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FARMITALIA CARLO ERBA S.R.L.

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE PRO-UROQUINASE HUMANA"

A presente invencgdo refere-se a um método de ADN re
combinante para a preparacdo de pré-uroquinase de cadeia sim-
ples n3o glicosilada (adiante designada por proUK). Mais parti-
cularmente, refere-se a um método para a preparagdo de proUK ndo
glicosilada, o qual consiste em recuperar o mARN a partir duma
linha de células continua, em preparar o cADN com base no refe-
rido mARN, em inserir o cADN num vector, em introduzir o plas-
mideo resultante numa célula bacteriana para desse modo produzir
um transformante e em recuperar proUK ndo glicosilada a partir
da referida célula bacteriana.

A presente invengdo diz respeito também a diversos

plasmideos de expressdo utilizados no método anterior.

INTRODUCAD

0 conhecimento crescente das interacgdes moleculares
que regulam a fibrinélise fisiolégica tem implicacBes importan-
tes no dominio da compreensdo dos mecanismos que dissolvem os
codgulos sanguineos, e no desenvolvimento de novos agentes trom-
boliticos.

No sistema fibrinolitico humano, existe uma proenzi-
ma, o plasminogéneo, que pode ser activada para proporcionar a
enzima activa, a plasmina, através de diversos tipos de activa-

dores de plasminogéneo (Collen, D.,e Lijnen, H.R., CRC Critical

Reviews in oncology/hematology, 4, n. 3, 1986, p. 249; Verstraete,
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M., e Collen, D., Blood, 67, n. 6, 1986, p. 1529). A plasmina é a

protease principal responsédvel pela degradagd@oc do componente fibrina

de um codgulo sanguineo (Rakoczi, I., Wiman, B.,e Collen, D.,

Biochim. Biophys. Acta, 540, 1978, p. 295;>R0bbins, K.C. Summaria,

L., Hsieh, B.; e Shah, R.S., J. Biol.Chem., 242, 1967,p.2333;Wiman,B.,

Fur. J. Biochem, 76 1977, p. 129).

Todavia a plasmina pode exercer também o seu efeito
proteolitico sobre diversas proteinas do plasma entre as quais se
faz referéncia aos componentes do fibronogéneo da sequéncia de coagulagdo,

ao factor V eaofactor VIII (Collen, D., e Lijnen, H.R., CRC Critical

Reviews in oncology/hematology, 4, n. 3, 1986, p. 249; Verstraete,

M.,e Collen,.-D., Blood, 67, n. 6, 1986, p. 1529; Wiman, B., Lijnen,

H.R.,e Collen, D., Biochim, Biophys. Acta, 579, 1979, p. 142).

A activacdo do plasminogéneo pode ocorrer ao nivel sis
témico, originando plasmina circulante que é rapidamente neutra-
lizada por alfa2-antiplasmina e que por isso n&o se encontra dis
ponivel para a fibrinélise (Collen, D.,e Lijnen, H.R., CRC Criti-

cal Reviews in oncology/hematology, 4, n. 3, 1986, p. 249;Verstraete,

M.,e Collen, D., Blood, 67, n. 6, 1986,p. 1529).

Quando o nivel de alfa2-antiplasmina for acentuadamen
te reduzido, a plasmina é neutralizada menos rapidamente e pode
exercer os seus efeitos proteolfiticos ndo sé sobre a fibrina mas
também sobre as proteinas de coagulagdo sanguinea conforme ante-
riormente descrito.

A diminuigdo excessiva das concentracgdes de fibrino-
géneo, de factor V e de factor VIII no plasma, juntamente com os
efeitos inibidores exercidos por alguns dos produtos de degrada-
Gdo do fibrinogéneo sobre o processo hemostédtico, sobre a agrega

c3o das plaquetas e sobre a polimerizac8o da fibrina originam



uma defici&ncia hemostdtica e subsequentemente elevado risco de hemorra-

gia (Latallo, Z.S. e Lopaciuk, S., Thrombos. Diath. Haemouh.,
5

6, 1973, p. 253; Totty, W.G., Gilula, L.A., Mc. Clennman, M..

Ahmed, P., e Sherman, L., Radiology, 143, 1982, p. 59).

Por outro lado, a activagdo do plasminogéneo pode ocorrer ao nivel
da fibrina (activacg3o do plasminogéneo ligado a fibrina) origi-
nando plasmina ligada & fibrina (Collen, D. e Lijnen, H.R., CRC

Critical Reviews in oncology/hematology, 4, n. 3, 1986, P. 249;

Verstraete, M. e Collen, D., Blood, 67, n. 6, 1986, p. 1529) a

qual, contrariamente, n3do é afectada pela alfa2-antiplasmina e
ndo pode induzir a fibrinogendlise sistémica.

A uroquinase e a estreptoquinase, os activadores de
plasminogéneo mais vulgarmente utilizados na terap&utica trombo-
litica convencional nos seres humanos n#o possuem actividade es-
pecifica para a fibrina. Os dois compostos activam de modo rela-
tivamente indiscriminado o plasminogéneo circulante ou o plasmi-

nogéneo ligado a fibrina (Zamarron, C., Lijnen, H.R., Van Hoef,

B., e Collen, D., Thromb. Haemostas., 52, 1984, p. 19; Samama, M.,

e Kher, A., Sem. Hop. Paris., 61, n. 20, 1985, p. 1423).

Por conseguinte, o colapso hemostdtico sistémico obser
vado frequentemente durante o tratamento com estreptoquinase e com
uroquinase e, consequentemente, o elevado risco de hemorragia im
pediram frequentemente a utilizacdo clinica vulgarizada destes agen
tes tromboliticos apesar de demonstrada a sua eficdcia clinica

(Samama, M., e Kher, A., Sem. Hop. Paris, 61, n. 20, 1985, p. 1423;

Maizel, A.S., e Bookstein, J.J., Cardiovasc. Intervent. Radiol.,

231986ﬂ3.236; Bell, W.R., Thromb. Haemostas., 35, 1976, p. 57;

b

Acar, J., Vahanian, A., Michel, P.L., Slama, M., Cormier, B. e

Roger, V., Seminars in Thromb.and Haemost., 13,n. 2, 1987, p. 186;




Gruppo Italiano per lo studio della Streptochinase nell'infarto
miocardico (GISSI), Lancet, 1,1986, p. 397).

Pelo contrédrioc, o activador de plasminogéneo de tipo
tecidular (t-PA) (Hoylaerts, M., Ryken, D.C., Lijnen, H.R. e

Collen, D., J.Biol. Chem., 257, n. 6, 1982, p. 2912), e mais re

centemente a pré-uroquinase (proUK) (Husain, S.S., e Gurewich,

V., Arch. Biochem. Biophys., 220,1983, p. 31), ambas proteinas na

turais, demonstraram ser fracos activadores do plasminogéneo cir
culante e, inversamente, fortes activadores do plasminogéneo 1li-
gado & fibrina, sem que haja risco de colapso hemostdticoc sisté-
mico ou de consumo de alfa2-antiplasmina e de plasminogéneo, pe-
lo que a sua utilizacgao clinica pode originar menor risco de he-
morragila. o

A actividade de t-PA trombollItica especifica da fibri
na tem sido explicada pela sua capacidade para ligar a fibrina
através de sitios especificos de ligacdo da lisina, localizados
nos "dominios de Kringle" da molécula de ligacdo tripla dissulfu
reto.

Em consequéncia, o plasminogéneo ligado & fibrina po-
deria ser activado sem significativo colapso hemostdtico (Collen,

D., e Lijnen, H.R., Haemostasis, 16, n. 3, 1986,p. 25). Por ou-

tro lado, a proUK (também designada por activador de plasminogé
neo do tipo uroquinase de cadeia simples, scu-PA) ndo se liga 2
fibrina, mas existe actividade trombolitica especifica da fibri
na sem consumo hemostdtico sistémico (Pannell, R. e Gurewich, V.,
Blood, 67, 1986, p. 1215; Gurewich, V., e Pannell, R.; Seminars

in Thromb. e Haemost., 13, n. 2, 1987, p. 1465 Lijnen, H.R.,

Zamarron, C., Blaber, M., Winbler, M.E., e Collen, D.,

J. Biol. Chem., 261, 1986, p. 1253).

0 t-PA recombinante foi submetido a ensaios clinicos



em diversas instituicBes em pacientes com enfartes do miocérdio
agudos tendo-se verificado que é significativamente mais eficaz

que a estreptoquinase para a recanalizacgdo de artérias coroné-

rias obstrufdas (The European Cooperative Study Group for Recombinant
Tissue-type Plasminogen Activator, Lancet, 1, 1985, p. 842; Sheehan, F.H.
Braunwald €., Canner, P., Doodge, H.T., Gore, J., Van Natta P.,

Passamani, E.R. Williams, D.0., Zaret, B., Circulation, 75, 4,

1987, p.817).

Presentemente a pré-uroquinase encontra-se na fase de
ensaios clinicos avangados e admite-se que seja, pelo menos, tdo
eficaz quanto a t-PA em termos de seguranca e de actividade trom
bolitica (Van de Werf, F., Nobuhara, M., e Collen, D., Annals of

Internal Medecine, 104, 1986, p. 345; Van de Werf, F., Vanhaecke,

J., De Geest, H., Verstraete, M., e Collen, D., Circulation, 74,

n.s, 1986, p. 1066).

ANTECEDENTES DA INVENCAD

Os activadores de plasminogéneo do tipo uroquinase
(u-PAs) encontram-se em pelo menos trés formas diferentes na uri
na humana, no plasma e em meio de cultura condicionada a partir
de uma diversidade de linhas de células. A primeira forma carac-
terizada como u-PA é constitufida por um polipéptido fibrinoliti-
camente activo constituido por 410 aminodcidos, com um peso mole
cular aparente de 54000 daltons, que tem duas cadeias ligadas por
dissulfureto (Gunzler, W.A., Steffens, G.J., Oetting, F., Kim,

SM.A. fFrankus, E., e Flohé, L.,Hoppe - Seyler's Z. Physiol.Chem.,

363, 1982, p.1155).

A cadeia A, ou cadeia leve, contém 157 aminoédcidos e

uma estrutura de "Kringle" de ligagdo tripla dissulfureto. Esta



cadeia contém também um dominio de ligagdo ao receptcr para cg
lulas normais e neoplédsicas (monécitos, células semelhantes a
monécitos e células epiderméides A 431). A cadeia B ou cadeia
pesada (30000 daltons) é constituida por 253 aminoédcidos e con
tem o dominio catalitico.

Esta forma molecular de u-PA é geralmente designada
por uroquinase (UK), por uroquinase de cadeia dupla (TC-UK) ou
por uroquinase de elevado peso molecular (HMW-UK) (Gunzler, W.

A., Steffens, G.J., Oetting, F., Buze, G., e Flohé, L., Hoppe-

-Seyler's Z. Physiol. Chem., 363, 1982, p.133).

A segunda forma de u-PA tem um peso molecular de

33000 daltops e resulta da degradacdo proteolitica da forma HMW,
pela via da blésmina ou da tripsina. E designada por uroquinase
de baixo peso molecular (LMW-UK). As determinag@es da sequéncia
de proteinas revelaram que a LMW-UK ¢é idéntica a HMW-UK, excepto
no que diz respeito & auséncia dos 135 aminodcidos do terminal
NH2 que sdo removidos especificamente pela acgdo da plasmina ou
da tripsina (Steffens, G.J., Gunzler, W.A. Oetting, F., Frankus,

E., e Flohé, L., Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem., 363,1982,p.

1043). A pré-uroquinase nativa (proUK) é uma forma de uroquina
se de cadeia simples (54000 daltons) e é também designada por
activador de plasminogéneo do tipo uroquinase de cadeia simples
(scu-PA). Conforme anteriormente especificado, a proUK apresen
ta uma actividade trombolitica especifica para a fibrina e con-
sequentemente constitui um agente trombolitico melhor por compa
ragcdo com as uroquinases de elevado ou de baixo peso molecular
presentemente utilizadas.

No sentido de se produzir pré-uroquinase, os invento-

res da presente invencdo desenvolveram um processo de ADN recom-



binante, o qual permite a preparacdo de grandes qguantidades de
proUK de cadeia polipeptidica.

Existem diversos métodos descritos na literatura cien
tifica e de patentes de invenc3o para a produgd3o de proUK (Holmes,
W.E., Pennica, D., Blaber, M., Rey, M.W., Gunzler, W.A., Steffens,

G.J. e Heynecker, H.L., Biotechnology, 3, 1985, p. 923; pedido de

patente europeia n2 0092182). Todavia, o método descrito no &m-
bito da presente invengdo explora parfmetros conhecidos como sen
do importantes para a expressdo de proteinas heterélogas em E.
coli, mas cuja combinagdo nunca foi aplicada antes a produgdo de
proUK recombinante.

Os parémetros principais, cuja combinacgd@o contribui
para o estaﬁélééimento de uma estirpe recombinante de E. coli,
susceptiveis de produzir proUK, e os quais constituem o objecti-
vo da presente invencd3o, s3do o promotor Ptrp de E.colil, a sequ%g
cia MS-2 de Shine-Dalgarno do fago MS-2, e as estirpes do tipo B
de E.coli como hospedeiros para a expressdo do gene de proUK hu-
Mana (ver a descric¢fio que se segue). Essa combinagdo é crucial.
A substituic3o de um destes par8metros por um sinal de expressd@o
alternativo pode n3o proporcionar tanta proUK.

Em consequéncia, o objectivo da presente invencdo ¢
um processo para a prepargdo de proUK ndo glicosilada, caracte-
rizado pelo facto de a proUK ndo glicosilada ser expressa sob o
controlo do promotor Ptrp de E.coli e da sequéncia MS-2 de Shine-

-Dalgarno por E.coli B.

DESCRICAQO DO PROCEDIMENTO DE PRODUCAOQ

A presente invencdo diz respeito a construcdo, por téc-



nicas de engenharia genética, de estirpes de E.coli suscepti-
veis de fazer a expressdo do gene proUK humano a niveis eleva-
dos. Em consequéncia, estas estirpes recombinantes s#o suscept{
Veis de sintetizar grandes quantidades de proUK de cadeia poli-
peptidica.

No sentido de se isolar as referidas estirpes recom-
binantes da bactéria E.coli, é necessdrio efectuar diversos pas-
sos, 1incluindo

- o isolamento do gene cADN humano que codifica para

a proUK desejada,

- a insercdoc do referido gene num plasmideo de expres-

sdo apropriado,

;atﬁansformagéo da estirpe seleccionada de E.coli com

0 plasmfideo modificado pela engenharia e a cultura

de transformantes em condigBes apropriadas.

1) Clonagem do gene cADN humano que codifica a proUK

Para se obter o clone cADN que codifica para a pré-
-uroquinase humana, os inventores utilizaram os dados sequenciais
sobre proteinas publicados na literatura (Gunzler, W.A., Steffens,
G.J., Oetting, F., Kim, SM.A., Frankus. E., e Flohé, L., Hoppe -

Seyler's Z. Physiol.Chem., 363, 1982, p. 1155; Gunzler, W.A.,

Steffens, G.J., Oetting, F., Buze, G., e Flohé, L., Hoppe-Seyler's

Z. Physiol. Chem., 363, 1982, p. 133; Steffens, G.J., Gunzler,

W.A., Oetting. F., Frankus, E., e Flohé, L., Hoppe-Seyler's

. Physiol. Chem., 363,1982, p. 1043). Em consequéncia, procedeu

-se 3 preparacdo de sondas especificas e fez-se o rastreio de
uma biblioteca de cADN apropriada.
Fez-se a sintese quimica de oligonuclebftidos que codi

ficam para os péptidos seleccionados do activador de plasminogé-



neo do tipo uroquinase de cadeia simples (proUK) (Caruthers,

M.H., Gassen, H.G. e Lang, J.A. (eds) Verlag-chimie, Weinheim,

Deefield Beach, Basel,(l982),p.7D para servirem como sondas es-
pecificas para controlar o enriquecimento do mARN de prolUK e
para seleccionar os clones que contém cADN de pré-uroquinase,

a partir de uma biblioteca de cADN enriquecida. 0Us oligdémeros
tinham um comprimento de 14 a 17 unidades mero, tendo cada um
deles sido sintetizado ou como sequéncia Unica (designada p7) ou
em agregados que continham dois (designados pl, p2, p3) ou 16
(designados p6) oligonuclebétidos, conforme indicado na Figura 1.
Testou-se a especificidade dos oligdmeros relativamente a prolUK
segundo a hibridagd@o de Northern. Para esta andlise extraiu-se
ARN que continﬁa poli-A a partir de carcinoma epiderméide HEp-3

(Miskin, R., Haemostasis (Switzerland), 11, n? supl. 1,(1982)

p. 63). Para cada oligémero, apdés a reacgdo de hibridacdo, ajus-
tou-se a temperatura de lavagem de modo a ser 2 a 5 graus Celsius
inferior 3 temperatura minima de fusdo, conforme calculado por
Suggs e outros para a hibridacdo em codgulos de Southern blots
(Suggs, S.V., Hirose, T., Miyake, T., Kawashima, E.G., Johnson

M.Y., Itakura, K. e Wallach, R.B., Developmental Biology Using

Purified Genes, Brown D.D. e Fox, C.F. (eds),New York, Academic

Press, 1981 p. 638). No presente trabalho as cinco sondas de proUK
representada na Figura 1 reagiram com uma banda de mARN de carci-
noma principal comum de aproximadamente 2,3kb sendo estas dimen-
stes as esperadas para o mARN de proUK.

A clonagem ocorre utilizando fraccBes de mARN enrique
cido, a partir de carcinoma epiderméide de HEp-3. As preparagies
de ARN foram extrafidas e enriquecidas aproximadamente trés vezes

em dois gradientes de sacarose sucessivos. fez-se a sintese de
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cADN de acordo com procedimentos conhecidos (Efstratiadis, A.,

Kafatos, F.C., Maxam, A.M. e Maniatis, T., Cell, 7, 1976, p. 279;

Buell, G.N., Wickens, M.P., Payvar, F. e Schimke, R.T., J. Biol.
Chem., 253, (1978), p. 2471), utilizando oligo-dT como origem ini
ciadora. Fez-se o isolamento das moléculas mais compridas utili-
zando a electroforese em gel de poliacrilamida seguindo-se a elec
tro-eluicdo das fracgdes de gel apropriadas. Depois, extraiu-se o
cADN utilizando a técnica de extraccdo com fenol/cloroférmio nor-
malizada seguindo-se a precipitacdo com etanol.

As moléculas deste cADN foram ligadas primeiro aos li-
gantes de EcoRI e depois clonadas no vector Agtl0 do fago de acor
do com uma modifhmgéodatécnica de Davis (Maniatis, T., Fritsch,E.

F., Sambrook, J., Molecular cloning. A laboratory manual., Cold

Spring Harbour, NY, Cold Spring Harbour, Laboratory, 1982). Proce
dendo deste modo, construiu-se uma biblioteca que continha leO5
u.f.p. (unidades de formagdo de placa).

Metade da biblioteca foi filtrada em filtros duplica-
dos, um filtro com a sonda pl marcada com 3ZP e o filtro comple-
mentar com uma mistura de sondas p3 e pé6. Obteve-se um total de
36 clones positivos, sete dos quais foram positivos nos filtros
complementares, indicando assim insercdes cDNA correspondentes a
uma grande porcgdo da sequéncia que codifica proUK.

0s fagos recombinantes que hidridaram com as trés son
das foram purificados de placas utilizando a sondapl e ainda caracteri-
zados por cartografia de restrigdo com EcoRI e por sequenciagdo
de ADN. A fraccgdo dos clones positivos na biblioteca de cADN to-
tal indicou que a frequéncia de mARN de pré-uroquinase no carci-
noma HEp-3 é de aproximadamente 0,01%.

A anédlise sequencial de quatro clones de cADN de proUK
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revelou que trés dos clones apresentavam anulacBes ou sequén-
cias n#@o consistentes com as sequéncias de aminodcidos da en-
zima. Apenas um clone, o AUcl7, apresentou uma sequéncia com
pletamente concordante com a sequéncia de aminodcidos conheci
da.

Todavia,o MAUec-17 n3o incluia a extremidade n3o co-
dificadora 3' completa do mARN e verificou-se que faltavam 30
nucledétidos da sequéncia codificadora. Construiu-se um clone
cADN de pré-pré-uroquinase de comprimento completo por ligacgdo
de um fragmento Smal-BamHI de AUc-17 de 1325 pb, que continha
a regido ndo codificadora 5' e a maior parte da sequéncia co-
dificadora, com um fragmento BamHI-EcoRI que continha a restan
te regido 3 ém falta a partir de outro clone éUc—6 (Figura 2).

Esta construcdo foi ligada ao sitio Smal-EcoRI do

vector plasmfdeo pUN12l (Nilsson B., Uhlen M., Josephson S.,

Gatenbeck S. e Philipson L., Nucleic Acid Research, 11, (1983),

p. 8019),eliminando-se, deste modo, a maior parte do gene cl,
e designou-se por pcUK176 (Figura 3).

A sequéncia de ADN do clone de cADN completo estd re-
presentada na Figura 4. E constitufida por 2296 nucleétidos, in-
cluindo 69 nucledtidos ndo codificadores na extremidade 5', 1296
nucleétidos codificadores e 931 nucledtidos ndo codificadores

na extremidade 3', seguida por uma cauda poli(A) de mais de 80 re
siduos.

A sequéncia codificadora comeca com 60 pb que codifi-
cam para 20 aminodcidos que constituem a'pré-pré-uroquinase"
(Heyneker, H.L., Holmes, W.E. e Vehar, G.A. (1983), publicacgdo
do pedido de patente de invengdo europeia n2 0092182), seguindo

-se-lhe a sequéncia que codifica para a protefna de pré-uroqui-
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.

nase completa, a qual se encontra em total concordlncia com a
sequéncia de aminodcidos.

0 fragmento completo foi verificado por andlise se-
quencial e de restric3o. A sequéncia que codifica para a pré-
-uroquinase madura foi inserida no vector de expressdo para a

producdo.

2) Construcdo do plasmideo de expressdo de proUK

Utilizou-se o cADN de comprimento completo original,
presente no pcUK176 para se construir um plasmideo de expressédo
de pré-uroquinase designado por pFC44, no qual o gene proUK se
encontra sob controlo transcripcional e translaccional do pro-
motor Ptrp e da sequéncia MS-2 de "Shine-Dalgarno", respectiva-
mente. Na Figura 7 representa-se o plasmideo pFC44.

No sentido de se obter pFC44 foram construidos diver
sos plasmideos intermédios. Partindo de pDS20 (Figura 5)(Duester,
G., Helfard, R.M. e Holmes, W.M., Cell, 30, 1982, p. 855),substi
tuiu-se primeiro o fragmento EcoRI-HindIII, que codifica o pro-
motor Pgal operdo de galactose, pela sequéncia poli-ligante EcoRI
-HindIII obtida a partir do vector M13mp8 (Vieira, J. e Messing,
I., Gene, 19, 1982, p. 259), obtendo-se um novo plasmideo desi-
gnado por pABl (Figura 5).

0 promotor Ptrp foi obtido a partir do plasmideo pDR720
(comprado a Pharmacia) como fragmento de restricf@io EcoRI-Sall.
Este fragmento foi inserido na regido poli-ligante do pABl entre
os sitios do EcoRI e do Sall. Procedendo deste modo, obteve-se
um novo plasmideo designado por pfFCl0 (Figura 5).

0 pFC10 pode ser considerado como o vector base no

qual se inseriu o gene de proUK, assim como a sequéncia de "Shine
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-Dalgarno" proveniente do fago MS-2.

Para se conseguir a expressdo da pré-uroquinase ma-
dura, é necessdrio fundir a sequéncia que codifica prolUK, a par
tir do primeiro coddo da proteina madura do tripleto iniciador
ATG. Esta fus3do deve ser, por isso, precedida pela sequéncia de
"Shine-Dalgarno".

0 sitio de ligacdo do ribossoma (RBS) do fago bacte-
riano MS-2 era conhecido e a sua sequéncia de nucledtidos jé ha
via sido publicada (Fiers, W, Contreras, R., Duerinck, F., Hae-
geman, G., Iserentant, D., Merregaert, J., Min Jou, W., Molemans,
F., Raeymaekers, A., Van den Berghe, A., Volckaert, G. e Ysebaert,
M., Nature,_ZéO, 1976, p. 500).

Admite-se que seja um sinal forte para uma tradugdo

eficiente do mARN. Em consequéncia, escolheu-se esta regido como
sinal de traducd3o para a producdo de proUK. No sentido de se
obter a correcta fus3o do nucleétido com o gene proUK sinteti-
zou-se uma tegido de ADN de cordd@o duplo do RBS do MS5-2 unida
directamente ao infcio do gene proUK. Existe um sitio Taql no
252 nucledtido da sequéncia de proUK madura. Aproveitou-se este
s{tio e, por sintese quimica, isolou-se a sequinte sequéncia de

ADN:

HindIII MetSer
5'-AGCTTTAATAGACGCCGGCCATTCAAACATGAGGATTACCCATGAGCA
3" _AATTATCTGCGGCCGGTAAGTTTGTACTCCTAATGGGTACTCGT
Taql
ATGAACTTCATCAAGTTCCAT-3!

TACTTGAAGTAGTTCAAGGTAGC-5"

a qual & flanqueada a montante por um sitio HindIII e a jusante
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por um sftio Tagl. O coddo iniciador ATG encontra-se represen-
tado em caracteres a negrito. A sequéncia que codifica para o
inicio da sequéncia de proUK madura estd sublinhada.

Utilizou-se o fragmento sintético numa reaccdo de
ligacso com os dois fragmentos de restricédo seguintes:

- o fragmento TaqI-BgllIl proveniente de pcUK176 (Fi-
gura 3), o qual suporta a sequéncia de proUK desde o nucledtido
155 até ao nuclebétido 392 (ver Figura 4);

- o fragmento BamHI-HindIII grande proveniente de
PFC10 (Fiqura 5), o qual suporta a resisténcia antibidtica a am
picilina assim como o promotor Ptrp.

Através desta construgdo fez-se o isolamento de um no
vo plasmideo'désignado por pABB8, cujo mapa esquemdtico se repre
senta na Figura 6. Neste plasmideo, o promotor Ptrp e o RBS da
MS-2 encontram-se fundidos com os primeiros 260 nucledétidos do
gene proUK maduro (correspondente aos nucleétidos 131-391 na Fi
gura 4). Além disso, o pABB tem um sitio Ncol dnico no qual se
inseriu o resto da sequéncia de proUK através de um fragmento de
restricdo Ncol-Ncol proveniente de pcUK176. Esta ligagdo provocou a
duplicacdo de um fragmento de Ncol-BglII a jusante do gene proUkK
na regido de ndo codificagdo. Contudo, esta duplicagdo né&o afec-
ta a estabilidade do plasmideo. Através desta construg8o os si-
nais podem orientar agora a sintese da sequéncia de proUK com-
pleta (ver Figura 6).

Todos os plasmideos até agora descritos foram selec-
cionados na estirpe hospedeira C-600 galK de E.coli K-12 (ATCC
33955), na base da resisté&ncia & ampicilina. Na realidade, com-
portam o gene que codifica a ﬂ—lactamase, a enzima responsdvel

pela degradacfio da ampicilina antibiética no meio de cultura.
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Experiéncias recentes demonstraram que o pfClé pode ser inseri
do com sucesso nas estirpes de E.coli do tipo B e originar a
producdo de proUK recombinante em niveis elevados.

Todavia, para obedecer as directrizes internacionails
para a producgdo de produtos derivados de ADN recombinante, pro-
cedeu-se & modificacdo do pfFClé para criar um novo plasmideo re
sistente 3 tetraciclina susceptivel de fazer a expressdo do ge-
ne proUK em niveis elevados. Em particular, a partir do bem co-
nhecido plasmideo pBR322 (Maniatis, T., fFritsch, E.F. Sambrook,

J., Molecular cloning. A laboratory manual, Cold Spring Harbour,

NY, Cold Spring Harbour Laboratory, 1982) (Figura 6), isolou-se
o fragmento EcoRI-Aval em que as extremidades aderentes foram
preenchidasAutilizando o fragmento de Klenow de ADN polimerase I
"Klenow" fragment of ADN polimerase I (Perbal, B., A Wiley-In-
terscience Publication John Wiley and Sons, 1984, p. 231 ). Este
fragmento foi ligado ao fragmento AatII-Pvul maior a partir de
pFCl6, cujas extremidades foram embotadas ("blunt") por ADN po-
limerase I (Perbal, B., A Wiley-Interscience Publication John
Wiley And Sons, 1984, p. 231). Ao proceder-se deste modo, subs-
tituiu-se a porcgdo amino-terminal do gene de p—lactamase e as
suas sequéncias de controlo, pelo gene da resisténcia & tetraci
clina. Sequiu-se a ligagdo do gene de resisténcia a tetracicli-
Na com a mesma orientacdo que o gene de proUK.

Além disso criou-se um novo sitio EcoRI na jungdo en-
tre os sitios Pvul e EcoRI, pre¢viamente preenchidos. 0 novo plas-
mideo pFC44 (ver Figura 7) constituil a construgdo final que se
utilizou para a produgdo de pré-uroquinase recombinante.

0 plasmideo pFC44 (resistente & tetraciclina) e o

plasmideo pFCl6 (resistente & ampicilina) constituem um dos objec



tos da presente invencd@o. 0Os sinais de expressdo, presentes nes
tes dois plasmideos, designadamente o praomotor Ptrp e a sequén-
cia "MS-2" de Shine-Dalgarno, haviam sido j4 descritos na biblio
grafia da expressdo de proteinas heterélogas (Remaut E., Strans

sens P. e Fiers W., Nucl. Acid. Res., 11, 1983, p.4677). Contudo,

nunca antes a sua combinacgdo havia sido aplicada 3 expressdo do

gene proUK.

3) Transformag8o de estirpes de E. coli do tipo B

Constitui o segundo objecto principal da presente in
vencdo a utilizacdo de estirpes de E.coli do tipo B para a ex-
pressdoc e prpdugéo de pré-uroquinase. Na realidade, os invento-
res da present; invencdo descobriram que a insercgd@o de plasmideos
pFCl6 ou pFC44 na estirpe do tipo B da bactéria E.coli proporcio
na niveis elevados de producd@o de proUK de cadeia polipeptidica.
E interessante referir que a insercdo dos plasmideos pFClé ou
pFC44 noutras estirpes de E.coli (tipo K-12, tipo C, tipo W,etec.)
ndao proporciona tanta proUK. Em consequéncia, o tipo de estirpe
hospedeira parece ser crucial para o bom sucesso da produgdo de
proUK.

Encontram-se disponiveis diversas estirpes do tipo B
de E.coli as quais podem ser utilizadas para a expressdo bem su-
cedida do gene de proUK. As estirpes preferidas sdo: ATCC 12407,
ATCC 11303, NCTC 10537. Apresenta-se a seguir um exemplo de trans

Formagdo da estirpe NCTC 10537 com o plasmideo pFC44 e subsequen-
te cultura do transformante.

Procedeu-se & preparac8@o de células competentes da es

tirpe NCTC 10537 utilizando o processo do cloreto de cédlcio de

Mandel e Higa (Mandel, M. e Higa, A., J. Mol. Biol., 53, 1970,
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p. 154). Procedeu-se & transformagdo de aproximadamente 200 al

de uma preparacgd3o destas células na concentragdo de lxlD9 célu-
las por mililitro utilizando 2 ‘pl de ADN do plasmideo (concen-
tracdo aproximada de 5 ‘pg/ml). Fez-se a seleccdo dos transfor-
mantes sobre placas de agar do tipo L que continham 12,5 Jag/ml

de tetraciclina. Duas coldénias pequenas foram riscadas com pali-
tos de madeira (cada uma com trés riscas de aproximadamente 1 cm
de comprimento) sobre dgar do tipo L que continha o mesmo anti-
biético. Apés 12 horas de incubacdo & temperatura de 370C, fez-
-se o teste as porgldes entre as riscas para se determinar a pro-
dugdo de pré-uroquinase humana por inoculagdo sobre 10 ml de meio
LB (contendo'tetraciclina numa concentracdo de 2,5 Jﬂg/ml) e fez-
-se a incubagéovdurante a noite 3 temperatura de 37°C. No dia se-
gquinte fez-se a diluig3do das culturas a 1:100 em Meio M9 que con-
tinha a mesma concentracdo de tetraciclina e fez-se a incubacdc
durante 6 horas & temperatura de 37°C. Fez-se a andlise das pro-
tefnas celulares totais de allfquotas de 250 @l de cultura D'O'SSO:
=1-1,5) utilizando o processo da electroforese em gel de poliacri
lamida/dodecil-sulfato de sédio conforme descrito por Laemmli

(Laemmli, U.K. Nature, 227, (l970%p. 680). Para as duas amostras

independentes (Figura 8) observou-se uma banda protelca princi-
pal com um peso molecular correspondente ao da pré-uroquinase
humana n3o glicosilada (45000 daltons).

0 conjunto de riscas correspondente & coldénia n2 2
(clone 2) foi escolhido arbitrariamente para caracterizagdo adi-

cional e depois seleccionou-se como estirpe produtora de proUK.
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MATERIAIS £ METODOS

Meio de desenvolvimento: Fez-se a preparacdo dos

meios utilizando os récipes descritos por Maniatis e outros

(Maniatis, T., Fritsch, E.F. Sambrook, J., Molecular cloning. A

laboratory manual. Cold Spring Harbour, NY, Cold Spring Harbour

Laboratory, 1982). Preparou-se Meio LB, &gar do tipo LB e &gar do
tipo MacConkey utilizando produtos obtidos em "Difcobacto Products".
0 meio M9 é constituido pelos componentes seguintes:NazHPOA, 6
gramas/1; KHZPOa’ 3 g/l: NaCl, 0,5 g/1; NHaCl, 1 g/l.

Apés esterilizacdo dos componentes anteriores por tra
tamento em autoclave (1 atmosfera; 120°C durante 20 minutos), adi
cionou-se a caaa-litro 1 ml de MgSOalM; 0,1 ml de CaClle; 16 ml
de glucose a 25%, 20 ml de Thiamine na proporgdo de 0,5 mg/ml (SIGMA)
e 20 ml de 4cidos Casamino a 20% (DIFCO) e esterilizou-se a solugdo

anterior por filtracdo.

UTILIZACAQO DAS ENDONUCLEASES DE RESTRICAO E DE OUTRAS

ENZIMAS:

As endonucleases de restrigdo, a T4 ADN Ligase e a ADN
Polimerase I (Fragmento de Klenow) foram obtidas na New England
Biolabs e na Boehringer Mannheim e foram utilizadas nas condicgdes

recomendadas pelo fabricante.

PREPARACAQ DE ADNPLASMIDICO:

Preparou-se o ADN plasmidico utilizando um método que
implica a centrifugac@o por densidade de flutuacd@o do corante basea

do no procedimento de Birnboim e Doly (Birnboim, H.C. e Doly. J.,
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Nucleic Acid Res., 7, (1979) p. 1513).

Andlise da sequéncia de ADN: Os dados sequenciais fo

ram obtidos wutilizando o conjunto de sequenciacdo Amersham M13 de
acordo com as instrucgBes do fabricante. Resumidamente, esta técni-

ca baseada na técnica de Sanger (Sanger, F., Science, 214,(1981)

P. 1205)consiste na subclonagem de diversos fragmentos de restri-
c3o0 em vectores M13 convenientes (a "familia mp") os quais podem

ser obtidos na sua configuragdo de corddo simples. Apds o tratamen
to de formas de corddo simples com "origens iniciadoras universais",
é possivel copiar a matriz de ADN com DNA polimerase I (Fragmento

de Klenow). Copiando a matriz na presenca de quatro didesoxinucled
tidos € possivei provocar terminacgdes aleatdérias do prolongamento

da cadeia. Depois faz-se a separacdo dos fragmentos truncados so-
bre géis de poliacrilamida de desnaturacdo sendo o perfil electro-
forético evidenciado por auto-radiografia.

Oligonucleétidos:0s oligonucledtidos sintéticos uti-

lizados nas construcgtes plasmidicas e como origens 1iniciadoras na
sequenciacdo de ADN foram sintetizados utilizando o sintetizador

380B de ADN da Applied Biosystem (ABI) de acordo com o manual ABI.

Outros procedimentos: Os procedimentos para a electro

forese em agarose e gel de poliacrilamida de &cidos nucleicos foram
Os descritos por Maniatis e outros (Maniatis, T., Fritsch, E.F.

Sambrook, J., Molecular cloning. A laboratory manual, Cold Spring

Harbour, NY, Cold Spring Harbour Laboratory , 1982). As proteinas
foram separadas por electroforese em gel de poliacrilamida confor

Me descrito por Laemmli (Laemmli, U.K. Nature, 227, 1970, p.68@.

Extraiu-se o ADN dos géis de agarose por electroforese em sacos de

didlise e concentrou-se por precipitacdo com etanol.



Legendas das Figuras

Fig. 1: representa a sequéncia de nucledtidos das
sondas Pl, P2, P3, P6 e P7, a sequéncia do mARN complementar
e 0os péptidos proUK codificados pelas sondas.

Fig. 2: Avaliou-se a dimens3o e localizacg3o dos pro
dutos de clivagem da endonuclease de restric3o por electrofo-
rese e fez-se a confirmagdo por andlise sequencial de ADN. A
regido a negro indica a sequéncia de codificac3o da proteina
proUK madura, a regido tracejada representa a sequéncia de co-
dificacdo peptidica "pre-pro" e as regides a branco indicam as
sequéncias n3o traduzidas das extremidades 5' e 3'. A extremi-
dade 5°' dq'mARN ¢ a da esquerda. As linhas sob o mapa de res-
trigao indicaé a contribuigdo dos dois clones parciais 2&LM17
e _A_Uc6.

Fig. 3: 0 fragmento EcoRI-Smal que suporta o clone
cADN foi inserido no pUN121 substituindo a maior parte do gene
cl. 0 plasmideo pcUK176 é também resistente 3 tetraciclina e &
ampicilina. *clI representa uma protefina cl desactivada.

Fig. 4: Representa a sequéncia de cADN completa do clo
ne pcUK176 com a correspondente sequéncia de aminodcidos tradu-
zida. 0Os sitios de restric3o que se utilizou paraas construcgies
plasmidicas encontram-se sublinhados. Também se encontram subli-
nhados dois sitios de poliadenilacdo nas posicgBes 2264 e 2277
e o residuo da Serina na posigdo 1 da sequéncia de proUK madura.

Fig. 5: Esta figura representa quatro construgdes in
termédias. 0 plasmideo de partida, o pDS20, suporta os antece-
dentes gerais,os quais, através de diferentes plasmideos inter
médios, perde o promotor Pgal, o gene galK e o gene da p-lac-

tamase.



Fig. 6: Representa trés construcBes intermédias adi-
cionais e o plasmideo pFClé, o qual faz a expressdo de alto
nivel de proUK. Para pormenores vide o texto.

Fig. 7: No pFC44 a sequéncia que codifica a proUK
madura estd sob o controlo do promotor Ptrp e do "sitio de li-
gac3o do ribossoma" do fago MS-2. 0 gene da tetraciclina foi in
serido no lugar do gene da g-lactamase. Em consequéncia, o
pFC44 é sensivel a ampicilina.

Fig. 8: Fez-se a preparacdo das amostras e a sua and
lise confofme descrito no texto, procedendo-se & carga de um
gel de poliacrilamida-SDS a 12,5% (relagdo de 40:1 entre a acri
lamida e a bi;—acrilamida). As pistas ("lanes") 1 e 2 contém
material derivado de duas culturas da estirpe NCTC 10537 trans
formada com pFC44. A posigdo da proteina pré-uroquinase recom-
binante est4 indicada pela seta. A pista 3 apresenta material
derivado da estirpe hospedeira de controlo NCTC 10537. Na pis-

ta 4 apresenta-se um padr3o de peso molecular.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A presente invencdo descreve um método de ADN recom-
binante para a producdo de pré-uroquinase n#o glicosilada. 0 mé
todo baseia-se na insercdo do gene humano que codifica a proUK
em estirpes bacterianas de E.coli e na cultura subsequente das
referidas estirpes transformadas.

A produc3@o de protefinas heterélogas em E.coli consti

tui um dominio bem estudado da moderna biotecnologia (Harris T.J.R.

e Emtage J.S., Microbiological Sciences, 3, 1986, pp. 28-31).
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Actualmente, os biélogos moleculares dispBem de diversos sinais
de expressdo tais como promotores, sequéncias de Shine-Dalgar-
no, terminadores, etc., que podem ser utilizados para a pre-
paracd3o da proteina pretendida. O promotor é responsdvel pela
sintese do mensageiro ARN ao passo que a sequéncia de Shine-
-Dalgarno pode garantir uma tradugd@o eficaz do mARN na cadeia
polipeptidica.

Contudo a combinagd@o destes par@metros constitui um as
pecto importante na expr@sséo de genes heteré6logos. Por exem-
plo, a fus3doc de uma sequéncia de Shine-Dalgarno eficaz em di-
ferentes regiBes do promotor pode proporcionar diferentes ni-
veis de expressdo. Além disso, o comprimento dos fragmentos de
rTestrigdo ﬁﬁe:suportam 0s sinais de expressdo afecta frequente
mente os niveis de produc3o (McCarthy J.E.G., Sebald W., Gross
G. e Lammers R., Gene, 41, 1986, p. 201).

A escolha da estirpe hospedeira constitui também um
passo critico no desenvolvimento de um método eficiente de pro-
ducdo. Na realidade, sabe-se que a insergd@o do mesmo plasmideo
de expressd@o em diferentes estirpes pode originar eficiéncias
de expressdo bastante diferentes (Harris T.J.R. e Emtage J.S.,

Microbiological Sciences, 3, 1986, pp. 28-31), .

Apesar de os sinais de expressdo descritos na presen-
te invencdo serem j4 conhecidos da literatura cientifica, a sua
combinacdo nunca antes havia sido explorada para a expresséo
especfifica da pré-uroquinase humana. Mais particularmente, os
plasmideos pFClé6 e pFC44 suportam o gene proUK sob o controlo
do promotor Ptrp de E.coli e da sequéncia MS-2 do fago de Shine-
-Dalgarno.

Em consequéncia, o método de producdo descrito no &m-
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bito da presente inveng8o baseia-se em plasmideos de expressdo
essencialmente diferentes de outros plasmideos de expressdo an
teriormente descritos. Estes plasmideos, pFClé6 e pfFC44, repre-
sentam consequentemente um dos novos aspectos da presente in-
vencgdo e, conforme jé4 referido, constituem um dos seus objecti-
vos.

Além disso, o método agora descrito retira vantagem
das estirpes de E.coli do tipo B. A maior parte dos métodos de
expressdo descritos na literatura cientifica baseia-se nas es-
tirpes de E.coli do tipo K-12. Assim, a producdo de proUK em es
tirpes de E.coli do tipo B representa outro aspecto novo da pre
sente invencédo.

Esté segundoc aspecto é extremamente importante. Na rea
lidade, a escolha do organismo hospedeiro pode afectar o proces
so de produgdo global em diversos passos.

Por exemplo, as fermentag@es em grandes biomassas po-
de ser dram@ticamente influenciada pelo tipo de hospedeiro. Os
inventores da presente invencg3o e bem assim outros grupos de 1in
vestigadores descobriram consistentemente que as estirpes de
E.coli do tipo B podem crescer mais facilmente do que as estir-
Pes do tipo K-12, por exemplo. A insercdo dos mesmos plasmideos
de expressdo, pFClé ou pFC44, em estirpes K-12 tais como as do
tipo C600 gera estirpes recombinantes, as quais n&do podem de-
senvolver-se, em fermentadores tdo eficientemente quanto as es-
tirpes do tipo B recombinantes. Por outras palavras, as produ-
cBes de pro-UK nfio glicosilada recombinante s&o maiores a par-
tir das estirpes B, quando se utilizam osmesmos plasmideos de
expressio.

Outro aspecto importante relacionado com a escolha da



-24-

estirpe hospedeira reside na natureza diferente dos contaminan
tes bacterianos durante o processo de producdo de pro-UK.

0s contaminantes indesejdveis, tais como as protea-
ses, podem afectar gravemente as producgdes de produto recombi-
nante. E interessante referir que em 1986, Winkler e Blaber

(Winkler, M.E., Blaber, M., Biochemistry, 25, n. 14, 1986, p.4041)

descreveram um processc de producdo de pro-UK baseado na estir
pe 294 de K-12 (ATCC 31446).

Neste processo, os inventores tiveram de tomar diver

sas precaucdes para evitar a digest@o proteolitica da prd-UK.

De acordo com os inventores esta actividade proteolftica ficou

a dever-se s proteases bacterianas da estirpe hospedeira. Em
contraste, é Utilizag3o de estirpes do tipo B, de acordo com a
presente invenc3o, proporciona extractos celulares com activi-
dade proteolitica muito menor. Em particular,descobriu-se que

a pro-UK extralida da estirpe C600 de K-12 é contaminada pela uro
quinase com uma intensidade maior do que a prd—UK derivada, das
estirpes do tipo B.

Em conclus@o, os inventores da presente invencdo admi
tem que os rendimentos superiores observados na produgdo de pré—
-UK recombinante com a utilizag3o do procedimento agora descri-
to, por comparacgdo com o que sucedia com a técnica anterior,
representam um resultado imprevisivel e um aperfeigoamento em

Telagdo aos processos conhecidos.
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REIVINDICAGCOES

1.- Processo para a preparagao de pro-UK nao glicosilada, ca

racterizado pelo facto de se expressar a pro-UK nao glicosilada

-

sob o controlo do promotor de E. coli Ptrp e da sequéncia de

Shine-Dalgarno MS-2 por E. coli B.

2.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado

pelo facto de a pro-uroguinase de cadeia simples nao glicosilada

ter um peso molecular de 45 000 daltons aproximacdamente.

3.- Processo de acordo com & reivindicagEo 1, caracterizado

pelo facto de o E. coli B exprimir fundamentalmente a seguencia

de pro-uUK.

4.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado



pelo facto de se obter a sequéncia cADN para pro-UK a partir de

mMARN das células de carcinoma epidermdide HEp-3.

5.- Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo facto de o promotor Ptrp ser constituido por um fragmento de

restricao EcoRI-Sall obtido a partir do plasmideo pDR-720.

6.- Processo de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado
pelo facto de a;sequéncia gue incorpora a sequéncia de Shine-Dal-
garno MS-2, o coddao de partida ATG e o inicio do gene pro-UK,
flangueado a montante para um sitio HindIII e a jusante por um si
tio Tagl ser como segue:

HindIII

5'-AGCTTTAATAGACGCCGGCCATTCAAACATGAGGATTACCCATGAGC

3'-AATTATCTGCGGCCGGTAAGTTTGTACTCCTAATGGGTACTCG

Tagl

AATGAACTTCATCAAGTTCCAT-3"'

TTACTTGAAGTAGTTCAAGGTAGC-5"

7.~ Processo de acordo com a reivindicagao 1 caracterizado

pelo facto de o plasmideo FC-16 de expressao ser como segue:



EcoRI

FIG. 6
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Satl
HindI1lIl

(Bglll/BamHl)
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8.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado

pelo facto de o plasmideo FC-44 de expressao ser cCOmoO segue:

F:ng 7
EcoRI] trp Sall
(Aval/Aatll) HindIIl

Taql
Ncol
Bglll

(Beglll/BamHI)

Lisboa, 09 de Outubro de 1989

O Agzate Oficial dg Prepr.edade Indusirial
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE PRO-UROQUINASE HUMANA"

A presente invengao refere-se a um processo para preparar
pro-uroquinase de cadeia simples ndo glicosilada (pro-UK). O pro-
cesso consiste em cultivar estirpes bacterianas de E. coli que fo

ram transformadas com plasmideos com a sequéncia de cADN que codi

fica pro-UK. .

Lisboa, 09 de Outubro de 1989

O Agante Ofizial da Prepr edade Industrial
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1Smal
QQQEQQCTCCGGGCTGCGGTCTCCTGCCGCAGCCACCGAGCCGCCGTCTAGCGCCCCGACCTC

GCCACC

GTG

Val

)
Vel

Glu

CGA
Arg

2AC
AsSn

400
GCT
Ala

CTIT

Leu

450

AAC
Asn

GTC
val
TCT
Ser

cccC
°ro

CCC
?ro

CGG

AXg

ATG
Met

GAC
ASD

TGT
Cys

Cac
His

GAT A

AsD

AAG
Lys

CAG
Gln

AGG
Arg

500

C,\\
Gln

CCT
Pro

CGC
Arg

GAG
Glu

550
CcCa
?ro

AGA

Arg Ala

TCC
Ser

e
Al

Thr

CTG
lLeu

CGAa
AZg

TGC
Cys

GAA
Glu

600

TTT

Phe

TTT

-
Y

Lys

FIG. 4

50

100

GCC CTG CTG GCG CGC CTG CTT CTC TGC GTC CTG GTC
leu Cys Val Leu Val

ARA

Lys

AAT
Asn

TGC
Cys

TCA

Ser

AGC
Ser

GTC
val

GGC
Gly

CCC
Pro

ATG
Met

GAA

Glu

A
I

630
GCG GCC
Ala Ala Ile

4~ -]

T
e

Leu Leu

GGC
Gly

GGA
Gly

AAC
Asn

Lys

ACT
Thr

CTT
Leu

CTG
Leu

TGG
Trp

GTG
val

TTA
Leu

ATT
Ile

ATC

AGC
Ser

GGA
Gly

TGC
Cys

ACC
Thr

GAC
Asp

CAG
Gln

GGG
Gly

TGC
Cys

CAT
His

AAA
Lys

~r
(S |

Gly

Ala Arg Leu

AAT
Asn

ACA
Thr

GAA

CTT

Glu Leu

TGT
Cys
ARG
Lys

TAT
Tyr

NcoI
ACC ATG GGC
Thr Met Gly

caa
Gln

ARAA
Lys

TAT
Tyr

GAC
Asp

TTT
Phe

GGA
Gly

AGG
T g

ACG
Thr

CAT
His

GTG
val

TGC
Cys

CAG
Gln

GAA

Glu E

AGG
Ar

GTG
val

AARA
Lys

GAG
Glu

TAC
Tyx

AAT
Asn

CAG
Gln

GCA
Ala

TGT
Cys

CAC
His

Leu

CAT
His

TCC
Ser

TTC
Phe

GGG
Gly

CGG
Arg

CAT
His

TAC
Tvr

[\

<@

GAT
Asp

&

~

Gly

CAA
Gln

TGC
Cys

G GGC

Gly

150

AAG
Lys

GGG
Gly

GGT

Gly

TGC
Cys

CAC
His

AGG
Arg

CTA
Leu

AAA
Lys

AAG

Lys

ATC
Ile

G GGC

Gly

Tagl
GTT CCA TCG 3AC
Val Pro Ser Asn

200

TAC
Tyr

CaAG
Gln

Cac
His

CTG
Leu

TTC
Phe

250

cac
His

TCC
Ser

TGT
Cys

300

TTT
Phe

BglII
ACA T( T

og

AAC
Asn

AAG
Lys

AXG
Lys

GAG
Glu

TCT
Ser

Ser

CCG
Pro

ccc
Pro

T CIG

ILeu

22C

Asn

TAC
Tyr

350
TGG
Tro

GAT
AsD

-

GAC
Asp

CTT
Leu

C2G
Gln

ACC
Thr



TAC
Tyr

»
Iz

Thr

CTG
Leu

GAG
Glu

GCT
Ala

AGG
Arg

ATG
Met

GGA
Gly

ACT
Thr

ool

GTG
val

CAC
His

GGT
Gly

GTG
val

Cac
His

TGT
Cys

TAT
Tyr

‘AAA

Lys

GTT
val

GGC
Gly

ARA
Lys

CcTC
Leu

TGT
Cys

TGC
Cys

cGC
Arg

GAA
Glu

~r
33

Ala

AAC
Asn

GaG
Glu

~r
N N

Epale]

Gly

TTC
Phe

TCA
Ser

AAC
Asn

AAC
Asn

C2G
Gin

GAT
Asp

EAT
Asn

AAG
Lys

GRA
Glu

700

GGC AGC CTC
Gly Ser Leu

750

ATT GAT TAC
Ile Asp Tyr

AGG
Arg

CTC
Leu

GAC
Asp

FIG. 4

ATC
Ile

AGC
Ser

CCT
Pro

CCaA
2ro

AAG
Lys

AAG
Lys

800

CTT
ILeu

ATC
Ile

ATT
Ile

CCA TCC

2ro

CCcC
Pro

CIG
Leu

GTC
val

TCC
Ser

CGC

ATT
Ile

ACC
Thr

r Arg

C CAG

AAC
Asn

TCC
Ser

AAC
Asn

ACG
Thr

850
CTA
Leu

Cac
His

AAG
Lys

GAC
AsD

900
GCC TTG
aAla Leu

CTG
Leu

ANG
Lys

950
ACT ATA
Thr Ile

CAG
Gln

CGG

1000
GGC aCA AGC
Gly Thr Ser

TTT
Phe

1050
CTC TAT
Leu Tyr

GAC
ASD

TAT
Tyr

(cont'd)

GTG
val

ATC
Ile

TGC
Cys

TGG
Trp

ATC
Ile

GAG
Glu

TAC
Tyr

GAC
ASpP

GAG
Glu

ATG

Gln Met

GCT
Ala

GAC
Asp

TAC
Tyxr

TCC
Ser

AAG
Lys

ATC
Ile

CGT
Arg

TCGC
Cys

CTG
Leu

ACC
Thr

ATC
Ile

ATC
Ile

ACT
Thr

TGT
Cys

GAG
Glu

CTG
Leu

CCG
Pro

GAG
Glu

CaG
Gln

1100

CAC
His

GAG
Glu

TCC
Ser

CGG
Arg

ATG
Met

CTA
Leu

ACC

Thr

AARD
Lys

GAC
Asp

TCA
Ser

GGA

Gln Gly

TTG
Leu

ACT
Thr

GGA
Gly

ACT
Thr

GGC
Gly

GTC
val

ARG
Lys

CCA
Pro

CAC

His

ACC AAG
Thr Lys

TGT
Cys

CaG
Gln

CaG
Gln

CcCC
Pro

1150
TGT GCT
Cys Ala

GCT
Ala

GAC
Asp

1200
GGG GGA
Gly Gly

CTC
Leu

ccC

Pro

1250
TG AGC
e Val Ser

TGG
Trp
1300

AGA GTC
Arg Val

TAC
Tyr

ACG
Thr

1350
AAT GGC
Asn Gly

GRA
Glu

GG
Glu

Se

"

GTC
vVal

AAG
Lys

ACG
Thr

GAG
Glu

CccC
Prc

GGC
Gly

Lys

CacC
His

CTG
Leu

GCC
Ala

TAC
Tyr

TTT
Phe

CTT
Leu

Gly

TCG
Ser

TTT
Phe

ATG
Met

TAC
Tyr

Gln

TGT
Cys

CGT

y Arg

cac
His

GCC
Ala



FIG. 4 (cont'd)

1400
CTC IGA GGGTCCCCAGGGAGGAAACGGGCACCACCCGCTTTCTTGCTGGTTGTCATTTTT
Leu end

1450
GCAGTAGAGTCATCTCCATCAGCTGTAAGAAGAGACTGGGAAGATAGGCTCTGCACAGATGGA‘

1500 .
TTTGCCTGTGCCACCCACCAGGGTGAACGACAATAGC TTTACCCTCAGGCATAGGCCTGEETG

1550 1600
CTGGCTGCCCAGACCCCTCTGGCCAGGATGGAGGGGTGGTCCTGACTCARCATGTTACTGACC

1650
AGCAACTTGTCTTTTTCTGGACTGAAGCCTGCAGGAGTTAARAAGGGCAGGGCATCTCCTGTG

1700 - . NcolIl
CATGGGTGAAGGGAGAGCCAGCTCCCCCGACGGTGGGCATTTGTGAGGCQQAIQQTTGAGAAA

1750
TGAATAATTTCCCAATTAGGAAGTGTAACAGCTGAGGTCTCTTGAGGGAGCTTAGCCAATGTG

1800 1850
GGAGCAGCGGTTTGGGGGAGCAGAGACACTAACGACTTCAGGGCAGGGCTCTGATATTCCATG

1900
AATGTATCAGGAAATATATATGTGTGTGTATGTTTGCACACTTGTGTGTGGGCTGTGAGTGTA

1950
AGTGTGAGTAAGAGCTGGTGTCTGATTGTTAAGTCTAAATATTTCCTTAAACTGTGTGGACTG

2000 2050
TGATGCCACACAGAGTGGTCTTTCTGGAGAGGTTATAGGTCACTCCTGGGGCCTCTTGGGTCC

2100
CCCACGTGACAGTGCCTGGGAATGTATTATTCTGCAGCATGACCTGTGACCAGCACTGTCTCA

© 2150
GTTTCACTTTCACATAGATGTCCCTTTCTTGGCCAGTTATCCCTTCCTTTTAGCCTAGTTCAT

2200
CCAATCCTCACTGGGTGGGGTGAGGACCACTCCTTACACTGAATAETTATAITTCACTATTTT

2250 EcoRI
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EcoRI

EcoRI

Pgal

trp

HindIII

Sall

FIG. 5

Mi13-mp8



FIG. 6

Taql
Ncol

(Bgll11/BamHI)

Taql
Ncol
Bglll

(BglIl/BamHI)



Tet

EcoRI/(Pvul)

FIG. 7
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FIG. 8




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

