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Sposob produkcie tPA, jeho variantu alebo K2S molekuly a jej variantu odvodenych
z rekombinantnej DNA, DNA molekula, fazovany protein, vektor, prokaryoticka

bunka, hostitelskéa bunka obsahujuce DNA a ich pouZitie

Oblast techniky

Vynalez spadd do oblasti trombolyzy a produkcie derivatu tkanivového
plazminogénového aktivatora (tPA) v prokaryotickych bunkéach.

Vynalez sa tyka spbsobov produkcie tPA odvodeného z rekombinantnej
DNA, jeho variantu alebo (Kringle 2 serin) K2S molekuly alebo jej variantu,
v prokaryotickych bunkach, pricom uvedeny tPA alebo K2S alebo variant sa
vylu€uje extracelularne ako aktivny a spravne poskladany protein, a prokaryoticka
bunka obsahuje a exprimuje vektor obsahujici DNA kédujacu tPA alebo K2S alebo
variant, operativne spojenti s DNA kddujucou signainy peptid OmpA. Vynalez sa
dalej tyka Specifickych K2S derivatov ziskatefnych uvedenym spésobom. Vynalez
sa dalej tyka DNA molekul a pouZitia tychto DNA molekul v uvedenych spdsoboch.

Doterajsi stav techniky

Tkanivovy plazminogénovy aktivator (tPA) je polypeptid obsahujici 527
aminokyselinovych zvySkov (27) s molekulovou hmotnostou 72 kDa. Molekula je
rozdelena na péat Strukturalnych domén. V blizkosti N-koncovej oblasti sa nachadza
sluckova finger doména, za ktorou nasleduje doména rastového faktora. Nasleduju
dve podobné domény, kringle 1 a kringle 2. Tak figer, ako aj kringle 2 doména, sa
Specificky viaZzu na fibrinové zrazeniny, a tym urychluju tPA proteinovi aktivaciu

' naviazaného plazminogénu. Po pride, za kringle 2 sa nachadza serinova protedza
s katalytickym miestom lokalizovanym na C-konci. Serinova proteaza je
zodpovedna za konvertovanie plazminogénu na plazmin, &o je reakcia dolezita pre
homeostazu vytvarania fibrinu rozpustania zrazenin. Spravne poskladanie tPA
vyZaduje spravne sparovanie 17 disulfidovych mostikov v molekule (1).

Klinicky je tPA trombolytické ginidlo zvolené na lieGenie akatneho infarktu

myokardu, pfucnej embdlie, mitvice, periférnej arterialnej okltzie a inych trombo-
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embolickych ochoreni. Vyhodou je, Ze nespdsobuje Ziadne vedrajSie uéinky na
systémové krvacanie a vy&erpanie fibrinogénu (7). Ako zdroj na tPA produkciu na
terapeutické Géely sa najprv pouZivali bowes melanémove bunky (12). KedZe na
klinické pouZitie je potrebny konzistentny proces s ucinnou produkciou vysoko
purifikovaného proteinu s dobrym vytazkom, konstrukcia Gpiného rekombinantného
tPA (r-tPA) smerovala k cicavéim bunkam. Vaje&nikové bunky &inskeho Skrecka sa
transfekovali s tPA génom na syntetizovanie r-tPA (8, 22). Produkt, odvodeny
z rekombinantnej DNA,  produkovany cicavéim  bunkovym kultivaénym
fermentadénym systémom, sa izoloval a purifikoval z kultivacného média. Kvoli
jednoduchosti a ekonomickosti produkcie, sa urobilo mnoZstvo pokusov produkovat
r-tPA z mikroorganizmov, najma z baktérii, a konkréetnejsie z Escherichia coli (10,
13, 30). Vzhladom na nizky vytazok a na vytvaranie inkliznych teliesok, ktoré viedli
k nespravnemu skladaniu a k inaktivnemu enzymu, navrhlo sa mnozstvo stratégii
na prekonanie tychto problémov.

ZvaZovalo sa niekolko delednych mutantnych variatov vratane kringle 2 plus
serinovej proteazy (K2S). Aviak enzymaticka aktivita rekombinantného K23 (r-K2S)
sa ziskala len vtedy, ked sa dosiahli preskladavacie procesy purifikovanych
inkliznych teliesok z cytoplazmatického kompartmentu (16,29). Aby sa zabranilo
tazkopadnym procesom opatovného skladania, necistotam  z nespravne
poskladanych proteinov a dodavaniu proteinov do periplazmy, vyuzivali sa
$pecialne bakteridlne expresné systémy (6, 31). Napriek periplazmaticke; expresii
tPA, nadexpresia viedla k inaktivnym agregatov, aj v relativne vysoko oxidagnym
podmienkam v periplazme.

V predchadzajicom stave techniky sa nachadza niekofko opisov spdsobov
na pripravu rekombinantného K2S v E. coli. AvSak nenachadza sa tam Ziadny opis
spdsobu vediceho k nenakladnému spdsobu produkcie biologicky aktivneho K2S
vo vefkom meradle.

Saito a dal$i (29) opisuju cytoplazmatickl expresiu r-K2S. Autori pouzivajl in
vivo renaturadné procesy pre exprimovany r-K2S, ktory sa purifikuje
z cytoplazmatického priestoru E. coli vo forme inklGznych teliesok. Boehringer
Mannheim pouzZiva podobny tazkopadny denaturaény/preskladavaci proces

zahfiiajuci kroky bunkového $tiepenia, solubilizacie v denaturaénych a redukénych
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podmienkach a reaktivacie v oxidaénych podmienkach v pritomnosti GSH/GSSG,
ktory nie je ekonomicky efektivny (24) avyZaduje mutaciu aminokyselinovej
sekvencie s moznym antigénnym potencialom.

V roku 1991 Waldenstrém a dalsi (34) skonStruovali vektor (pEZZK2P) na
sekréciu kringle 2 plus serinovej proteazovej domény do E. coli kultivaéného
supernatantu. Na odstranenie ZZ fazovaného peptidu 2z IgG-Sepharose
purifikovanej frakcie sa pouzil hydroxylamin. Pouzitie Stiepiaceho ¢inidla
hydroxylaminu vyZadovalo modifikaciu Stiepnych miest kringle 2 plus serinovej
proteazy (Asn'’’ Ser a Asn'®*0GlIn), &im sa zabrafiovalo $tiepeniu hydroxylaminu.
Avsak vysledna nenativna, nespravne poskladana K2S molekula nie je vhodna na
terapeutické ucely. Nebola opisana Ziadna enzymaticka aktivita tykajica sa fibrin
viazucej/proteazovej aktivity. Nezvycajna sekvencia mbze aj aktivovat humanny
imunitny systém.

TakZe problémom, ktory rieSi predloZzeny vynalez, bolo poskytnutie komeréne
aplikovatefného spdsobu na produkciu tPA molekul a ich derivatov, napr. K2S, kde
K2S je molekula vyluovana vo svojej biologicky aktivnej forme do kultivaéného

supernatantu, vo velkom meradle.

Podstata vynalezu

Problém bol vyrieSeny v rozsahu narokov a opisu predlozeného vynalezu.

PouZitie jednotného alebo mnozného €isla v narokoch alebo v opise Ziadnym
spOsobom nie je mienené ako obmedzujice a zahfiia aj druhu z foriem.

Podstatou vynalezu je spdsob produkcie tkanivového plazminogénového
aktivatora (tPA) odvodeného zrekombinantnej DNA, tPA variantu, Kringle 2
serinovej protedazovej molekuly (K2S) alebo K2S variantu v prokaryotickych
bunkach, kde uvedeny tPA, tPA variant, K2S molekula alebo K2S variant sa
vylu€uju extracelularne ako aktivny a spravne poskladany protein, pricom tento
spésob spoéiva vtom, Ze prokaryotickda bunka obsahuje a exprimuje vektor
obsahujuci DNA kédujucu uvedeny tPA, tPA variant, K2S molekulu alebo K2S
variant, operativne spojentd s DNA kodujucou signalny peptid OmpA alebo jeho

funkCny derivat.
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Je prekvapujuce, Ze pouZitie signaineho peptidu OmpA, samotného a/alebo
v kombinacii s N-koncovymi aminokyselinami SEGN (sekv. ¢. 9)/SEGNSD (sekv. C.
10), translokuje tPA odvodeny z rekombinantnej DNA, tPA variant, K2S molekulu
alebo K2S variant do vonkajSieho priestoru a ufah&uje vyluCovanie funkcnej
a aktivnej molekuly do kultivatného média vo vaésom rozsahu ako akakolvek ina
metdéda z predchadzajiceho stavu techniky. V sulade so spdsobom podfa
predlozeného vynalezu sa rekombinantny DNA protein, pred tym, ako prejde cez
vonkaj$iu membranu, spravne posklada. Signalny peptid sa odstiepi, aby sa
vyprodukovala zreld molekula. Je zaujimavé, Ze Ucinnost odstranenia signalneho
peptidu je velmi vysoka a vedie k spravnemu poskladaniu proteinu odvodeného
z rekombinantnej DNA.

Uvedeny signalny peptid OmpA interaguje so SecE aje dodavany cez
vnutornd membranu prostrednictvom energie generovanej prostrednictvom SecA,
ktory sa viaze na Sec komponenty (SecE-SecY). SecY vytvara sekre¢ny pér na
odoslanie proteinu odvodeného z rekombinantnej DNA podfa vynalezu. V priestore
v Gram-negativnych baktériach medzi vonkajSou a vniGtornou membranou,
v periplazme, s vysoko oxidative podmienky v porovnani s cytoplazmatickym
priestorom. Toto podporuje formovanie disulfidovych vézieb a spravne skladanie
proteinu odvodeného z rekombinantnej DNA (napr. K2S) v periplazme, ¢im sa ziska
aktivna molekula. Podla predlozeného vynalezu sa signainy peptid odstiepi, aby sa
vytvorila zreld molekula. Komplex GspD sekretinu a GspS lipoproteinu na vonkajsej
membrane slizi ako prepustaci kanal na vyluCovanie proteinu odvodeneho
z rekombinantnej DNA podrfa vynalezu do extracelularneho média. Tento sekrecny
proces vyZaduje energiu, ktora je generovana v cytoplazme prostrednictvom GspE
nukleotid viaZuceho proteinu, potom transformovana na vnutorny membranovy
protein (Gsp G-J, F a K-N). GspC prenasa energiu na GspD vytvaranim krizového
spojenia medzi sadou vnatornych membranovych proteinov (Gsp G-J, F a K-N)
aGspD. Pred uspesnym prekroenim membrany sa protein odvodeny
z rekombinantnej DNA sprave posklada.

V stlade s vyndlezom znamena vyraz operativne spojeny to, Ze DNA
kodujuca tPA, tPA variant, K2S molekulu alebo K2S variant (vyhodne obsahujuci
nukleovt kyselinu kédujicu SEGN alebo SEGNSD vo svojej N-koncovej Casti) je
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klonovana do tesnej blizkosti OmpA DNA do vektora, aby sa dosiahla expresia
OmpA-tPA, -tPA variant, -K2S molekula alebo -K2S variant fuzovaného proteinu
apriama sekrécia mimo prokaryotickl hostitelskii bunku. Typicky, sa vyluéuje
vacsina tPA, tPA variantu, K2S molekuly alebo K2S variantu a méze sa potom
purifikovat vhodnymi metédami, ako napriklad precipitaciou so siranom amoénnym
a/alebo afinitnou chromatografiou a dal§imi purifikaénymi krokmi. Vynélez zahffia aj
pouzitie induktorov, ako napriklad IPTG alebo IPTG v kombinacii s glycerolom,
zlepSenie inkubalnych podmienok a izolagdnej periddy, aby sa maximalizovalo
mnoZstvo aktivneho proteinu.

Vo vyhodnom uskuto¢neni méZe byt uvedena DNA kédujlica OmpA signalny
peptid fluzovana s kratkym peptidom charakterizovanym aminokyselinovou
sekvenciou SEGN alebo SEGNSD alebo kédujucou nukleokyselinovou sekvenciou
TCTGAGGGAAAC (sekv. ¢&. 20) alebo sekvenciu TCTGAGGGAAACAGTGAC
(sekv. €. 1), ktory mozZe byt lokalizovana na N-koncovej ¢asti alebo na N-koncovej
Casti tPA, tPA variantu, K2S molekuly alebo K2S variantu. Takze vyhodne, uvedeny
fuzovany protein obsahuje OmpA-SEGNSD-tPA, -tPA-variant, -K2S-molekula alebo
-K2S-variant. ESte vyhodnejSie moézu uvedené aminokyseliny, charakterizované
sekvenciou SEGN alebo SEGNSD, niest bodovi mutaciu alebo mézu byt
substituované inou ako prirodzenou aminokyselinou. Este vyhodnejSie sa mébze
medzi OmpA a SEGN alebo SEGNSD a tPA, tPA variantom, K2S molekulou alebo
K2S variantom nachadzat aminokyselinovy alebo iny ako aminokyselinovy
oddelovac.

Takze vo vyhodnom spdsobe podfa vynalezu uvedena prokaryoticka bunka
obsahuje a exprimuje vektor obsahujuci DNA kéduijticu uvedeny tPA, tPA variant,
K2S molekulu alebo K2S variant operativne spojeny s DNA kddujucou signalny
peptd OmpA, ktory je operativne spojeny s nukleokyselinovou molekulou
definovanou sekvenciou TCTGAGGGAAACAGTGAC alebo jej funkénym derivatom.

Sposob podla vynalezu zahffia prokaryotické hostitelské bunky, ako
napriklad, ale bez obmedzenia na Escherichia coli (E. coli), Bacillus subtilis,
Streptomyces, Pseudomonas, napr. Pseudomonas putida, Proteus mirabilis,
Saccharomycess, Pichia alebo Staphylococcus, napr. Staphylococcus carnosus.
Vyhodne su hostitel'skymi bunkami podra vynalezu Gram-negativne baktérie.
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Vyhodne je spdsob podla vynalezu charakteristicky tym, Ze prokaryotickou
bunkou je E. coli, Vhodné kmene zahffiajd, ale nie si obmedzene na E. coli XL-1
blue, BL21(DE3), JM109, DH série, TOP10 a HB101.

Vyhodne je spdsob podfa vynalezu charakteristicky aj uskutocriovanim
nasledujucich krokov:

a) DNA koédujica tPA, tPA variant, K28 molekulu alebo K2S variant sa
amplifikuje prostrednictvom PCR;

b) PCR produkt sa purifikuje;

c) PCR produkt sa zagleni do vektora obsahujiceho DNA kodujucu OmpA
signalny peptid a DNA kédujacu gplll, takym spésobom, Zze PCR produkt je
operativne pripojeny pred DNA koédujicu OmpA signalnu sekvenciu a za
DNA kédujucu gplll, v uvedenom vektore;

d) stop kodoén je zatleneny medzi tPA, tPA variant, K2S molekulu alebo K2S
variant a gplll; A

e) uvedeny vektor sa exprimuje prokaryotickou bunkou;

f) tPA, tPA variant, K2S molekula alebo K28 variant sa purifikujd.

V kroku a) podfa vynalezu je doleZita volba/navrh primerov na to, aby sa
klonovala DNA v spravnej polohe a spravnom smere expresného vektora (pozri
priklad 1). TakZe primery, ktorych priklady st uvedené v priklade 1 a na obrazku 4,
predstavuju déleZity predmet predloZzeného vynalezu. Skratkou gpll v kroku c) je
oznadovany protein génu I, ktory sa nachadza najma vo fagemidovych vektoroch.
Stop kodén sa zadlefiuje na to, aby sa zabranilo transkripcii gplil, ¢o eventualne
vedie k vyludovaniu daného tPA, tPA variantu, K28 molekuly alebo K2S variantu.
VyuZit sa méZe akykolvek vhodny spdsob na inzerciu stop kodénu, ako napriklad
miestne $pecificka mutagenéza (napr. Weiner MP, Costa GL (1994) PCR Methods
Appl 4(3): S131-136; Weiner MP, Costa GL, Schoettlin W, Cline J, Mathur E, Bauer
JC (1994) Gene 151(1-2): 119-123, pozri aj priklad 1).

V spdsobe podla vynalezu méze byt pouzity akykolfvek vhodny vektor,
vyhodne je uvedenym vektorom fagemidovy vektor (pozri nizsie).

Vyhodne je spdsob podrfa vynalezu charakteristicky aj tym, Ze tPA, tPA
variant, K2S molekula alebo K2S variant su vybrané zo skupiny, ktora obsahuje
humanny tkanivovy plazminogénovy aktivator (tPA, obrézok 16) alebo fragment,
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funkény variant, alelicky variant, podjednotku, chemicky derivat, fazovany protein
alebo jeho glykozylovany variant. Takéto fragmenty, alelické varianty, funkéné
varianty, varianty zaloZzené na degenerovanosti nukleokyselinového kddu, flizované
proteiny s tPA proteinom podfa vynalezu, chemické derivaty alebo glykozylované
varianty tPA proteinov podla vynalezu moézu zahffiat jednu alebo niekolko
z nasledujucich domén alebo ich podjednotiek alebo variantov:

1. Finger doména (4-50)
Doména rastového faktora (50-87)
Kringle 1 doména (87-176)
Kringle 2 doména (176-262)
Proteazova doména (276-527)

A

Cislovanie/ozna¢ovanie domén je robené v sulade s Genbank pristupovym
Cislom GI 137119 alebo v sulade s publikaciou Nature 301 (5897), 214-221 (1983).

Vyhodnej$ie je sposob podla vynalezu charakteristicky aj tym, Ze tPA, tPA
variant, K2S molekula alebo K2S variant st vybrané zo skupiny, ktora zahfiia
Kringle 2 (4.) plus serinova proteaza (5.) K2S variant ludského tkanivového
plazminogénového aktivatora alebo jeho fragment, funkény variant, alelicky variant,
podjednotku, chemicky derivat, fuzovany protein alebo glykozylovany variant.

Vyhodnejsie je spdsob podfa vynalezu charakteristicky aj tym, Ze vektorom je
fagemidovy vektor obsahujuci DNA kddujucu OmpA signalny peptid a DNA
kodujucu gplil.

VyhodnejSie je sposob podla vynalezu charakteristicky aj tym, Ze vektorom je
pComb3HSS fagemid (pozri aj priklad 1).

VyhodnejSie je spbsob podla vynalezu charakteristicky aj tym, ze DNA
sekvencia obsahuje alebo pozostava z nasledujucej DNA sekvencie kédujucej
OmpA a K2S alebo jej funkeny derivat alebo variant stvisiaci s degenerovanim
nukleotidového kodu:
ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTGGCCCAGGC
GGCCTCTGAGGGAAACAGTGACTGCTACTTTGGGAATGGGTCAGCCTACCGTGGCACGCACA
GCCTCACCGAGTCGGGTGCCTCCTGCCTCCCGTGGAATTCCATGATCCTGATAGGCAAGGTT
TACACAGCACAGAACCCCAGTGCCCAGGCACTGGGCCTGGGCAAACATAATTACTGCCGGAA
TCCTGATGGGGATGCCAAGCCCTGGTGCCACGTGCTGAAGAACCGCAGGCTGACGTGGGAGT
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ACTGTGATGTGCCCTCCTGCTCCACCTGCGGCCTGAGACAGTACAGCCAGCCTCAGTTTCGC
ATCAAAGGAGGGCTCTTCGCCGACATCGCCTCCCACCCCTGGCAGGCTGCCATCTTTGCCAA
GCACAGGAGGTCGCCCGGAGAGCGGTTCCTGTGCGGGGGCATACTCATCAGCTCCTGCTGGA
TTCTCTCTGCCGCCCACTGCTTCCAGGAGAGGTTTCCGCCCCACCACCTGACGGTGATCTTG
GGCAGAACATACCGGGTGGTCCCTGGCGAGGAGGAGCAGAAATTTGAAGTCGAAAAATACAT
TGTCCATAAGGAATTCGATGATGACACTTACGACAATGACATTGCGCTGCTGCAGCTGARAT
CGGATTCGTCCCGCTGTGCCCAGGAGAGCAGCGTGETCCGCACTGTGTGCCTTCCCCCGGCG
GACCTGCAGCTGCCGGACTGGACGGAGTGTGAGCTCTCCGGCTACGGCARGCATGAGGCCTT
GTCTCCTTTCTATTCGGAGCGGCTGAAGGAGGCTCATGTCAGACTGTACCCATCCAGCCGCT
GCACATCACAACATTTACTTAACAGAACAGTCACCGACAACATGCTGTGTGCTGGAGACACT
CGGAGCGGCGGGCCCCAGGCAAACTTGCACGACGCCTGCCAGGGCGATTCGGGAGGCCCCCT
GGTGTGTCTGAACGATGGCCGCATGACTTTGGTGGGCATCATCAGCTGGGGCCTGGGCTGTG
GACAGAAGGATGTCCCGGGTGTGTACACAAAGGTTACCAACTACCTAGACTGGATTCGTGAC
AACATGCGACCG (sekv. €. 2)

VyhodnejSie je spdsob podfa vynalezu charakteristicky aj tym, Ze DNA
sekvencia OmpA obsahuje alebo pozostadva z nasledujucej sekvencie alebo jej
funkéného variantu alebo variantu stvisiaceho s degenerovanim nukleotidového
kodu:
ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTGGCCCAGGC
GGeCC (sekv. &. 3)

Uvedena DNA kdduje nasledujucu OmpA aminokyselinov sekvenciu. OmpA
tak zahfha -aiebo pozostadva =z proteinu, ktory sa vyznaduje nasledujicou
aminokyselinovou sekvenciu alebo jej fragmentom, funkénym variantom, alelickym
variantom, podjednotkou, chemickych derivatom alebo glykozylatnym variantom,
ako sucast vynalezu:

MKKTAIATIAVALAGFATVAQARA (sekv. €. 21)

Netranslatovana oblast mdZe obsahovat regulacny element, ako napr.
transkripénu iniciaéna jednotku (promotor) alebo zosilfiovaé. Uvedenym promotorom
mdéze byt naprikiad konstitutivny, inducibilny alebo vyvojovo kontrolovany prométor.
Vyhodne, bez vyluEenia inych znamych prométorov, konstitutivny promotor
fudského cytomegalovirusu (CMV) a Rous sarkdma virusu (ESV) ako aj Simian

virusu 40 (SV40) a Herpes simplex prométor. inducibilné prométory podfa vynalezu
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zahinaju antibiotikové rezistencné promoétory, promoétory tepelného $oku,
hormonalne inducibilny prométor ,virusu nadoru prsnika“ a metalotioneinovy
promotor. Vyhodné promoétory zahfiiaju T3 prométor, T7 prométor, Lac/aral a LtetO-
1. '

Vyhodnejsie je spésob podla vynalezu charakteristicky aj tym, Ze pred tPA,
tPA variantovou, K2S molekulovou alebo K2S variantovou DNA sa nachadza lac
promotor a/alebo ribozém viazuce miesto, ako napriklad Shine-Dalgarnova
sekvencia (pozri aj priklad).

VyhodnejSie je spdsob podla vyndlezu charakteristicky aj tym, e DNA
kédujlca tPA, tPA variant, K2S molekulu alebo K2S variant je vybrana zo skupiny
DNA molekul kddujucich aspori 90% aminokyselin 87-527, 174-527, 180-527 alebo
220-527 ludskeho tkanivového plazminogénového aktivatorového proteinu.

VyhodnejSie je spésob podlfa vynalezu charakteristicky aj tym, e DNA
sekvencia K2S zahffia alebo pozostava z nasledujicej sekvencie:
TCTGAGGGAAACAGTGACTGCTACTTTGGGAATGGGTCAGCCTACCGTGGCACGCACAGCCT
CACCGAGTCGGGTGCCTCCTGCCTCCCGTGGAATTCCATGATCCTGATAGGCAAGGTTTACA
CAGCACAGAACCCCAGTGCCCAGGCACTGGGCCTGGGCAAACATAATTACTGCCGGAATCCT
GATGGGGATGCCAAGCCCTGGTGCCACGTGCTGAAGAACCGCAGGCTGACGTGGGAGTACTG
TGATGTGCCCTCCTGCTCCACCTGCGGCCTGAGACAGTACAGCCAGCCTCAGTTTCGCATCA
AAGGAGGGCTCTTCGCCGACATCGCCTCCCACCCCTGGCAGGCTGCCATCTTTGCCAAGCAC
AGGAGGTCGCCCGGAGAGCGGTTCCTGTGCGGGGGCATACTCATCAGCTCCTGCTGGATTCT
CTCTGCCGCCCACTGCTTCCAGGAGAGGTTTCCGCCCCACCACCTGACGGTGATCTTGGGCA
GAACATACCGGGTGGTCCCTGGCGAGGAGGAGCAGAAATTTGAAGTCGAAAAATACATTGTC
CATAAGGAATTCGATGATGACACTTACGACAATGACATTGCGCTGCTGCAGCTGAAATCGGA
TTCGTCCCGCTGTGCCCAGGAGAGCAGCGTGGTCCGCACTGTGTGCCTTCCCCCGGCGGACT
TGCAGCTGCCGGACTGGACGGAGTGTGAGCTCTCCGGCTACGGCAAGCATGAGGCCTTGTCT
CCTTTCTATTCGGAGCGGCTGAAGGAGGCTCATGTCAGACTGTACCCATCCAGCCGCTGCAC
ATCACAACATTTACTTAACAGAACAGTCACCGACAACATGCTGTGTGCTGGAGACACTCGGA
GCGGCGGGCCCCAGGCAAACTTGCACGACGCCTGCCAGGGCGATTCGGGAGGCCCCCTGGTG
TGTCTGAACGATGGCCGCATGACTTTGGTGGGCATCATCAGCTGGGGCCTGGGCTGTGGACA
GAAGGATGTCCCGGGTGTGTACACAAAGGTTACCAACTACCTAGACTGGATTCGTGACAACA
TGCGACCGTGA (sekv. €. 4)
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Predlozeny vynalez sa tyka aj variantov vy3Sie uvedenych nukleo-
kyselinovych molekul suvisiacich s degeneraciou kodu alebo ich fragmentov,
nukleovych kyselin, ktoré hybridizuji s uvedenymi nukleovymi kyselinami v prisnych
podmienkach, alelickych alebo funkénych variantov. Vynélez sa tyka aj nukleovych
kyselin obsahujucich uvedeni K2S nukieovd kyselinu fuzovana s nukieovou
kyselinou kédujacou ind proteinovd molekulu.

Pod prisnymi podmienkami priemerny odbornik v oblasti rozumie, Ze sU
zvolené tak, aby zabezpedili viac ako 85%, vyhodne viac ako 90% homologiu
(Sambrook a dalsi, 1989; Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vyd. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York). Hybridizacia sa bude uskutoéiiovat napriklad v 6x SSC/ 5x
Denhardtov roztok/ 0,1% SDS (SDS: dodecylsulfat sodny) pri 65 °C. Stupen
prisnosti je uréeny premyvacim krokom. TakZe naprikiad na selekciu DNA sekvencii
s priblizne 85% alebo vy$$ou homolégiou si vhodné podmienky 0,2 x SSC/ 0,01%
SDS/ 65 °C a na selekciu DNA sekvencii s priblizne 90% alebo vy$Sou homolb6giou
st vhodné podmienky 0,1x SSC/ 0,01% SDS/ 65 °C. Zlozenie uvedenych reakénych
ginidiel je opisané v Sambrook a dalsi (1989, supra).

Inou dbleZitou suéastou predlozeného vyndlezu je variant fudskeho
tkanivového plazminogénového aktivatora obsahujlci alebo pozostavajuci z Kringle
2 (4.) plus serinového protedzového (5.) (skratka K2S) proteinu alebo jeho variantu
alebo fragmentu, funk&ného variantu, alelického variantu, podjednotky, chemickeho
derivatu, fuzovaného proteinu alebo glykozylovaného variantu. Domeny sa
gisluji/oznaduju v stlade s Genbank pristupovym Cislom Gl137119 alebo
s publikaciou Nature 301 (5897), 214-221 (1983), kde Krigle 2 domena zahfia
aminokyseliny 176-262 a proteazova doména aminokyseliny 276-527. Takze podla
vynalezu mdze vyhodne K2S molekula zahfiat aminokyseliny 176-527 vratane
aminokyselin medzi Kringle 2 a protedzou (aminokyseliny 263 az 275; ilustrované
na obrazku ? (Struktura A)). K2S molekula podla vynalezu obsahuje minimalnu cast
Kringle 2 domény a protedzovej domény, ktora si este zachovava proteazovu
aktivitu a fibrin viaZucu aktivitu (priklad merania je uvedeny v opise/priklade). K2S
molekula podla vynalezu obsahuje aminokyseliny SEGN alebo SEGNSD na svojom

N-konci (pozri niz8ie). Vyhodna K2S molekula neobsahuje aminokyseliny 1 aZ 3
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alebo 1 az 5 tPA molekuly. Vyhodne, K2S molekula podfa vynalezu ma
aminokyselinu Asn v polohach 177 a 184, tzn. nevyzaduje modifikacie opisané
Waldenstréomom na zlepSenie produkovatefnosti spésobom podfa vynalezu. Takze
vyhodna K2S molekula podfla vynalezu ma nativhu aminokyselinovi sekvenciu (bez
mutacie) na rozdiel od molekdl znamych zdoterajSieho stavu techniky.
NajvyhodnejSie, K2S molekula podla vynalezu je molekula, ktora je charakteristicka
prirodzenou aminokyselinovou sekvenciou alebo jej ¢astou, pricom neobsahuje ani
aminokyseliny 1 az 3, ani 1 az 5 z tPA a obsahuje na N-konci aminokyseliny SEGN
alebo SEGNSD na zlepSenie produkovatelnosti a/alebo spravneho skladania
molekuly.

Nevyhnutné je, aby K2S protein podfa vynalezu obsahoval vo svojej N-
koncovej €asti peptid, vyznacujuci sa aminokyselinovou sekvenciou SEGN, ktora
vyhodne umoziiuje komerénl produkciu so spésobom opisanym vyssie, vedlcim
k spravne poskladanému vyluCovanému K2S proteinu. Uvedené 4 aminokyseliny
charakteristické s SEGN mdzu mat o jednu alebo niekofko aminokyselin viac na
N-konci, av8ak aminokyseliny musia byt umiestnené v N-koncovej &asti oproti
C-koncovej €asti. NajvyhodnejSie st aminokyseliny umiestnené v N-koncovej &asti.
Vyhodne, aminokyseliny charakteristické s SEGN mézu niest miestnu mutaciu
alebo m62u byt substituované inou ako prirodzenou aminokyselinou.

Takze vinom dblezitom uskutoneni sa vyndlez tyka K2S proteinu
vyznadujaceho sa tym, Ze obsahuje aminokyseliny definované sekvenciou SEGN,
alebo jeho variantu alebo fragmentu, funkéného variantu, alelického variantu,
podjednotky, chemického derivatu, fGzovaného proteinu alebo glykozylovaného
Variantu.

Priklady takychto fragmentov su uvedené na obrazku 10 (Struktira B-1)
a obrazku 11 (Struktdra B-2) zahffiajuc aminokyseliny 193-527. Struktira B-1 ma
prirodzent aminokyselinu Cys v polohe 261, zatial ¢o v Strukture B-2 je tato
aminokyselina substituovana so Ser. Dal§ie fragmenty podfa vynalezu obsahujuce
aminokyseliny 220-527 (obrazok 14, Struktura C) alebo obsahujice aminokyseliny
260-527 (obrazok 15, Struktura D) mézu byt modifikované v stlade s vynalezom
prostrednictvom pridania aminokyselin SEGN a/alebo substiticiou Cys-262 so Ser.
Priemerny odbornik v oblasti méze uréit minimalnu dizku K2S molekuly podla
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vynalezu, aby si zachovala biologicku funkciu, a méZe generovat K2S molekulu so
zlepSenou  produkovatelnostou afalebo zlepSenym  spravnym  skladanim
prostrednictvom pridania aminokyselin SEGN do N-koncovej casti. TakZze inym
vyhodnym uskuto&nenim je uvedend minimélna K28 molekula so SEGN vo svojej
N-koncovej ¢asti.

V inom délezitom uskutodneni sa vynalez tyka K2S proteinu vyznacujuceho
sa tym, Ze obsahuje aminokyseliny definované sekvenciou SEGNSD, alebo jeho
variantu alebo fragmentu, funk&ného variantu, alelického variantu, podjednotky,
chemického derivatu, fuzovaného proteinu alebo glykozylovaného variantu. Priklady
takychto fragmentov st uvedené na obrazku 12 (8truktra B-3) aobrazku 13
(8truktura B-4) zahffiajuc aminokyseliny 191-527. Struktara B-3 ma prirodzenu
aminokyselinu Cys v polohe 261, zatial ¢o v $trukture B-4 je tato aminokyselina
substituovana so Ser. Dalsie fragmenty podfa vynalezu obsahujice aminokyseliny
220-527 (obrazok 14, Struktura C) alebo obsahujuce aminokyseliny 260-527
(obrazok 15, &truktara D) moézu byt modifkované vsllade s vynalezom
prostrednictvom pridania aminokyselin SEGNSD a/alebo substitticiou Cys-262 so
Ser. Priemerny odbornik v oblasti méze urcit minimalnu dizku K2S molekuly podla
vynalezu, aby si zachovala biologickl funkciu, a méZe generovat K2S molekulu so
zlepSenou produkovatefnostou a/alebo  zlepSenym  spravnym skladanim
prostrednictvom pridania aminokyselin SEGNSD do N-koncovej Casti. TakZze inym
vyhodnym uskutoénenim je uvedend minimélna K2S molekula so SEGNSD vo
svojej N-koncovej Casti.

Iné vyhodnej$ie uskuto&nenie predloZzeného vynalezu sa tyka K2S proteinu
obsahujlceho protein, vyznaéujlci sa nasledujicou aminokyselinovou sekvenciou,
alebo jeho variant alebo fragment, funk&ny variant, alelicky variant, podjednotku,
chemicky derivat alebo glykozyla¢ny variant:
SEGNSDCYFGNGSAYRGTHSLTESGASCLPWNSMILIGKVYTAQNPSAQALGLGKHNYCRNP
DGDAKPWCHVLKNRRLTWEYCDVPSCSTCGLRQYSQPQFRIKGGLFADIASHPWQAATFAKH
RRSPGERFLCGGILISSCWILSAAHCFQERFPPHHLTVILGRTYRVVPGEEEQKFEVEKYIV
HKEFDDDTYDNDIALLQLKSDSSRCAQESSWRTVCLPPADLQLPDWTECELSGYGKHEALS
PFYSERLKEAHVRLYPSSRCTSQHLLNRTVTDNMLCAGDTRSGGPQANLHDACQGDSGGPLV

CLNDGRMTLVGIISWGLGCGQKDVPGVYTKVTNYLDWIRDNMRP* (sekv. €. 11)
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V stlade s vynalezom * znamena STOP (tzn. je kddovana stop kodénom).
Priklad tejto K28 molekuly je znazorneny na obrazku 8.

Jeden variant K28 molekuly podla vynalezu sa tyka flizovaného proteinu,
ktory pozostava z K2S fuzovanej s inou proteinovou molekulou.

Iné vyhodnejsie uskutotnenie predloZeného vynalezu sa tyka K2S proteinu
pozostavajuceho z proteinu, vyznadujiceho sa nasledujiicou aminokyselinovou
sekvenciou:
SEGNSDCYFGNGSAYRGTHSLTESGASCLPWNSMILIGKVYTAQNPSAQALGLGKHNYCRNP
DGDAKPWCHVLKNRRLTWEYCDVPSCSTCGLRQYSQPQFRIKGGLFADIASHPWOAAIFAKH
RRSPGERFLCGGILISSCWILSAAHCFQERFPPHHLTVILGRTYRVVPGEEEQKFEVEKYIV
HKEFDDDTYDNDIALLQLKSDSSRCAQESSVVRTVCLPPADLQLPDWTECELSGYGKHEALS
PFYSERLKEAHVRLYPSSRCTSQHLLNRTVTDNMLCAGDTRSGGPQANLHDACQGDSGGPLYV
CLNDGRMTLVGIISWGLGCGQKDVPGVYTKVTNYLDWIRDNMRP* (sekv. €. 11)

Uvedené K2S molekuly méZu byt kdodované vyssie opisanou DNA
molekulou.

Iné dbleZite uskutocnenie vynalezu sa tyka DNA molekuly, ktora je
charakteristicka tym, Ze koduje:

a. OmpA protein alebo jeho funk&ny derivat operativne spojeny s
b) DNA molekulou kédujicou polypeptid obsahujuci kringle 2 doménu a serinovi
proteazovi doménu tkanivového plazminogénového aktivatorového proteinu.

VyhodnejSie je DNA molekula podla vynalezu charakteristicka aj tym, ze DNA
sekvencia zahffia alebo pozostava z nasledujlicej DNA sekvencie kédujicej OmpA
a K28 alebo jej funkéného variantu alebo variantu stvisiaceho s degenerovanostou
nukleotidového kodu:
ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTGGCCCAGGT
GGCCTCTGAGGGAAACAGTGACTGCTACTTTGGGAATGGGTCAGCCTACCGTGGCACGCACA
GCCTCACCGAGTCGGGTGCCTCCTGCCTCCCGTGGAATTCCATGATCCTGATAGGCAAGGTT
TACACAGCACAGAACCCCAGTGCCCAGGCACTGGGCCTGGGCAAACATAATTACTGCCGGAA
TCCTGATGGGGATGCCAAGCCCTGGTGCCACGTGCTGAAGAACCGCAGGCTGACGTGGGAGT
ACTGTGATGTGCCCTCCTGCTCCACCTGCGGCCTGAGACAGTACAGCCAGCCTCAGTTTCGC
ATCAAAGGAGGGCTCTTCGCCGACATCGCCTCCCACCCCTGGCAGGCTGCCATCTTTGCCAA
GCACAGGAGGTCGCCCGGAGAGCGGTTCCTGTGCGGGGGCATACTCATCAGCTCCTGCTGGA
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TTCTCTCTGCCGCCCACTGCTTCCAGGAGAGGTTTCCGCCCCACCACCTGACGGTGATCTTG
GGCAGAACATACCGGGTGGTCCCTGGCGAGGAGGAGCAGAAATTTGAAGTCGAAAAATACAT
TGTCCATAAGGAATTCGATGATGACACTTACGACAATGACATTGCGCTGCTGCAGCTGAAAT
CGGATTCGTCCCGCTGTGCCCAGGAGAGCAGCGTGGTCCGCACTGTGTGCCTTCCCCCGGCG
GACCTGCAGCTGCCGGACTGGACGGAGTGTGAGCTCTCCGGCTACGGCAAGCATGAGGCCTT
GTCTCCTTTCTATTCGGAGCGGCTGAAGGAGGCTCATGTCAGACTGTACCCATCCAGCCGCT
GCACATCACAACATTTACTTAACAGAACAGTCACCGACAACATGCTGTGTGCTGGAGACACT
CGGAGCGGCGGGCCCCAGGCAAACTTGCACGACGCCTGCCAGGGCGATTCAGGAGGCCCCCT
GGTGTGTCTGAACGATGGCCGCATGACTTTGGTGGGCATCATCAGCTGGGGCCTGGGCTETG
GACAGAAGGATGTCCCGGGTGTGTACACAAAGGTTACCAACTACCTAGACTGGATTCGTGAC
AACATGCGACCG (sekv. €. 2)

Uvedend DNA molekula kéduje nasledujlci fazovany protein pozostavajaci
z OmpA a K2S. Uvedeny fuzovany protein zOmpA a K2S sa vyznacuje tym, Ze
zahffia alebo pozostava zproteinu charakteristického nasledujucou amino-
kyselinovou sekvenciou, alebo jeho fragmentu, funkéneho variantu, alelickeho
variantu, podjednotky, chemického derivatu alebo glykozylaéného variantu, ktory
tvori délezitu Cast’ predlozeného vynalezu:
MKKTAIAIAVALAGFATVAQAASEGNSDCYFGNGSAYRGTHSLTESGASCLPWNSMILIGKV
YTAQNPSAQALGLGKHNYCRNPDGDAKPWCHVLKNRRLTWEYCDVPSCSTCGLRQYSQPQFR
IKGGLFADIASHPWQAAIFAKHRRSPGERFLCGGILISSCWILSAAHCFQERFPPHHLTVIL
GRTYRVVPGEEEQKFEVEKYIVHKEFDDDTYDNDIALLQLKSDSSRCAQESSVVRTVCLPPA
DLQLPDWTECELSGYGKHEALSPFYSERLKEAHVRLYPSSRCTSQHLLNRTVTDNMLCAGDT
RSGGPQANLHDACQGDSGGPLVCLNDGRMTLVGIISWGLGCGQKDVPGVYTKVTNYLDWIRD
NMRPG (sekv. €. 8)

Iné vyhodné uskutoCnenie vynalezu sa tyka DNA molekuly podfa vynalezu,
ktora je charakteristicka tym, Ze DNA sekvencia b) kdduje aspor 90% aminokyselin
87-527 ludského tkanivového plazminogénového aktivatorového proteinu (tu
pouzité Cislovanie zodpoveda Gl 137119 alebo Nature 301 (5897) 214-221 (1983).

Iné vyhodné uskutoénenie vynalezu sa tyka DNA molekuly podfa vynalezu,
ktora je charakteristicka tym, ze DNA sekvencia b) koéduje aspofi 90% aminokyselin

174-527 fudského tkanivového plazminogénového aktivatorového proteinu.
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Iné vyhodné uskutognenie vynalezu sa tyjka DNA molekuly podia vynalezu,
ktora je charakteristicka tym, Zze DNA sekvencia b) kéduje aspon 90% aminokyselin
180-527 fudského tkanivového plazminogénového aktivatorového proteinu.

Iné vyhodné uskutoCnenie vynalezu sa tyka DNA molekuly podla vynalezu,
ktora je charakteristicka tym, ze DNA sekvencia b) koduje aspori 90% aminokyselin
220-527 fudského tkanivového plazminogénového aktivatorového proteinu.

Iné vyhodné uskutoénenie vynalezu sa tyka DNA molekuly podfa vynélezu,
kiora je charakteristicka tym, Ze DNA sekvencia a) hybridizuje v prisnych
podmienkach s nasledujucou sekvenciou:
ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTGGCCCAGGC
GGCC (sekv. €. 3)

Iné vyhodné uskutoCnenie vynalezu sa tyka DNA molekuly podfa vynalezu,
ktora je charakteristickda tym, Ze DNA sekvencia a) pozostava z nasledujuce;j
sekvencie:
ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTGGCCCAGGC
GGCC (sekv. ¢. 3)

Iné vyhodné uskutoCnenie vynalezu sa tyka DNA molekuly podla vynalezu,
ktord je charakteristickd tym, Ze DNA sekvencia b) hybridizuje v prisnych
podmienkach s nasledujicou sekvenciou:
TCTGAGGGAAACAGTGACTGCTACTTTGGGAATGGGTCAGCCTACCGTGGCACGCACAGCCT
CACCGAGTCGGGTGCCTCCTGCCTCCCGTGGAATTCCATGATCCTGATAGGCAAGGTTTACA
CAGCACAGAACCCCAGTGCCCAGGCACTGGGCCTGGGCAAACATAATTACTGCCGGAATCCT
GATGGGGATGCCAAGCCCTGGTGCCACGTGCTGAAGAACCGCAGGCTGACGTGGGAGTACTG
TGATGTGCCCTCCTGCTCCACCTGCGGCCTGAGACAGTACAGCCAGCCTCAGTTTCGCATCA
AAGGAGGGCTCTTCGCCGACATCGCCTCCCACCCCTGGCAGGCTGCCATCTTTGCCAAGCAC
AGGAGGTCGCCCGGAGAGCGGTTCCTGTGCGGGGGCATACTCATCAGCTCCTGCTGGATTCT
CTCTGCCGCCCACTGCTTCCAGGAGAGGTTTCCGCCCCACCACCTGACGGTGATCTTGGGCA
GAACATACCGGGTGGTCCCTGGCGAGGAGGAGCAGAAATTTGAAGTCGAAAAATACATTGTC
CATAAGGAATTCGATGATGACACTTACGACAATGACATTGCGCTGCTGCAGCTGAAATCGGA
TTCGTCCCGCTGTGCCCAGGAGAGCAGCGTGGTCCGCACTGTGTGCCTTCCCCCGGCGGACT
TGCAGCTGCCGGACTGGACGGAGTGTGAGCTCTCCGGCTACGGCAAGCATGAGGCCTTGTCT
CCTTTCTATTCGGAGCGGCTGAAGGAGGCTCATGTCAGACTGTACCCATCCAGCCGCTGCAC
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ATCACAACATTTACTTAACAGAACAGTCACCGACAACATGCTGTGTGCTGGAGACACTCGGA
GCEGCGGGCCCCAGGCAAACTTGCACGACGCCTGCCAGGGCGATTCGGGAGGCCCCCTGGTG
TGTCTGAACGATGGCCGCATGACTTTGGTGGGCATCATCAGCTGGGGCCTGGGCTGTGGACA
GAAGGATGTCCCGGGTGTGTACACAAAGGTTACCAACTACCTAGACTGGATTCGTGACAACA
TGCGACCGTGA (sekv. €. 4)

Iné vyhodné uskutognenie vynalezu sa tyka DNA molekuly podfa vynalezu,
ktora je charakteristicka tym, Zze DNA sekvencia b) pozostava z nasledujucej
sekvencie:
TCTGAGGGAAACAGTGACTGCTACTTTGGGAATGGGTCAGCCTACCGTGGCACGCACAGCCT
CACCGAGTCGGGTGCCTCCTGCCTCCCGTGGAATTCCATGATCCTGATAGGCAAGGTTTACA
CAGCACAGAACCCCAGTGCCCAGGCACTGGGCCTGGGCAAACATAATTACTGCCGGAATCCT
GATGGGGATGCCAAGCCCTGGTGCCACGTGCTGAAGAACCGCAGGCTGACGTGGGAGTACTG
TGATGTGCCCTCCTGCTCCACCTGCGGCCTGAGACAGTACAGCCAGCCTCAGTTTCGCATCA
AAGGAGGGCTCTTCGCCGACATCGCCTCCCACCCCTGGCAGGCTGCCATCTTTGCCAAGCAC
AGGAGGTCGCCCGGAGAGCGGTTCCTGTGCGGGGGCATACTCATCAGCTCCTGCTGGATTCT
CTCTGCCGCCCACTGCTTCCAGGAGAGGTTTCCGCCCCACCACCTGACGGTGATCTTGGGCA
GAACATACCGGGTGGTCCCTGGCGAGGAGGAGCAGAAATTTGAAGTCGAAAAATACATTGTC
CATAAGGAATTCGATGATGACACTTACGACAATGACATTGCGCTGCTGCAGCTGAAATCGGA
TTCGTCCCGCTGTGCCCAGGAGAGCAGCGTGGTCCGCACTGTGTGCCTTCCCCCGGCGGACC
TGCAGCTGCCGGACTGGACGGAGTGTGAGCTCTCCGGCTACGGCAAGCATGAGCGCCTTGTCT
CCTTTCTATTCGGAGCGGCTGAAGGAGGCTCATGTCAGACTGTACCCATCCAGCCGCTGCAC
ATCACAACATTTACTTAACAGAACAGTCACCGACAACATGCTGTGTGCTGGAGACACTCGGA
GCGGCGGGCCCCAGGCAAACTTGCACGACGCCTGCCAGGGCGATTCGGGAGGCCCCCTGGTG
TGTCTGAACGATGGCCGCATGACTTTGGTGGGCATCATCAGCTGGGGCCTGGGCTGTGGACA
GAAGGATGTCCCGGGTGTGTACACAAAGGTTACCAACTACCTAGACTGGATTCGTGACAACA
TGCGACCGTGA (sekv. €. 4)

Iné vyhodné uskutoénenie vynalezu sa tyka vektora obsahujiceho DNA
sekvenciu podla vynalezu.

Iné vyhodné uskuto&nenie vynalezu sa tyka vektora podfa vynalezu, v ktorom
sa pred uvedenou DNA sekvenciou nachadza lac prométor a ribozém viazuce
miesto. Vhodné vektory podla vynalezu zahffiaju, ale nie si obmedzené na

virusové vektory, ako napriklad Vaccinia, Semliki-Forest-Virus a Adenovirus,

i B AR AR O [SPPR——— L i e ot i 0 1 EP—



-17 -

fagemidové vektory a podobne. Vyhodné su tie vektory, ktoré je mozné vyhodne
pouzit v E. coli, ale aj v akomkolvek inom prokaryotickom hostitefovi, ako napriklad
pPROTet.E, pPROLar.A, ¢lenovia pBAD rodiny, pSE rodiny, pQE rodiny a pCAL.

Iné vyhodné uskuto€nenie vynalezu sa tyka vektora pComb3HSS
obsahujuceho DNA podfa vynalezu, v ktorom je expresia gplll proteinu suprimovana
alebo inhibovana prostrednictvom deletovania DNA molekuly kodujicej uvedeny
gplll protein alebo prostrednictvom stop kodénu umiestneného medzi gén kodujici
polypeptid obsahujici krigle 2 doménu a serinovl proteazovi doménu tkanivového
plazminogénového aktivatorového proteinu a protein génu lil.

Iny dolezity predmet predlozeného vyndlezu sa tyka prokaryotickej
hostitel'skej bunky obsahujicej DNA molekulu podfa vynalezu.

Iny doleZity predmet predlozeného vynalezu sa tyka prokaryotickej
hostitelskej bunky obsahujicej vektor podla vynalezu.

Iny déleZity predmet predloZzeného vynalezu sa tyka E. coli hostitelskej bunky
obsahujucej DNA molekulu podfa vynalezu.

Iny délezZity predmet predloZeného vynalezu sa tyka E. coli hostitef'skej bunky
obsahujacej vektor podla vynalezu.

Este inym ddleZitym predmetom predloZzeného vynalezu je pouzitie DNA
molekuly podfa vynélezu alebo vektora podla vynalezu alebo hostitel'skej bunky
podfa vynalezu v spdsobe vyroby polypeptidu majiceho aktivitu tkanivového
plazminogénového aktivatora.

ESte inym délezitym predmetom predloZzeného vynalezu je pouZitie podria
vynalezu, ako je opisané vyssie, pricom uvedenym spdsobom je spdsob podra
vynalezu.

Inym velmi déleZitym predmetom je farmaceuticky prostriedok obsahujlci
latku, ziskatefni spésobom podfa vynalezu, a farmaceuticky prijatelné excipienty
anosi¢e. Prikladom uvedenej latky je vys$Sie opisana K2S molekula. Vyraz
.farmaceuticky prijatefny nosi¢, tak ako sa pouZiva tu, oznaduje beZné
farmaceutické excipienty alebo aditiva pouzivané vo oblasti farmaceutickej vyroby.
Takéto fyziologicky prijatelné zluc¢eniny =zahfiiaju napriklad uhlovodiky, ako
napriklad glukézu, sacharézu alebo dextrany, antioxidanty, ako napriklad kyselinu

askorbovi alebo glutation, chelataéné cinidla, proteiny s nizkou molekulovou
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hmotnostou alebo iné stabilizatory alebo excipienty (pozri aj napr. Remington’s
Pharmaceutical Sciences (1990, 18. vyd. Mack Publ., Easton.)). Uvedeny
farmaceuticky prostriedok podlfa vynédlezu moéze byt vyhodne podavany
intraven6zne ako bolus, napr. ako jediny bolus 5 az 10 sekdnd, intraven6zne.

Vynalez sa dalej tyka pouZitia latok ziskatefnych spésobom podfa vynalezu
na vyrobu lie¢iva na lieCenie mftvice, srdcového infarktu, akutneho infarktu
myokardu, pfucnej embolie, akejkolvek arterialnej oklGzie, ako napriklad periférne
upchatych artérii, hibokej Zilovej trombozy alebo pribuznych ochoreni suvisiacich
s neZiaducim zrazanim Krvi.

Nasledujici priklad je ureny na napomahanie pochopeniu vynalezu

a Ziadnym spAsobom by nemal byt povazovany z limitujuci rozsah vynalezu.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1: Hodnotenie PCR amplifikaéného produktu K2S génu z p51-3
vektora pouzitim SK2/174 a ASSP primerov. Draha 1 znazoriiuje 1kb marker
(Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). Na drahu 2 bol neneseny 1 pl
amplifikovaného produktu. Zobrazeny je jediny pas s velkostou 1110 bp.
Elektroforéza sa uskuto&iiovala v 1% agarézovom géli.

Obrazok 2: Identifikacia zagleneného K2S génu na 1110 bp (*) po postiepeni
pComb3H-K2S s Sfil sa demonstrovala v drahe 3. Draha 1 znazornuje 1 kb marker.
Na drahu 2 bol naneseny nepostiepeny pComb3H-K2S. Elektroforeza sa
uskutoéfiovala v 1% agarézovom géli.

Obrazok 3: Schéma pComb3H-K2S znéazorfiujuca dve Sfil klonovacie miesta,
do ktorych sa zadlenil K2S gén. Znazornena je aj signalna sekvencia (OmpA),
ribozom viaZuce miesto (RIBS), lac prométor a gplll gén.

Obrazok 4: Schematicky diagram mutaného miesta v spojeni medzi K28
a gplll génmi na pComb3H-K2S. Na anelaéné miesto pComb3H-K2S je naviazana
sada mutaénych primerov (MSTPA a MASTPA) obsahujucich modifikované
oligonukleozidy (podgiarknuté). Po uskutoneni cyklickej amplifikacie sa Sfil miesto

(hrubo vyznaé&ené) modifikuje a strati v novo syntetizovanom pase.
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Obrazok 5: Charakterizacia novo syntetizovaného MpComb3H-K2S
prostrednictvom Sfil restrikéného enzymu. Jediny 4319bp pas, ktory oznaéuje jediné
stiepne miesto MpComb3H-K2S, sa pozoroval na drahe 3. Nebolo mozné
vizualizovat Ziadny 1110bp K2S pas. Draha 1 znazorfiuje 1kb marker. Na drahu 2
sa naniesol nepostiepeny MpComb3H-K2S. Elektroforéza sa uskutodfiovala v 1%
agar6zovom géli.

Obrazok 6: Identifikacia imunologicky reaktivneho pasu s proteinom
odvodenym  z rekombinntnej DNA, purifikovanym z XM[K2S] kultivaéného
supernatantu, s ovéou anti-tPA protilatkou konjugovanou s HRP. Na drahu 1 sa
nanieslo 40 ng Standardného melanémového tPA (86/67), ktory vykazoval 70kDa
reaktivny pas. Ciasto&ne purifikované koncentrované kultivaéné supernatanty
z netransformovaného E. coli XL-1 Blue a XM[K2S] sa aplikovali na drahu 2,
respektive 3. RozliSeny reaktivny pas bol demonstrovany najma v drahe 3 na 39
kDa.

Obrazok 7: Determinacia molekulovej hmotnosti extracelularneho r-K2S
nesuceho aktivnu serinovl proteazovi doménu prostrednictvom kopolymerizovanej
plazminogénovej polyakrylamidovej gélovej elektroforézy. Draha 1 obsahuje
oznaCené Standardy molekulovej hmotnosti (x10%), SDS-6H (Sigma, Saint Louis,
MO). 50 ug kultivaéného supernatantu z XL-1 Blue, XL-1 Blue transformovaného
s pComb3HSS, az XM[K2S] kultivaného supernatantu, precipitovaného s 55%
nasytenym siranom aménnym, sa nanieslo na drahu 2, 3, respektive 4. Draha 5
obsahovala 50 mIU $tandardného melanémového tPA (86/670). Priesvitné zony
postiepeného plazminogénu v polyakrylamidovom géli su viditelné len v drahe 4, na
molekulovej hmotnosti 34 a 37 kDa (B), a v drahe 5, na molekulovej hmotnosti 66
a 72 kDa (A).

Obrazok 8: Struktura A (sekv. €. 11): Nativna K2S molekula z aminokyselin
174-527 bez modifikacie.

Obrazok 9: Struktira B-0 (sekv. &. 12): Nativna K2S molekula z aminokyselin
197-527 bez modifikacie.

Obrazok 10: Strukttra B-0 (sekv. &. 13): K28 molekula z aminokyselin 193-
527, priCom ku S$truktire B-0 podfa obrazku 9 sa pridali na N-koncovU &ast
aminokyseliny SEGN.
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Obrazok 11: Struktura B-2 (sekv. &. 14): K2S molekula z aminokyselin 193-
527, ako na obrazku 10, priom Cys-261 sa zamenil za Ser.

Obrazok 12: Struktara B-3 (sekv. &. 15): K2S molekula z aminokyselin 191-
527, pricom ku Struktire B-0 podfa obrazku 9 sa pridali na N-koncovu ¢ast
aminokyseliny SEGNSD.

Obrazok 13: Struktura B-4 (sekv. &. 16): K2S molekula z aminokyselin 191-
527, ako na obrazku 12, pricom Cys-261 sa zamenil za Ser.

Obrazok 14: Struktura C (sekv. &. 17): Nativna K2S molekula z aminokyselin
220-527 bez modifikacie. Tato molekula mbze byt dalej modifikovand podobnym
spGsobom ako je opisané pre Struktiru B na obrazkoch 10-13.

Obrazok 15: Struktara D (sekv. &. 18): Nativna K2S molekula z aminokyselin
260-527 bez madifikacie. Tato molekula mbze byt dalej modifikovana podobnym
spésobom ako je opisané pre Struktiru B na obrazkoch 10-13.

Obrazok 16: tPA molekula (sekv. ¢. 19).

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1

Materialy a metody
Navrh primeru. Na amplifikaciu Specifickej €asti tPA génu, sa syntetizoval (Life
Technologies, Grand Island, NY) par primerov SK2/174 [5' GAGGAGGAGGT GGC

CCAGGCGGCCTCTGAGGGAAACAGTGAC 3'] (sekv. €. 22)a ASSP [5' GAGGAGGAG

v

CTGGCCGGCCTGGCCCGGTCGCATGTTGTCACG 3' ] (sekv. & 23).Tieto primery sa

navrhli na zaklade ludského tPA génu ziskaného 2NCPI databaz (9137119).
Syntetizovali sa so Sfil koncovymi klonovacimi miestami (podciarknuté) takym

spésobom, aby sa citaci ramec z ATG gplll génu vo fagemidovom vektore,
pComb3HSS, udrziaval cez zaélenenu sekvenciu.

Ind primerova sada na miestne S$pecificki mutagen6zu sa navrhla na
anelovanie na sekvenciu situovani medzi K2S génom a génom |ll v pComb3H-K2S.
Sekvencie primerov s mutovanymi bazami (podCiarknuté) na generovanie nového
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stop kodonu boli: MSTPA [5' ACATGCGACCGTGACAGGCCGGCCAG 3 (sekv. €. 24)
a MASTPA [5' CTGGCCGGCCTGTCACGGTCGCATGT 3 '] (sekv. €. 25).

Amplifikdcia K2S génu prostrednictvom PCR. 1 pg SK2/174 a ASSP
primerov spolu s 50 ng p51-3 templétu (ziskaného od Dr. Hiroshi Sasakiho,
Fujisawa Pharmaceutical, Japonsko) sa supendovalo v 100 ul PCR zmesi. Do
roztoku sa nakoniec pridalo 2,5 U Taq polymerazy (Roche Molecular Biochemicals,
Indianapolis, IN). Titrovany amplifikaény stav sa inicioval skokovym Startom pri 85
°C po&as 4 minat, potom prebiehala denaturacia pri 95 °C 50 sekind, anelovanie pri
42 °C 50 sekiand, predizovanie pri 72 °C 1,5 minaty. Opakovane sa to
uskutocniovalo tridsatpat kol. Zmes sa dalej inkubovala pri' 72 °C 10 minut.
Apmplifikovany produkt s diZkou 1110 bp sa nasledne purifikoval prostrednictvom
QlAquick PCR purifikaéného kitu (QIAGEN, Hilden, Nemecko). Spravnost
purifikovaného produktu sa potvrdila prostrednictvom restrikénych enzymov.

Konstrukcia fagemidu exprimujiceho K2S. Purifikovany PCR produkt K2S
a pCimb3HSS fagemid (laskavo poskytnuty Dr. Carlosom F. Barbasom, Scripps
Institute, USA) sa postiepili s Sfil (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN),
aby s pripravili $pecifické kohézne klonovacie miesta. Styri ug purifikovaného PCR
produktu sa Stiepilo so 60 U Sfil pri 50 °C 18 hodin. Pre pComb3HSS sa 20 pg
fagemidovych vektorov o$etrovalo s 100 U Sfil. Postiepené produkty purifikovaného
PCR produktu K2S a pComb3HSS (priblizne 3300 bp) sa nasledne gélovo
purifikovali prostrednictvom QIAquick gélového extrakéného kitu (QIAGEN, Hilden,
Nemecko). Do zmesi 0,7 nug purifikovaného s Sfil postiepeného pComb3HSS a 0,9
ug purifikovaného s Sfil postiepeného PCR produktu sa pridalo 5 U T4 ligazy
(Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). Ligatna reakéna zmes sa
inkubovala pri 30 °C 18 hodin. Novo skonstruovany fagemid sa oznacil ako
pComb3H-K2S.

Transformacia E. coli XL-1 Blue. Dvesto pl CaCl, kompetentnych E. coli XL-1

Blue (Stratagene, La Jolla, CA) sa transformovalo so 70 ng ligovaného alebo
mutovaného produktu. Transformované bunky sa namnozili prostrednictvom
vysiatia na LB agar obsahujaci 100 pg/ml ampicilinu a 10 ug/ml tetracyklinu (Sigma,

Saint Louis, MO). Po kultivacii pri 37 °C poc¢as 18 hodin sa selektovalo niekolko
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kolonii rezistentnych voci antibiotiku na pripravu plazmidu v minimeradle
prostrednictvom pouzitia alkalickej lyzaénej metédy. Kazdy purifikovany plazmid sa
podrobil analyze na Sfil restrikéné miesto. Transformant nesuci plazmid so
spravnym Sfil restikénym miestom (miestami) sa nasledne mnozil 18 hodin pri 37 °C
v 100 ml LB média s ampicilinom 100 pg/ml a tetracyklinom 10 ug/ml. Uskutognili sa
maxipreparacie plazmidu pouzitim QIAGEN plazmidového maxi kitu (QUAGEN,
Hilden, Nemecko). Purifikovany plazmid sa znova skumal na Specifické restrikéné
miesta prostrednictvom Sfil a sekvenoval sa prostrednictvom AmpliTaqg DNA
polymerazového terminatorového cyklického sekvenagného kitu (The Perkin-Elmer
Corporation, Foster City, CA).

Mieste $pecifickd mutagenéza pComb3H-K2S. 10 ng pComb3H-K2S
templatu sa zmieSalo so 125 ng MSTPA a MASTPA primerov. 2,5 U PfuTurbo DNA
polymerazy (Stratagene, La Jolla, CA) sa pridalo do zmesi na cyklickG amplifikaciu.
Reakcia zacala jednym kolom pri 95 °C 30 s. Potom nasledovalo 16 kél
pozostavajucich z 95 °C 30 s, 55 °C 1 min a 68 °C 9 min. Reakéna skimavka sa
nasledne umiestnila na fad na 2 minaty. Aby sa rozrusili templatové viakna, 10
U Dpnl restikéného enzymu (Stratagene, LA Jolla, CA) sa pridalo do amplifikacnej
reakcie atato sa inkubovala 1 hodinu pri 37 °C. Tento syntetizovany produkt
(MpComb3H-K2S) sa dalej pouzil na transformaciu E. coli XL-1 Blue.

Priprava rekombinantného K2S vystaveného na fagu (phage-display). Potom
ako sa pComb3H-K2S transformoval do XL-1 Blue, uskutofiovala sa fagova
displejova technika. Klon E. coli XL-1 Blue transformovany s pComb3H-K2S sa
mnozil v 10 ml super média obsahujucom ampicilin 100 pg/ml a tetracyklin 10
pug/ml, pri 37 °C pokial sa nedosiahlo O.D. (600 nm) 1,5. Bakterialna kultura sa
nasledne mnozila v 100 mi rovnakého média a kultivovala sa 2 hodiny. Na infekciu
transformovaného E. coli CL-1 Blue sa pouzilo 10'? pfu VCSM13 pomocného faga
(Stratagene, La Jolla, CA). Po troch hodinach inkubovania sa do kultiry pridal
kanamycin v kone¢nej koncentracii 70 pg/ml. Kultira sa nechala pretrepavat (200
ot./min) 18 hodin pri 37 °C. Bakteriofagy, ktoré niesli K2S na gp3 (K2S-¢) sa potom
izolovali prostrednictvom pridania 4% w/v PEG MW 8000 (Sigma, Saint Louis, MO)
a 3% w/v NaCl. Nakoniec sa izolovany fag resuspendoval v2 ml PBS pH 7,4.

ot i AR ot N -
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Pocet fagov sa urcil prostrednictvom infikovanych E. coli XL-1 Blue. Podfa znameho
opisu sa vypodital po€et jednotiek tvoriacich kolénie na mililiter (cfu/ml) (21).

Expresia rekombinantného K2S v trepacich ffaSiach. E. coli XL-1 Blue
transformované s MpComb3H-K2S sa kultivovali v 100 ml super média (3%
hmotn./objem trypton, 2% hmotn./objem kvasinkovy extrakt a 1% hmotn./objem
MOPS) pri pH 7,0 v pritomnosti ampicilinu (100 pg/ml) pri 37 °C az kym sa
nedosiahlo O.D. (600 nm) 0,8. Nasledne sa indukovala proteinova syntéza
prostrednictvom 1 mM IPTG (Promega, Madison, WI). Baktérie sa dalej kultivovali
pretrepavanim (200 ot./min) 6 hodin pri 30 °C. Kultivaény supernatant sa izoloval
a precipitoval s 55% nasytenym siranom aménnym (32). Precipitat sa rekonstituoval
s PBA, pH 7,2 adialyzoval sa vrovnakom timivom roztoku pri 4 °C 18 hodin.
Periplazmatické proteiny z bakteridinych buniek sa extrahovali pouZitim
chloroformového Soku, ako uz bolo opisané v Ames a dalsi (2).

Kvantifikacia rekombinantného K2S imunologickym testom. Na detegovanie
r-K2S sa tuhy podklad pokryl s monoklonalnou protilatkou proti kringle 2 doméne
(16/B) (laskavo poskytnutou Dr. Ute Zachariasom, Central Institute of Molecular
Biology, Berlin-Buch, Nemecko). UskutoCiiovali sa $tandardné ELISA premyvacie
a blokovacie procesy. Do kazdej jamky pokrytej s anti-kringle 2 sa pridavalo
patdesiat ul 10" cfu/ml K2S-¢ alebo sekreéného r-K2S. Detekcia komplexu antigén-
protilatka sa uskutoCfiovala nasledovne. Do kazdej reakénej jamky sa po
premyvacom kroku pridala bud ov¢ia anti-M13 protilatka konjugovana s HRP
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédsko), alebo ovéia anti-TPA protilatka
konjugovana s HRP (Cedarlane, Ontario, Kanada). Do kaZdej jamky sa pridal
substrat TMB a reakcia sa nakoniec zastavila po 30 minutach inkubovania pridanim
H2S804 roztoku. Ako pozitiva kontrola bol pouZity $tandartny melanémovy tPA
86/670 (National Institute for Biological Standards and Control, Hertfordshine, UK).

Test amidolytickej aktivity. Testovaci kit na detekciu tPA amidolytickej aktivity
sa kapil od firmy Chromagenix (MoIndal, Svédsko). Sibstratova zmes obsahujuca
plazminogén a S-2251 sa pouzila na determinaciu serinovej proteazovej
enzymatickej aktivity. Riedenie 10-2 kazdej vzorky precipitovanej s amoniakom sa
testovalo s a bez stimulatora, fudskych fibrinogénovych fragmentov. Testovacia
procedura bola v sulade s COASET t-PA manualom.
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SDS-PAGE aimunobloting. Displejovany precipitat-produkt z kultivaéného
supernatantu sa dalej skoncentroval desatnasobne s centricon 10 (AMICON,
Beverly, MA). Koncentrovana vzorka sa podrobila proteinovej separacii
prostrednictvom SDS-PAGE, pouzitim 15% rozliSovacieho gélu v redukénom
timivom roztoku, a nasledoval elektrobloting na nitrocelulézu. Nitroceluléza sa
potom blokovala so 4% odstredenym mliekom dve hodiny. Na detekciu r-K2S sa na
nitrocelulézu aplikovalo spravne riedenie ovéej anti-tPA protilatky konjugovanej
s HRP. Imuoreaktivny pas sa vizualizoval senzitivnym detekénym systémom,
Ampilified Opti-4CN kit (BIORAD, Hercules, CA).

Kopolymerizovana plazminogénova polyakrylamidova gélova elektroforéza.
11% rozliSovaci polyakrylamidovy gél sa kopolymerizoval s plazminogénom
a zelatinou, ako bolo opisané v Heussen a dal$i (14). Usporiadavaci gél sa pripravil
ako 4% koncentracia bez plazminogénu a Zelatiny. Elektroforéza sa uskuto¢novala
pri 4 °C za konstantného priudu 8 mA. ZvySné SDS v gélovom pase sa odstranilo
miernym pretrepavanim pri iaboratérnej teplote po¢as 1 hodiny v 2,5% Trito X-100.
Potom sa gélovy pas inkuboval v 0,1M zmesi glycin-NaOH, pH 8,3 5 hodin pri 37
°C. Nakoniec sa gélovy pas farbil a odfarbil Standardnym farbiacim systémom
Coomassie brilliant blue (R-250). Poloha peptidu, ktory je nositefom enzymaticke;
aktivity, sa nefarbila farbi¢kou v kontraste s modrym pozadim.

Vysledky

Konstrukcia vektora nesticeho K2S gén. Z vektora p51-3 sme amplifikovali
kringle 2 plus serinovi proteazovu &ast tPA (Ser'™ v kringle 2 doméne az Pro®%
v serinovej proteaze) pouzitim primerov SK2/174 a ASSP. Amplifikovany 1110bp
produkt sa demonstroval prostrednictvom agar6zovej gélovej elektroforézy (obrazok
1, dréha 2) a zaclenil sa do pComb3HSS fagemidu prostrednictvom dvoch Sfil
Stiepnych miest na 5 a 3' koncoch v spravnom ¢itacom ramci. Tak sa generoval
novy vektor, pComb3H-K2S, nesuci K2S. V tomto vektore je K2S ohrani¢ena
spredu (upstream) OmpA signalnou sekvenciou a zozadu (downstream) s gplll.
Spravne zaclenenie K2S sa overilo tak restrikénou analyzou so Sfil (obrazok 2,

draha 3), ako aj PCR analyzou (demonstrovanie jedinym pasom s velkostou 1110
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bp), aDNA sekvenovanim. Schematicky diagram mapy pComb3H-K2S je
znazorneny na obrazku 3.

r-K28 displejovany na fagu. VCSM13 viaknity fag sa pouZil na infekciu E. coli
XL-1 Blue, X[K2S], ktory bol transformovany s pComb3H-K2S. VCSM13 sa mnoZil
a zaclenil K2S-gp3 fazovany protein v priebehu procesov zbalovania virusu.
Izolovany rekombinantny fag (K2S-¢) poskytol koncentraciu 5,4x10"" cfu/ml
determinovan prostrednictvom opatovnej infekcie E. coli XL-1 Blue s PEG-
precipitovanymi fagmi. Expresia r-K2S tymito rekombinantnymi fagovymi &asticami
sa overila prostrednictvom sendviGovej ELISA. Heterologny K2S protein naviazany
na fag bol rozoznévany monoklonalnou anti-kringle 2 protilatkou (16/B) pouzitim
ov€ieho anti-tPA monoklonalneho detekéného systému konjugovaného s HRP.
Absorbancia vtomto teste bola 1,12 + 0,03 (tabulka 1). MnoZstvo K2S
detegovatelné na 10'? fagovych &astic sa rovnalo 336 g proteinu vo vztahu ku
Standardnému melanémovému tPA. Na potvrdenie toho, Ze K2S-gp3 protein bol
spojeny s fagovymi Casticami sa ov¢ia anti-tPA protilatka konjugovana s HRP
nahradila ovCou anti-M13 protilatkou konjugovanou s HRP. Tato imunoreakcia
vykazovala absorbanciu 1,89 + 0,07 (tabulka 1). Na rozdiel od toho, ked
zachytavacou protilatkou bola ovéia anti-M13 protilatka, pozorovala sa extrémne
nizka K2S s ov€ou anti-tPA protilatkou konjugovanou s HRP; absorbancia bola len
0,17 + 0,01 (taburka 1). Toto naznaduje, Ze len minimum purifikovanych fagovych
Castic nieslo K2S-gp3 fuzovany protein. VCSM13 pripraveny z netransformovanych
XL-1 Blue sa pouzil ako negativna kontrola.

Tabulka 1
Detekcia r-K2S molekuly vo fagovom pripravku prostrednictvom sendvicovej ELISA

Stopovacia protilatka (konjugovana s HRP)

Zachytavacia
o Anti-tPA Anti-M13
protilatka
K2S-¢ VCSM13? K2S-¢ VCSM13
Anti-kringle 2° 1,12+ 0,04° 0,12+0,03 1,89+0,02 0,16 +0,02

Anti-M13 0,177+0,01 0,14+0,05 1,91+0,02 1,88+0,03
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# YVCSM13 sa izoloval z XL-1 Blue transformovaného s pComb3HSS.

® pouzita bola my3acia monoklonalna anti-kringle 2 (16/B) protilatka. Ostatné protilatky boli
pripravené z ovéieho imunoglobulinu.

° Hodnota je priemerom absorbancie kazdej vzorky, ktora bola testovana trojmo.

Konstrukcia MpComb3H-K2S. Generovali sme stop kodon medzi K2S a gp3
v pComb3H-K2S pomocou mutagénnych primerov (MSTPA a MASTPA) (obrazok
4). Na obohatenie novo syntetizovaného a mutovaného MpComb3H-K2S sa
¢yklicka amplifikaéna zmes dokladne postiepila s Dpnl, aby sa degradoval stary
dam metylovany pComb3H-K1S templat (Dpn/ preferuje dam metylovand DNA). Po
transformovani E. coli XL-1 Blue s MpComb3H-K2S sa na dalSie Stadium vybral
transformant XM[K2S]. V désledku bp substitucie sa stratilo jedno Sfil Stiepne
miesto v blizkosti 3' konca K2S génu po miestne Specifickej mutagenéze. Linearna
verzia s Sfil poStiepeného MpComb3H-K2S sa pozorovala na 4319 bp bez
objavenia sa fragmentu so zacélenenym K2S génom (obrazok 5, draha 3). Takze
K2S gén kdédovany MpComb3H-K2S sa v XM[K2S] exprimoval ako neflzovany
s gp3.

Expresia a purifikdcia K2S. K2S expresia v XM[K2S] sa indukovala
prostrednictvom IPTG. r-K2S bol detegovatelny pouzZitim ELISA tak v peri-
plazmatickou priestore, ako aj v kultivaénom supernatante. Mnozstvo heterolégneho
proteinu v kazdom pripravku sa determinovalo prostrednictvom sendvicovej ELISA
‘avo vztahu k Standardnému tPA. Zo 100 mi bakteridinej kultiry v pretrepavacej
flasi s O.D. [600 nm] 50 poskytla periplazmaticka frakcia vytazok 1,38 pug r-K2S
(priblizne 32 %), zatial ¢o 2,96 ug r-K2S (priblizne 68 %) sa ziskalo z kultivaéného
supernatantu precipitovaného s amoniakom. SendviCova ELISA sa pouZila na
overenie PEG precipitovaného fagu z VCSM13 infikovaného XM[K2S]. Nedetegoval
sa Ziadny r-K2S zachyteny monokionalnou anti-kringle 2 protilatkou prostrednictvom
anti-M13 protilatky konjugovanej s HRP, z ¢oho vyplyva, Zze K2S sa nenachadzala
vo fagovych Casticiach ak chybal gp3.

Merania amidolytickej aktivity. Ak sa vo vzorke nachadza serinova
proteazova doména, plazminogén sa bude konvertovat na plazmin. Vyprodukovany
plazmin dalej Stiepi S-2251 substrat na farebny produkt, p-nitroanilin, ktory ma
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maximalinu absorbanciu pri 405 nm. Specificka aktivita rekombinantného produktu
je vsulade s absorbanciou. Hodnotila a porovnavala sa na fibrinogéne zavisla
enzymatickd aktivita kazdej vzorky, tzn. K2S-¢, periplazmatického r-K2S alebo
kultivatného supernatantového r-K2S. Tak K2S-9, ako aj periplazmaticky r-K2S
vykazovali znaéne nizku enzymatickl aktivitu, ktora bola nizSia ako citlivost testu
(0,25 1U/ml). Kultivaény supernatantovy r-K2S vykazoval na fibrinogéne zavislu
enzymaticku aktivitu 7 1U/ml. Takze zo 100 ml kultiry sa celkovo ziskalo 700 U
enzymatickej aktivity. Bez fibrinogénu nebola pozorovana ziadna enzymaticka
aktivita r-K2S purifikovaného z kultivaéného supernatantu, zatial ¢o S$tandardny
melanomovy tPA vykazoval ur€ita aktivitu.

Demonstrovanie rekombinantného proteinu prostrednictvom imunoblotingu.
Ciastoéne purifikovany K2S z kultivaéného supernatantu XM[K2S] mal molekulovi
hmotnost 39 kDa pri pouZiti ov&ich anti-tPA protilatok (obrazok 6). Negativna
kontrola, CiastoCne purifikovany kultivaény supernatant netransformovanych XL-1
Blue, neobsahoval Ziadny reaktivny pas s podobnou velkostou.

Lokalizacia aktivneho enzymu prostrednictvom PAGE. Plazminogén sa
kopolymerizoval a imobilizoval so Zelatinou v polyakrylamidovom géli pred elektro-
forézou. Analyzovali sa kultivacné supernatanty precipitované zo siranom aménnym
Z E. coli XL-1 Blue, E. coli XL-1 Blue transformovaného s pComb3HSS a z XM[K2S]
(obrazok 7). V3etky vzorky sa spracovali v neredukujicich podmienkach, aby sa
zachovala spravna konformacia a aktivita serinovej proteazovej domény. Priehfadné
oblasti plazminogénu poStiepeného so serinovou protedzou sa pozorovali len
v kultivatnych supernatantoch, precipitovanych so siranom aménnym, z XM[K2S]
v polohach 34 a 37 kDa. Ostatné vzorky neposkytli Ziadne &isté zény. Draha
pozitivnej kontroly, S$tandardného melanémového tPA, tiez demonstrovala
enzymaticku aktivitu v polohach 66 a 72 kDa.
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Asp

Gly

Gln
285

Arg Asn Pro
15

Arg Arg Leu
30

Gly Leu Arg
Phe Ala Asp
His Arg Arg

80

Ser Ser Cys
95

Pro Pro His
110

Pro Gly Glu
Lys Glu Phe
Leu Lys Ser

160

Thr Val Cys
175

Cys Glu Leu
190

Ser Glu Arg
Cys Thr Ser
Cys Ala Gly

240

Ala Cys Gln
255

Arg Met Thr
270

Lys Asp Val
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Pro Gly Val Tyr Thr Lys Val Thr Asn Tyr Leu Asp Trp Ile Arg Asp
290 295 300

Asn Met Arg Pro
305

<210> 18
<211l> 268
<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: K28 260-527

<400> 18
Ser Cys Ser Thr Cys Gly Leu Arg Gln Tyr Ser Gln Pro Gln Phe Arg
1 5 10 15

Ile Lys Gly Gly Leu Phe Ala Asp Ile Ala Ser His Pro Trp Gln Ala
20 25. 30

Ala Ile Phe Ala Lys His Arg Arg Ser Pro Gly Glu Arg Phe Leu Cys
35 40 45

Gly Gly Ile Leu Ile Ser Ser Cys Trp Ile Leu Ser Ala Ala His Cys
50 55 60

Phe Gln Glu Arg Phe Pro Pro His His Leu Thr Val Ile Leu Gly Arg
65 70 75 80

Thr Tyr Arg Val Val Pro Gly Glu Glu Glu Gln Lys Phe Glu Val Glu
85 90 95

Lys Tyr Ile Val His Lys Glu Phe Asp Asp Asp Thr Tyr Asp Asn Asp
100 105 110

Ile Ala Leu Leu Gln Leu Lys Ser Asp Ser Ser Arg Cys Ala Gln Glu
115 120 125

Ser Ser Val Val Arg Thr Val Cys Leu Pro Pro Ala Asp Leu Gln Leu
130 135 140

Pro Asp Trp Thr Glu Cys Glu Leu Ser Gly Tyr Gly Lys His Glu Ala
145 150 155 160

Leu Ser Pro Phe Tyr Ser Glu Arg Leu Lys Glu Ala His Val Arg Leu
165 170 175



Tyr

Thr

Ala

Cys

225

Leu

Asn

<210>
<211>
<212>

Pro

Asp

Asn

210

Leu

Gly

Tyr

Ser

Asn

195

Leu

Asn

Cys

Leu

19
527
PRT

Ser

180

Met

His

Asp

Gly

Asp
260

Arg

Leu

Asp

Gly

Gln

245

Trp

<213> Homo sapiens

<400> 19

Ser Tyr Gln

1

Gln

Tyr

Lys

Ala

65

Gly

Gly

Cys

His

Cys

Ser

50

Leu

Lys

Ile

Thr

Gln

Trp

35

Cys

Tyr

cys

Ser

Asn
115

val

Ser

20

Cys

Ser

Phe

Cys

Tyr

100

Trp

Ile

Trp

Asn

Glu

Ser

Glu

85

Arg

Asn

Cys

Cys

Ala

Arg

230

Lys

Ile

Cys

Leu

Ser

Pro

Asp

70

Ile

Gly

Ser

Thr

Ala

Cys

215

Met

Asp

Arg

Arg

Arg

Gly

Arg

55

Phe

Asp

Thr

Ser

Ser

Gly

200

Gln

Thr

val

Asp

Asp

Pro

Arg

40

Cys

Val

Thr

Trp

Ala
120
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Gln

185

Asp

Gly

Leu

Pro

Asn
265

Glu

Val

25

Ala

Phe

Cys

Arg

Ser

105

Leu

His

Thr

Asp

Val

Gly
250

Met

Lys

10
Leu
Gln
Asn
Gln
Ala

90

Thr

Ala

Leu
Arg
Ser
Gly
235

val

Arg

Thr
Afg
Cys
Gly
Cys

75
Thr

Ala

Gln

Leu

Ser

Gly

220

Ile

Tyr

Pro

Gln

Ser

His

Gly

60

Pro

Cys

Glu

Lys

Asn
Gly
205
Gly

Ile

Thr

Met

Asn

Ser

45

Thr

Glu

Tyr

Ser

Pro
125

Arg
190
Gly
Pro

Ser

Lys

Ile

Arg

Val

Cys

Gly

Glu

Gly

110

Tyr

Thr

Pro

Leu

Trp

Val
255

Tyr

15

Val

Pro

Gln

Phe

Asp

95

Ala

Ser

val

Gln

val

Gly

240

Thr

Gln

Glu

val

Gln

Ala

80

Gln

Glu

Gly



Arg Arg Pro

Arg

145

Gly

Asn

Ser

Leu

Gly

225

Pro

Asp

Gln

Trp

Phe

305

Ala

Leu

Glu

Asp

Ala

385

Leu

130

Asn

Lys

Ser

Leu

Ile

210

Leu

Trp

Val

Phe

Gln

290

Leu

His

Gly

Val

Asn

370

Gln

Gln

Pro

Asp

Asp

Ala

Arg

Tyr Ser Ser

Asp

Thr

195

Gly

Gly

Cys

Pro

Arg

275

Ala

Cys

Cys

Arg

Glu

355

Asp

Glu

Leu

Cys

180

Glu

Lys

Lys

His

Ser

260

Ile

Ala

Gly

Phe

Thr

340

Lys

Ile

Ser

Pro

165

Tyr

Ser

val

His

Val

245

Cys

Lys

Ile

Gly

Gln

325

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Asp
405

Ile

Asp

150

Glu

Phe

Gly

Tyr

Asn

230

Leu

Ser

Gly

Phe

Ile

310

Glu

Arg

Ile

Leu

Val

390

Trp

Arg

135

Ser

Phe

Gly

Ala

Thr

215

Tyr

Lys

Thr

Gly

Ala

295

Leu

Arg

Val

Val

Leu

375

Val

Thr

Leu

Lys

Cys

Asn

Ser

200

Ala

Cys

Asn

Cys

Leu

280

Lys

Ile

Phe

Val

His

360

Gln

Arg

Glu
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Gly

Pro

Ser

Gly

185

Cys

Gln

Arg

Arg

Gly

265

Phe

His

Ser

Pro

Pro

345

Lys

Leu

Thr

Cys

Leu

Trp

Thr

170

Ser

Leu

Asn

Asn

Arg

250

Leu

Ala

Arg

Ser

Pro

330

Gly

Glu

Lys

Val

Glu
410

Gly

Cys

155

Pro

Ala

Pro

Pro

Pro

235

Leu

Arg

Asp

Arg

Cys

315

His

Glu

Phe

Ser

Cys

395

Leu

Asn

140

Ala

Tyr

Trp

Ser

220

Asp

Thr

Gln

Ile

Ser

300

Trp

His

Glu

Asp

Asp

380

Leu

Ser

His

Val

Cys

Arg

Asn

205

Ala

Gly

Trp

Tyr

Ala

285

Pro

Ile

Leu

Glu

Asp

365

Ser

Pro

Gly

Asn

Phe

Ser

Gly

190

Ser

Gln

Asp

Glu

Ser

270

Ser

Gly

Leu

Thr

Gln

350

Asp

Ser

Pro

Tyr

Tyr

Lys

Glu

175

Thr

Met

Ala

Ala

Tyr

255

Gln

His

Glu

Ser

Val

335

Lys

Thr

Arg

Ala

Gly
415

Cys

Ala

160

Gly

His

Ile

Leu

Lys

240

Cys

Pro

Pro

Arg

Ala

320

Ile

Phe

Tyr

Cys

Asp

400

Lys
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His Glu Ala Leu Ser Pro Phe Tyr Ser Glu Arg Leu Lys Glu Ala His
420 425 430

vVal Arg Leu Tyr Pro Ser Ser Arg Cys Thr Ser Gln His Leu Leu Asn
435 440 445

Arg Thr Val Thr Asp Asn Met Leu Cys Ala Gly Asp Thr Arg Ser Gly
450 455 460

Gly Pro Gln Ala Asn Leu His Asp Ala Cys Gln Gly Asp Ser.Gly Gly
465 470 475 480

Pro Leu Val Cys Leu Asn Asp Gly Arg Met Thr Leu Val Gly Ile Ile
485 490 495

Ser Trp Gly Leu Gly Cys Gly Gln Lys Asp Val Pro Gly Val Tyr Thr
500 505 510

Lys Val Thr Asn Tyr Leu Asp Trp Ile Arg Asp Asn Met Arg Pro
515 520 525

<210> 20
<211l> 12
<212> DNA

<213> Umeld sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: sekvencia kdédujica SEGN

<400> 20
tctgagggaa ac

<210> 21
<211> 22
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 21

Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala
1 5 10 15
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Thr val Ala Gln Ala Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

22
42
DNA

Umela sekvencia

Opis umelej sekvencie: primer

22

gaggaggagg tggcccaggc ggcctctgag ggaaacagtg ac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23
42
DNA

Umela sekvencia

Opis umelej sekvencie: primer

23

gaggaggagc tggccggcct ggcccggtcg catgttgteca cg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

24
26
DNA

Umelda sekvencia

Opis umelej sekvencie: primer

24

acatgcgacc gtgacaggcc ggccag

42

42

26
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<210> 25
<211> 26
<212> DNA

<213> Umeld sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 25
ctggccggece tgtcacggtc gcatgt

26
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PATENTOVE NAROKY

1. Sposob produkcie tkanivového plazminogénového aktivatora - tPA, tPA
variantu, Kringle 2 serinovej protedzovej molekuly - K2S alebo K2S variantu,
odvodenych z rekombinantnej DNA, v prokaryotickych bunkach, pri¢om tPa, tPA
variant, K2S molekula alebo K2S variant sa vylu¢uje extracelularne ako aktivny
a spravne poskladany protein, vyznadujuci sa tym, Ze prokaryoticka
bunka obsahuje a exprimuje vektor obsahujici DNA kédujacu tPA, tPA variant, K28
molekulu alebo K2S variant, operativne spojent s DNA kédujucou signalny peptid
OmpA.

2. Spdsob podra naroku 1, vyznadujlci sa tym, Ze prokaryoticka
bunka obsahuje a exprimuje vektor obsahujuci DNA kédujicu tPA, tPA variant, K28
molekulu alebo K2S variant, operativne spojeni s DNA koédujucou signalny peptid
OmpA, ktora je operativne spojena s nukleokyselinovou molekulou definovanou
sekvenciou TCTGAGGGAAACAGTGAC (sekv. €. 1) alebo jej funk&nym derivatom.

3. Spdsob podra naroku 1 alebo 2, vyznadujlci sa tym, Ze
prokaryotickou bunkou je E. coli.

4. Spdsob podla jedného z narokov 1 az3,vyznacujuci sa tym,ze
sa uskutoCnuju nasledujuce kroky:
a) DNA kodujuca tPA, tPA variant, K2S molekulu alebo K2S variant sa amplifikuje
prostrednictvom PCR;
b) PCR produkt sa purifikuje;
¢) PCR produkt sa zacleni do vektora obsahujuceho DNA kédujicu OmpA signéiny
peptid a DNA kédujucu gplll takym spdésobom, aby bol PCR produkt operativne
napojeny za DNA koédujicu OmpA signalnu sekvenciu a pred DNA koédujacu gplll,
v uvedenom vektore;
d) stop kodon sa zacleni medzi tPA, tPA variant, K2S molekulu alebo K2S variant
a gplil;
e) vektor sa exprimuje v prokaryotickej bunke;
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f) tPA, tPA variant, K2S molekula alebo K2S variant sa purifikuje.

5. Sposob podra jedného z narokov 1 az4,vyznacujici sa tym,Zze
vektorom je fagemidovy vektor obsahujuci DNA kodujicu OmpA signainy peptid
a DNA kédujacu gplll.

6. Spdsob podfa jedného z narokov 1 az 5, vyznacujuci sa tym, Ze

vektorom je pComb3HSS fagemid.

7. Spoésob podra jedného z narokov 1az6,vyznacujuci sa t ym,
e DNA sekvencia OmpA, pripojena upstream ku K2S, obsahuje nasledujuci
sekvenciu alebo jej variant suvisiaci s degenerovanim nukleotidového kodu:
ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTG ...

8. Sposob podla jedného z narokov 1 az 7, vyznacujuci sa tym,Zze
DNA sekvencia OmpA obsahuje nasledujucu sekvenciu:
ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGT
GGCCCAGGCGGCC (sekv. €. 3).

9. Sposob podfa jedného z narokov 1 a2 8,vyznacujuci sa tym, ze
DNA sekvencia OmpA pozostava z nasledujicej sekvencie:
ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGT
GGCCCAGGCGGCC (sekv. ¢. 3).

10. Spbsob podra jedného z narokov 1az9,vyznacujici sa tym,ze
pred DNA tPA, tPA variantu, K2S molekuly alebo K23 variantu sa nachadza lac

prométor a/alebo ribozém viaZzuce miesto.

11. Spdsob podra jedného z narokov 1 az 10, vyznacujuci sa tym,
se DNA kodujuca tPA, tPA variant, K2S molekulu alebo K2S variant je vybrana
zo skupiny DNA molekul kédujucich aspori 90 % aminokyselin 87-527, 174-527,
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180-527 alebo 220-527 fudského tkanivového plazminogénového aktivatorového

proteinu.

12. Spbsob podla jedného z narokov 5 az 11, vyznadujlci sa tym,
Zze DNA sekvencia K2S obsahuje nasledujluci sekvenciu alebo jej funk&ény variant
alebo jej variant savisiaci s degeneraciou nukleotidobého kodu:
TCTGAGGGAAACAGTGACTGCTACTTTGGGAATGGGTCAGC ...

13. Spbsob podla jedného z narokov 5 az 12, vyznadujaci sa tym,
Ze DNA sekvencia K2S pozostava z nasledujicej sekvencie:
TCTGAGGGAAACAGTGACTGCTACTTTGGGAATGGGTCAGC ...

14. DNA molekula, ktora kdduje:
a) OmpA protein operativne spojeny s
b) DNA molekulou kédujiucou polypeptid obsahujuci kringle 2 doménu a serinova

proteazovu doménu tkanivového plazminogénového aktivatorového proteinu.

15. DNA molekula podla naroku 14, ktord obsahuje nasledujicu sekvenciu
alebo variant savisiaci s degeneraciou nukleotidového kédu:
ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGT ...

16. DNA molekula podfa naroku 14 alebo 15, ktora obsahuje DNA sekvenciu
pozostavajlicu z nasledujicej sekvencie:
ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGT ...

17. DNA molekula podla jedného z narokov 14 az 16, kde DNA sekvencia b)
koduje aspori 90 % aminokyselin 87-527 fudského tkanivového plazminogénového

aktivatorového proteinu.

18. DNA molekula podla jedného z narokov 14 az 17, kde DNA sekvencia b)
koduje aspori 90 % aminokyselin 174-527 fudského tkanivového plazminogénového

aktivatorového proteinu.
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19. DNA molekula podfa jedného z narokov 14 az 18, kde DNA sekvencia b)
kdduje aspor 90 % aminokyselin 180-527 [udského tkanivového plazminogénového

aktivatorového proteinu.

20. DNA molekula podfa jedného z narokov 14 az 19, kde DNA sekvencia b)
koduje aspor 90 % aminokyselin 220-527 fudského tkanivového plazminogénového
aktivatoroveho proteinu.

21. DNA molekula podla ktoréhokolvek z narokov 14 az 20, kde DNA
sekvencia b) hybridizuje za prisnych podmienok s nasledujicou sekvenciou:
TCTGAGGGAAACAGTGACTGCTACTTTGGGAATGGGTCAGCCT ...

22. DNA molekula podla ktoréhokolvek z narokov 14 az 21, kde DNA

sekvencia b) pozostava z nasledujicej sekvencie:
TCTGAGGGAAACAGTGACTGCTACTTTGGGAATGGGTCAGCCT ...

23. Fuzovany protein OmpA a K2S, ktory zahffia protein s nasledujicou
aminokyselinovou sekvenciou: |
MKKTAIAIAVALAGFATVAQAASEGNSDCYFGNGSAYRGTHSLTESGASCLPWNS
MILIGKVYTAQNPSAQALGLGKHNYCRNPDGDAKPWCHVLKNRRLTWEYCDVPS
CSTCGLRQYSQPQFRIKGGLFADIASHPWQAAIFAKHRRSPGERFLCGGILISSCWI
LSAAHCFQERFPPHHLTVILGRTYRVVPGEEEQKFEVEKYIVHKEFDDDTYDNDIAL
LQLKSDSSRCAQESSVVRTVCLPPADLQLPDWTECELSGYGKHEALSPFYSERLK
EAHVRLYPSSRCTSQHLLNRTVTDNMLCAGDTRSGGPQANLHDACQGDSGGPLV
CLNDGRMTLVGIISWGLGCGQKDVPGVYTKVTNYLDWIRDNMRPG (sekv. €. 8).

24. Fuzovany protein OmpA a K2S podla naroku 23, ktory pozostava
z proteinu s nasledujucou aminokyselinovou sekvenciou:
MKKTAIAIAVALAGFATVAQAASEGNSDCYFGNGSAYRGTHSLT ...

25. K2S protein s nasledujucou aminokyselinovou sekvenciou:
SEGNSDCYFGNGSAYRGTHSLTESGASCLPWNSMILIGKVYTAQ ...
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26. Vektor, ktory obsahuje DNA sekvenciou podfa ktoréhokolvek z narokov
14 az 22.

27. Vektor podla naroku 26, v ktorom sa pred uvedenou DNA sekvenciou

nachadza lac prométor a ribozém viaZzuce miesto.

28. Vektor pComb3HSS obsahujuci DNA podfa ktoréhokolvek z narokov 14
az 22, kde expresia gplll proteinu je suprimovana alebo inhibovana deletovanim
DNA molekuly kodujicej gplll protein alebo stop kodénom umiestnenym medzi
genom kodujucim polypeptid obsahujlci kringle 2 doménu a serinovl proteazov

doménu tkanivového plazminového aktivatorového proteinu a génom proteinu IIl.

29.. Prokaryoticka hostitelskd buka obsahujuca DNA molekulu podlia
ktoréhokolvek z narokov 14 az 22.

30. Prokaryotickd hostitelska bunka obsahujica vektor podia ktoréhokolvek
Z narokov 26 az 28.

31. E. coli hostitelsk& buka obsahujica DNA molekulu podra ktoréhokolvek
z narokov 14 az 22.

32. E. coli hostitel[ska bunka obsahujica vektor podfa ktoréhokolvek
z narokov 26 az 28.

33. Pouzitie DNA molekuly podla ktoréhokolvek z narokov 14 az 22 alebo
vektora podfa ktoréhokolvek z narokov 26 az 28 alebo hostitelskej bunky podrla
ktorehokolvek z narokov 29 az 32 v spdsobe produkcie polypeptidu majiceho
aktivitu tkanivového plazminogénového aktivatora.

34. Pouzitie podla naroku 33, kde sposobom je sposob podia ktoréhokolvek
z narokov 1 az 13.
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3’ -TGTACGCTGGCACTGTCCGGCCGGTC-5' MASTPA
TTCGTGACAACATGCGACCGGGCCAGGCCGGCCAGGAGGGTGGT\\\
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<K2S gén gplll gén>

N

AAGCACTGTTGTACGCTGGCCCGGTCCGGCCGGTCCTCCCACCA
5’ -ACATGCGACCGTGACAGGCCGGCCAG-3’ MSTPA

- Fig. 4
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Fig 6
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Fig. 8
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Fig. 10
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Fig. 11



11/15

Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14
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Fig. 15
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