNS-t pPADHFR-6 (més elnevezés-
sel pETPFR) és a pA25SEL0 plazmidokbél 4llitottuk
el6. E két t-PA plazmid elSé4llitdsi médjar a 093619
kdzzétett eurdpai szabadalmi bejelentés leirdsa ismer-
tett.

A pA25E10 plazmid a t-PA gén utolsé 508 aminosa-
vét és a 3" leforditatlan tartomany 772 bézisparjat ké-
dol6 szekvenciékat tartalmazza. Ezt a plazmidot a Sacl
és Bglll enzimekkel emésztettik és igy egy 744 bazis-
part tartalmaz6 fragmentumot képeztink, amelyet az-
utdn a szokisos gélelektroforézises médszerekkel ki-
|6nitettdnk el. A fragmentum a t-PA 411-527 aminosa-
vak kodonjait és a 3 leforditatlan tartomédny egy részét
tartalmazza.

A pPADHFR-6 plazmid a t-PA teljes strukuirgénpt
tartalmazza €s magéiban foglalja a 3’ leforditatlan tarto- .
mény egy részét is. Ezt a plazmidot Sacl és Bglll
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enzimmel kezeltik és igy egy 1230 béazisparbél 4116
fragmentumot kaptunk, amelyet azutin elkildnitet-
tiink. Ez a fragmentum a t-PA érett alakja els6 410
aminosavanak a kodonjait tartalmazza,

Ezeket a fragmentumokat azutin a szokdsos méd-
szerekkel kapcsoltuk Gssze egymdssal, majd BgllI en-
zimmel kezeltiik a terméket. Egy 1974 béazisparbél 4116
fragmentumot kiilonitettiink el, amely a teljes érett t-PA
szekvencia és a 3’ leforditatlan tartomany egy részének
kodonjait tartalmazza. Egy kétszdlas M13mp8-at
(Messing és munkatirsai, Third Cleveland Symposium
on Macromolecules Recombinant DNA, Ed. A. Wal-
ton, Elsevier, Amsterdam 1981., 143 1) BamHI enzim-
mel hasitottuk, majd kapcsoltuk a Bglll-vel hasitott

10

M13mp8PABgIII egyszilas és kétszélas (RF) alakjait
az e faggal fert6zott E. coli JM 101 sejtekbl kitlonit-
hetjiik el. Az egyszilas alakot hely-specifikus mutage-
neziséhez hasznaltuk fel. '

"2. Primerek szintézise a hely-specifikus mutagene-

Zshez

A humén t-PA struktdrgént hely-specifikus muta-
genezissel gy médositottuk, hogy kiilénboz6 pozici-
6kban aminosav-szubsztiticiokat tartalmazé t-PA-kat
fejezzen ki. Szintetikus oligonukleotidokat 4llitottunk
el6, példéul a szildrd fézisi foszfo-triészter médszer-
rel [Crea és munkatirsai, Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA) 75, (1978)]. A kovetkez6 szintetikus primere-
ket 4llitottuk el6 a hasznalatuk hely-specifikus muta-

t-PA-hoz, és igy MI3mp8PA-Bglll keletkezett. Az 15 genezishez:

Nativ aminosav 275

279

szekvencia Pro GIn Phe Arg lle Lys Gly Gly

Nativ DNS

szekvencia G CCT CAG TTIT CGC ATC AAA GGA G
Primer 1B8 Gly

DNS szekvencia G CCT CAG TTIT CGT ATC AAA GGA G
Primer 2C9 Glu

DNS szekvencia G CCT CAG TTT GAA ATC AAA GGA G
Primer 4A10 Gly e -

DNS szekvencia G TIT GGT ATC ATC GGA GGG CTC
Primer 3A7 Gly Ile

DNS szekvencia G CCT CAG TIT GGT ATC ATC GGA G
Primer 4B3 Glu Ile

DNS szekvencia G CCT CAG TTT GAA

Az elsé két sorban a nativ t-PA aminosav és gén
szekvencidjat tiintetjik fel. A kovetkezdkben olyan pri-
mereket mutatunk be, amelyek a nativ gén szekvencia-
t6l eltérd tripleteket tartalmaznak. A megfelel amino-
sav-szubsztiticiét az aminosavat kédolé triplet folott
tiintetjiik fel.,

3. Hely-specifikus mutagenezis

A kovetkezdkben ismertetend§ eljarast alkalmaztuk
kiilonboz6, a szintetikus primerek mutalt szekvencidjat
tartalmazoé t-PA kl6nok generdldsira. Az alkalmazott
altaldnos moédszer Adelman és munkatirsai eljirdsa
[DNA, 2, 183 (1983)]. A klénok generaldsara alkalma-
zott eljirds vézlatdt a 3. 4brdn mutatjuk be. Az
MI13RF1B8-at, az M13RF2C9-et és az M13RF4A 10-et
olyan primerek alkalmazésival generdltuk, amelyek a
bemutatott egyes aminosavakndl muticiékat tartalmaz-
tak. Az M13RF4A10 egyes standardot, amely a 277
poziciéban tartalmazott muticiét, a 3JA7 vagy 4B3 pri-
merrel anelldlva kaptuk az MI3RF3A7-et, illetve az
MI13RF4B3-at. Ezen mutins t-PA gének mindegyiké-
b6l szérmazé tisztitott M13 RF DNS-t készitettiink E.
coli M 101 sejtekbGl. Ezutdn a muténs t-PA DNS
szekvencidt tartalmaz6 DNS fragmentumokat hasznél-
tuk expressziés vektorok készitésére a muténs t-PA
expresszi6jdhoz.

50 ng szintetikus oligonukleotidot 30 percig 37 °C
hémérsékleten foszforileztiink, 10 pl 50 mmélos Tris-
HCI (pH = 7.5) puffer, 10 mmé6V/1 MgCl,, 10 mméVi
ditiotreitol és 1 mmol ATP 8 egység T4 polinukleotid

ATC ATC GGA G
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kinézt tartalmazé elegyében. Prébaként 400 ng szinte-
tikus oligonukleotidot a fentiek szerint foszforileztiink,
azzal a kiildnbséggel, hogy az ATP-t 60 mCi (1°%-P)-
ATP-vel (300 uCi/mmol) helyettesitettiink, ami koril-
belidl 50-60 x105 cpm/400 ng 24mer-t eredményezett.
Heteroduplex kialakitdsira 10 ng egyes szdld
M13mp8PABgill-et 95 °C-ra melegitettiink (10 perc)
majd lassan (30 perc alatt) szobah6fokra hdtottik, 40
ul 10 mmélos Tris-HCI (pH = 7,5) puffer, 10 mméV/1
MgCl,, | mmoV1 ditiotreitol 10 ng foszforilezett pri-
mert tartalmazé oldata és 50 ng EcoRI-emésztett
M13mp8PABGUIRF nagy fragmentum elegyében. A
primer meghosszabbitdsat 10 ul 2 mmoél/1 ATP-t,
0,25 mmoV1 dGTP-t, dTTP, dCTP és dATP-t, 5 E E.co-
li DNS polimerdz I nagy fragmentumot és 400 E T4
DNS ligdzt tartalmaz6 ligdz puffer hozzdadéséval indi-
tottuk be. 1 6rés, 12 °C-on végzett reakcié utn a reak-
cidelegyet E. coli IM101 (ATCC 33 876) sejtek transz-
formal4sédra hasznéltuk fel.

A transzformaci6t gy végeztik, hogy 10 pl lighcids
elegyet 200 pl IM101 sejttel elegyitettiink, majd az
elegyet 30 percig jégen és 5 percig 37 °C-on inkubdl-
tuk. Ezutdn 3,5 ml 2YT agart 55 °C hdmérsékleten
elkevertiink 300 pl telitett IM101 sejttel, 10 pl izopro-
pil-1-tio--D-galaktoziddal (IPTG) (200 mmél) és 50
ul Xgal-lal, és a transzformélt sejtek hozziad4sa utdn
LB-t antibiotikum nélkil tartalmaz6 9 cm 4tmérdjd
Petri-csészékre helyeztiik. '

Kivélasztottuk a szintelen plakkokat és 4tvittik egy

5
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100 pl 2YT tipkozeget tartalmazé mikrotiter csészébe.
Az inokulalt mikrotiter folyadékokat 15 cm atmérdji
LB agar lemezekre cseppentettiik, 600 pl IM101 8 ml
2YT top agarral készilt elegyével felilrétegeztiik, és
egy éjszakdn 4t 37 °C-on inkubaltuk. A keletkezett
plakkokat 1 percig tarté fizikai kontaktussal 4tvittiik
egy nitrocelluléz lemezre. A nitrocelluléz lemezt
0,5 méV1 natrium-hidroxiddal és 1,5 méV/1 nétrium-klo-
riddal kezeltiik 3 percen 4t, és kétszer 3 mél/1 ntrium-
klorid és 0,5 mél/t Tris HCI (pH = 7,5) elegyével mos-
tuk 15 percen 1. Ezutin a mosast 2XSSC-vel folytat-
tuk 15-15 percig. A prehibridizéciés elegy 10 mm6V/1
Tris puffert (pH = 7,5), 5 mmoéVt EDTA-t, 0,9 méV1
néatrium-kloridot, 1 x Denhardt, 0,5% NP40-et, (Noni-
det P 40 detergens, Sigma Chem. Co., St. Louis, Mo,
USA), 100 pmd! ATP-t, | mmol nétrium-pirofoszfatot
és 50 ug/ml E. coli tRNS-t tartalmaz. Az 1 x Denhardt
oldat literenként 200 mg Ficollt, 200 mg poli(vinil-pir-
rolidon)-t, 200 mg szarvasmarha szérum albumint
(BSA, V, frakci6) tartalmaz. A lemezt 80 °C-on, va-
kuumban 90 percen 4t inkubdltuk. A lemezt ezutdn
3 6rdn 4t 6 ml prehibridiziciés folyadékkal inkubaltuk
Petri-csészében, majd hozzAadtunk § x10° cpm jelzett
primert és egy éjszak4n 4t hibridizaltuk. A lemez sze-
lektiv mosédsat 0,4X SSC-vel 49 °C-on végeztik, és
levegdn torténd sz4rftds utdn a lemezt rontgen sugarak-
kal vil4gitottuk meg. A pozitivan hibridiz4l6 klénokat
tovabb analizdltuk didezoxi szekvenélassal (l4sd Alde-
man korabban idézett munk4jat).

4. Vektorok konstrudldsa mutdns 1-PA E. coli pXAP-

PAI8 3' Axl0trpR-ben torténd expresszidjdhoz

A pXAPPA18 3’Ax10upR plazmidot kiilonbozs
mutans t-PA DNS szekvenciék expresszi6ja soran tor-
téné felhaszndlds céljaboél konstrudltuk. A plazmid ki-
alakitdsdnak 4ltalanos séméjit a 4-8. dbrdkon mutatjuk
be. A kapott plazmidot a 8. dbra szemlélteti. A plazmid
tartalmazza a trpR represszor gént és a pBR 322 DNS
olyan szekvencidinak delécidjit, amelyek gétoljdk a
plazmid amplifikaciét. Ez a deléci6, amely XAP delé-
cidként ismert a pPBR322-ben az Aval és Pvull restrik-
ci6és helyek kozott 641 bézispar hosszisagi szakasz
eltdvolitasat jelenti [14sd Sutcliff, Cold Spring Harbor
Symposium on Quantitative Biology, Vol. 43, 77
(1979) Cold Spring Harbor Press]. A trpQO represszor
gén kompenzalja a t-PA expresszidnak 3 megnoveke-
dett képiaszdm kdvetkeztében fellép6 idS eldtti derep-
resszigjat. A pXAPPA18 3’Ax10trpR kialakitdsa sorén
intermedier plazmid a pPA 18, amelyet a 4. 4brén szem-
lélietett médon alakitottunk ki. Ez a plazmid tartalmaz-
za a teljes pre-t-PA struktir gént és az 5' és 3’ nem-
transzlAlt régibkat. A plazmid tovabbi jellemzSie a t-PA
génnel kapcsolatﬁan 1év6 trp promoter és az ampicillin
és tetraciklin rezisztenciaért felelSs szekvencik.

A pPA18 plazmid felépitéséhez négy plazmidot, ne-
vezetesen a pFIFtp69, a pHKY10, a ptPAtpi2 és a
pPA25E10 plazmidokat hasznéltuk. A pFIFup69 plaz-
midot Goeddel és munkatdrsai Nucleic Acids Res. 8,
4057 (1980) cikke ismerteti. A pHKY10 plazmid a

0036776 szimon kozrebocsétott eurpai szabadalmi

bejelentésben szerepel. A pTPAtrpl2 és pPA25ELQ
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plazmidokkal Pennica és munkatdrsai foglalkoznak a
Nature 301, 214 (1983) folyéiratban megjelent cikkik-
ben és a 093619 szdmon kozrebocsétott eurépai szaba-
dalmi bejelentésben.

Altalaban a pFIFtrp69 plazmidot Pstl és Xbal enzi-
mekkel emésztve egy | fragmentumként jeldlt, 950
bézisparhossziisdgli fragmentumot hoztunk létre a 4.
dbran bemutatott médon. A ptPAtrp12 plazmidot Xbal
és Narl enzimekkel emésztettiik. EbbSl a 4. 4bran 4
fragmentumként jelolt, 340 bézisparhossziisdgt szek-
vencidt izolaltuk. A pPA25E 10 plazmidot Narl és BglIl
enzimekkel emésztettiik. Ebb61 a 4. 4bran 3 fragmen-
tumként jeldlt, 1604 bazisparhosszisagi fragmentumot
izolaltuk. A pHKY 10 plazmidot Pstl és Bglil enzimek-
kel emésztve egy, a 4. abran 2 fragmentumként jeldlt,
2900 bézisparhosszisagi fragmentumot hoztunk létre.
A négy fragmentumot ligéltuk, és ezt a DNS-t hasznal-
tuk az E. coli sejtek pPA18-at eredményez§ transzfor-
maéciéjihoz.

A pPA18 plazmidot izoléltuk és Sau3A-val emész-
tettlik, majd a DNS polimeréz I Klenow fragmentums-
val kezeltik a restrikci6s hely feltdltése céljabol. A
nem-cirkulariz4lt plazmidot Sacl-el kezeltiik és egy az
5B. ébrén 5 fragmentumként feltintetett, 389 bazispar-
hossziis4gu szekvencidt izoldltunk. A pPA 18 plazmidot
Sacl és BamHI enzimekkel is emésztetiik. Ebbdl a
vektorbél a 6 fragmentumot izoléltuk. A pBR 322 plaz-
midot [Boyer és munkatarsai, Gene 2, 95 (1977)] Eco-
RI enzimmel, majd a DNS polimerédz I Klenow frag-
mentumn4val kezeltik. Ezt a nyitott végd DNS szekven-
cist BamHI enzimmel kezeltik, és igy egy az 5. dbran
7 fragmentumként jelolt, 375 bézisparhosszisigu szek-
vencidhoz jutottunk. Az 5, 6 és 7 fragmentumokat
ligaltuk, és ezt a készitményt hasznaltuk az E. coli
sejtek transzform4ldsahoz a pPA183'A plazmid elS4l-
litdsa céljabdl. Ez a plazmid megfelel a pPA18-nak,
azzal az eltéréssel, hogy a t-PA gén 3’ nem-transzlalt
régi6janak egy része hidnyzik.

A pPA183’A plazmid Pstl és Narl enzimmel t5rténé
emésztésével a 6. dbran 8 fragmentumként jelolt, 313
béazisparhosszisagi fragmentumhoz jutottunk, amely a
8-109 aminosavakat kédolja. A 9 szintetikus oligonuk-
leotid fragmentum szekvencidja a kovetkezd:

57
CTAGAATTATGTCTTATCAAGTTATTTGCATTAAT
ACAGAATAGTTCAATAAS

Ezt a szintetikus DNS-t a 8 fragmentum Psu helyé-
hez ligaltuk, hogy igy regenerdljuk az arginin kodont a
7. poziciéban és az érett t-PA molekula elsg hat amino-
sav kodonjat. Ezen felil egy riboszoma kotShelyet
helyeztiink el 5' helyzetben a szintetikus N-terminélis
metionin kodonhoz képest, amely kozvetendl 5'-hely-
zetben van az érett t-PA aminosav kédold szekvencia
maradékshoz képest. Az oligonukleotud 5° vége egy
Xbal restrikci6s helyet tartalmaz. Igy a 8 fragmentu-
mot a 9 szintetikus oligonukleotid fragmentum jelenlé-
tében ligaltuk, és az elegyet Xbal és Narl jelenlétében
kezelve el64llitottuk a 10 fragmentumot (6. 4bra).

A pPA183’A plazmidot Narl és Sacl enzimekkel
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emésztve a 7A. &brén 11 fragmentumként jelolt, 900
bazispirhossziisdgi szekvenciit hoztuk létre. Ezt a
plazmidot Sacl és Xbal enzimekkel is emésztettik, és
igy a 7A. 4brén 12 fragmentumként jeldlt vektor frag-
mentumhoz jutottunk. A 10, 11 és 12 fragmentumokat
ligaltuk, és a ligdtummal E. coli-t transzformaltunk,
majd izol4ltuk a pPA183°AX10 plazmidot. Az XAP
deléci6t és trp represszor gént tartalmaz6 DNS szek-
vencia a pFMB/upR-bdl szdrmazik, melyet a 136907
szémon kozrebocsétott eurépai szabadalmi bejelentés
ismertet. Roviden, ezt a plazmidot hirom, szakember
szdmdra ismert plazmidbdl konstrudltdk. A phGH107
plazmid (022242 szdmon kézrebocsétott eurdpai sza-
badalmi bejelentés) volt a forrdsa a lac indukéilhaté
promotemek, a ptrpR3-at [Roeder és munkatirsai, Mo-
lecular Genetics 176, 361 (1979)] hasznéltdk a trp
represszor kddolé szekvencidjanak forrdsaként, és a
0068693 szdmon kozrebocsdtott eur6pai szabadalmi
bejelentésben szerepl6 pFMB1-et hasznaltik az A24
t0rzsbdl szdrmaz6 FMD antigén kédol6 szekvencidja-
ként. _

A trp represszor szekvencia eldéllitdsa céljabél a
ptrpR3-at Haelll-vel kezeltiik, és a 334 bazisparhosz-
szlisdgt fragmentumot 6%-os akril-amid gélrl izol4l-
tuk, &s az izolalt fragmentumot a kdvetkez§ szekvenci-
4ji 16-mer EcoRI linkerekkel ligaltuk:

" 5"CCATAGAATTCTATGG.

A vektor gerincének és a lac promoternek eld4llitdsa
céljabol a phGH107-et eldszor EcoRI-gyel emésztet-
- tilk, majd bakteridlis alkdli foszfatdzzal kezeltiik. A
lacUVS promotert tartalmazé nagy vektor fragmentu-
mot ezutin T4 ligdzzal a megszabott trpR plazmiddal
ligltuk, és a ligéci6s elegyet E. coliba transzforméltuk.
A transzformdnsokb6l plazmid DNS-t izoléltunk, és
meggy6z6dtiink a kivént, prpR/AGH 107-ként jelolt
plazmid jelenlétér6l [Messing és munkatarsai, Nucleic
Acids Res. 9, 309 (1981)].

A ptrpR/hGH107-et EcoRI-el részlegesen emésztet-
titk, Klenow fragmentummal tompa véget hoztunk lét-
re, Pvull-vel kezeltik a lac promoter/trp represszor
operon (az 530 bp fragmentum) el64llitdsa céljabol. A
pFMBI1 részleges Pvull emésztése és a vektor frag-
mentum izoldldsa 6%-os poli(akril-amid)-on az exp-
ressziés vektornak az FMB kédol6 szekvencidt a trp
promoter kontrollja alatt tartalmazé vézéhoz vezetett.
A ptrpR/hGH107 fragmentumot Osszekevertik a
pFMBI Pvull emésztésével kapott eleggyel, és T4 li-
ghzzal ligaltuk. A ligici6s elegyet ezutin E. coli 294
(ATCC 31 446) torzs transzformaldsdra hasznaltuk, és
a transzforménsokat a plazmid DNS forrdsaként alkal-
maztuk. A kapott pFMB/trpR plazmidot miniscreenen
azonositottuk, és — az inszertum orientéldsra céljabol —
Aval-Pvull emésztéssel. A pFMB/trpR plazmidot Ndel
és BamHI enzimekkel emésztettiik. A trpR represszort
- amely azonos a fentebb leirt médon a trpR3-b6l
el64llitott represszorral ~ tartalmazé fragmentumot izo-
laltuk. A pPA 183’ X10 plazmidot Ndel és BamHI
enzimekkel emésztettitk. A f6 vektor fragmentumot
izol4ltuk. Ezt a vektor fragmentumot és a pFMB upR
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represszor fragmentumét ligaltuk, és a DNS enzim
elegyet E. coli transzform4ldsra hasznéltuk, majd a
pXAPA183" X10tpR plazmidot izoldltuk, amint a 8.
dbra mutatja.

5. E. coli expresszids vektorok t-PA mutdnsokhoz

A 8. dbra a pXAPPA183’ x10trpR vektort abrédzolja,
amelyet t-PA és t-PA mutdnsok expressziéjdhoz hasz-
néltunk E. coliban. Mint lathaté, a nativ t-PA szerkezeti
gén expresszi6jit a trp promoter kontrollalja. Felhivjuk
a figyelmet az Xbal, Narl és Sacl restrikciés helyekre.
A pXAPPA 183’ x10trpR plazmidot Narl és Xbal enzi-
mekkel emésztettik. A 340 bazispirhosszdsagt, a 8.
dbrin 1. fragmentumként azonositott fragmentumot
izoldltuk. A 8. dbrdn 2 fragmentumként jeldlt vektor
fragmentumot gy kaptuk, hogy a pXAP-
PA183’Ax10trpR Xbal-el és Sacl-el végzett emésztésé-
vel kapott nagy fragmentumot izolaltuk. A 3. fragmen-
tumhoz gy jutottunk, hogy a muténs t-PA M13 klénok
mindegyikének RF DNS-ét Narl és Sacl enzimekkel
emésztettiik. A mutdns klonokat hely specifikus muta-
genezissel Allitottuk el6 (3. dbra). Kilonb6z6 muténs
t-PA-kat kifejezd vektorokat ugy hoztunk létre, hogy
az 1 és 2 fragmentumokat a megfelel§ 3 fragmentu-
mokkal ligaltuk, és ezeket hasznaltuk az E. coli transz-
formAléséra, amelybdl a kdvetkez$ E. coli muténs t-PA
expresszi6s vektorok izoldlhaték voltak:

pXAPPA18 3'Ax10trpR 1B8
pXAPPA18 3’ Ax10trpR 2C9
pXAPPA18 3'Ax 10trpR 4A10
pXAPPA18 3'Ax10trpR 3A7
pXAPPA18 3°Ax 10trpR 4B3

Ezeket a plazmidokat és a pXAPPA18 3'Ax10trpR -
vad tipusid t-PA expresszi6s vektort hasznéltuk az E.
coli W 3110fhuA- transzformél4séra.

Az E. coli W3110 fhuA~ olyan T! fig rezisztens
baktérium, amelyet a fhuA génnel kapcsolatos DNS
szekvencidkban levs: delécié vagy inverzid jellemez
(lasd a parhuzamosan benyujtott, 06/673955 szdmi
USA-beli szabadalmi bejelentést). Roviden, az E. coli
W3110-et (ATCC 27325) a Tnl0 transzpondlhat6 ele-
met tartalmazé lambda bakteriofdg transzdukélja. A
Tn10 elem felel6s a tetraciklin-rezisztencidért. A Tnl0-
zel transzdukalt W/3110 torzseket a fig infekci6val
szembeni ellenlléképesség alapjin szelektdljuk. A
fag-rezisztens torzseket dsszegyjtjik és a P1 bakterio-
faggal infektljuk. A kapott lizdtumot hasznéljuk az E.
coli AT 982 (Bukhari és munkatirsai, J. Bacteriology
105, 844 (1971)] transzdukéldsshoz. Az AT 982 tdrzs
egy a fhuA génhez kozel elhelyezkedd Dap muticitt
tartalmaz. Ennek megfeleléen, az AT 982
transzduk4ciéja a P1 lizdtummal és a tetraciklin-rezisz-
tens, és a diamino pimelat (DAP) funkciét regeneralé
transzdukénsok szelekciéja azt mutatja, hogy a Tnl0
transzpozon a fhuA génen belil helyezkedik el. A tetra-
ciklin-rezisztens és regenerdlt DAP funciot mutatd tor-
zsek a forrdsai az E. coli W3110 P1 baktérium féggal
torténd transzdukciéja DNS-ének. A tetraciklin-rezisz-
tencidt és fig-rezisztenciat mutatd transzdukalt W3110
torzseket szelektljuk. Ezeket a tdrzseket azutén a fig

7
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infekciéval szembeni rezisztencia és a tetraciklin-6rzé-
kennyé vilas megforditdsa alapjin szelektdljuk [Naloy
és munkatérsai, J. Bacteriology /45, 1110 (1981)]. A
tetraciklin-<érzékenység megjelenése a T1 f4g infekcis-
val szembeni rezisztencia megtartasdval tarsulva azt
mutatja, hogy a fhuA génnel kapcsolatos DNS szek-
vencia vagy hidnyzik delécié kovetkeztében, vagy ire-
verzibilis médon invertdlédott. Az igy kialakitott tor-
zseket E. coli W3110 fhuA--nak jeloljik.

A TnlO transzpozélhat6 elemet tartalmazd figot,
amelyet a Tn10-nek 2 W3110-be torténd beéptitéséhez
hasznéltunk, a kévetkezSképpen konstrudltuk. A kiin-
duldsi anyag a lambda cI1857b 2210 am29 volt. Ez a
fag az irodalombé6l ismert [Kleckner, J. Mol. Biol. /16,
125 (1977)], és a lambda harom j6l ismert mutdnsabél
szok4sos eljardsokkal készilt. E lambda fag lizdtumat
az E. coli C600 (ATCC 23724) borostyan szupresszo-
ron készitettiik, amelyet a szakemnber szdméra ismert
technikdval manipuldltunk, hogy a Tnl0 transzpozont
is hordozza [L4sd Kleckner és munkatarsai, J. Mol
Biol. 116, 125 (1977)). Ezt a lizdtumot hasznaltuk az E.
coli C600 (lambda CI857) infektdldsira, amely egy
borostyén szupresszort és a cI857 genotipust hordoz6
lambda profégot tartalmaz. Tetraciklin-rezisztens kol6-
nidk lizdtumait hoztuk létre hé indukci6val, a tetracik-
lin-rezisztens kol6nidkat folyékony tipkdzegben el6-
szor 32 °C hémérsékleten, majd 42 °C hémérsékleten
90 percen 4t novesztve. A lizdtumot ezutdn E. coli
C600-ra vittiik fel és replikat készitettiink. Az E. coli
C600-on készitett plakkokrél 32 °C hémérsékleten E.
coli C600-on és E. coli W3102 sup*-on (lambda
imm434) replikat készitettiink, ahol az ut6bbi a lambda
imm434 heteroimmun makrofégot tartalmazta [Kleck-
ner és munkatarsai, Genetics, 90, 427 (1978)]. A hete-
roimmun torzsén megjelend plakkokat tetraciklin le-
mezekre helyeztik. Az ezeken a lemezeken megjelend
plakkok képesek a tetraciklin-rezisztencia transzduk4-
laséra, és a fent ismertetett eljards sordn felhasznalha-
tok az E. coli W3110 fhuA- generalasara.

A nativ t-PA-t és muténs t-PA-t 10 sejttenyészetbSl
kaptuk, amelyet a megfelel§ t-PA vagy muténs t-PA
plazmiddal transzforméltunk. Az expresszi6t triptofan-
hidnyos taptalajjal induk4ltuk.

6. Expresszids vektorok 1-PA mutdnsokhoz emlds sej-

tekben

A pPADHFR-6 plazmidot (a 93619 szdmon kozre-
bocsatott - eur6pai  szabadalmi bejelentés szerint
pETPFR-nek is nevezik) a 9. 4dbrdn mutatjuk be. A
nativ t-PA struktdr gén expressziéjit az SV 40 T-antigén
korai promotere kontrolidlja. Ez a promoter kontrollal-
ja a DHFR gén expresszi6jat is. Erdemes figyelemmel
lenni a BglII, BstXI és a BstEII restrikcids helyekre, A
9. 4brdn 1 fragmentumként jelolt vektor fragmentumot
ligy kaptuk, hogy a pPADHFR-6 Bglll-vel és BstEII-
vel végzett emésztésével kapott nagy fragmentumot
izoldltuk. A 9. dbran 2 fragmentumként jelolt fragmen-
tumot dgy Aallitottuk elS, hogy egy a pPADHFR-6
Bglll-el és BstXI-el végzett emésztésével kapoit 400
bézisparhossziisdgi t-PA fragmentumot izoldltunk.

Egy 1141 bézisparhosszisdgid, a kivant mutdci6kat
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tartalmazé t-PA fragmentumot, melyet a 9. dbrén 3
fragmentumként jeldlink, gy 4llitottuk el6, hogy a
muténs t-PA klénok mindegyikének RF DNS-ét BstX]-
el és BstEIl-vel emésztettik. Az 1 és 2 fragmentumo-
kat ligdltuk az egyes 3 fragmentumokkal. A DNS ele-
gyeket hasznéltuk az E. coli transzformaldsara. Mind-
egyik transzforménsbél a megfelel§ eukariota exp-
resszids vektorokhoz jutottunk:

pPADHFR-6 1B8
pPADHFR-6 2C9
pPADHFR-6 4A10
pPADHFR-6 3A7
pPADHFR-6 4B3

Ezeket a plazmidokat valamint a nem-mutalt
pPADHFR-6 t-PA expresszids vektort haszndliuk a
DHFR-hidnyos CHO sejiek expressziéjahoz, a Graham
és munkatarsai, Virology 52, 456 (1973) cikkben, illet-
ve 2 093619 szdmon kozrebocs4tott eurdpai szabadal-
mi bejelentésben foglaltak szerint. A nativ és muténs
t-PA expressziét gy ersitettiik, hogy a tenyészeteket
metotrexit ndvekv$ koncentricidival kezeltik.

Példaul a pPADHFR-6 2C9 és a pPADHFR-6 1B8
plazmidokat a DHFR-hidnyos CHO sejtek transzfekts-
laséra [Erlaub és Chasin, PNAS 77, 4216 (1980)] hasz-
naltuk, Graham és munkatérsai, Virology 52, 456
(1973) kalcium-foszfat precipiticiés médszerét hasz-
nélva.

Mindegyik esetben a szelektiv (a hipoxantint, glicint
és tmidint nem tartalmaz6, azaz -HGT) kozegben
megjelend kol6nidkat 6sszegydjtdttik és -HGT kozeg-
ben tovébb novesztettik. Ezeket a sejteket 2x10°
sejt/100 mm lemezeken 250 mmél metotrextban
(MTX) kezeltilk, a plazmid szekvencidk amplifikécio-
janak szelektéldsa céljabol. Ot, a 250 mmélos MTX-
ben novekv6 kol6nidt extrahdltunk a lemezr6l. Azt
taldltuk, hogy mind az 6t t-PA-t szekretalt a tiptalajba.
Ezeket a kol6nidkat hasznéltuk a tovébbi vizsgélatok-
hoz.

E) Vizsgdlati médszerek

1. Mutdns t-PA és t-PA tisziitds

A kiilonb6z6, emlbsok sejtjeiben a fenti médon né-
vesztett t-PA-K a szvettenyészet kdzegébe driltek. Az
ilyen t-PA-kat tartalmazé kdzeget hasznéltuk kozvetle-
ndl a kiildnbdzs, a kdvetkezSkben leirand6 vizsgila-
tokhoz vagy vetettik ald a késGbbiekben ismertetendd
egy vagy tobb tisztitdsi lépésnek, a t-PA vagy muténs
t-PA tisztasdgénak novelése céljabol.

A mutans t-PA-t tartalmazé CHO sejtek mellSl a
tiptalajokat kelatdlé Sepharose-zal (Pharmacia) (10—
20 ml gyanta/l tdptalaj) szakaszosan extrahéltuk. A
gyanta cink-klorid aktiv4last kapott [Rijken és munka-
tirsai, Biochim. és Biophys. Acta 580, 140 (1979)]. A
gyantit szdrén gy(jtoitik Ossze. A gyantat egy oszlop-
ba ontottik, 0,02 mél nétrium-foszfatot (pH 8.0),
0,25 mél nétrium-kloridot, 0,01% Tween 80-at és
10 mg/liter aprotinint tartalmaz6 pufferrel mostuk. A
t-PA-t ugyanezzel, de 50 mmél imidazolt is tartalmazé
puffferrel elusltuk. Az Osszcgyﬁjtfm t-PA-t 0,02 mélos
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nétrium-foszfit (pH = 8), 0,25 mél NaCl és 0,01%
. Tween 80 elegyébe dializéltuk, és egy lizin Sepharose
gyantdra vittik fel. [Radcliffe és munkatirsai, Arch.
Biochem. Biophys., /89, 185 (1978) és Allen és mun-
katdrsai, Thrombosis Heamostasis 45, 43 (1981)] vagy
benzamidin Sepharose gyantéra [Bykowska és munka-
tarsai, Biochim. és Biophys. Acta, 703, 113 (1982)}. A
cink-keldt gyantét réviden 0,02 mélos nétrium-foszfat
(pH = 8), 1 mél NaCl és 0,01% Tween 80 elegyével
mostuk, és a t-PA-t vagy mutdns t-PA-t ugyanezzel, de
0,5 mél arginint is tartalmazé pufferrel eludltuk. A ben-
zamidin Sepharose-t a dializis pufferrel mostuk és
1 mél guanidint tartalmazé dializis pufferrel elualtuk.
A keletkezett proteinek 90%-nél tisztibbak voltak
SDS-PAGE analizis alapjan. Az eddigi tisztit4si techni-
kéakon feliil immobilizalt monoklonalis ellenanyagok is
hasznalhaték [lasd Nielsen és munkatarsai, EMBO J. 2,
115 (1983)).

2. SDS poli(akril-amid) gél elekroforézis (SDS--

PAGE)

t-PA proteint vagy a t-PA muténs proteineket tartal-
maz6 téptalajok mintdit vikuumban koncentriltuk, és
nétrium-dodecil-szulfit (SDS) minta pufferrel higitot-
tuk. Ahol megjegyezziik, 10 mmél ditiotreitolt (DTT)
adtunk a protein diszulfidok redukéldsa céljab6l. A
szakaszos SDS elektroforézist 10%-os vagy 7-17%-o0s
poli(akril-amid) gélek felhasznéldsdval Laemmli méd-
szerével hajtottuk végre [Laemmli, Nature 227, 680
(1970)]. A plazma mintdk analiziséhez 4~10%-o0s SDS
poli(akril-amid) gradiens rezolvalé géleket hasznil-
tunk, Laemmli puffer rendszerével. Az SDS-PAGE
analizisbél a becsiilt molekulatomegeket (Mr) ugy kap-
tuk, hogy ismert molekulatdmegd proteinek mozgé-
konysédgaval végeztiink 6sszehasonlitast.

3. Buborék felszabad(té rog lizis

A rekombindns (nem-mutins) t-PA-t és muténs t-
PA-t (mutins t-PA) megvizsgaltuk olyan szempontbdl,
mennyire képesek a fibrin rogok lizisére. A vizsgilatot
a buboreék felszabadité lizis médszerrel végeztiik.

Roviden, a rombint (Sigma Chemical Co.) feloldottuk
desztillalt vizben, kortlbelil 1000 egység/ml mennyiség-
ben. Ezt a torzsoldatot 1:30 ardnyban higitottuk
0,06 mél monobdzisos nétrium-foszfatot, 0,06 mél dibé-
zisos natrium-foszfatot, 200 mg/liter natrium-azidot és
0,01% Tween 80-at tartalmazé vizsgdlati pufferrel. A
0,5 ml higitott trombint (30-40 egység/ml) és 0,5-0,5 ml
kiilonbdzd koncentrdciéjd t-PA-t (16 ng/ml - 1
X108 ng/ml) kémcsdvekbe toltve sorozatot készitettiink,
és alkalmas kontrollokat vagy megfelelS higitdsd isme-
retlen mintikat készitettiink el. Ezen kivil elGallitottunk
egy masik kémcsG sorozatot, amely 20 pl plazminogént
(1,0 mg/ml) és 1,0 ml fibrinogént (1 mg/ml) és 10 pl 45
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mesh-nél nagyobb lyukszdmui lyukas Gveg mikrogombo-
ket (3M Company) tartalmazott.

A fenti reagenseket és kémcsdveket jégen tartottuk a
vizsgélat végs6 lépéséig. 200 pl trombin-t-PA-t vagy
trombin-mutans t-PA oldatokat adtunk egym4s utin a
plazminogént, fibrinogént és mikrogémbaket tartalma-
26 kémesdvekhez, az egészet 15 masodpercig megfor-
gattuk és 37 °C-os vizfiird6re helyeztiik. Mindegyik
csében 30 mdsodpercen beliil rogok képz6dtek. Mér-
tik a t-PA hozzéadésa és a reakcié végpontja kozott
eltelt id6t. Végpontként azt az id6t definidltuk, amikor
a mikrogombak a felszinre emelkedtek.

Egy adott minta trombolitikus aktivitasinak mérté-
két egy standard t-PA gbrbére hivatkozva hatroztuk
meg. A fajlagos aktivitast a t-PA vagy mutins t-PA
radioimmun vizsgilattal meghatdrozott mennyisége
alapjén szdmitottuk.

4. In vitro rog lizis vizsgdlat

A rekombindns t-PA-t és muténs t-PA-kat in vitro
rdg lizis rendszerben is vizsgaltuk.

Réviden, humén vért gydjtdttiink, 3,13% nétrium-
citrit antikoagulinst hasznilva, és a sejt frakci6t
centrifugéldssal eltdvolitottuk. 50 pl 0,5 mélos
CaCly-ot, 25 pl szarvasmarha-trombint (100 egy-
ség/ml) és 10 pl humin 'ZI- fibrinogént (100000
cpmy/10 pl) adtunk a plazma minden ml-éhez. A plaz-
ma elegyet 4 mm belsS 4tmérGji szilikon csdbe ve-
zettiik, majd 37 °C hdmérsékleten | 6ran 4t inkub4l-
tuk. A csovet 1 cm-es szegmensekre vigtuk, és a
rogoket eltdvolitottuk. A rogoket 0,3 moél nétrium-
kloridbél, 0,02 mél nétrium-citrétbél (pH 5) és 0,01%
Tween 80-b6l 4ll6 pufferbe helyeztik. A rogoket
négyszer, egy-egy 6rdn keresztiil friss pufferrel 6bli-
tettitk. Az utolsé oblits folyadékban a radioaktivitds
nem haladta meg a rogben lévé radioaktivitds koril-
beliil .10%-4t. Minden rog6t 2,5 ml plazmaéba helyez-
tink. Nulla pontként egy 250 pl-es plazma mintit
valasztottunk. A t-PA vagy mutins t-PA mintdjat 100
pl-es térfogatba adtuk. 250 pl-es mintdkat vettink 1,
2, 3 és 4 6ranként, és a radiokativitist meghatdroztuk.
Péarhuzamosan ml-enként 5, 10, 20 és 40 egység t-PA
aktivitdst tartalmazd standardokat futtattunk. A szdza-
lékos lizist minden egyes minta esetében a térfogat
valtozasok korrekcidja utdn szdmoltuk.

5. Kromogén vizsgdlatok

S-2288: A t-PA-t kdzvetlenil is mérhetjik, a Kabi-
féle szintetikus tripeptid kromogén szubsztrit felhasz-
néldsdval (S-2288, Helena Laboratories, Beaumont,
Texas). Ehhez a vizsgélathoz t-PA-t és | mmél S-2288-
at és 0,01% Tween 80-at 37 °C-on 10 percen 4t inku-
baltunk. A reakci6t gy Allitottuk le, hogy 50 pl jégece-
tet adtunk 0,5 ml reakcibelegyhez. Az aktivitdst a
405 nm-en mért abszorbancidbél hatiroztuk meg, a

gyart6 4ltal standardizalt kovetkez§ egyenlet felhasznélasdval:

aktivit4s 0,5 ml reakci6elegyben (IE, nemzetkdzi egység) =

0Dx793,051 =000

inkubél4si id6
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$-2251: A t-PA-val torténd plazminogén aktivalast
az $-2251-re specifikus Kabi-féle specifikus tripeptid
kromogén szubsztrit (Helena Laboratories) felhaszné-
lasdval mértiik. A minta alikvot mennyiségét 0,1 m1 0,7
mg/ml-es plazminogénnel (0,05 mél Tris, pH = 7,4,
amely 0,012 mél NaCl-ot tartalmaz) kevertiik el, és a
térfogatot 0,15 ml-re llitottuk be. Az elegyet 37 °C-on
inkubaltuk 10 percen 4t, 0,35 ml S 2251-et (1,0 mm¢-
los oldat a fenti pufferben) adtunk hozz4, és a reakci6t
37 °C hémérsékleten 5 vagy 10 percig folytattuk. Hoz-
zdadtunk 50 pul jégecetet a reakcié leallitiséra, és mér-
tik a 405 nm-en mutatkozé abszorpciét.

Az aktivitis mértékét vigy tettiik kvantitativva, hogy
Osszehasonlitéként egy, az S-2288 vizsgédlat szerint
standardizalt rekombinéns nativ t-PA-t hasznaltunk, és
az eredményeket az azzal kapott eredményekkel vetet-
tiik dssze. Erre kezdetben azért volt sziikség, mert a
405 nm-en mért abszorpei6 naprdl napra valtozott,
ahogy a plazminogén Gregedett, és véltozott akkor is,
ha kiilénboz6 plazminogén és fibrinogén készitménye-
ket hasznéltunk. Ezt a valtozékonysédgot késébb a lehe-
16 legnagyobb mértékben lecsokkentettiik gy, hogy
¢vatosan nagy mennyiségi human plazminogént (glu-
plazminogén) készitettiink, és az anyag alikvot meny-
nyiségeit liofilizaltuk. Az alikvot mintdkat =20 °C hé-
mérsékleten téroltuk. Hasznélat eltt az djra oldott
plazminogén prepardtumokat legfeljebb 4 6rén 4t 0 °C
hémérsékleten taroltuk. A t-PA aktivitas stimuldldsat
fibrinogénnel dgy mértiik, hogy a nagy koncentriciéju
plazminogént tartalmazé oldatok aktivitdsat hasonld,
de plazminogént nem tartalmazé elegyek aktivitasdval
hasonlitottuk dssze. A fibrin oldhatatlansdga kovetkez-
tében ebben a vizsgélatban fibrinogént hasznaltunk. A
nagy fibrinogén koncentriciékkal végzett stimulélds
varhatéan hden utdnozza az oldhatatlan fibrint6l vart
stimuléciot.

6. In vivo inhibitor-komplex vizsgdlar

A rekombinéns és mutdns t-PA-t in vitro vizsgaituk an-
nak érdekében, hogy meghatérozzuk a természetben el6-
fordulé t-PA inhibitorokkal szembeni reaktivitdsukat. Al-
taldban a t-PA-t és muténs t-PA-t j6doztuk ‘%] izotéppal,
lodobeads (Pierce Chemical C.0.) felhasznélasaval. [gy
nagy (megkozelitSleg 2x10° cpm/ug) fajlagos radioakti-
vitast t-PA-t vagy muténs t-PA-t kaptunk. In vitro komp-
lex képzéshez a radioaktiv jelzett t-PA-t (1 pg) frissen
vett, citrdtozott humén teljes vérhez adwk (500 ul). A
mintdkat szobahdmérsékleten inkub4ltuk, és a reakcidt
tigy allitottuk le, hogy egy alikvot mint4t 2%-o0s SDS-sel
higitottunk. A mintakat 4-10%-os poli(akril-amin) gradi-
ens SDS-PAGE-vel vizsgdluk. A komplexeket autora-
diogréfias uton detektaltuk.

7. Fibrin megkdtési vizsgdlat

A fibrin megkotésére hasznalt vizsgélat a Rijken és
munkatirsai [J. Biol. Chem, 257, 2920 (1982)] médosi-
tott véltozata. A vizsgélni kivént t-PA mintit (500 ng)
0,05 mél Tris-t (pH = 7,4), 0,12 mél NaCl-ot, 0,01%
Tween 80-at, | mg/ml humén szérium albumint és
kiildnbdzS koncentricidji plazminogén-mentes fibri-
nogént (0, 0,1, 0,5 és 1,0 mg/ml) tartalmaz6 oldathoz
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adjuk. A reakcielegy végtérfogata 1 ml. A mintst
37 °C hémérsékleten Gt percig inkubéljuk, majd 1 egy-
ség trombint adunk hozz4. A mintskat egy Grén 4t
37°C hémérsékleten inkubdljuk. A rogét Gvegbottal
eltdvolitjuk, és meghatdrozzuk a feliilisz6ban kdtetle-
nill megmaradt t-PA mennyiségét. Az adatokat gy
abrazoljuk, hogy a kotott t-PA szdzalékos mennyiségét
tintetjik fel a fibrinogén koncentrécié figgvényében
(11. &bra).

8. In vivo rig analizis

Collen és munkatarsai [J. Clin. Invest. 71, 368
(1983)] in vivo rog lizis modelljét hasznaltuk. 2,5-3 kg
sdlyd him, dj-zélandi fehér nyulakat ketaminnal altat-
tunk, a nyaki eret katétereztiik, és kis, kapcsol6dé edé-
nyeket kapcsoltunk ehhez a teriilethez. A nyaki ér kb.
2 cm-es szakaszat reverzibilis kotésekkel izoldltuk, a
szegmens proximalis végétsl a disztalis végig egy sza-
lat vezettiink, a szegmenst 4tdblitettiik egy konyhasés
trombin oldattal, és feltdltottik friss, %I humén fibri-
nogént tartalmazd nyil vérrel. 30 perc utdn meghati-
roztuk a vér dramlést a rogon keresztdl. A t-PA iv.
infliziét a teljes d6zis 10%-4val inditottuk. Az infiziét
4 6rén 4t folytattuk. Az infizié befejezése utdn
30 perccel a rogoket dsszegydjiottak és szdmoltuk. A
radioaktivitast hasznaltuk mindségi kontrollként. Mér-
tik a radioaktivitist a vér mintdkban, vizeletben, a
tamponokban és fecskendSkben, annak megerSsitésé-
re, hogy a kezdeti rogben a radioaktivitis mennyiségét
helyesen becsiiltik meg.

F) Vizsgdlati eredmények

A 270-279. maradékoknal, a kettGs sz4ld lizisdcids
helyeket a kovetkezd szekvencidval rendelkezd t-PA
mutinsokat fejeztik ki E. coliban és Chinese Hamster

Ovary sejtekben:

nativ -Arg-Ile-Lys-Gly-Gly- (RIKGG)
1B8 -Gly-lle-Lys-Gly-Gly- (GIKGG)
2C9 -Glu-Ile-Lys-Gly-Gly- (EIKGG)

1. Western foltok és zimogrdfia

A CHO sejtekben kifejezett EIKGG és GIKGG mu-
tinsokat redukalt és nem-reduk4lt SDS-PAGE gélekbél
szdrmaz6 Western foltokkal analiziltuk. A nativ, egyes
sz4ld t-PA két, 52000 és 50000 dalton molekulatdme-
gl sivként jelentkezik, a glikozilezésben mutatkoz6
kiildnbség kovetkeztében. A nem-redukélt SDS-PAGE-
b6l szdrmazé EIKGG muténs egy nagyobb immunre-
aktiv sdvot mutatott, korilbeliil 50000 dalton moleku-
latdmegnél. A nem-redukilt SDS-PAGE-bd] szdrmaz6
GIKGG muténs azonban 55 000 dalton molekulatdme-
ginek mutatkozott. A GIKGG muténs és a nativ t-PA
molekulatdmege kdzotti kilonbség a nativ t-PA-t6l kis-
sé eltéré konformécié vagy szénhidrat szerkezet jele
lehet. A redukciét kovetd analizissel (a protedz és
Kringle l4ncok elvalasztasa ut4n) a t-PA kisebb mole-
kulatdmege a protein arg 275 helyen tortén hasad4sat
mutatja. A redukalt SDS-PAGE gélek zimogrifjai az
mutattdk, hogy ezekben a mintdkban a plazminogén
lizisator aktivitds a t-PA egyes szdli forméjinak im-
munreaktiv sdvjinak molekulatdmegénél (megkdzeli-
tSleg) 60000 volt. A kett6s szdld forma kdrilbelil
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30000 dalton molekulatémegnek megfeleld mozgé-
konysédgot mutat.

A kiilonbézs 275 (XYZ) mutdnsok, amelyeket a
fentebb leirtak szerint 4llitottunk el6, egyetlen csikként
tinnek fel mind redukilt, mind nem redukilt
SDS-PAGE-ben, a Lysy;s kivételével, amely redukalas
utdn kisebb molekulatdmeget mutat. Ez a munkamenet

azt demonstrélja, hogy - egyetlen kivétellel - a muténs

t-PA fehérjék egylancii formai vannak jelen a transzfor-
malt sejtekbdl kapott tapkdzegben.

§-2251 vizsgdlat

A nativ és mutdns EIKGG t-PA S-2251 vizsgilata-
nak analizis eredményeit az L. tiblazatban mutatjuk be.
Ezeket az értékeket a glu-plazminogén haszn4lata el6tt
kaptuk, annak érdekében, hogy a vizsgilat sordn a
paraméterek viltozasat csokkentsiik. A természetben
el6fordulé RIKGG t-PA szekvencidnak az S 2288 vizs-
gélat alapjin egy onkényes fajlagos aktivitist tulajdo-
nitottunk a fibrinogén jelenlétében. Az EIKGG t-PA
mutdnsok mindegyikénél ezt a standard t-PA-t hasznal-
tuk az eredmények normalizéldséhoz.

Mint l4that6, az EIKGG t-PA muténs, fuggetlenul a
tisztitds fok4tdl, az S-2251 vizsgélatban nagyobb faj-
lagos aktivitdssal rendelkezik, mint a rekombin4ns
t-PA.

L. tébldzat

o | waans | ST | ST | Pt
RIKGG! | natfv | (250000)% 25000 10,0
EIKGG! | 2Cp | 1000000 3400 290,0
EIKGG? | 2C9 | 420000 3100 134,0
EIKGG? | 2C9 | 520000 7000 74,0

cink-kelét lizin-agar6z felhaszndldsdval tisztitow

cink-kelét és benzamidin agaréz felhaszndl&sdval tisztitott

tisztitds nélkal vizsgalt

Onkényesen hozzdrendelt aktivitds
Az IA tébldzatban ko20It adatokat nagy-tisztasagu,
liofilizalt, glu-plazminogénne! végeztikk. Egy jobban
reprodukéthat6 vizsgélat sordn azt taldltuk, hogy az
S-2251 vizsgélat sorin fibrinogén jelenlétében az
EIKGG muténs azonos aktivitdsi volt. Fibrinogén t4-
vollétében azonban a muténs ebben az esetben is ke-
vésbé volt aktiv, mint a nativ anyag (I. és [A tébl4za-
tok), ami nagyobb specificitdst demonstral.

oW oo -

IA tdbldzat
. $-2251+ | S-2251- | Fibrinogén
Muthcié | Mutdns | o enogén | Fibrinogén | stimuldcié
RIKGG' | nadv |(250000)2{ 17600 14
EIKGG! 209 243000 500 500

1 cink-keldt lizin-agar6z felhasznélésdval tisztitou
2 Onkényesen hozzdrendelt aktivitds
A fentebb leirt tovabbi 275 (XYZ) mutinsokat is
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dtvizsghltuk, és azt talaltuk, hogy ezek az EIK muténs-
hoz hasonlé aktivitist mutatnak.

2. Buborék felszabaditdsi rég lizis és in vitro rig li-

zis vizsgdlat

A buborék felszabaditdsi rog lizis vizsgélatot a re-
kombinins t-PA és a tisztitot EIKGG t-PA mutins
fajlagos aktivitisdnak meghatérozasira hasznéltuk.
Mindegyik t-PA aktivitdsdt a kordbban ismertetett elji-
rasokkal hatiroztuk meg. A t-PA és EIKGG t-PA mu-
tinsok koncentriciéjit radioimmunvizsgalattal hats-
roztuk meg. E vizsgilatok eredményeit, beleértve a
fajlagos aktivitast a II. tibldzatban foglaljuk ssze.

I1. éblizat

1 EIKGG’ 8440 0,088 95909
2 EIKGG** 7698 0,088 87477
3 t-PA*™’ 5640 0,088 64090

. fagyasztott - egyszer megolvasziva
2. fagyasztoit - négyszer megolvasziva
*  cink-keldt és benzamidin-agar6z felhaszndlésdval tisztitott
** cink-keldt és lizin-agardz felhasznélésdval tisztitou

A buborék felszabaditasi rog lizis azt mutatja, hogy
a t-PA egyes sz4li mutans, kdzelebbrdl az EIKGG t-PA
mutins 50%-kal nagyobb fajlagos aktivitsssal rendel-
kezik, mint a rekombinéns t-PA. Mint lathat6, a megis-
mételt fagyasztis és megolvasztds az EIKGG t-PA mu-
tins fajlagos aktivitdsanak kis csokkenéséhez vezetett.
Azonban a muténs t-PA ebben az esetben is megdrizte
a rekombindns t-PA-ét meghaladé fajlagos aktivitdsét.
- A vizsgélati reprodukélhatésag hatdrain beldl, és fi-
nomabb technikdkat is alkalmazva [ldsd Carlson és
munkatirsai: Anal. Biochem. /68, 428 (1988)), a tobbi
275. (XYZ) mutans az EIK mutdnshoz hasonlé rog-li-
zis aktivitdist mutat a CIK (Cys t-PA) kivételével,
amely kisebb aktivitdst mutat. Ebben a vizsgélatban az
EIK (Eys t-PA) mintegy a vad tipusi (RIK) t-PA-val
ekvivalens.

3. In vivo inhibitor-komplex vizsgdlat

A protedzok plazma protedz inhibitorokkal torténd
inlizisdldsa j6l ismert és tanulményozott mechanizmus
szérum protedzok inlizisldsira. A keletkezett komple-
xek denaturdldssal szemben stabilak, és SDS-PAGE
elektroforézissel vizsgélhaték. Ebben az eljérasban ra-
dioaktiv-jelzett t-PA-t adunk plazmihoz vagy teljes
vérhez, és a mintat 37 °C hdmérsékleten inkubéljuk. A
mintit SDS-PAGE elektroforézissel, majd autoradio-
grafidsan vizsgéljuk. A radioaktivitdsnak a szabad
t-PA-nél nagyobb Mr-nél 16rténé detektildsa a képzd-
dott t-PA protedz inhibitor komplex mennyiségére jel-
lemz43. Patkiny vérben analizdlva azt taldltuk, hogy a
t-PA lassan 200000-nél nagyobb molekulatdmegd
komplexeket képzett. Néhdny 6rds inkubdlds utin a
radioaktivitdsnak tobb mint 70%-a ilyen komplexek-
ben volt detektilhat6. Ezzel szemben, a muténs t-PA
nem hozott létre ilyen komplexeket; az autoradiogrifi-

I
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dsan detektalt radioaktivitas f6 tdmege a szabad, nem-
lizisalt enzim pozici6jdban maradt. Hasonlé analizist
human vérrel végezve (10. 4bra) a t-PA szintén létreho-
zott ilyen komplexeket, de 100000 és 20000 kozotti
molekulatdmegd komplexeket is képzett. Ugyaniigy,
mint a patkdnyvér esetében, a mutdns t-PA lényegesen
kevesebb 200000-nél nagyobb molekulatdmegi
komplexet hozott 1étre. A 100000 és 200000 kozotti
molekulatdmegi protedz komplexek még jelen voltak.
Ezek az eredmények arra mutatnak, hogy a muténst
nem inlizisaljsk a proteiniz inhibitorok, amelyek
200000-nél nagyobb molekulatdmeggel képeznek
komplexeket. A 100000 és 200000 kozditi tartomény-
ban az egyes speciesek kozott eltéréseket figyeltiink
meg mind a t-PA, mind a mutdns t-PA esetében.

4. Fibrin kotés

Kordbban azt kozolték, hogy a t-PA egyes szald és
kettGs szald formai megkdzelitSleg azonos affinitast
mutatnak fibrinnel szemben [Rijken és munkatarsai, J.
Biol. Chem. 257, 2920 (1982)]. Az itt leirt vizsgalatban
azonban azt taldltuk, hogy az egyes szali t-PA forma
lényegesen nagyobb affinitdst mutatont a fibrinnel
szemben, mint a kettSs sz4li forma (11. 4bra).

Az Osszes tobbi 275(XYZ) mutdns az EIK-hoz ha-
sonl6 aktivitdst mutat a fibrin-kdtési vizsgélatban.
Meghataroztuk, hogy a fentiek szerint elGéllitott GIK
(G275-t-PA) mutins kisebb fajlagos aktivitdst mutat
ebben a vizsgilatban az RIK-hoz viszonyitva; ez vél-
hetéen egy mdsodik, megel6zS mutéci6 (a 261. amino-
savnal sys helyett tyr) feltételezett jelenléte miatti kon-
forméci6s rendellenességnek tulajdonithat6. A CIK és
KIK mutinsok szintén kisebb aktivitdsokat mutatnak,
mint a vad tipus (RIK), ez vélhetSen bizonyos hibas
feltekeredésnek és bizonyos kettds lanci forma jelenlé-
tének tulajdonithaté.

5. Invive rog lizis

A 2. abra a relativ d6zis-valasz gorbéket mutatja 1-PA
(o) és az EIK muténs (0) esetében. Az adatokat atlag +/-
SEM énékekként adjuk meg, egy csoportban 5 nydl ada-
tait értékelve. Megmértiik a tAvolsdgot a két gorbe kozou
az 50%-os lizis pontn4l, és a t-PA EIK formijanak poten-
cidljat 2,4-szer nagyobbra becsiiltik, mint a nem-mutalt
forméét (RIK). A statisztikusan szignifikins kiilonbséget
025 mg/kg dézisnal érnik el (p<01).

A fentiekbdl vildgosan kitlinik, hogy szokésos vivé3-
anyagokkal és adalékanyagokkal dsszekeverve a talal-
méany szerinti vegyliletek gy6gyszerekként alkalmaz-
haték.

G) Kovetkeztetések

A fenti eredmények azt mutatjdk, hogy a t-PA 275.
maradékanal bekdvetkezett mutdcié hatékonyabb le-
het, mint a természetes forma két kiilon ok miatt:

[. Megnodvekedett specificitds: a t-PA funkcié vizsga-
latai aktivabb/specifikusabb proteinre mutatnak.

2. Lecsokkent in vivo plazma inhibitor kotés: az ilyen
muténsok lecsdkkent in vivo gitldsa a bizonyos
prote4z inhibitorokkal torténd inlizis4l4s csokkené-
sére utal. Ez meg kell hogy engedje az aktiv, nem-
komplex4lt formaban levs t-PA keringését, ezéltal
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lehet6vé téve, hogy a megnévekedett funkcionslis
1-PA feloldjon egy vérrogot.

A t-PA egyes szdli formijinak enzimatikus tulaj-
donsédgai tekintetdben a tudomanyos irodalom ellent-
mondésos. A t-PA funkciGjinak jobb megértése érdeké-
ben homolég proteineket lehet megvizsgalni. Részletes
vizsgélatok folytak a szerin protedzok kozil a tripszin-
nel és kimotripszinnel. A t-PA proteaz tartoménya igen
hasonl6 ezekhez a proteinekhez, és feltehetSen hasonlé
mddon funkeional. A tripszin és kimotripszin funkcié-
jan alapulé mechanizmus alapjan az lenne varhat6,
hogy a t-PA 275 argininjénél a hasadis megakadélyo-
zdsa csak a protedz tartomany funkcionalis jellemz6it
befolyasolja. Ezért meglep6 a mutdnsok megndveke-
dett fibrin affinit4sa,

Fiaggetlenil a sz6banforgé mechanizmus(ok)t6l
(megndvekedett specifitds, a protedz inhibitor kotés
hidnya, megnévekedett fibrin affinitds vagy ezek kom-
binici6ja), amikor egy mutdns esetében in vivo vizs-
galtuk a létrejott, az eret elzdrd vérrog lizisét, azt taldl-
tuk, hogy a mutdns korilbeldil 2,5-szer aktivabb volt,
mint a természetes szekvencidji t-PA. Mint kordbban
részletesen tirgyaltuk, a t-PA egyes sz4ld forméja a rog
helyén kettSs sz4li forméva alakult. Egy ilyen 4talaku-
l4s tonkretenne minden az egyes szald forméval kap-
csolatos elényt. Csak a muténs t-PA képes arra, hogy
mikdzben a fiziol6gias protedzok ketds sz4ld form4ju-
v4 alakitjik, megdrizze a korabbi elSnyoket a rog kép-
z8désének helyén.

A talalminy ismertetése sordn a taldlmany el6nyos
megval6sitdsi médjait irtuk le. Szakember szdméra
azonban nyilvanval6, hogy szdmos véltoztatdsra van
lehetGség, amelyek nem érintik a taldlmany 1ényegét és
igy szintén az oltalmi korbe esnek.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards DNS szekvencia el64llitasira, amely olyan
egyes szili human szdveti plazminogén lizisator mu-
tinst kodol, amelynek a 270-279. aminosav-tartoma-
nyaban legalébb a 275. helyen az eredeti szekvenidtdl
eltér aminosav all, azzal jellemezve, hogy

a 2. 4bra 1-527 aminosavait kédol6, de a 270-279.
aminosavnak megfelel§ tartoményban legalabb a 275.
aminosavnak megfelel§ helyen a 2. 4brén feltiintetettSl
eltérd DNS szekvenciat, amely adott esetben valamely
szignél-peptidet k6dol6 szekvencidval, tovabbd 3°és 5°
nem transzlatélt teriiletet jelentG szekvencidval van ki-
egészitve, onmagaban ismert kémiai és/vagy biotech-
nolégiai médszerekkel alakitjuk ki, el6nydsen a termé-
szetes t-PA-t kédold, 2. dbra szerinti szekvencidnak a
270-279. aminosavnak megfelel$ tartoményéban leg-
alabb a 275. aminosavnak megfelelé CGC kédot pont-
mutdci6val cseréljik ki.

2. Az 1. igénypont szerinti eljdrds DNS szekvencia
el64llitdséra, amely olyan egyes szald huméin szdveti
plazminogén lizisitor mutdnst kédol, amelyben a 275.
helyzetet glicin vagy glutaminsav foglalja el, azzal jel- -
lemezve, hogy a 275. aminosavnak megfelel§ helyen
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CGC helyett valamely glicint vagy glutaminsavat kédo-
16 tripletet tartalmazé DNS szekvenci4t dnmagéban is-
mert kémiai és/vagy biotechnolégiai médszerekkel, el6-
nydsen pontmuticiéval alakitjuk ki.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljirds, azzal
Jjellemezve, hogy a 2. 4bra -35- -1 aminosavainak meg-
feleld szignalpeptidet kodolé szekvencidval kiegészitett
DNS szekvencidt dnmagéban ismert kémiai és/vagy
biotechnoldgiai médszerekkel, elénydsen pontmutacié-
val alakitjuk ki.

4. Az 1-3 igénypontok barmelyike szerinti eljirds, azzal
Jellemezve, hogy a 2. dbra 3’ és 5’ nem transzlatlt teriiletet
jelent6 szekvencidival kiegészitett DNS szekvenciat on-
magéban ismert kémiai és/vagy biotechnol6giai médsze-
rekkel, el6nydsen pontmuticidval alakitjuk ki.

5. Eljérés vektor el6allitaséra, amely egyes szald hu-
man szdveti plazminogén lizisdtor mutinst kédolé DNS
szekvencidt foglal magdban kifejezésre alkalmas form4-
ban, ahol a nevezett mutansnak a 270-279. helyzetd
tartomédnydaban legalibb a 275. helyzetet valamely mis,
az eredetit6l eltér§ aminosav foglalja el, azzal jellemez-
ve, hogy valamely, 1-4. igénypontok barmelyike szerint
eléllitott szekvenciat
a) megfeleld operdtor rendszerrel egyiitt valamely

vektorba iktatunk, vagy
b) valamely megfelel§ operdtor rendszerrel bir6 vek-
torba iktatunk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljards vektor elGél-
litdséra, mely egyes sz4li huméan széveti plazminogén
lizisitor mutdnst kédolé DNS szekvenciat foglal maga-
ban kifejezésre alkalmas formaban, ahol a nevezett mu-
tdnsban a 275. helyzetet glicin vagy glutaminsav foglal-
ja el, azzal jellemezve, hogy valamely, a 2. igénypont
szerint elGallitort DNS szekvenciét
a) megfeleld operitor rendszemel egyiitt valamely

vektorba iktatunk, vagy
b) valamely megfelelS operdtor rendszerrel bird vek-
torba iktatunk.

7. Eljards prokariéta vagy 4allati sejt- vagy szovette-
nyészet eredetd transzforménsok el@éllitdsira, amelyek
egyes szili humin szoveti plazminogén lizisitor mu-
tans kifejezésére képesek, ahol a nevezett mutdnsnak a
270-279. helyzetd tartomanyaban legalabb a 275. hely-
zetet valamely az eredetitdl eltér§ aminosav foglalja el,
azzal jellemezve, hogy valamely prokari6ta organiz-
must vagy valamely 4llati sejt- vagy szovettenyészet
sejtjeit valamely 5. vagy 6. igénypont szerint el&éllitott
vektorral transzformalunk.
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8. A 7. igénypont szerinti eljdris prokariéta vagy
dllati sejt- vagy szovettenyészet eredetd transzforman-
sok elGallitdsira, amelyek egyes szalii humién szoveti
plazminogén lizisitor muténs kifejezésére képesek, ahol
a nevezett mutdnsban a 275. helyzetet glicin vagy gluta-
minsav foglalja el, azzal jellemezve, hogy valamely pro-
kariéta organizmust vagy valamely allati sejt- vagy szo-
vettenyészet sejtjeit valamely 6. igénypont szerint el64l-
litott vektorral transzformélunk.

9. A 7. vagy 8. igénypont szerinti eljiras prokariéta
eredetil transzformansok elSallitisdra, azzal jellemezve,
hogy valamely prokariéta organizmust transzformi-
lunk.

10. A 9. igénypont szerinti eljards E.coli transzfor-
mansok el6illitisira, azzal jellemezve, hogy valamely
E.coli tdrzset transzformélunk.

11. A 7. vagy 8. igénypont szerinti eljarés allati sejt-
vagy szdvettenyészet eredetd transzformdnsok el64l-
litsdra, azzal jellemezve, hogy valamely éllati sejt-
vagy szdvettenyészet sejtjeit transzformaljuk.

12. A 1L. igénypont szerinti eljdrds kinai horcsdg
petefészek (CHO) eredetd transzforménsok el6al-
litdséra, azzal jellemezve, hogy CHO sejttenyészetet
transzform4lunk.

13. Eljirés egyes szdlt humén szdveti plazminogén
lizisitor mutdns el64llitdsdra, amelynek a 270-279.
helyzetd tartoményéban legaldbb a 275. helyzetet egy,
az eredetitSl eltérS aminosav foglalja el, azzal jellemez-
ve, hogy valamely, 7-12. igénypontok barmelyike sze-
rint elG4llitott prokariéta vagy 4llati sejt- vagy szdvette-
nyészet eredetd transzforménst megfelels tipkdzegben
tenyésztiink, a tenyészetbdl a szoveti plazminogén lizi-
sator mutdnst elkalonitjiik, és kivant esetben a'szignél
szekvencidt lehasitjuk.

14. A 13. igénypont szerinti eljiris egyes szalli sz6-
veti plazminogén lizisdtor muténs el64llitasdra, amely-
ben a 275. helyzetet glicin vagy glutaminsav foglalja el,
azzal jellemezve, hogy valamely, a 8. igénypont szerint
el@allitott transzforménst tenyésztiink.

15. Eljaras szoveti plazminogén lizisitor hatdsi gy6-
gyészati készitmények el6allitdsdra, azzal jellemezve,
hogy valamely 13. vagy 14. igénypont szerint el64llitott
egyes szalli szoveti plazminogén aktivator mutinst va-
lamely gy6gyaszatilag elfogadhaté hordozéval és/vagy
segédanyagokkal dsszekeverve gyégyszerkészitménnyé
alakitunk.
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' P 2?/4. 4bra

GTTCTGAGCACAGGGCTGGAGAGAAAACCTCTGCGAGGAAAGGGAAGGAGCAAGCCGTGA

-35 -30
met asp ala met lys arg gly leu
ATTTAAGGGACGCTGTGAAGCAATGC ATG GAT GCA ATG AAG AGA GGG CTC

=20
Cys cys val leu leu leu cys gly ala val phe val ser pro ser
TGC TGT GTG CTG CTG CTG TGT GGA GCA GTC TTC GTT TCG CCC AGC

=10 1
9ln glu fle his ala arg phe arg arg gly ala arg SER TYR GLN
CAG GAA ATC CAT GCC CGA TTC AGA AGA GGA GCC AGA TCT TAC CAA

10
VAL ILE CYS ARG ASP GLU LYS THR GLN MET ILE TYR GLN GLN HIS
GTG ATC TGC AGA GAT GAA AAA ACG CAG ATG ATA TAC CAG CAA CAT

20 ' 30
GLN SER TRP LEU ARG PRO VAL LEU ARG SER ASN ARG VAL GLU TYR
CAG TCA TGG CTG CGC CCT GTG CTC AGA AGC AAC CGG GTG GAA TAT

‘ 40
CYS TRP CYS ASN SER GLY ARG ALA GLN CYS HIS SER VAL PRO VAL
TGC TGG TGC AAC AGT GGC AGG GCA CAG TGC CAC TCA GTG CCT GTC

50 60
LYS SER CYS SER GLU PRO ARG CYS PHE ASN GLY GLY THR CYS GLN
AAA AGT TGC AGC GAG CCA AGG TGT TTC AAC GGG GGC ACC TGC CAG
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) ZF ébra

CCAGGAACACCCGACTCCTCAAAAGCAAATGAGATCCCGCCTCTTCTTCTTCAGRAGACA
CTGCAAAGGCGCAGTGCTTCTCTACAGACTTCTCCAGACCCACCACACCGCAGAAGCGGG
ACGAGACCCTACAGGGAGAGGGAAGAGTGCATTTTCCCAGATACTTCCCATTTTGGAAGT
TTTCAGGACTTGGTCTGATTTCAGGATACTCTGTCAGATGGGAAGACATGAATGCACACT
AGCCTCTCCAGGAATGCCTCCTCCCTGGGCAGAAGTGGCCATGCCACCETGTTTTCGCTA
AAGCCCAACCTCCTGACCTGTCACCGTGAGCAGCTTTGGAAACAGGACCACAAAAATGAA
AGCATGTCTCAATAGTAAAAGAAACAAGAGATCTTTCAGGAAAGACGGATTGCATTAGAA
ATAGACAGTATATTTATAGTCACAAGGGCCCAGCAGGGCTCAAAGTTGGGGCAGGCTGEC
TGGCCCGTCATGTTCCTCAAAAGCGCECTTGACGTCAAGTCTCCTTCCCCTTTCCCCACT
CCCTGGCTCTCAGAAGGTATTCCTTTTGAGTACAGTGTGTAAAGTGTAAATCCTTTTTCT
TTATAAACTTTAGAGTAGCATGAGAGAATTGTATCATTTGAACAACTAGGCTTCAGCATA
TTTATAGCGATCCATCGTTAGTTTTTACTTTCCGTTGCCACAACCCTGTTTTATACCGTA
CTTAATAAATTCGGATATATTTTTTCACAGTTTTTTCCAAAAAAAAAAAAAA
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