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Ihmiskudoksen plasminogeenin aktivaatteri. - Plasminogen

aktivator foér manskodvidvnad.

Keksinndn ala

Tamén keksinnén kohteena on ihmisplasminogeenin aktivaattori,
joka vastaa ihmisen seerumissa ja/tai kudoksissa 18ydettyd
aktivaattoria; sekd sen uvudet muodot ja seokset ja erityisesti
keinot ja menetelmdt, joilla sitd valmistetaan homogeenisesti

terapeuttisesti merkittdvia madria.

Tama_keksintd perustuu osittain ihmisplasminogeenin aktivaat-
torin DNA-sekvenssin ja siitd johdetun aminohapposekvenssin
selvittdmiseen. T&md selvittdminen mahdollisti ihmisplasmino-
geenin aktivaattorin tuottamisen soveltamalla rekombinantti-
ONA-tekniikkaa. T&amd vuorostaan mahdollisti laadultaan
madraltidan riittidvan materisalin valmistamisen niin,
ettd voitiin aloittaa ja suorittaa markkinoille hyviaksymisen
vaatimat eladainkokeet ja kliiniset kokeet niiden rajoitusten
estamattd, jotka luonnostaan liittyvat tahdn mennessa vaytet-
tyihin eristysmenetelmiin, joihin liittyy valmisctaminen
ja uuttaminen olemassa olevasta soluviljelmasta. Taman

keksinndn kohteena ovat ndmi suoritusmuodot kaikissa suhteissa.

Julkaisut ja muu materiaali, joilla on havainnollistettu
keksinnon taustaa ja erdissd tapauksissa annettu lisisd
sen toteuttamista koskevia yksityiskohtia; on mainittu
tissd yhteydessa viitteend. Seuraavassa tekstisséd niihin
on viitattu numercin, ja ne on vastaavasti kerdtty mukaan

liitettyyn viiteluetteloon.

Keksinndn tausta

A. Ihmiskudcksen plasminogeenin aktivaattori

Fibrinolyyttinen jirjestelms on dynaamisessa tasapainossa

koagulointijirjestelmdn kanssa, ja yllapitaa ehjén, ndkyvan



vaskulaarikerroksen. Koagulointijirjestelmid saostaa fibriinin
matriisina, jonka tarkoituksena on palauttaa hemostaattinen
tila. Fibrinolyyttinen jsrjestelms poistaa fibriiniverkon
hemostaattisen tilan saavuttamisen jilkeen. Fibrinolyyttisen
tapahtuman aiheuttaa proteolyyttinen plasmiini-entsyymi,

jota muodostuu plasman prekursoriproteiinista eli plasmino-
geenista. Aktivaattorin aikaansaama aktivointi muuntaa

plasminogeenin plasmiiniksi.

Téllad hetkelld kaupallisesti on saatavissa kahta aktivaattoria,
nimittain streptokinaasia ja urokinaasia. Kummankin kdyttodindi-
kaatioita ovat akuuttien vaskulaaritautien, kuten syddnlihaksen
infarktin, halvauksen, keuhkoveritulpan, deep vein-tukoksen,
perifeerisen valtimotukoksen ja muiden suonitukosten hoito.
Ndmad taudit muodostavat yhdessid suuren terveysvaaran ja

riskin.

Ndiden tautien takana oleva etiologinen pohja viittaa joko
verihyytyman - trombi tai tromibiembolus - aiheuttamaan
verisuonen osittaiseen tai vakavissa tapauksissa tdydelliseen
tukkeutumiseen. Perinteinen antikoagulanttihoito esimerkiksi
hepariinilla tai kumariinilla ei lainkaan suoraan edista
trombien tai trombiembolusten liukenemista. Edellid mainittuja
trombolyyttisia aineita, nimittdin streptokinaasia ja uroki-
naasia on kdytetty kaytdnndssid tehokkaasti. Niillad kummallakin
on kuitenkin vakavia rajoituksia. Kummallakaan ei ole suurta
affiniteettia fibriinin suhteen; kumpikin aktivoi siten
jokseenkin valikoimatta kiertdvdsd ja fibriiniin sidottua
plasminogeenia. Kiertdvdssd veressd muodostunut plasmiini
neutraloituu melko nopeasti eikid ole endd kdytettdvissa
hybdyllisessi trombolyysissa. Jaljelle ji&nyt plasmiini
hajottaa useita hyytymid siheuttavia proteiineja, esimerkiksi
fibrinogeenié; FaétéTV and Factor)VIII proteiineja, mika _
aiheuttaa verenvuotovaaran. Streptokinaasi on lisdksi voimak-
kaan antigeeninen ja potilaat, joilla on korkeat vasta-aine-
tiitterit, reagoivat liian huonosti hoitoon eik& heitd

voida pitk#d jatkuvassa hoidossa. Urokinaasihoito on kallista,



koska se eristetdidn ihmisen virtsasta tai kudosviljelhésté,
eikd sita ole sen vuoksi yleisesti hyvidksytty kliiniseen
kdyttdon. Urokinaasi on ollut lukuisten tutkimusten kohde -

kts. esimerkiksi viitteet 1-6.

Nk. plasminogeenin aktivaattoreita on eristetty erilaisista
ihmiskudoksista, esimerkiksi kohdun kudoksesta, veresta,
seerumista - kts. yleisesti viitteet 7-11, ja soluviljelmidsta
(viite 94). Myds niiden seoksia on kuvattu - kts. viitteet

12, 13. Kts. myodos viitteet 14-18, N&distd lahteistd saadut
plasminogeenin aktivaattorit on ryhmitelty kahteen padryhm&an:
Urokinaasityyppiset plasminogeenin aktivaattorit (u-PA)

ja kudostyyppiset plasminogeenin aktivaattorit (t-PA) niiden
immunologisten ominaisuuksien erojen perusteella. (Lyhennelmid
t-PA ja u-PA on ehdotettu kdytettdviksi seuraavassa kokouk-
sessa: the XXVIII Meeting of the International Committee

on Thrombosis and Hemostasis, Bergamo, Italia, 27.7.1982).

AsLettéin on tunnistettu ihmisen melanoomalinja, joka eritt&a
t-PA-aktivaattoria. Taman melanocomaplasminogeenin aktivaattorin
karakterisointi on osoittanut, ettd sekd immunologisesti

ettd aminohappokoostumuksensa perusteella sitd ei voida

erottaa normaalista ihmiskudoksesta eristetystd plasminogeenin
aktivaattorista (viitteet 19, 88).

Tima tuote eristettiin suhteellisen puhtaassa muodossa,
karakterisoitiin ja todettiin erittd@in aktiiviseksi fibrino-

lyyttiseksi aineeksi (20).

Useat tutkimukset (esimerkiksi viitteet 95-98), joissa
kaytettiin melanoomasolulinjasta puhdistettua t-PA-akti-
vaattoria, ovat osoittaneet silléd olevan suurehﬁan affiniteetin
fibriiniin kuin urokinaasi-tyyppisilla plasﬁinogeenin akti-
vaattoreilla. Ihmisen t-PA-aktivaattoria potentiaalisena
trombolyyttisend aineena ei ole kuitenkaan voitu tehokkaammin
tutkia, koska sen esteend on ollut sen erittdin alhainen

konsentraatio veressd, kudosuutteissa, suoniperfusaateissa



ja soluviljelmisssi.

Rekombinantti-DNA-tekniikan ja siihen liittyvien tekniikoiden
soveltahisen uskottiin olevan kaikkein tehokkaihhan tavan
saada tarvittavat suuret md&drat korkealaatuista ihmiskudos-
tyyppista plasminogeenin aktivaattoria (josta aikaisehmin
kdytettiin nimitystd ihmisplasminogeenin aktivaattori),
jossa oleellisesti ei ole muuta ihmisproteiinia, T&dllaisilla
aineilla uskottiin olevan todenndktisesti bioaktiivisuutta,
mikd mahdollistaisi niiden kliinisen kayton erilaisten
kardiovaskulaaristen tilojen tai tautien hoidossa.

| Soluviljelmsdt tuottavat tyydyttdviid md&riid ihmisen t-PA-akti-
vaattoria. Mydhemmilld k#&sittelyilld, joissa kdytetdin
sekundiarista koodaussekvenssié; voidaan kuitenkin vieldkin
lisdtd tuottomdariid. Sekundddrinen koodaussekvenssi kasittaa
dihydrofolaattireduktaasin (DHFR), johon vaikuttaa ulkoisesti
sidddettavissd oleva parametri, kuten metotreksaatti, jolloin
ekspressiota voidaan kontrolloida s#&tédm&lld metotreksaatin
(MTX) konsentraatiota.

——

B. Rekombinantti-DNA-tekniikka

Rekombinantti-DNA-tekniikka on jo kehittynyt melko monimutkai-
seksi, Molekyylibiologit pystyvat jonkin verran yhdist&@miian
erilaisia DNA-sekvenssejd muodostaen uusia DNA-aineita;

Jjotka pystyvat tuottamaan suuria méérié heksogeenista pro-
teiinia transformoiduissa hikrobeissa ja soluviljelmissai.
Kaytettdvissa on yleisid keinoja ja menetelhié; joilla

in vitro ligatoidaan erilaisia tasapdisid tai p&ilt&din
"tarttuvia™® DNA-fragﬁentteja; jolloin saadaan tehokkaita
ekspressiovélittéjié; jotka ovat hyddyllisid tiettyjen
organishien transformoinnissa ja n&ain ohjataan niiden halutun
eksogeenisen tuotteen tehokasta synteesié; Yksittadisen
tuotteen kannalta reitit ovat jonkin verran hankalia eiké
tiede ole vield edennyt aiheeseen, jossa onnistuminen voidaan
aina ennustaa. Itse asiassa ne, jotka ennustavat onnistumisia

ilman kokeellista pohjaa; tekevdt ndin huohattavalla riskilla.



Oleellisten osign DNA-rekombinaatio; so. replikaation l&htdkohta,
yhden tai useamman fenotyypin valintaominaisuudet; ekspressio-
prohoottori, heterologinen geeni-insertti ja vektorin loppuosa,
tehdddn yleensd isdntdsolun ulkopuolella. Saatu replikoitava
rekombinantti-ekspressiovélittéjé eli plasmidi vied&d&dn soluihin
transformeimalla ja rekombinantti-valittidjad saadaan suuret
m8sdrdt kasvattamalla transformanttia. Kun geeni on oikein
insertoitu niiden osien suhteen, jotka valvovat koodatun
DNA-tiedon transkriptiota ja translaatiota, saatu ekspressio-
valittaja on hyddyllinen ja todella tuottaa polypeptidisek-
venssid, jota insertoitu geeni koodaa. Tatd tapahtumaa kutsutaan
ekspressioksi., Saatu tuote voidaan saada tarvittaessa lyysaa-
malla isdntdsolu mikrobijdrjestelmissd ja ottamalla tuote

talteen puhdistamalla sopivalla tavalla muista proteiineista.

Kaytannossayégz mblnanttl DNA- teknllkakfalv01daan)ekspressolda
tdysin heterologisia polypeptidejd - nk. suocra ekspressio -

tai vaihtoehtoisesti voidaan ekspressoida hetercloginen
polypeptidi, joka on sulautunut homologisen polypeptidin
aminochapposekvenssin johonkin osaan. Jdlkimmdisiss&d tapauksissa
aiottu bioaktiivinen tuote ei aina ole bioaktiivinen fuusioi-
tuneessa, homologisessa/heterologisessa polypeptidissi,
ennenkuin se lohkaistaan solun ulkopuolisessa ympdristossi.
Kts. viitteet (21) ja (22).

Mybs solu- tai kudosviljelmien kaytto genetiikanm ja solufysio-
logian tutkimuksessa on pitkdlle vakiintunut. Kiytettdvissi

on keinoja ja menetelhié; joilla yll&dpidetddn pysyvdt solu-
linjat, jotka on valmistettu siirrostamalla peridkkain eris-
tetyista norhaaleista soluista., Tutkimuskayttoa varten tallaisia
soluliﬁbja yllipidetdsn kiintedlld tukiaineella nestemdisessi
alustassa tai niit3d kasvatetaan tarvittavia ravinteita sisdl-
tdvidssd suspensiossa. Scale-up suuriin valéistehéériin nayttasa
asettavan vain &ekaanisia vaikeuksia; Taustatietoja varten

viitataan viitteisiin (23) ja (24).

Sahoh1proteiinibiokemia on hyddyllinen ja itse asiassa valtta-
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viljelmilla, ﬁahdollistaa ihmiskudoksen plasﬁinogeenin
aktivaattorin tuottaﬁisen paljon tehokkaamﬁalla tavalla

kuin ﬁité on ollut ﬁahdollista ja nidin vaikeasti saavutet-
tavissa olleen kaupallisen hyﬁdyntémisen; Isdntdsolusta
riippuen ihmiskudoksen plasminogeenin aktivaattori voi
lisiksi omata suuremman tai pienemmin mi&rin siihen liittyvaa
glykolisaatiota verrattuna natiiviin hateriaaliin. Kaikissa |
ndissd tapauksissa t-PA ei sisdlld kontahinantteja, joita

tavallisesti liittyy sen soluymparistdon ei-rekombinmantti-
muodossa.

Taman keksinndn kohteena ovat hyﬁs replikoitavat DNA-ekspres-
siovalittajat, joissa on ihmiskudoksen plasminogeenin akti-
vaattoria koodaavat geenisekvenssit ekspressoituvassa muodossa,
niills transformoidut mikro-organismikannat tai soluviljelmat
ja tdllaisten transformoitujen kantojen tai viljelmien

mikrobi- tai soluviljelm&t, jotka pystyvdt tuottamaan ihmis-
kudoksen plasminogeenin aktivaattoria. Tamdn keksinnén

kohteena ovat myds erilaiset menetelm#t, jotka ovat hyddyllisid
niiden geenisekvenssien, DNA-ekspressiovdlittajien, mikro-
organismikantojen ja soluviljelmien valmistuksessa, ja

niiden spesifiset suoritusmuodot. Tdm&n keksinntn kohteena

on lisiksi ndiden mikro-organismien ja soluviljelmien fer-

mentaatioviljelmien valmistaminen.

Lybyt kuvaus piirustuksista

: - - . E d,“e{pé{vng@l??&l-
otriom Bl ks sulfuatigeby oy e b R e b Fer O )
Kuviossa 1 on esitetty 10—prosenttinen6@DS- rUu ?SS-leimatuista

roteiineista, ,jotka voidaan saostaa melanoomaso-
p '

eritedylila -
1uista'ﬂﬁt€gu$iq-anti—t—PA-IgG:llé, proteaasi-inhi-

biittorin kanssa ja ilman sita.

Kuviossa 2 on esitetty elektroforeesiajo melanoomasoluista
saatujen mRNA-jakeiden immunosaostetuista trans-

latiotuotteista.



pakteeri-
Kuviossa 3 on esitetty hybrldlsaatlokuv1o 9@Y§g§;;;;;;;a,

jotka on transform01tu cDNA:11la kayttamdlla
32p lelmattua l4- mer poolia koettimena, joka
on valmlstettu 1hmlsen t-PA-aktivaattorin 5

aminohapposekvenssin pohjalta,

Kuvio 4 on restriktiocendonukleaasikartta tZyspitkastid ihmisten
t-PA-cDNA:sta.

Kuviocissa 5a, 5b ja 5c on esitetty tdyspitkan ihmisen t-PA-cDNA:n
nukleotidisekvenssi ja siitd johdettu éminohapposek-

venssi.

Kuvio 6 esittdd kaaviollisesti ekspressioplasmidin p[:.-.RIPA0

muodostamista.

Kuviossa 7 on esitetty tulokset fibriinimaljamenetelméstsi,
jolla on midritelty pARIPAO-plasmidilla transfor-
moitujen solujen fibrinolyyttinen aktiivisuus,

Kuvio 8 on HPLC-k#dyra peptideistd, jotka on saatu digestoimalla
‘trypsiinilla t-PA-aktivaattoria.

Kuvio 9 esittdd plasmidin, joka koodaa valmiin ihmisen
t-PA-aktivaattorin suoraa ekspressiota E. coli-

bakteerissa, muodostamista.

Kuviossa 10 on esitetty tulokset fibriinihaljamenetelmésté,
jolla on maarltetty ihmisen t- PA- aktivaattorin,
joka cnvalmlstettu transform01malla E.coli pt-

PAtrplZ plasmldllla, fibrinolyyttinen aktiivisuus,

Kuviossa 11 on esitetty DHFR-proteiini (mutanttl tai Vllll-
tyyyppi)/t-PA-aktivaattoria koodaavien plasmldlen,
jotka sopivat nisdkkdiden kudosv1lJelmasolu38n

transformointiin, muodostaminen.



Missing

page/
pages



14

B Isantdsoluvilielmit ja vektorit

Tassd esitettyjda vektoreita ja menetelmiid voidaan kaytt&sd
isantidsoluissa, jotka kuuluvat laajaan joukkoon prokaryoottisia

ja eukaryoottisia organismeja.

Keksinndssad hytdyllisten vektoreiden muodostamisessa kéytetéén
DNA-sekvenssien kloonaukseen yleensd luonnollisesti mieluummin
prokaroyytteja. Erityisen hyddyllinen on esiherkiksi E.coli
K12 kanta 294 (ATCC n:o 31446). Muita kayttokelpoisia mikrobi-
kantoja ovat esimerkiksi E.coli kannat, kuten E.coli B

ja E.coli X1776 (ATTC n:o 31537). N&m& esimerkit ovat luonnol-

. . - u R S .. .
lisesti havainnollistavia feivatké rajoittavia

Prokaroyyttejd voidaan kayttaa ﬁyas ekspressoimiseen., Kaytto-
kelpoisia ovat edelld mainitut kannat sekd E.coli W3110
(F7, A7, protrofinen, ATTC n:o 27325), basillit, kuten

Bacillus subtilus ja muut enterobakteerit; kuten Salmonella

typhimurium tai Serratia marcesans ja erilaiset pseudomonas-

lajit. T
Ndiden isdntien yhteydessd kaytetdan yleensa plasmidivekto-
reita, jotka sisiltavat replikoni- ja kontrollisekvensseji,
jotka ovat per#isin is@ntadsolun kanssa yhteensopivista
lajeista. Vektorissa on tavallisesti replikaatiokohta seka
markkeeraussekvenssejé; jotka voivat saada aikaan fenotyyp-
piselektion transformoiduissa soluissa Esiﬁerkiksi E.coli
transformoidaan tyypillisesti kayttamalla pBR 322 plasmldla
joka on peralsln E.coli laJelsta (Bollvar, et al y1 Gene

2: 95 (1977)). pBR322 plasmidissa on geenit amplsllliinin
ja tetrasykliinin vastutuskyvylle Ja siten se on helppo
keino tunnlstaa transformoldut solut. pBR322 plasmidin

tai jonkin muun mlkroblplasmldln on myos 31sallettaVa -

tai se on modificitava nain tekemaan - promoottorelta,
joita ﬁikrobiorganisﬁi voi kayttaa ekspressoiéaan o&at
protellnlnsa. Naihin rekomb1nantt1 DNA- konstruktlossa ylei-

simmin kaytettyihin promoottore1h1n kuuluvat B- laktamaasi
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(Simian Virus 40). SV40-viruksen alku- ja loppupromoottorit
ovat erityisen hyddyllisid, koska kummatkin saadaan viruksesta
helposti Fragmenttina; joka sisdltdia myés SV40-viruksen
replikaation replikaatiokohdan (Fiers; et al, Nature, 273:
113 (1978); mainittu tédssid viitteend. Voidaan kdayttsd mybs
pienempid tai suurempi SV40-fragmentteja edellyttden, etts
niihin sis&ltyy noin 250 bp sekvenssin; joka ulottuu kohdasta
Hind II1 viruksen replikaation alkukohdassa sijaitsevaan

Bgl I- kohtaan pain. Lis3dksi on myds mahdollista ja usein
toivottavaakin kdyttdd haluttuun geenisekvenssiin normaalisti
liittyvid promoottori- tai kontrtollisekvenssejid edellyttden,
ettd ndmid kontrollisekvenssit sopivat yhteen isdntidsolusys-

teemin kanssa.

Replikaation alkukohta voidaan saada joko muodostamalla

vektori niin, ettd se sis&dltdd ulkoisen alkukohdan, esimerkiksi
alkukohdan, joka on saatu SV40-viruksesta tai muusta viruksesta
(esimerkiksi Polyoma, Adeno, VSV, BPV jne.), tai sen voi
muodostaa isdntédsolun kromosomaalinen replikaatiomekanismi.

Jos vektori integroidaan isdnt&solun kromosomiin, jalkimmdinen

on usein riittsava.

Kun keksinnon mukaisilla vektoreilla, jotka sisdltaviat

sekd t-PA-aktivaattoria etta DHFR-proteiinia koodaavat
DNA-sekvenssit, tapahtuvaa transvektiota varten valitaan
hyvanid pidetty isantdsolu, on tarkoituksenmukaista valita
isdntd kiytetyn DHFR-proteiinin tyypin perusteella. Jos
kdaytetddan villityyppistéd DHFR—proteiinia; valitaaan parhaiten
isdntisolu, joka on DHFR-proteiinin suhteen vajaa; Ngin

on mahdollista kdyttad DHFR-proteiinia koodaavaa sekvenssié
onnistuneen transfektion $arkerina selektiiviselld alustalla,
josta puuttuu hypoksantiini; glysiini ja tyﬁidiini. Tdssd
tapauksessa erids sopiva is#ntdsolu on CHO (Chinese hamster
overy)-solulinja; joka on vajaa DHFR-aktiivisuuden suhteen

ja joka on valmistettu ja kasvatettu Urlaub'in ja Chasin'in
kuvaamalla tavalla; Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 77: 4216

(1980); julkaisu on esitetty tassd viitteena.
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Jos t01saalta kontrolloivana sekvenssinid kdytet#ddn DHFR-pro-
tellnla, jolla on alhainen affiniteetti metrek511n11n,

ei ole valttamatonta kayttaa DHFR-&AQZéE:thsﬁéfSOIUJa.

Koska mutantti-DHFR on resistentti ﬁetotreksaatille; metotrek-
saattia sisdltdvida alustoja voidaan kdyttdd valintakeinona
edellyttden, ettd itse iséntésolut ovat metotreksaatille
herkkia. Uselmmat eukar;;;ttlset solut, jotka kykenevidt
absorboimaan metotreksaattla, ndyttdavat olevan MTX-herkkia.
Erdas tallainen hyddyllinen solulinja on CHO-linja, CHO-K1

ATCC n:o CCL 61.

Jadljempdnad esitetyt e31merk1t kuvaavat E.coli-bakteerin,

kun promoottorisysteemina g%’trp, kdyttoa sekd CHO-solujen
kayttsd isdntdsoluina ja ekspressiovektoreita, jotka sisdltaviat
promoottorina SV40-viruksen replikaation alkukohdan. Alan
ammattimies voi kuitenkin helposti kayttdd analogisia menetel-
miid muodostamaan ekspressiovektoreita haluttujen proteiini-
sekvenssien ekspressoimiseen vaihtoehtoisissa prokaryoottisten

tai eukaryoottisten is@ntadsolujen viljelmisséi.

C. Kaytetyt menetelmdt

: me e ﬂfjj/7’('7
Jos isantdsoluina kdytetdan soluja, joiden solu

muodostamat esteet eivdt ole liian vaikeita, transfektio
suoritetaan kalsiumfosfaattisaostus—henetelméllé, jota
Graham ja Van der Eb ovat kuvanneet julkaisussa Virology,
52: 546 (1978). DNA:n viemiseen soluihin voidaan kdyttaa
kuitenkin myts muita henetelmié, kuten tuhainjisointia

tai protoplastifuusiota.

Jos kaytetdin prokaryoottisia soluja tai soluja; jotka
sisdltavit huomattav1a soluselnamarakentelta, parhaana
pidetty transfektlomenetelma on kalsiumkdsittely kayttamalla
kalsiumkloridia, jota menetelmds ovat kuvanneeet F.N. Cohen
et al julkaisussa Proc. Natl; Acad; Sci; (USA), 69: 2110
(1972).
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Sopivien vektoreiden, jotka sisdltdvdat halutut koodaus-

ja kontrol;isekvenssit; ﬁuodosta&isessa kdytetdan norhaaleja
ligatointimenetelmii. Eristetyt plasmidit tai DNA-fragmentit
lchkaistaan; sovitetaan ja ligatoidaan uudelleen haluttujen

plasmidien muodostamiseksi haluttuun muotoon.

Lohkaiseminen sucritetaan kiasittelem&dlla restriktioentsyymillé
(tai —entsyyheillé) sopivassa puskurissa. Yleensd kaytetdan
noin 1 ug plashidia tai DNA—fragmentteja ja noin 1 yksikko
entsyymid noin 20 pl:ssa puskuriliuosta (valmistaja antaa
tiedot sopivista puskureista ja substraattimairistd kyseisille
restriktioentsyymeille). Kdyttdkelpoinen inkubointiaika

on noin 1 tunti 37°C:ssa. Inkubointien jalkeen proteiini
poistetaan uuttamalla fenolilla ja kloroformilla ja nukleiini-

happo otetaan talteen vesijakeesta saostamalla etanolilla.

Jos tarvitaan tasap#idt, preparaatti kédsitelldan 15 minuuttia
15°C:ssa 10 yksik5lld - polymeraasia I (Klenow), uutetaan

fenoli-kloroformilla ja saostetaan etanolilla.

Lohkaistut fragmentit jaetaan koon hukaan kéyttéhéllé D.
Geoddel'in et al, Nucleic Acids Res., 8: 4057 (1980), kuvaamaa

6-prosenttista polyakryyliamidigeelid; julkaisu on mainittu

tdssa viitteensd.

Ligatointia varten suurin piirtein yht&d suuret moolima&rat
haluttuja komponentteja, joiden p&dt on sopivalla tavalla
muokattu oikesaa yhteensopiﬁista varten; kdsitellddn noin

10 yksikolla T4 DNA—ligaasia/O;S Mg DNA, (Kun kohponentteina
kdytetsin lohkaistuja vektoreita, voi olla hysdyllista

estdd halkaistun vektorin ligatoituﬁinen vuudelleen esikéasit-

telemdlls bakteeriperiiselld alkalisella fosfataasilla).

Analyysid varten; jolla vahvistetaan oikeat sekvenssit

muodostetuissa plasmideissa; kdytetdsdn ligatointiseoksia

transformoimaan E.coli K12 kanta 294 (ATCC 31446). ja sopéwja. //
- A : aS iy
transformantteja, jotka on valittu ampisilliiﬁgg%zéﬁgké%ffiVagﬁ

perusteella, kun tima on mahdollista. Transformanteista
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immunosaostettiin t&mdn jdlkeen ihmiskudoksen plasminogeenin

aktivaattorille spesifiselld IgG-vasta-aineella,

Kyseeseen tuleva RNA (21 - 24S) huunnettiin vastaavaksi
yksis&@ikeiseksi komplementti-DNA:ksi (cDNA), josta huodos—
tettiin kaksis#dikeinen cDNA. Poly-dC-tailing-kidsittelyn
jédlkeen se insertoitiin vektoriin, kuten plasmidiin,

jossa on yksi tai useampi fenotyyppinen markeri,

Nain valhistetuilla vektoreilla transformoitiin bakteeri-
solut; jolloin saatiin cQﬁglkloonikirjasto. Valhistettiin
joukko (pool) radioleihattuja synteettisiada deoksioligonuk-
leotideja, jotka olivat komplementaarisia t-PA-aktivaattorin
tunnettujen aminohapposekvenssien kodoneille, kuten
esimerkiksi joukko 8 l4-meereji, 5'—dTC(é)CA(é)TA(?)TCCA—B'

(komplementaarinen sekvensseille, jotka koodaavat tunnet-

tua - kts. infra-aminochapposekvenssid: tryptofaani -
glutamiinihappo - tyrosiini - kysteiini - asparagiinihappo

(W-E-Y-C-D), ja kaytettiin pesdkekirjaston koettimena.

Positiivisista cDNA-klooneista eristettiin ja sekvenssoitiin
plasmidi-DNA. | |

N4 —?/4— é@/dﬂx/ﬁ.
Taman jdlkeen muokattiié\sekvenssoitu DNA in vitro niin,

ettd se voitiin insertoida sopivaan ekspressiovalittdjaan,
jota kdytettiin transformoimaan kyseeseen tuleva isantidsolu,
jonka vuorostaan annettiin kasvaa viljelhéssé ja tuottaa
haluttua ihmiskudoksen plasminogeenin aktivaattoria.

Ngin tuotetussa ih&iskudoksen plas&inogeenin aktivaattorin
entsyﬁaattisessa seriini-proteaasiosassa on noin 251
aminohappoa ja aktivaattorissa on t&dstd l&htdkohtaan

pdin "kringle-alueen" sisZltivd sekvenssi, jonka uskotaan
olevan syynd fibriinin sitoutu&iseen; Val&iissa proteiinissa

ja sen signaali-esisekvenssissd on yhteensd 562 aminohappoa.

Edelld kuvatulla $enetelhéllé voidaan jo itsessd&n hyvin

valmistaa puhdasta t-PA-aktivaattoria. Keksinndn mukaisilla
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henetelmillé, joissa kdytetddn vield yhts ﬁetotreksaatti-
herkkdd koodaussekvenssid, on mahdollista valmistaa isdnta-
soluviljelmiSSé antigeenisesti aktiivista t-PA-proteiinia

yli 0,1 pg/solu/palva. Sopivissa S‘MF113$US— ja vahvistusolo-

suhteissa voidaan saada yli 20 pgySuuruisia m&&rid. Toisin

sanoen ilmoitettuna saavutetaan geeniekspressiotaso, jotka
St //;»_,. VA

A
johtavat yli 9 x 10 -6 Plough- yk31kon> va i tai.

4 - —ykSikon[solu fparda
soptxalla vahvistuksella yli 18 x 107~ Plough¢t-PA-aktiivi-
Pi4]

suusyksitksr—muodostamiseen.

Keksinndssd on tdssa kohden edullista kdytt&a lddkeaineena
metotreksaattia, joka vaikkakin se tavallisesti on tappava
sitd sisddansid pystymdan ottavilie soluille, mahdollistaa
solujen kasvamisen kontrolloitujen MTX-mddrien l&sn&dollessa
vahvistamalla geenii, joka koodaa DHFR-koodaavaa sekvenssid
(Schimke, Robert T. et al; Science, 202: 1051 (1978); Biedler,
J.L. et al, Cancer Res. 32: 153 (1972); Chang, S.E., et

al, Cell, 7: 391 (1976)).

Keksinndn tdlle puolelle on térke#d osoittaa, ettda DHFR-pro-
teiinin geenin vahvistahinen voi aiheuttaa siihen liittyvien,
muita proteiineja koodaavien sekvenssien vahvistumisen.

Ndin nayttida asianlaita olevan, kun t&mi liittynyt proteiini
on hepatiitti B pinta- antlgeenl (HBsAG) (Chrlstman, J.

et al, Proc. Natl. Acad. Sci., 79: ‘1815 (1982); E.coli
proteiini XGPRT (Ringold, Gordon, et al, J. Molec. and

Appl. Gen. 4 1: 165 81981)); Ja endogeenlnen sekvenssi
DHFR/SV40- plasmldl yhdlstelmasta (Kaufman, R.F. et al
J. Molec. Biol., 159: 601 (1982)).

Muita metotreksaatti—resistenttiyden antavia ﬁekanisﬁeja
ovat DHFR- protellnln 31toutumlsaff1n1teet1n pienentdminen,
301101n se on vahemman herkka metotreksaatllle (Fllntoff
W.F. et al, Somat. Cell Genet., 2: 245 (1976)) mutta tissy

tapauksessa nayttdd myds tapahtuvan vahv1stum13ta.

Nayttidsa silté; etta hetotreksaatin mukanaolo vahvistaa
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seki villityypin DHFR-proteiinin ettd sellaisen DHFR-proteiinin
geeneJa, Joka on resistentti metotreksaatllle oman pienentyneen
sitoutumiskykynsi anslosta. Keksinndn taman puolen kohteena

on siten periaatteessa se, ettd liittyv&id proteiinia koodaaviin
sekvensseihin kohdistuvaa DHFR- sekven831n vahv1stusvalkutusta
kdytetdan kontrolllmekanlsmlna, Joka mahdolllstaa korkeammat
t-PA-sekvenssien ekspressiotasot metotreksaatin lasnaollessa
tai sen an81osta, ettd ensin on k3dsitelty transformoidut

solut metotreksaatllla.
E. Esimerkit

Seuraavat esimerkit havainnollistavat keksintﬁé(fité rajoit- Peid
tamatti} Ndissd esimerkeissid kdytettiin isdntdsoluviljelmisd
E.coli’isdntdviljelmdd ja CHO-solulinjaa, jolla voidaan
tuoda DHFR-proteiinia koodaava sekvenssityyppi. Keksinndn
mukaisessa menetelmissd voidaan kuitenkin kdyttasa myos

muita eukaryoottisia ja prokaryoottisia socluja.

E.1 Ihmisen t-PA-geenin eksgressoituhinen E. colissa

E.1.A Kuvien selitykset

Jv
Kuvio 1 an autoradlogramml 10- prosenttlsesta SDS aLiéiﬁﬁhm;g;;

geetigtdy— jossa nidkyy immunosaostettu / S/ metioniinilla
leimattu proteiini (proteiinit), joka on erittynyt ihmisen

melanoomasoluista 3 tunnin pulssin aikana in vivo, kun
mukana on (rata b) tai ei ole (rata a) proteaasin inhibiit-
torina toimivaa aprotiniinia; Sen jdlkeen kun kudoksen
plasmlnogeenln aktivaattorille spe51flsella IgG:1153 oli
suorltettu 1mmunosaostus, havaittiin kolme vyohyketta (rata
a) joiden molekyylipainot olivat noin 65. 000, 63.000 ja
35.000. Proteaasin 1nh1b11t1n lasnaollessa ei kuitenkaan
havaita lainkaan vyohyketta, jonka molekyyllpalno on 35.000.
Kun kaytetddn esi- 1mmuunlseeru$ia (rata c), ei i&ﬁunosaostu
lainkaan tuotteita. lZ‘C--leir.nattujen proteiinistandardien

kulkeutuhiset ja ﬁolekyylipainot on esitetty radan a vasemmalla
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puolen.

Kuvio 2 kuvaa happo—urea—agaroosigeelisté eristettyjen
RNA-jakeiden 1mmunosaostettugen translaatiotuotteiden
(gjelektrofor6851a. Jakeissa numerot 7 ja 8 havaittiin suurin
vydhyke sen Jalkeen; kun o0li suoritettu translaatio koiran
haihan mikrosohien lasndollessa ja t&mdn jdlkeen immunosaos-
tettu kudoksen plasﬁinogeenin aktivaattorille spesifisells
IgG:1143. Témén vythykkeen molekyylipaino on suurin piirtein
63.000 daltonia. Jakeissa 7 ja 8 kulkeutuvan mRNA:n koko
on noin 21 - 24S. Kyseisten geeliratojen yl&puolelle on
merkitty ribosomaalisten RNA-markereiden sijainnit; jotka
midritettiin RNA-ureageelilld suoritetun elektroforeesin

jdlkeen ja tehtiin nakyvdksi etidiumbromidi-varjéayksella.

Kuviossa 3 on esitetty 96 pesidkkeen hybridisaatiokuvio
Zp_gtc(BrcahTad)TeCCA (W-E-Y-C-D)-koettimella. 96 erillistd
transformanttia kasvatettiin mikrotiitterilevylld, maljattiin
replikat ja kasvatettiin nitroselluloosakalvolla. Téhén
jalkeen pesakkeet lyysattin, kiinnitettiin bakteeriperdinen
DNA ja suodattimet hybridisoitiin 32p 14-mer (W-E-Y-C-D)-koet-
timilla. Suodattimista poistettiin hybridisoitumaton koetin
pesemalla ja suodattiﬁet valotettiin réntgensddefilmilla.

Tiama autoradiogrammi on tyypillinen kuvio; joka saatiin

48 yksitt#isells suodattimella (4600 erillisti pesdkettd).
Suodattimella numero 25 on ﬁerkitty nuolella ElO—klOOni;

joka on esiherkki positiivisesta kudoksen plasﬁinogeenin

aktivaattori-cDNA-kloonista.

Kuvio 4 on tdyspitkan ihéiskudoksen plaaghnogeenin aktivaat-
tori-cDNA:n restriktioendonukleaasikartta. Fraghenttien;

jotka oli muodostettu lohkaisemalla restriktioendonukleaasilla;
lukumddrs ja koko arvioitiin elektroforeesin avulla é-prosent-
tisilla akryyllamldlgeelellla. Kohtien sijainnit vahvistettiin
nukleiinihapposekvenssin avulla (esitetty kuviossa 5).
Suurihﬁan avoiﬁen lukukehikon koodausalue on suljettu viivoin,

ja viivoin varjostettu alue tarkoittaa oletettua signaali-
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peptidisekvenssiad. Pistein varjostettu alue tarkoittaa
oletettua valmista kudoksen plasminogeenin aktivaattorisek-
venssid (527 aminohappoa). mRNA:n 5'-p#i on vasemmalla

ja 3'-pad oikealla.

Kuvioissa 5A, 5B ja 5C on esitetty tdyspitkidn ihmiskudoksen
plasminogeenin aktivaattori-cDNA:n nukleotidisekvenssi

ja johdettu aminchapposekvenssi. Valmista sekvenssid edeltavit
35 aminohappoa (-35 - -1) on kuvattu sekvenssind, jossa

ei ole vdlejd. Tamdn 35-aminohappoisen sekvenssin uskotaan
muodostuvan hydrofiilisestd "esisekvenssistid", joka edeltidsd
noin 12 - 15 aminohapon pituisen valﬁiin proteiinin seriinié
(+1) ja jonka edelld vuorostaan on "tavanomainen" hydrofobinen
signaali (vdli S5' - -35). Erittyneiden proteiinien t&man
tyyppinen pre-pro-rakenne on kuvattu aikaisemmin, esimerkiksi
preproalbumiinin yhteydessd. Taman teorian perusteella

kaikki erittyneet kudosplasminogeenin aktivaattorimolekyylit
alkavat seriinills (+1) amino-p&ina. Toinen teoria on,

ettda hydrofiilinen sekvenssi saattaa liittyd kudoksen plasmino-
geenin aktivaattorin toimintaan samalla tavoin kuin mitd

on havaittu plasminogeenills, jossa 10.000 daltonin peptidi
voidaan lohkaista natiivin plasminogeenin amino-terminaali-
osasta (amino-termipaaliryhmdn perusteella nimetty Glu-plasmino-
geeniksi). N&in muodostuu pienempi molekyyli, jossa on

uusi amino-p&ad ja josta kdytetadn herkintéé Lys-plasminogeeni.
Lys-plasminogeeni aktivoituu helpommin plasmiinin suhteen

ja silla on myds suurempi affiniteetti fibriinin suhteen

kuin Glu-plasminogeenill#. Plasmiinin on osoitettu katalysoivan
Glu-plasminogeenin muuntumisen Lys—plashinogeeniksi. Taman
tyyppinen kontrollihekanishi johtaa "positiiviseen feedback"-
mekanismiin. Ensiﬁ&éisef muodostuneet plasmiiniméérét

Jjotka ha)ottavat flbrllnla, alheuttavat myos sen lisdksi
plasminogeenimolekyylien muodostumlsta jotka pat11v1;n
plasminogeeniin verrattuna aktivoituvat helpommin ja myods
sitoutuvat tiukemhin substraattiinsa. T&m#n seurauksena
fibriini hajoaa nopeammin. Kudoksen plasﬁinogeenin aktivaat-
torin hydrofiilinen peptidi saattaa liittysd samanlaiseen

mekanismiin, jolloin sen lohkaiseminen johtaa muuttuneeseen
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pidetadn joka tapauksessa valmiin proteiinin esisekvenssini.

Kuvio 6 on kaaviollinen diagrammi kudosplasminogeenin akti-
vaattorin pARIPAO—ekspressioplasmidin rakenteesta. Ldhtéplas-
midista pPA25E10 eristettiin ensin PstI-kdsittelyllsd 376

bp fragmentti, joka sen jdlkeen digestoitiin kuviossa esite-
tylla tavalla.

Kuviossa 7 on esitetty tulos fibriinimalja-analyysisti,
jolla maaritettiin pARIPAO—plasmidin kautta saadun ekspres-
siotuotteen fibrinolyyttinen aktiivisuus transformoiduissa

soluissa.

Kuviossa B on esitetty HPLC-grammi peptideistd, jotka on

saatu digestoimalla trypsiinill&d kudosplasminogeenin akti-
vaattori (Absorbanssi 210 nm). Nuolella on osoitettu siti
peptidid vastaava piikki, jota kdytettiin pesdkekirjaston
yhteydessa kadytetyn nukleotidi-koettimen tekoon. Tam&n

piikin esittdmdlla peptidillad havaittiin olevan seuraava

tdysi sekvenssi: L-T-W-E-Y-C-D-V-P-S-C-S-T-C-G-L. Myos

muut isommat piikit sekvensoitiin samalla tavoin ja havaittiin
vahvistavan ihmiskudoksen plasminogeenin aktivaattorin

oikean aminosekvenssin. Seuraavassa on annettu aminohappoja

vastaava yksikirjaiminen peptidikoodi:

Asp D Asparagiinihappo Ile I Isoleusiini

Thr T Treoniini Leu L Leusiini

Ser S Seriini Tyr Y Tyrosiini

Glu E Glutamiinihappo Phe F Fenyylialaniini
Pro P Proliini His H Histidiini

Gly G Glysiini Lys K Lysiini

Ala A Alazniini Arg R Arginiini

Cys C Kysteiini Trp W Tryptofaani

Val V Valiini Gln Q Glutamiini

Met M Metioniini Asn N Asparagiini
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Kuviossa 9 on kuvattu palsmidin, joka koodaa valmiin ihmisku-
doksen plasminogeenin aktivaattorin suoraa ekspressiota
E.coli—bakteerissa; rakenne. 50 pg plasmidia pPAl7 digestoitiin
Sau3Al, Hincll ja Hhal entéyymeillé ja elektroforesoitiin
6-prosenttisella polyakryyliamidigeelilld. Talteen saatiin

noin 0,5 pg 55 bp 5Sau3Al-Hhal-fragmenttia. Samalla tavoin
puhdistettiin noin 3 ug 263 bp HhaI-NarlI-fragmenttia 80

pg:sta kloonia pPAZ25E10 eristdmdllsd ensin 300 bp PstI-NarI-
fragmentti ja sen jdlkeen digestoimalla tdmd fragmentti
Hhal:114. Kaikki digestiot suoritettiin 1 tunnin aikana
37°%C:ssa ja reaktiotuotteet erotettiin ja eluoitiin sahkdisesti
6-prosenttisista polyakryyliamidigeeliestd. Molemmat osoitetut
deoksioligonukleotidit 5' dAATTCATGTCTTATCAAGT (I) ja

S' GATCACTTGATAAGACATG (II) syntetisoitiin kiintedfaasisella
fosfotriesterimenetelmalld (51). 100 pikomoolia oligonukleo-
tidia II fosforyloitiin 30 pl:ssa reaktioseosta, joka sisdlsi
60 mM Tris-puskuria (pH 8), 10 mM MgCl,, 15 mM B-merkapto-
etanclia ja 50 pCi /ABZP/ATP (Amersham 5.000 Ci mmol—l),
lisdttiin 12 yksikkod T4 polynukleotidikinaasia ja reaktion
annettiin jatkua 15 minuuttia 37°C:ssa. Tamin jélkeen lisdttiin
1 gl 10 mM ATP ja 12 yksikkdd T4-kinaasia ja reaktion annettiin
jatkua viela 30 minuuttia. Fenoli/CHCl3

tiin keskendsn fosforyloitu oligomeeri II ja 5' hydroksyyli-

-uuton jalkeen yhdistet-

oligomeeri I sekd 0,5 pg eluoitua 55 bp Sau3Al-Hhal-fragmenttia
ja 2 pg 263 bp HhalI-Narl-fragmenttia ja saostettiin etanolilla.
Ndmd fragmentit ligatoitiin huoneen l&mpdtilassa 4 tunnin
aikana 60 ul:ssa seosta; joka sisdlsi 20 mM Tris-HCl-puskuria
(pH 7;5); 10 mM MgClz, 10 mM ditiotreitolia; 0,5 mM ATP

ja 1000 yksikkoa T4 DNA-ligaasia. Seosta digestoitiin 1

tunti seoksella, joka sisdlsi 48 yksikkda Narl-, 20 yksikkdd
EcoRI- ja 40 yksikkos BGlII-entsyymis (jotta estettaisiin
polymeroituminen, joka johtuu koheesiivisten Sau3Al-pdiden
ligatoituhisesta), ja elektroforesoitiin é-prosenttisella
geelills. 338 bP tuote (noin 0,1 pg) otettiin talteen eluoimalla
sihkoisesti. Loput t-PA-koodaavista sekvensseistd (aminohapot
111-528) eristettiin 1645 bP—fraghentilla digestoimalla
plasmidi pPA25£10 Narl ja Bglll entsyymeillsd. Plasmidi
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plLelFAtrpl03 on johdos plasmidista plLelFA25 (52), josta

on poistettu LelF A geenin suhteen distaalisti sijaitseva

EcoRl1 (53). 3 Mg ptelfFAtrpl03-plasmidia digestoitiin 20
yksik811ld EcoRI-entsyymid ja 20 yksikolld BgllI-entsyymid

90 minuuttia 370C:ssa; elektroforesoitiin 6-prosenttisellas
polyakryyliamidigeelilld ja suuri (noin 4.200 bp) vektori-
fragmentti otettiin talteen elektroeluoimalla, Rakenne viimeis-
teltiin ligatoimalla 80 ng EcoRI-BglII plLelfAtrpl03:a ja

100 ng 1645 bp NarlI-BgliI-fragmenttia ja 20 ng 338 bp
EcoRI-NarlI-fragmenttia 10 tuntia huoneen lampcdtilassa. T&lla
ligatointiseoksella transformoitiin E.coli K-12 kanta 294.

38 tdllaisesta transformantista valmistettiin palsmidi-DNA

ja digestoitiin EcoRI-entsyymilld. Kymmenen ndistd plasmideista
sisdlsi haluttuja 600 bp ja 472 bp EcoRI-fragmentteja. DNA-
sekvenssianalyysi vahvisti, ettd yhdelld nidistd plasmideista
(pt-PAtrpl2) oli haluttu nukleotidisekvenssi trp-promoottorin,

synteettisen DNA:n ja cDNA:n vdlisissid liitoskohdissa.

Kuviossa 10 on esitetty tulos fibriinimalja-analyysistsd,
jolloin mddritettiin kudosplasminogeenin aktivaattorin
ekspressiotuotteen fibrinolyyttinen aktiivisuus. Yhden ydn
ikdinen E.coli W3110/pt-PAtrpl2-viljelmid Luria-liemessd,

joka sisdlsi 5 pg/ml tetrasykliinia, laimennettiin 1:100
M9-mediumiin, joka sisdlsi 0,2 % glukoosia, 0,5 % kasamino-
happoja ja 5 pg/ml tetrasykliinia. Solut kasvatettiin 37°C:ssa
A55O—tiheyteen 0,2 ja liszdttiin niin paljon indoli-akryyli-
happoa, ettd loppukonsentraatio oli 20 pg/ml. Ndytteet otettiin
talteen sentrifugoimalla tiheydessa ASSO = 0,5—0;6 (noin

2x108 solua/ml) ja pakastettiin vdlittomasti. Solupelletit
suspendoitiin &M guanidiinihydrokloridiin tiheydells 5x10°
solua/ml; danikidsiteltiin 10 sekuntia, inkuboitiin 30 minuuttia
24°C:ssa ja sen jilkeen dialysoitiin &4 tuntia liuosta vasten,
jonka koostumus oli 25 mM Tris-HC1, pH 8,0, 250 mM NaCl,

0,25 mM EDTA ja 0,01 % Tween BO. Dialyysin jdlkeen naytteet
sentrifugoitiin 2 minuuttia 13.000 xg ja supernatanteista
analysoitiin kudosplashinogeenin aktivaattori-aktiivisuus.

Noudattamalla Granelli-Piperno'n ja Reich'in (87) menetelmda
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inkuboitiin maljaa 3,5 tuntia 379 :ssa ja mitattiin lyysivyd-
hykkeet. Kvantitatiivinen m3&ritys tapahtui vertaamalla
livoksen, joka sisdlsi puhdistettua melanoomakudoksen plasmi-

nogeenin aktivaattoria, laimennuksiin.

£.1.B Kudosplasminogeenin aktivaattori-mRNA:n saanti

Kdytettiin ihmisen melanoomasoluja (Bowes). Melanoomasolut
kasvatettiin massamaisiksi monokerroksiksi 100 ml:ssa minimi-
alustaa (Earles Minimal Essential Media), jota oli tédydennetty
natriumbikarbonaatilla (loppukonsentraatic 0,12 %), 2 mM
glutamiinilla ja 10 %:11la 1&mmglla inaktivoitua vasikansi-
kidseerumia. Sen vahvistamiseksi, ettsd melanoomasolut tuottivat
aktiivisesti ihmiskudoksen plasminocgeenin aktivaattoria;
viljeltiin ihmisen melanoomasoluja massaksi 24-kaivoisessa
mikrotiitterimal jassa. Solut, kun mukana oli 0,33 pM aproti-
niini-proteaasi-inhibiittid tai ilman sitd, pestiin kerran
fosfaatilla puskuroidulla suolaliuoksella ja lisdttiin 0,3

ml seerumia ja metioniinia siszlt&dm&tonta mediumia. Lisdttiin
75 pCi /358/-metioniinia ja solut leimattiin 37%C:ssa 3

tunnin aikana. Taman 3 tunnin pituisen leikkausjakson lopussa
poistettiin soluista mediumit ja k#siteltiin joko kudosplas-
minogeenin aktivaattorille spesifiselld IgG:11& tai esi-
immuuniseerumilla immunosaostusta varten (54). Immunosaostetut
tuotteet ajettiin elektroforeesilla 10-prosenttisella 5DS-
akryyliamidigeelilla. Tahmea geeli kiinnitettiin, kuivattiin

ja fluorografoitiin.

£.1.C Lahetti-RNA:n eristdminen ja fraktionti koon perusteella

Kokonais-RNA uutettiin helamoonasoluviljelmisté oleellisesti
Ward'in et al kuvaamalla tavalla (55). Solut pelletoitiin
sentrifugoimalla ja suspendoitiin uudelleen sen jdlkeen
seokseen, jonka koostumus o0li 10 mM NaCl, 10 mM Tris-HC1

ph 7,5 ja 1,5 mM MgCl,. Solut lyysattiin lisa&m&lla NP-40
(l-prosenttinen loppukonsentraatio) ja tumat pelletoitiin

sentrifugoimalla. Supernatantti sisslsi kokonais-RNA:n,
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joka puhdistettiin edelleen uuttamalla useaan kertaan fenolilla
ja kloroformilla, Vesifaasi tehtiin 0,2- mooliseksi natriumklo-
ridin suhteen ja sen jdlkeen kokonais-RNA saostettiin llsaamallé
2 tilavuusosaa etanolia, 5RNA puhdistettiin kokonais-RNA-valmis-
teista kaytt&m&dlls oligo-dT-selluloosakromatografiaa (5

10 g erista viljeltyja helanooﬁasoluja saatiin tyypillisina
saantoina 5 - 10 hg kokonais-RNA ja 50 - 200 pg Poly(A)

plus mRNA.

ﬁiyA+ mRNA (200 pg) fraktioitiin (56) elektroforeesin avulla
urea-agaroosigeelien ldpi. Tahmea agaroosigeeli (57, 58)
sisdlsi 1,75 % agaroosia; 0,025 M natriumsitraattia, pH

3,8 ja 6 M ureaa, Elektroforeesi suoritettiin 7 tunnin aikana
25 milliamperin voihakkuudella ja 4°C:ssa. Tamén jélkeen

geeli fraktioitiin parranajokoneen terdn avulla., Yksittadiset
viipaleet sulatettiin 70°C:ssa ja uutettiin kaksi kertaa
fenolilla ja kerran kloroformilla; Taman jalkeen jakeet
saostettiin etanolilla ja t&@man jdlkeen analysoitiin in

vitro translatoimalla kaniinin retikulosyytti-lysaattisystee-
missd, Bethesda Research Lab. (59,60), jota oli taydennetty
koiran haiman mikrosomeilla: Translaatiot suoritettiin kaytta-
malla 25 pCi /355/—hetioniinia ja 500 nanogrammaa kunkin
geeliviipaleen RNA 30 pl:n lopputilavuudessa, joka sisdlsi

25 mM HEPES'ta, 48,3 mM kaliumkloridia, 10 mM kreatiinifos-
faattia, 19 aminohappoa kutakin 50 mM: n konsentraatlossa

1,1 mM magne31umklor1d1a, 16,6 mM EDTA 0,16 mM ditioctreitolia,
8,3 mM hemllnla, 16,6 ug/hl kreat11n1k1n3a31a, 0,33 mM kalsium-
kloridia, 0,66 mM EGTA ja 23,3 mM natriumkloridia.

Inkub01nn1t Suorltettlln 30 ®C:ssa 90 mlnuuttla Koiran haiman
mlkrosomaallset membraanlt Jotka oli valmlstettu puhdlsta—
mattomlsta mlkrosomelsta kayttamalla rlbosomlen p01stamlseen
EDTA (61), kdsiteltiin nukleaasilla viitteessd (62) kuvatulla
tavalla. Niitd oli mukana translaatioseoksessa 7 A260 yk81kk0/ml
loppukonsentraatiossa. Translaatiotuotteet eli immunosaostetut
translaatiotuotteet analysoitiin elektroforesoi&alla 10-pro-

senttisella polyakryyliamidigeeleilld natriumdodekyylisul-

/
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faatissa aikaisemmin kuvatulla tavalla (63). Varjaamattomiat
tahmeat geelit kiinnitettiin, kuivattiin ja fluorografoitiin
(64).

Jokaisesta geelijakeesta saadut translaatiotuotteet immuno-
saostettiin kaniinin ihmiskudoksen vastaisen plasminogeenin
aktivaattorille spesifisellsd IgG:114%. Yksi suuri immunosaostettu
polypeptidivydhyke havaittiin RNA-jakeiden 7 ja 8 translaatiossa
(kulkeutuminen 21 - 24S), jonka molekyylipaino on noin 63.000
daltonia. Tata vyodohykettsd ei havaittu, kun immunosaostukseen
kdaytettiin esi-immuuni-IgG, mikd viittaa siihen, ettd nidmd
polypeptidit olivat spesifisid kudoksen plasminogeenin aktivaat-

torille.

£E.1.D Kudosplasminogeenin aktivaattorisekvenssit sisdltdvéan

pesdkekirjaston valmistaminen

Kaksisdikeisen cDNA:n valmistamiseen vakiomenetelmilld (52,

65, 66) kdytettiin viisi pg geelifraktioitua mRNA (geeliviipale
7mRNA). cDNA fraktioitiin koon perusteella 6-prosenttisella
polyakryyliamidigeelilld. Y1li 350 emdsparin pituinen cDNA

(125 ng) elektroeluoitiin. 30 ng cDNA jatkettiin deoksi(C)-
ryhmilld kdyttadmsdlla terminaalista deoksinukleotidyylitrans-
feraasia (67) ja liitettiin 300 ng kanssa plasmidia pBR322

(68), johon samalla tavoin oli liitetty deoksi(G)-ryhmia
kohdassa Pst I (67). Sen jdlkeen yhdistetty seos transformoitiin
E.coli K12 kantaan 294 (ATCC n:o 31446). Saatiin noin 4.600

transformanttia.

E.1.E DNA-koettimen valmistaminen

Viitteissd (19, 20) esitetyllsd menetelmdllsa saatiin puhdistettua

ihmiskudoksen plasminogeenin aktivaattoria.

Synteettisten koettimien valmistamiseen-parhaiten sopivien

alueiden ldytimiseksi molekyyli skannattiin seuraavasti:
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Trypsiinihajotukselle alttiiden proteiinien tekemiseksi

se pelkistettiin ja karboksimetyloitiin. Ensin dialysoitiin
yon aikana huoneen lampdtilassa 2 mg niyte kudosplasminogeenin
aktivaattoria, kun vasta-aineena oli 0,0l-prosenttinen

Twveen 80. T&d&mdn jdlkeen lyofilisoitu proteiini liuotettiin

12 ml:aan seosta, joka sisdlsi 0,56 M Tris-HC1l puskuria

(pH 8,6), 8 moolia ureaa ja 5mM EDTA. Disulfidisidokset
pelkistettiin lis#8m&l13d 0,1 ml B-merkaptoetanolia. T&ami
reaktio suoritettiin typen alla 2 tunnin aikana 45°C:ssa.
Pelkistetyt disulfidit alkyloitiin karboksimetyylijohdokseksi
lisdam&dlla 1;0 ml 1,4 M jodietikkahappoa 1IN natriumhydroksi-
dissa. Reaktion jatkuttua 20 minuuttia huoneen lampdtilassa
se pysaytettiin dialysoimalla 18 tuntia hucneen lampdtilassa
0,0l-prosenttista Tween 80 vasta-ainetta vasten ja lyofili-

soitiin.

Saatu lyofilisocitu karboksimetyloitu proteiini liuotettiin
uudelleen 3 ml:aan 0,1 M natriumfosfaattipuskuria (pH 7,5).
Lisdttiin trypsiinia (TPCK) (1:50) ja digestoitiin 37%°C:ssa.
3, 6 ja 12 tunnin kuluttua otettiin tasaosat (0,1 ml).
Trypsiinid lisdttiin toisen kerran 12 tunnin kuluttua.

24 tunnin kuluttua reaktio pysdytettiin pakastamalla naytetta,
kunnes se voitiin injisoida HPLC-laitteeseen. Digestion

kulku mdaritettiin ajamalla tasaosista S5DS-geelit. Kaikki
geelit olivat puhtaita lukuunottamatta heikkoa vydhyketta

3 tunnin tasaosassa. T&ama osoitti; ettd digestio o0li tapahtunut
24 tunnissa kokonaan ja ettd jdljelle ei jaanyt mitaan

suuria peptideji.

Suuren erotuskyvyn Altex-kolonniin (C-8 ultrasphere 5 u)
injisoitiin ndyte (noin 0,5 51) kahtena ajona; Kiaytettiin
asteettaista asetonitriiligradienttia (1 % - % 5 minuuttia;
S % _ 35 % 100 minuuttia, 35 - 50 % 30 minuuttia). Toisessa
niistd kahdesta preparatiivisesta ajosta seurattiin eluanttia
kahdella aallonpituudella (210 nm ja 280 nm). Ndiden kahden
aallonpituuden absorptioiden suhdetta k#ytettiin tryptofaasia

sisdltdvien peptidien osoittamiseen.
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Ensin sekvensoitiin ne peptidipiikit, jotka todennikéisimmin
sisdlsivat tryptofaania, tai joiden uskottiin olevan muista
syistd hyodyllisid. Tdm3 mahdollisti sekvenssin middrittamisen
useimpien tryptofaanien iéheisyydessé. Sen jalkeen kun

noin 25 parasta mahdollista peptidipiikkis oli sekvensoitu,
sekvenssitiedot, jotka olivat yhteensovitettavissa, kudosplasmi-
nogeenin aktivaattorin primddrirakenteen alustavaksi malliksi,
Ndistd tiedoista ja tdstd mallista ldydettiin useita mahdol-

lisia koettimia.

£.1.F Kudosplasminogeenin aktivaattori-cDNA-sekvensseja

sisdltdvien bakteeripesdkkeiden tunnistaminen

Pesakkeet siirrostettiin yksitellen mikrotiitterilevyjen
kaivoihin, jotka sisdlsivdt LB (93) ja 5 pg/ml tetrasykliinisi,
ja sd@ilytettiin -20°C:ssa sen jalkeen, kun oli lisdtty
dimetyylisulfoksidia 7 % asti. Pes#dkekirjastosta kasvatettiin
kaksi kopiota nitroselluloosasuodattimilla ja kunkin pesdkkeen
DNA kiinnitettiin suodattimeen Grunstein-Hogness'in menetel-
malla (69).

Fdell3d kuvatulla tavalla valmistettiin 32P-leimattu -
TC(é)CA(é)TA(%)TCCCA—koetin (synteettisests oligomeeristi),
(W-E-Y-C-D) l4-mer paoli. Suodattimet, jotka sisdlsivat
4.600 transformanttia, esihybridisoitiin 2 tunnin ajan
huoneen ldmpdtilassa seoksessa; jonka koostumus oli: 50

mm natriumfosfaatti pH 6,8; 5X SSC (80), 150 ug/ml &d&ni-
kasitelty lohensiittién DNA, 5X Denhardt'in liuos (85)

ja 10 % formamidi, je sen jalkeen hybridisoitiin niin,

etts samassa liuoksessa 0li leimattua koetinta 50X 106
pulssia per minuutti. Inkuboitiin y&n yli huoneen léhpﬁtilassa
ja sen jalkeen suodattimet pestiin kolme kertaa huoneen
limpotilassa 30 minuuttia seoksella, joka sisdlsi 6X SSC

ja 0,1 % SDS, ja kerran 2X SSC:ssa ja sen jalkeen valotettiin
Kodak XR-S-réntgensddekalvolla 16 tunnin ajan kdyttamdlla

vahvistusvar jostimia (Dupont Lightning Plus).
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Plasmidi-DNA eristettiin pikamenetelm&alld (71) kaikista
pesékkeisté, joilla oli positiviinen hybridisointireaktio.
Taman Jalkeen sekvensoitiin ndistd kloon81sta saadut cDNA-
1nsert1t kun en51n oli subkloonattu ﬁmgmentlt M13 vektoriin
mp 7 (73), Maxam Gilbert'in kemiallisella menetelm&ll

(74). Kuviossa 3 on esitetty suodatin numero 25, jossa

ndkyy positiivisen kudosplashinogeenin aktivaattorikloonin
hybridisaatiokuvio. cDNA-insertin kloonissa 25E1C osoitettiin
DNA-koodaavan kudosplasﬁinbgeenin aktivaattoria vertaahalla
sen aminohapposekvenssid peptidisekvenssiin (kts. supra),
joka 0li saatu puhdistetusta kudosplasminogeenin aktivaatto-
rista; ja sen E.coli-bakteerissa huodostetun ekspressiotuotteen
avulla, kuyten aon kuvattu k51tylskohtalsemm1n infra. Kloonin

/[d!m:d:n o PA JE70 CDNQ /f);fr »r ——
LJ%SETﬁTﬁTfUDS 0li 2304 emasparia ja sen pisin avoin lukukehys

koodasi 508 aminohapon proteiinia (molekyylipaino 56,756)

ja sisdlsi 772 bp 3' transloitumattoman alueen. T&l11l& cDNA-

kloonilla ei ollut N-terminaalisia koodaussekvenssejd.

E.1.G Ihmiskudoksen plasminogeenin aktivaattorikloonin

. suora ekspressoituminen E.coli-bakteerissa

Seuraavassa viitataan kuvioon 6. 50 ug pPA25E10 (supra)
digestoitiin Pst I-entsyymilld ja 376 bp fragmentti eristettiin
elektrofore301malla 6-prosenttisella poryakryyllamldlgeelllla.
Geellsta eristettiin elektroeluoimalla n01n 3 P9 tdatd frag-
menttia, digestoitiin 30 yksikdn kanssa Dde I entsyymia

1 tunti 370C:ssa; uutettiin fenolilla ja kloroformilla

ja saostettiin etanolilla. Saadut Dde I liitospd&dt jatkettiin
tasapdiksi lisd&mdlla reaktloseokseen 5 yksikkoa DNA poly-
meraasia I (Klenow fragmenttl) ja 0,1 mM dATP, dCTP, dGTP

ja dTTP ja 1nkub01malla 8 tuntia 4°C:ssa. Fenoli- ja kloro-
formiuuton jalkeen DNA digestoitiin 2 tuntia 15 yksik5lls

Nar I entsyyhia ja reaktioseos elektroforesoitiin 6- prosent-
tisella polyakryyllamldlgeelllla. Haluttua tasapalsta 125

bp Nar I fragmenttia saatiin talteen noin 0,5 pg. T&méd
fragmenttl koodaa valmlln, taysipituisen kudosplashinogeenin

aktivaattoriproteiinin aminohappoja 69 - 110.
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1645 bp Nar I - Bgl II fragmentin eristédmiseksi digestoitiin
30 ug pPA25E10 plasmidia 30 yksik6lld Nar I ja 35 yksikolla
Bgl II entsyymid 2 tunnin ajan 379C:ssa ja reaktioseos
elektroforesoitiin é-prosenttisella polyakryyliamidigeelills.
Haluttua 1645 bp Nar I - Bgl Il fragmenttia saatiin talteen

noin 6 ug.

pdeltaR1SRC-plasmidi on pSRCexl6-plasmidin (79) johdos,

jossa trp-promoottorin suhteen proksimaalisesti ja SRC-geenin
suhteen distaalisesti sijaitsevat Eco R1 kohdat on poistettu
DNA polymeraasi I kisittelylla (28) ja itse-komplementtinen
oligodeoksinukleotidi AATTATGAATTCAT (syntetisoitu fosfo-
triesterimenetelmallsd (75)) oli insertoitu jdljelle jidneeseen
Eco RI kwhtaan, joka sijaitsee vdlittomasti Xba I kohdan
vieressd. 20 ug pdeltaR1SRC-plasmidia digestoitiin taysin

Eco RI entsyymilld, uutettiin fenolilla ja kloroformilla

ja saostettiin etanolilla. Sen jadlkeen plasmidi digestoitiin
100 yksikén kanssa nukleaasi 51 entsyymia 16°C:ssa 30 minuutin
aikana seoksessa, joka sis&dlsi 25 mM natriumasetaattia

(pH 4,6), 1 mM ZnCl2 ja 0,3 moolia natriumkloridia, jolloin
saatiin ATG-sekvenssinen tasapidd. Fenoli- ja kloroformiuuton
ja etanolisaostuksen jdlkeen DNA digestoitiin Bam H]l entsyy-
milla, elektroforesoitiin 6-prosenttisella polyakryyliamidi-
geelillsd ja elektroeluoimalla otettiin talteen (4.300 bp)

vektorifragmentti.

Ekspressioplasmidi koottiin ligatoimalla yhteen 0,2 ug
vektoria, 0,06 ug tasapdistd 125 bp - Nar I fragmenttia

ja 0,6 ug 1645 bp Nar I - Bgl II fragmenttia 10 yksikdolla

Ta DNA-ligaasia 7 tunnin aikana huoneen l&mpdtilassa ja
plasmidilla transformoitiin E.coli kanta 294 (ATCC n:o
31446) ampisilliiniresistantiksi. Plasmidi-DNA valmistettiin
26 pesikkeesta ja digestoitiin Xba I ja Eco RI entsyymeilla.
N&ists plasmideista sisdlsi 12 plasmidia haluttuja 415 bp

Xba I - Eco RI ja 472 bp Eco RI-fragmentteja. DNA-sekvens-
sianalyysi vahvisti, ettsd useissa naisté plasmideista ATG-

aloituskodoni sijaitsi oikein mainohapon numero 69 (seriini)
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alussa. Erds naistd plasmideista, pARIPAO, testattiin ja
se muodosti haluttua kudosplasminogeenin aktivaattoria
(kuvio 7).

E.1.H Tayspitkd kudosplasminogeenin aktivaattori-cDNA

a) N-terminaalisia kudosplasminogeenin aktivaattorisekvensse ji
sisdltdavan pesdkekirjaston valmistaminen
Kaksisdikeinen cDNA valmistettiin vakiomenetelmillsd (65,
66) priimaamalla 7,5 ug geelifraktion numero 8 mRNA (supra)
0,4 ug:1la synteettistd 5' TTCTGAGCACAGGGCG 3' oligonukleo-
tidia. cDNA frakticitiin koon perusteella 6-prosenttisella
polyakryyliamidigeelilld. Jae (36 ng), jonka koko oli suurempi
kuin 300 em#dsparia, elektroeluoitiin. 5 ng cDNA jatkettiin
deoksi(C)-ryhmillsd kayttam&lld terminaalista deoksisytidyyli-
transferaasia (67) ja liitettiin 50 ng kanssa pBR322-plasmidia
(68), jota oli samalla tavoin jatkettu deoksi(G)-ryhmilli
kohdassa Pst I (67). Liitetty seos transformoitiin t&man
jdlkeen E.coli K12 kannaksi 294, Saatiin noin 1.500 tansfor-

manttia.
b) Ihmisen genomi-DNA:n hybridisointi Southern-menetelmdlla

Koska cDNA-priimausreaktio oli suoritettu kayttamdllsa syn-
teettista fragmenttia, joka hybridisoi 13 emidsparia pPA25E10-
kloonin N-terminaalista, cDNA-kloonien seulomiseen tAssa

29 emdsparin alueella (joka sis&ltaa lé‘her sekvenssin)

ei ollut saatavissa mitdidn sopivaa restriktiofragmenttia.

Sen vuoksi oli vBlttamstontd eristds ihmiskudoksen plasmino-
geenin aktivaattorin genomiklooni, jotta voitaisiin tunnistaa
mahdolliset priﬁeerijatketut cDNA—kloonit; jotka sisdltavat

‘N-terminaalisia kudosplasminogeeniaktivaattorin koodaussekvens-

seja.

Tdmin menetelmi#n ensimmdisessd vaiheessa vahvistetaan se,

ettd ihmisen genomi-DNA:ssa on mukana vain yksi ainoa homo-



37

loglnen kudosplasmlnogeenln aktivaattorigeeni. Taméan maarlt-
tamiseksi suoritettiin Southev/hybr1d1801nt1. Tdssi menetel- /
mdssd (77), erilaisilla restriktioendonukleaaseilla digestoi-
tiin tdydellisesti 5 ug suuri@olekleipainoista ihmisen
lymfosyytti-DNA (valmistettu kuten viitekohdassa 80), elektro-

foresoitiin 1,0-prosenttisilla agaroosigeeleilld (81) ja

kuivattiin nitroselluloosafiltterille (77). 1 7 /
pPA25E10 cDNA-insertin 5'padsti (230 bp Hpa II - /64 1 J/ /
fragmentti) valmistettiin (76) 32P leimattu DNA-koetin

ja hybridﬂgistiin (82) nitroselluloosafiltterin kanssa. /

Koetinté_F;E;EEisoitiin 40 tuntia 35 x 106 pulssia minuutissa
ja sen jadlkeen pestiin kuvatulla tavalla (82). Kaksi endo-
nukleaasi-sulatuskuviota tuottaa vain yhden ainocan hybridi-
soivan DNA-fragmentin: Bgl II (5,7 Kbp) ja Pvu II (4,2

Kbp). Hinc II kanssa havaittiin vain kaksi hybridisoituvaa
DNA-fragmenttia (5,1 Kbp ja 4,3 Kbp). Yhdessd namd tiedot
viittaavat siihen, ettd ihmisen genomissa on mukana vain

yksi ainoa kudosplasminogeenin aktivaattorigeeni ja etta

tdma geeni sisdltdda ainakin yhden valisekvenssin,

c) Ihmisen A-faagikirjaston seulonta kudosplasminogeenin

aktivaattorigeenien suhteen

Kudosplasminogeenin aktivaattorigeenejd sisdltdvien A-faagire-
kombinanttien tunnistamiseen kdytettyd strategiaa muodostui

siité, ettd nukleotldlhomologl etsitdian radloakt11v1sella

torlkéonn4s%ﬁTpPA75ElO. Yksi mlljoona rekomb1nantt1-k faageja
maljattiin DP 50 Sup F:lle tiheydellsd 10.000 pfu/l5 cm

malja ja kustakin maljasta valmistettiin nitroselluloosa-

suodatin-replikat Benton' in ja Davis'in menetelmalla (78)
32P lelmattu DNA-koetin

230 emdsparin Hpa II_ - Rsa I Fragmentlssa, joka sijaitsi

Vaklomenetelmllla (83) valmlstettlln

34 emdsparin paassapﬁ%;ElDFk%oonjn/5'~paasta Jokainen /
nitroselluloosasuodatin esihybridisoitiin 42 °C:ssa 2 tunnin

aikana seoksessa, Joka sisalsi 50 mM natriumfosfaattia
(pH 6.5), 5X ssc (77), 0,05 mg/ml dinikasiteltyd lohen
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siittio-DNA, 5X Denhardt'in liuosta (84) ja 50 % formamidia,
ja sen jdlkeen hybridisoitiin leimatun koettimen kanssa

(50 x 106 pulssia minuutissa samassa liuoksessa; joka sisalsi
10 % natriumdekstraanisulfaattia (85). Inkuboitiin ydén

yli AZOCzssa ja sen jdlkeen suodattimet pestiin 4 kertasa
50°C:ssa 0,2X SSC:ssa, O,l-prosenttisessa SDS:ssa 30 minuutin
ajan ja kerran 2 x SSC:ssa huoneen lampotilassa. Taman
jalkeen ne valotettiin yon yli Kodak XR-5 rdntgensaddekalvolla
kdayttdmdlla Dupont Cronex-vahvistusvarjostimia. Saatiin
yhteensd 19 kloonia, jotka hybridisoitiin koettimen kanssa.
Edelld kuvatulla tavalla (86) 6 rekombinantista valmistettiin
faagi-DNA. Pesikeseulontaa varten valittiin Pvu II fragmentin
valmistamiseksi A-klooni C. 30 ug DNA digestoitiin Pvu

II entsyymin kanssa 1 tunti 37°C:ssa ja elektroforesoitiin
1,0-prosenttisilla agaroosigeeleilld. 4,2 kbp fragmentti,
jonka aikaisemmin o0li osoitettu sisdltdvdn kudosplasminogeenin
aktivaattorisekvensseji, elektroeluoitiin ja puhdistettiin.

32

Vakiomenetelmilli (83) valmistettiin P-leimattu koetin

pesdkehybridisointeja varten, kuten on kuvattu infra.

d) Pesikekirjostan seulonta 5' kudosplasminogeenin aktivaat-

torisekvenssien suhteen.

Pesikkeet siirrettiin maljoilta ja kasvatettiin nitrosellu-
loosasuodattimilla. Jokaisen pesiakkeen DNA kiinnitettiin
suodattimelle Grunstein - Hogness'in menetelm#lla (69).
32P-leimattu koetin tehtiin priihaaﬁalla vasikan kateenkorva
(83) 4,2 kbp Pvu Il fragmentti eristetystd kudosplasminogeenin
aktivaattorin A-genomikloonista. 1.500 transforﬁanttia

32p _genomi-Pyu II

sisdltavat suodattimet hybridisoitiin
fragmentin (112 x 106

16 tunnin aikana kayttam#lla Fritsch'in et al kuvaamia olosuh-

cpm) kanssa. Hybridisointi suoritettiin

teita (82). Suodattimet pestiin hyvin ja sen jdlkeen valotet-
tiin Kodak XR-5 rontgensiddekalvolla kiayttamslld Dupont
LigBtning-Plus vahvistusvarjostimia. Jokaisesta ndista
pesikkeestd eristettiin plashidi-DNA ja se sidottiin nitro-

selluloosasuodattimille ja hybridisoitiin alkuperdiseen
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32P-leimatun synteettisen oligonuk-

prllmausreaktloon kdytetyn
leotidin (l6-mer) kanssa. 18 kloonista hybridisoitiin 7
kinaasikdsitellyn lé-merin kanssa; Fraghenttien h13 vektoriksi
hp7 subkloonauksen jilkeen (73) osoitettiin sekvenssianaly-
soitaessa yhden kloonin (pPAl7) sis&@ltidvin kudosplashinogeenin
aktivaattorin oikean 5' N-terminaalisen alueen; signaalijohto-
sekvenssin ja 84 bp 5'-transloimattohan alueen. Ndista
kahdesta kloonista pPA25E10 ja pPAl7 ma&dritettiin tdyspitkin
kudosplasminogeenin aktivaattorikloonin t&ydellinen nukleo-

tidisekvenssi (kuvio 5) ja restriktiokartta (kuvio 4).

Natiivilla kudosplasminogeenin aktivaattorimolekyylilli

on mahdollisuus tulla stabiloiduksi 17 disulfidisillalla
perustuen homologiaan muiden seriiniproteaasien kanssa.
Potentiaalisia N-glykolysointikohtia on neljid, joista kolme

sijaitsee "kringle-alueilla" koodissa asn asn

1177 2%M1g4 J2
asniﬂ% Ja yksi potentiaalinen kohta oligosakkaridiligandien
rakennevariaatiot voivat olla syynd erilaisiin molekyyli-

muotoihin (molekyylipainot 65.000 ja 63.000).

E.1.I Tdyspitkan kudosplasminogeenin aktivaattori-cDNA-kloonin

suora ekspressoituminen E.colissa

Koko koodaussekvenossi: oli mahdollista huodostaa uudelleen
kayttamalld kummankin osakloonin pPAl17 ja pPA25E1lQ jakahaa
yhteistd Hbal restriktioendonukleaasi-kohtaa. Plasmidista
pPAl17 eristettiin 55 bp Sau3AI-Hhal-restriktiofragmentti,
joka vastasi aminchappoja 5-23. Sau3Al-restriktiokohdan
sijainniksi saatiin oletetun valmiin koodaussekvenssin
kodoni 4 ja sen avulla poistettiin signaalipegﬁtidin koodaus-
alue. Plasmldlsta pPA25E10 erlstettlln myds 263 bp
Hhal-NarI- fragmenttl (koodaa amlnohappoga 24-110). Muodos-
tettiin kaksi synteettlsta deok31ollgonukleot1dla, jotka
entistdvdt kodonit aminohapoille 1-4, sisdltdvdt ATG-
translationaalisen 3101tuskodon1n ja muodostavat EcoRI-
kohee510paatteen. Nims kolme fragmenttla llgat01t11n taman

jdlkeen yhteen 338 bp fragment1k81, joka koodaa aminohappoja



40

1-110. T&mad fragmentti ja 1645 bp Narl-BglII fragmentti
plasmidista pPA25E10 ligatoitiin sen jdlkeen pLelfFAtrpl03-
plasmidin EtcoRI ja Bglll-kohtien vdlille niin; ettda muodostuu
ekspressioplasmidi pt-PAtrpl2. Kloonattu t-PA-geeni trans-
kribtoidaan E.coli-trp-operonin 300 bp fragmentin kontrolloi-
mana, joka sisdltas trp-promoottorin; operaattorin ja trp-
johtopeptidin Shine-Dalgarno-sekvenssin, mutta jolla ei

ole johtopeptidin ATG-l&dhtokodonia (52).

Kasvatettiin E.coli K12 kantaa W3110 (ATCC n:0 27325), joka
sisdlsi plasmidin pt-PAtrpl2, ja fibrinolyyttisen aktiivisuuden
madrittamistid varten valmistettiin uutteet. Erids kudosplaémi—
nogeenin aktivaattoriaktiivisuuden mittaamiseen kaytetty
menetelmd on fibriinimaljamenetelmsa (87). Tidssd mitataan
muodostunutta plasmiinima&drdd mittaamalla, paljonko fibriini
digestoi plasmiinia plasminogeenia ja fibriinid sisdltadvalla
agaroosimaljalla. Plasmiini muodostaa kirkkaan lyysivythykkeen
fibriinimaljalla ja t&@m#n ndytteen pinta-ala voidaan korreloida
kudosplasminogeenin aktivaattorimdidrdédn niytteessa. Kun
pt-PAtrplZ klooneista saaduista uutteista testataan kudosplas-
minogeenin aktivaattoriaktiivisuus kayttam&lla fibriinimalja-
menetelmds, saadaan selvd kirkas lyysivyohyke. Anti-t-PA-IgG
inhiboi tdta fibrinolyyttistd aktiivisuutta pdinvastoin

kuin preimmuuni IgG tai anti-urokinaasi IgG. Aktiivisuutta

ei havaita lainkaan uutteesta, joka on valmistettu soluista,
jotka sisaltdvat kontrollina leukosyytin interferoniplasmidia
pLeIFAtrpl03. Kdyttadmalld puhdistetusta t-PA-aktivaattorista
standardikidyrad on ﬁahdollista laskea; ettd uutettua aktii-
visuutta saadaan noin 20 yksikkﬁé/109 solua (puhdistetulla
t-PA-aktivaattorilla 90.000 Plough-yksikkdad = 1 mg) (kuvio
10).

£E.1.J Sekvenssianalyysi

Sekvenssianalyysi perustui Edman-hajotukseen (83b). Niayte
laitettiin kuppisekvensoijan (Beckman 890B tasi 890C spinning

cup sequencer) kuppiin. Kupissa kaytetty kantaja-aine oli
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lNl-tetrametyyli-N-trimetyleeniheksame—

PolybreneTM (poly-N,N,N
tyleenidiammoniumdiasetaatti) (63C). Sekvensointilaitetta

oli modifioitu kylmdloukulla ja siihen oli tehty ersditi
ohjelmamuutoksia taustapiikkien pienentdmiseksi. Reagenssit
olivat Beckman'in sekvensointipuskuri (0,1 M Quadrol-puskuri),

fenyyli-isotiosyanaatti ja heptafluorivoihappo.

Talteenotetut Edman-syklit muunnettiin kisin 2-anilina-5-
tiatsolinoni-johdoksiksi. l-klooributaani kuivattiin typen
alla. 2-anilino~5-tiatsolinoniin lisdttiin 1;0 N suolahappos
vedessd ja kuumennettiin 70°C:ssa 10 minuuttia 3-fenyyli-2-
tiohydantoiiniksi (PTH-johdos) muuntamista varten. T#min
jédlkeen PTH-aminohappo-ryhmid liuotettiin 50-prosenttiseen
aetonitriiliin ja veteen ja injisoitiin k&d&dnteisfaasiseen
korkeapainenestekromatograafiin. Jokainen PTH-aminohappo
tunnistettiin t&médn jdlkeen vertaamalla PTH-aminohappojen
standardiseoksen, joka oli laitettu konversicastiaan ja
kasitelty samalla tavoin kuin sekvensointilaitteesta saatu

sykli, retentioaikoihin.

£.1.K. Kudosplasminogeenin aktivaattorin ekspressoitumisen

havaintomenetelmat

1. Plasmiinin muodostumisen suora middritys
a. Teoria

Kudosplasminogeenin aktivaattori voidaan herk&dsti ma&drittasa
seuraamalla plasminogeenin huuttumista, jota kudosplas-
minogeenin aktivaattori katalysoi, plasmiiniksi. Plasmiini-
entsyymille on olemassa kromogeenisia substraattimenetelmié.
Nims masritykset perustuvat tripeptidin proteolyyttiseen
lohkaisemiin krohoforisesta ryhmésté; Lohkaisunopeus on
suorassa suhteessa sekd testattavan proteaasin spesifisyyteen
ettsi konsentraatioon. Analyysin perustana on se, ettd md&dri-
tetisn muodostuneen plasmiinin maars sen jdlkeen, kun kudos-
plasminogeenin aktivaattoria sisdltéavas livuosta on inkuboitu

yhdessad plasminogeenin liuoksen kanssa. Mitd suurempi on
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aktivaattorin mdard, sitad suurempi on muodostuneen plasmiinin
madrd. Plasmiini mitataan seuraamalla sen lohkeamista kromogee-
nisesta substraatista 52251 (Kabi Group, Inc., Greenvich,

CT).

b. Menetelma

Sekoitetaan kesken#d&dn tasaosa ndytettia ja 0,10 ml 0,7 mg/ml
plasminogeenia (0,05M tris-HCl-puskuria, pH 7,4, jossa

0,012 M natriumkloridia) ja tilavuus sdsdetddan 0,15 ml:ksi.
Seosta inkuboidaan 37°C:ssa 10 minuuttia, lisataan 0,35

ml $2251 (1,0-millimoolinen liuos edelld mainitussa puskurissa
ja reaktiota jatketaan 30 minuuttia 37°C:ssa. Reaktion
paittamiseksi lisitzdan jhddetikkaa (25 ul). Ndytteet sentri-
fugoidaan ja mitataan absorbanssi aallonpituudella 405

nm. Aktiivisuusm#@drd kvantitasocidaan vertaamalla urokinaasi-
standardiliuokseen. Tayspitk&n kudosplasminogeenin aktivaat-
torin havaitsemiseen kdytettyjsd middritysolosuhteita modifioi-
tiin liss#mdllsd liuokseen fibrinogeenia (D,2 mg). Fibrino-
geenituloksissa havaittu kudosplasminogeenin aktivaattorin
aktiivisuuden voimistuminen johtaa sen vuoksi jonkin verran
suurempaan aktiivisuustasoon. Aktiivisuus ilmoitettiin
Plough-yksikdissd, jolloin 90.000 Plough-yksikkd vastaa

samaa aktiivisuutta kuin mikid on 1 mg:1la puhdistettua

kudosplasminogeenin aktivaattoria.
2. Plasmiinin muodostamisen ep&dsuora madarittaminen
a. Teorias

Kudosplasminogeenin aktivaattoriaktiivisuudelle on kehitetty
herkks menetelms (87). Menetelms perustuu siihen; ettd
maddritetdaan plasmiinin huodostuhinen ﬁittaamalla, pal jonko
plasmiini digestoi fibriinia agar-ﬁaljalla, joka sis&altida
fibriinis ja plasminogeenia. Plasmiini muodostaa kirkkaan
lyysivydhykkeen fibriinimaljalla. Taman lyysivydhykkeen

pinta-ala voidaan korreloida kudosplasminogeenin aktivaat-
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torimaardadn nidytteessa.

b. Menetelmi

Granelli-Piperno'n ja Reich'in (87) menetelmdn mukaisesti
inkuboitiin maljoja 3,5 tuntia 37°C:ssa ja mitattiin lyysi-
vyohykkeet. Kudokset kvantitasoitiin vertaamalla urokinaasi-

standardiliuokseen.

E.1.L. Kudosplasminogeenin aktivaattoriaktiivisuuden havait-

eminen
1. Bakteereiden kasvu ja ndytteen valmistaminen.

F.coli-pesdke, joka sisidlsi plasmidin (pARIPAO), siirrostettiin
koeputkeen, joka sis#dlsi 5 ml LB-kasvualustaa, jossa oli

20 ug/ml ampisilliinia. Soluja kasvatettiin yon yli 37°C:ssa.
Tasaosa tdstd viljelmdstd laimennettiin suhteessa 1:100

300 ml:aan M9 mediumia, joka sisdlsi 20 ug/ml ampisilliinia.
Socluja kasvatettiin ravistelupullossa 4 tuntia 37OC:ssa,
jolloin absorbanssiksi saatiin 0,419 (550 nm). Tryptofaanin
kanssa analogista indoliakryylihappoa lisdttiin niin, ettd
konsentraatioksi saatiin 30 ug/ml. Soluja inkuboitiin 90
minuuttia, jolloin absorbanssiksi saatiin 0,628 (550 nm).
Solut otettiin talteen sentrifugoimalla ja suspendoitiin
vudelleen 0,8 ml:aan 0,01 M Tris-puskuria, pH 8,0, joka
sisdlsi 0,01 M EDTA. Saatua suspensiota sekoitettiin nopeasti
huoneen ldmpodtilassa 18 tuntia. Nayte sentrifugoitiin ja
supernatantista middritettiin kudosplasminogeenin akti-

vaattoriaktiivisuus.

pt-PAtrpl2 ekspressoitumisen suhteen kuvion 10 yhteydessé

esitettys yksityiskohtaista kuvausta.
2. Aktiivisuuden havaitseminen

Taulukoissa 1 ja 2 on esitetty vastaavien E.coli-uutteiden
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aiheuttamat plasminogeenin aktivoitumistulokset. Syntyy
aktiivisuutta, joka riippuu plasminogeenin lisnzolosta
(taulukko 1). Kaniinin pre-immuuniseerumi ei vaikuta tihan
aktiivisuuteen, mutta sitd estds selvdsti antiseerumi,

joka kebitettiin puhdistetusta melanoomasolusta saatua
kudosplasminogeenin aktivaattoria vastaan (88) (taulukot

1 ja 2). Tdm8 osoittaa, ettd E.coli-uutteet tuottavat plasmi-
nogeenia aktivoivaa aktiivisuutta, jota inhiboivat kudosplas-

minogeenin aktivaattorin vastaiset vasta-aineet.

Kuviossa 7 on esitetty fibrinolyyttisen aktiiviisuuden
fibriinimaljamddrityksen tulos. Urokinaasia lisidttiin stan-
dardimaarad keskiriviin niin, ettd konsentraatiot olivat
vasemmalta oikealle 0,24, 0,14, 0,10, 0,05 ja 0,02 Plough-
yksikkdd. Alimmassa rivissad ovat ndytteet luonnon kudosplas-
minogeenin aktivaattorista. Entsyymida on kussakin kaivossa
sama madrd. Kaivot sisdltdvat vasemmalta oikealle lueteltuna
kudosplasminogeenin aktivaattoria, anti-plasminogeenin
aktivaattoria ja pre-immuuniseerumia sekd kudosplasminogeenin
aktivaattoria yhdessd kudosplasminogeenin aktivaattori-vasta-
aineiden kanssa. Jokainen ylarivin kaivo sisaltaa 8 ul
kudosplasminogeenin rekombinanttiaktivaattoria sis&dltdvia
E.coli-uutetta. Ensimmdinen kaivo sisdltda vain uutetts,
toiseen kaivoon on lisdtty preimmuuni-seerumia ja kolmanteen
kaivoon kudosplasminogeenin aktivaattorin vasta-aineita.
Ilmeisté on, ettd preimmuuni-seerumi ei vaikuta luonnon
kudosplasminogeenin aktivaattoriin tai vastaavaan rekom-
binanttiaktivaattoriin ja ettd kudosplasminogeenin akti-
vaattorin vasta-aineet inhiboivat sekd luonnon aktivaattoreiden
ettd E.coli-uutteiden aktiivisuutta. Urokinaasistandardien
perusteella uutteet sisdltdvat hieman alle 2,5 Plough-yksikkda
ml:ssa. Tamid on hyvd tulos verrattuna taulukossa 1 saatuun

arvoon, joka on 1,3 Plough-yksikkdd/ml.

Taulukoissa 1 ja 2 on esitetty edelld kohdassa E.)1.K.l.b,

kuvatulla tavalla suoritettujen madritysten tulokset:
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Taulukko 1. pAR1PA-pitoisten viljelmien E.coli-uutteiden

aiheuttama plasminogeenin aktivoituminen

. 405 Aktiivisgfs— Laskettu akti}yisuus,
Ndyte A prosentti Plough-yksikkdda/ml
Nayte
(ilman plasmino-
geenii) 0,043 (0)

Uute 0,451 (100) 1,3
Uute ja pre-

immuuniseerumi 0,477 106 -
Uute ja anti-t-

PA-vasta-aineet 0,079 9 -

lAktiivisuusprosentti laskettiin vdhent&dmillda nolla-arvo

(0,043) saaduista tuloksista ja jakamalla uutteesta saadulla
tuloksella.

Taulukko 2. pt-PAtrpl2-viljelmien E.coli-uutteiden aiheuttama

plasminogeenin aktivoituminen

Nayte AaD5 Aktiivisuusprosentti
Uuute 0,657 (100)

Uute ja preimmuuniseerumi 0,665 101

Uute ja anti-t-PA-

vasta-aineet 0,059 9

Kuviossa 10 on esitetty fibriinimal jamddrityksen tulokset
uutteista; jotka oli saatu E.coli'n; joka sisdlsi kudosplas-
hinogeenin aktivaattoria ekspressoivaa plashidia, 10 1
fermentaatioviljelﬁisté. Kudosplashinogeenin aktivaattoria
sisdltdvin uutteen fibrinmolyyttistd aktiivisuutta esittdi
kaivo A kuviossa 10. Anti-t-PA-IgG (kaivo C) inhiboi t3&ts
fibrinolyyttistd aktiivisuutta pdinvastoin kuin preimmuuni-IgG
(kaivo B) tai anti-urokinaasi IgG (kaivo D). Mit&dan aktiivi-
suutta ei saada sellaisista soluista valmistetusta uutteesta,

joka sisaltdsa kontrollima leukosyytti-interferonin plasmidia
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pLeIFAtrpl03 (kaivo H).

E.2. tPA-aktivaattorin tuottaminen kéyttéhéllé DHFR-proteiinia,

Jjolla on alhainen sitoutumisaffiniteetti metotreksaattiin

E.2.A Vektorin rakentahinen

Ihmiskudoksen plashinogeenin aktivaattoria (t-PA) koodaava
sekvenssi insertoidaan seuraavalla menetelm&#llda (kts. kuvio

11) ekspressioplashidiin; joka sis&dltidd mutantti-DHFT-pro-
teiinia, jolla on alhainen sitoutuﬁisaffiniteetti metotrek-
saaniin; kts. tdssd yhteydessd viitteend mainittu vireills

oleva US-hakemus 459,151, jdtetty 19.1. l983(u@jaa corooROaT /
lacshe /oafewéé /’L(o"éwvﬂ/uﬂfmma no {17 0kO. '

Seuraavalla tavalla valmistettiin kolme fragmenttia p&ddllek-
kdisista t-PA-plasmideista pPA25E10, pPAl7 ja BE%TP#Q*(supra): /
Plasmidi pPAl17 digestoitiin Dde I entsyymilld, taytettiin

Klenowv DNA polymeraasilla 1, katkaistiin Pst I entsyymilld;

ndin muodostunut noin 200 bp fragmentti, joka sisdlsi 5°'
terminaalisen t-PA-sekvenssin, eristettiin. Toinen t-PA-frag-
mentti saatiin digestoimalla \#4RIPAJ plasmidia Pst I ja /
Nar I entsyymeilld ja erist&dmidlla noin 310 bP fragmentti.

Kolmas t-PA-fragmentti saatiin digestoimalla pPA25E10 plasmidi

Nar I ja Bgl II entsyymeilld ja erist&mdlld noin 1645 bp
fragmentti, joka sisdlt@a jonkin verran 3' translatoitumattomia

sekvenssejad suuren t-PA-koodausalueosan kanssa.

Levinson et al, patenttihakemus n:o 326, 980A jatetty 3.12. 1981 0 g?f'

2

{mainittu tdssd yhteydessd viitteend), on kuvannut plasmldln/) ’JC%‘ip’

pE342, joka ekspressoi HBV-pinta-antigeenln (kaytetadn hakrtﬁzii:zi/’
my&s nimitysts pHBsB&B-E): (Alkukohta Simian-viruksesta /
SV&O eristettiin digestoimalla 5SV40 DNA HindIII entsyymilla

Jja muuntamalla HlndIII paat EcoRI-paiksi llsaamalla konvert-

teria (AGCTGAATTC)). TzZma DNA katkaistiin Pvull:lla ja

lisdttiin RI—lllttéJat; EcoRI-digestoinnin jédlkeen alkukohdan

kattavat 348 emdsparin fraghentti elektroforesoitiin ja
elektroelu01t11n polyakryyliamidigeelilld ja kloonattiin

pBr322 een. Ekspressioplasmidi pHBs348-E rakennettiin kloo-
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naamalla 1986 eﬁésparin fragﬁentti; joka 0li saatu EcoRI-
ja Bglll-digestoimalla HBV (Animal Virus Genetics; (Ch.

5) Acad. Press, N.Y. (1980)) (joka kattaa HBsAG:n koodaavan
geenin); plasmidi pML (Lusky et al.; Nature, 293: 79 (1981))
EcoRI- ja BaHI-kohdissa. (pML on pBR322-johdos, jolla on

deleetion poistavat sekvenssit, jotka estdvidt plasmidin _
replikoitumisen apinan soluissa). Tamdn jalkeen suoristettiin
saatu plashidi (pRI-Bgl) EcoRI-entsyymilld ja pRI-Bgl-plasmidin
EcoRI~kohtaan vietiin 348 emdsparin fragmentti, jossa on

SV40 alkukohta-alue. Alkukohta-fragmentti voi insertoitua
kumpaankin suuntaan. Koska tami Fraghentti koodaa replikoi-
tumisen alkukohdan lisdaksi alku- ja loppu-SV40-promoottoreita,
HBV-geenit voisivat ekspressoitua jomman kumman promoottorin
kontrollin alaisena riippuen tdsta suunnasta (pHBS348-E,

jossa on HBs, ekspressoitu alkupromoottorin kontrollin
alaisena). pE342 modifioidaan osittain digestoimalla Etco

RI~ entsyymllla, tayttamdlld lohkaistu kohta Klenow DNA
polymeraasin I avulla ja llgat01malla plasm1d1 takaisin
kokoon, jolloin n#in poistetaan Eco RI-kohta, joka on 5V40-
alkukohdan edelld pE342:ssa. Saatu plasmidi, josta kaytetéaan
merkint#si pE342AR1, digestoidaan Eco RI-entsyymillad, taytetaéan
kdyttsamdlld Klenow DNA polymeraasia I ja katkaistaan Bam
HI-entsyymilld. Elektroforeesi kasitellssn Kafyyliamidigee-
1il113d, elektroeluocidaan noin 3500 bp fragmentti, uutetaan

fenolilla ja kloroformilla ja saostetaan etanolilla.

Nain valmlstettu p342E 2500 bp vektori ja edelld kuvatut
G?A fragmentlt jotka sisdlsivat noin 2160 emédsparia, liga-
toitiin yhteen standardiﬁenetelhillé. Plasﬁidi; joka sisédlsi
nama kolﬁe fPA-koodaavaa fragﬁenttia oikeassa suunnassa,
eristettiin, karakterisoitiin ja nimettiin pE342-t-PA-
plashidiksi. Tama plasﬁidi digestoitiin Sac II-entsyymin
kanssa ja kdsiteltiin bakteeriper#isells alkalisella fos-
fataasilla (BRL). DHFR-sekvenssin aikaansaamiseksi (yhdessé.
taman ekspression kontrollisekvenssien kanssa) huodostettiin
n01n 1700 bp fragmenttl Sacll- dlgest01malla pEHER. (pEHER

on mutanttla DHFR ekspressoiva plasmidi, joka on kuvattu
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US-patentissa 459,151 (supra). Tami fra mentti ligatoitiin
L . TPAER
/' pE342—t—EA—plasm1d11n, jolloin saatiin ﬁ%&ﬁ#ﬁ%ﬁoo plasmldl, /
joka on muutoin analoginen pEHER-plasmldln kanssa paitsi,
ettd t-PA-aktivaattorista saadut cDNA-sekvenssit ovat korvanneet

HBsAg-koodausalueen.

E.2.B t-PA-sekvenssin ekspressoituminen ja vahvistuminen

pETPAER4O0 (pETPER) transfektoitiin sek& dhfr~ CHO-DUX

Bll soluihin ett# DHFRY CHO-K1 (ATCC CCL61) soluihin Graham'in
ja Van der Eb'in menetelmzlld (supra). Transformoitujen

dhfr -solujen selektoimiseen kdytettiin kasvua alustalla,

joka oli vajaa glysiinin, hypoksantiinin ja tymidiinin
suhteen. Transformoitujen DHFR+-solujen selektoimiseen
kdytettiin kasvua 2100 nm metotreksaagzssa. Kyseisestd
valinta-alustasta kasvaneet pesidkkeet eristettiin kdyttadmalla
pesdkerenkaita ja niita kasvatettiin sahassa alustassa

useiden sukupolvien ajan.

Vahvistamista varten pesidkkeiden solut jaetaan alusteihin,
jotka sisdltdvit metotreksaattia 5 x 104, 105, 2,5 x 105,
5 x 105 Jja 106 nM, ja siirret#didn useita kertoja. Solut

maljataan hyvin alhaisilla sclutiheyksilla (102—103 solua/

malja) 10 cm maljoihin ja eristet#dn saadut pesiakkeet.

E.2.C Mi&ritysmenetelmit

t-PA-aktivaattorin ekspressoituminen transfektoiduissa
vahv1stetu1ssa pesakkelssa v01daan tarkoituksenmukaisesti

maarlttaa samanlalsllla menetelmllla kuin on esitetty kohdassa

) ‘}.I.K.l.b. (supra).

DHFR- ja t-PA-sekvenssien vahvistuminen yhdess#d m#sritet&sn

erist@mdlla vahvistettujen pesikkeiden massamaisista mono-

kerroksista DNA:ta seuraavasti: ﬂgﬁgﬂﬂé}ﬁetﬁmgﬂRKEEEEKEEE_
150 mm maljoilla pestddn 50 ml:lla steriilid PBS ja lyysataan

lisd8dm&l18 5 ml seosta, jossa on 0,1 % SDS, 0;4 M CaCl2



49

.ja 0,1 M EDTA; pH 8. 5-10 ﬁinuutin kuluttua seos poistetaan;
uutetaan fenolilla; vutetaan kloroformilla ja saostetaan
etanolilla DNA suspendoidaan uudelleen 1 ﬁl:aan (150 ﬁﬁ
malJaa kohtl) seosta, joka sis&dltas 10 hM Tris-Hcl-puskuria,
pH 8,1 ja 1 mM EDTA (TE). Lis&tasn RNasea 0,1 mg/ml ja
livosta inkuboidaan 30 minuuttia 37°C:ssa. téhén Jjédlkeen
lisatsan 0,1 % SDS ja pronaasia (Sigma) 0,5 mg/hl. Inkuboidaan
37%C:ssa 3-16 tuntia ja liuos uutetaan uudelleen fenolilla,
uutetaan klorofomilla ja saostetaan etanolilla. DNA-pelletti
suspendoidaan uudelleen 0,5 ml:aan vettd ja digestoidaan
restriktioentsyyheillé. Noin 5-10 ug digestoitua DNA elektro-
foresoidaan agaroosigeelilld /1 % agaroosia Tris-asetaatti-
puskurissa (40 mM Tris, 1 mM EDTA, s#diddetty pH-arvoon 8,2
etikkahapolla)/; Crouse, et al, J. Biol. Chem.., 257: 7887

(1982)). Sen jalkeen kun sininen bromifenolividri oli kulkeu-
tunut 2/3 alas geelid, geeli poistetaan ja varjatasan etidium-
bromidilla. DNA tehdd&dn nikyvdksi ultraviolettivalolla

ja DNA siirret#ddn geelistd nitroselluloosasuodattimille
Southern-menetelmslla (J. Mol. Biol. 98: 503. (1975)).

Sen jadlkeen suodattimet hybridisocidaan nick-transloidulla
koettimella, joka on valmistettu pEHER-plasmidin 1700 bp

SacII-fragmentista (valmistettu ja hybridiscitu edelld
kuvatulla tavalla), tai pETPER-plasmidin noin 1970 bp Bgl
II-fragmentita.

E.3 t-PA-aktivaattorin valmistaminen kaytt&m&118 villityyppistsa

DHFR-proteiinia

E.3.A. Vektorin rakentaﬁinen

Plasmidi (pETPFR)‘ joka sisdlsi villityyppistda DHFR-proteiinia
koodaavan DNA - sekzpn331n, rakennettlln samalla tavoin kuin
# mlta tehtiin pETQVR -plasmidin muodostamlsessa Tama rakenta-
mlneg tapahtui samalla tavoin kuin mlta on kuvattu eSJmerklssa
/ A paitsi, ettd pEHER- plasmldln asemesta DHFR- protellnl-
geenisekvenssin ldhteend kdytettiin pE342.HBV.E400.D22-
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plasmidia, joka on kuvattu v1rellla olevassa patentlssa
Genentech Docket n:o 100/9ﬂf“pE342 HBV.E400.D22-plasmidi

on sama kuin pEHER paitsi, ettd villityyppisen ja mutantti-
DHFR-proteiinin v#lill&d on yhden emdsparin ero. Nain saatu
pETPFR-plasmidi on kaikin tavoin huutoin analoginen pETPER-
plasmidin kanssa paitsi, ettad mutanttia koodaava sekvenssi
on korvattu villityyppistd DHFR-proteiinia koodaavalla
DNA-sekvenssilla.

E.3.B t-PA-sekvenssin ekspressoituminen

pETPFR-plasmidilla transfektoitiin DHFR-vajaat CHO-solut
(Urlaub ja Chasin (supra)) kdyttzm#lls Graham'in ja Van

der Eb'in kalsiumfosfaatti-saostumenetelmdsd. Selektiivisellsd
alustslla (-HGT) muodostuneesta 21 pesikkeestd midritettiin
plasmiinin muodostuminen digestoimalla fibriini agarmaljalla,
joka sisdlsi fibriinid ja plasminogeenid, Granelli-Piperno'n

et al. kuvaamalla menetelm&alld J. Exp. Med., 148: 223

(1978).

E.7.£ b
Tdm&n jdlkeen médritettiin kohdassa D.2.€. esitetyllsd

menetelmdlla nelJanV$$4%%gﬂfp081t11v1sen kloonin plasmiinin

muodostamiskyky kvantitatiivisesti solua kohti.

Tdassd kvantitatiivisessa midrityksessd havaittiin, ettd
nama neljid testattua kloonia erittivat t-PA-aktivaattoria
alustaan samat tai verrattavat md&rit ilmoitettuna yksikkd/
solu/p&diva. Subkloonit valmlstettlln siirtamdlla ympit
kahdesta kloonista erillisiin malJolhln, Jotka sisdlsivat

~HGT-alustaa. Jatkoanalyyseissad kadytettiin kahta saatua
subkloonia, 18B ja 1.

E.3.C Vahvistaminen ja t-PA-tuottomiirit

Vahvistumisen edlstamlsek51 malJattlln edells malnlttuga
subklooneja 2 x 10° solua 100 mm maljoja kohti 50 nM meto-

treksaanissa. Eloonjééneisté soluista suodatettiin edells
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kuvattu maédritys, jolloin ne kaikissa tapauksissa tuottivat
kudosplasminogeenin aktivaattoriaktiivisuutta noin 10

kertaa vahvistamattomaan msdardidn verrattuna. N&distd klooneista
valittiin jatkotutkimuksiin kaksi ja niille annettiin

nimet 1-15 ja 18B-9.

Subklooni 1-15 vahvistettiin edelleen siirrostamalla 2 x 105
solua 100 mm maljoihin, jotkas sisdlsivdt 500 nM metotreksaa-
nia. N&din vahvistetut solut tuottivat md&rityksen perusteella

vieldkin enemm&@n (noin 3 kertaa) t-PA-aktivaattoria; kohdan

C.1.C kvantitatiivinen m&aritys antoi mddriksi noin 7 x 10_4
yksikktd/solu/paiva. Sen jadlkeen siirrostettiin osa ndista
vahvistetuista soluista ja sdilytettiin 10.000 nM metotrek-
saanin l&sndollessa. Subkloonit 1-15 ja 18B-9 testattiin
edelleen sen jadlkeen, kun niitd oli s#dilytetty noin 1-2
kuukautta taulukossa 1' annetuissa olosuhteissa.
Taulukko 1'
*

Solulinja Kasvun closuhteet t-PA/solu/pdivd , ng
1-15 4 500nM MTX 28,5 x 107°

-3
1-15500 500nM MTX 26,0 x 10
1—155OD (-HGT-alusta, ei MTX) 8,3 x 10'3

- -3

1-15¢ 00 (-HGT-aluta, ei MTX) 18,0 x 10

-3
1—1510.000 lO’uM MTX 29,3 x 10“3
1—1510’00D 10 pM MTX 49,0 x 10
18B-9 50 nM MTX 14,3 x 107°
18B-9 50 nM MTX 14,6 x 1077
188-9 (-HGT-alustaz . ei MTX) 14,3 x 1077
188-9 (-HGT-alusta, ei MTX) 14,4 x 1077
1 (-HGT-alusta, ei MTX) 1,0 x 107°

3

1 (-HGT-alusta, ei MTX) 0,7 x 10~
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* Kasvatusalustaa t-PA m3aritettiin kvantitatiivisesti
radioimmunomenetelmdlld seuraavasti: Puhdistettu t-PA

ja puhdistettu jodattu t-PA-merkkiaine melanoomasoluista
sarjalaimennettiin niin, étté kansentraatiot olivat 12;5 -
400 ng/ml, puskuriin, joka sisdlsi fosfaattupuskuroitua
suolalivosta, pH 7,3, 0,5 % hdrdn seerumialbumiinia, 0,01 %
Tween 80 ja 0,02 % NaN3. Radioaktiivisesti leimattuihin
merkkiaineproteiineihin lisdttiin sopivat laimennukset
madritettdvistda alustandytteistd. Antigeenien annettiin
inkuboitua yon yli huoneen l&mpodtilassa, kun mukana oli
kaniinin anti-t-PA-antiseerumin IgG-jakeen 1:10.000 laimen-
nusta. Vasta-aine-antigeeni-kompleksi saostettiin absor-
boimalla 2 tunnin ajan huoneen lampdtilassa vuohen anti-
kaniini-IgG-immunohelmille (BioRad). Helmet kirkastettiin
lisg3dm&lla laimentimena suolaliuosta, mink&d jadlkeen sentri-
fugoitiin 10 minuuttia (2000 x g) 4°C:ssa. Supernatantit
heitettiin pois ja m&dritettiin radiocaktiivisuus sakoissa.

Konsentraatiot ma&ritettiin vertaamalla referenssistandardiin.

Solulinjat ovat seuraavat: Solulinja "1" on vahvistamaton
klooni alkuperdisesta neljan kloonin ryhmédsta. "1—15500"

on solulinjan "1" vahvistettu subklooni, joka vahvistettiin
ensin 50 nm metotreksaatissa subklooniksi 1-15 ja sen
jdlkeen siirrettiin edelleen vahvistettavaksi 500 nM meto-

treksaaniin, 1—1510‘000 on 1-15 subklooni, joka oli

500
edelleen vahvistettu 10.000 nM metotreksaatissa. Solulinja
188-9 on neljan alkuperdisen kloonin yhden kloonin subklooni,

jota o0li vahvistettu 50 nM metotreksaatissa.

Kaikilla vahvistetuilla soluilla on t-PA-tuotto kasvanut
verrattuna vahvistamattoman soluviljelman tuottoon. Jopa
vahvistamatonkin viljelmd tuottaa suurempia t-PA-ma&ria
kuin 0,5 pg/solu/pdivda; vahvistamalla p&dst&ddn lahes 50

pg/solu/paivad suuruisiin maariin.

F. Farmaseuttiset seokset

Farmaseuttisesti hyodyllisia yhdistelmid voidaan valmistaa
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taman keksinnon mukaisista yhdisteistd formuloimalla ne
tunnetuilla menetelmilld. T3lldin tuotettu ihmiskudoksen
plamsinogeeniaktivaattori yhdistetidin farmaseuttisesti

sopivan kantaja—véliteainéen kanssa. Sopivia vadliteaineita

ja niiden forhulointia, mukaanlukien muita ihmisproteiineja,
esimerkiksi ihmisen seerumialbumiinia, on kuvannut esimerkiksi

E.W. Martin teoksessa Remington's Pharmaceutical Sciences,

joka tassad yhteydessd mainittakoon viitteensd. Tdllaiset
seokset sisdltdvat tehokkaan mddrdn tdtd proteiinia yhdesss
sopilvan madrdn kanssa vdliteainetta niin, ettd voidaan
valmistaa farmaseuttisesti hyviksyttdviad seoksia, jotka

voidaan tehokkaasti antaa isadntidelidimelle.

Ihmiskudoksen palsminogeenin aktivaattoria voidaan esimerkiksi
antaa parenteraalisesti henkilgille, jotka k&rsivdt kardio-
vaskulaarisista taudeista tai tiloista. Annostus ja annosmiiara
voivat o0lla samanlaiset kuin mitid tzl1ld hetkella kdytetdan
kliinisissd tutkimuksissa muita kardiovaskulaarisia, trombo-
lyyttisia aineita, esimerkiksi noin 440 IU/kg intraventdsing
perusanncksena, minkad jdlkeen infuusiocidaan jatkuvasti
intravenoodsisti noin 440 IU/kg/tunti 12 tunnin ajan pulmo-

naarisesta embolismista k&rsivilld potilailla.

Erds esimerkki tédssd yhteydessid sopivasta, oleellisesti
homogeenisesta ihmiskudoksen plasminogeenin aktivaattorin
annostusmuodosta parenterasalisessa muodossa on ladkepullonen,
jossa kudosplasminogeenin aktivaattorin aktiivisuutta

on 25000 IU-yksikkoa, 25 mg mannitolia ja 45 mg natriumklo-
ridia. Tama voidaan rekonstituoida 5 ml:1la steriilid
injektiovettd ja sekoittaa sopivan tilavuuden kanssa intra-
venddsiin antamiseen tarkoitettua, 0,9-prosenttista natrium-

kloridi-injektioliuosta tai 5-prosenttista dekstroosi-in-

jektiolivosta.

G. Ihmisen rekombinantti-t-PA-aktivaattorin yksityiskohtainen

kuvaus
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Ndissa esimerkeissi valmistetun ihmisen t-PA-aktivaattorin
tdman suoritusmuodon rakennetta on osittain tutkittu yksityis-
kohtaisesti; sekd selvittidmidlla geeniid koodaava sekvenssi

ettd proteiini-biokemian keinoin. Timanhetkinen nakemys

proteiinin rakenteesta on esitetty kuviossa 12.

Collen ja hidnen tyodtoverinsa (88) ovat aikaisemmin osoitta-
neet, ettd keksiketjuista ihmisen t-PA-aktivaattoria muodos-
tuu, kun lohkaistaan proteolyyttisesti yksiketjuinen molekyyli
kahdeksi, disulfidisidoksen yhdistdmidksi polypeptidiksi.
Kdsilld olevan tydn perusteella voidaan paatella, ettsd

raskas ketju (molekyylipaino 30882) saadaan NHZ—terminaali—
sesta osasta, ja kevyt ketju (molekyylipaino 28126) kdsittiaa
COOH-terminaalisen alueen. T&Emdn kaksiket juisen molekyylin
N-terminaalinen sekvenssointi viittaa siihen, ettd kaksiket-
juinen muoto muodostuu yhden arginyyli-isocleusiini-sidoksen

lohjetessa (kuvio 12; merkitty nuolella).

Ihmisen t-PA-aktivaattorin raskaan ketjun er#in osan prim#éari-
nen rakenne osoittaa suurta sekvenssihomologisuutta plasminc-
geenin (89) ja protrombiinin (40, 41) "kringle-alueiden"
kanssa. "Kringle-alue" tarkoittaa tunnusomaista kolminker-
taista disulfidirakennetta, joka alkuaan 1ldydettiin protrom-
biinin "pro"-fragmentissa ja jota ensimmdiseksi kuvasi
yksityiskohtaisesti Magnusson et al. (91, 92). t-PA-akti-
vaattorin primasarisestd sekvenssistd nahdaan kaksi nk.
"kringle-aluetta", joissa kummassakin on 82 aminohappoa

ja jotka ovat hyvin homologisia plasminogeenin 5 "kringle-
alueiden" kanssa. Loput 91 N-terminaalista aminohappoa

ovat vain viahdn homologisia tavanohaisen "kringle-alueen"
kanssa. Vocidaan kuitenkin spekuloida; ettsd tglld alueella

voi o0lla myods useita disulfidisidoksia sisdltsv@ rakenne,

koska sielti on l8ydetty 11 muuta kysteiiniryhmaa.

Ihmisen t-PA-aktivaattorin kevyen ket jun katalyyttisen
kohdan, nk. seriini-proteaasialueen, muodostas, kuten
muissakin seriinientsyymeissid, todenndkdisimmin histi-

. Ce s o cs s _ St . N&its
diinma , asparagiinij_, - ja seriini, . g ryhmat aita

322
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ryhmisd ympardivat aminohapposekvenssit ovat lisadksi hyvin
homologisia muiden seriiniproteaasien, kuten trypsiinin,

protrombiinin ja plasminogeenin vastaavien osien kanssa.

Siitd huolimatta, ettd tsssd yhteydessd on viitattu tiet-
tyihin, hyvdnid pidettyihin suoritusmuotoihin, tama keksinto
ei luonnollisesti rajoitu niihin vaan patenttivaatimusten

lailliseen piiriin,
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Patenttivaatimukset

1. Menetg}mé, joka kasittdd proteiinin valmistuksen, jolla
proteiinig on ihmisen t-PA-funktio, erityisesti se kykenee

5 katalysoimaan plasminogeenin muuntamisen plasmiiniksi, se si-
toutuu fibriiniin ja luokitellaan t-PA:ksi immunologisten omi-
naisuuksien perusteella, ekspressoimalla rekombinantti-isé&nta-
solussa proteiinia koodaavaa transformoitavaa DNA:ta, t un -
nettu siitd, ettd proteiini sisaltéda 527 aminohapon sek-

10 venssin N-terminaalisesta seriinistd C-terminaaliseen prolii-
niin, joka on koodattavissa cDNA:1lla, joka on perdisin Bowes-

melanoomasolulinjasta uutetusta mRNA:sta, ja joka

(a) omaa kuvassa 4 esitetyn restriktiokaavion oletettavasti

15 kypsédd kudosplasminogeeniaktivaattorisekvenssid varten, ja

(b) hybridisoitquoimakkaasti sekvenssin kanssa:

(1) 5'-TCACAGTACTCCCA-3'
(ii) 5'-TTCTGAGCACAGGGCG-3'
20 (iii) 4,2 ke Pvu II fragmentti ihmisgenomi-DNA:sta, joka

hybridisoituu voimakkaasti sekvenssin kanssa:

30 40
CGG GTG GAA TAT TGC TGG TGC AAC AGT GGC AGG GCA CAG TGC CAC TCA
.25 50 60
: GTG CCT GTC AAA AGT TGC AGC GCG CCA AGG TGT TTC AAC GGG GGC AcCC
66
TGC CAG CAG GCC CTG T.

ann

SN

30 (g. Menete}mé, joka kasittad proteiinin valmistuksen, jolla
proteiinia on ihmisen t-PA-funktio, erityisesti se kykenee
katalysoimaan plasminogeenin muuntamisen plasmiiniksi, se si-

speed toutuu fibriiniin ja luokitellaan t-PA:ksi immunologisten omi-

fgeed naisuuksien perusteella, ekspressoimalla rekombinantti—isén—

35 tasolussa proteiinia koodaavaa transformoitavaa DNA:ta, t u n -

netetu siitd, ettd proteiini sisdlt84a alleelin tai johdan-
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naisen, joka on saatu patenttivaatimukset 1 mukaisen 527
aminohapposekvenssin aminohappodeletoimalla, -substituoinnilla,

-insertoinnilla, -lisdykselld tai -korvauksella.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelma, t un -
nettusiita, etta tuotetaan polypeptidi, johon ei liity
ihmisen kudosplasminogeeniaktivaattorin luontaista glykosyloin-

tia.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmid, t un -

(o]

e t t 0 siitd, ettd isd&ntisolu on E.coli-kanta.

V2]

Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelm&, t un -

nettu siitd, etta isadntdsolu on nisdkésperdinen.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelm&d, t unne t t u
siitd, ettd isdntdsolu on kiinalaisen hamsterin munasarjasolu-

linja.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 6 mukainen menetelmid, t un -
nettu siitd, ettd siihen kuuluu proteiinin talteenotto ja

puhdistus.

8. Menetelmd, joka seuraa kudosplasminogeeniaktivaattorifunk-
tiota omaavan proteiinin valmistusta jonkin patenttivaatimuksen
1 - 7 mukaisella menetelmdlld, t unnet tu siitd, etti
siihen kuuluu mainitun proteiinin k&yttd valmistettaessa far-

maseuttisia valmisteita.

(§; DNA-isolaatti, joka koodaa mainitun proteiinin, joka on ¥,

valmistettu vaatimuksen 1 tai 2 mukaisella menetelmalli.

10. Rekombinanttikloonausvektori, joka sisdltda DNA:ta, joka
koodaa mainitun proteiinin, joka on valmistettu patenttivaati-

muksen 1 tai 2 mukaisella menetelmalla.



aa

ewan
.

ccccc

10

15

64

11. Rekombinanttiekspressiovektori, joka sisdltd& DNA:ta, joka
koodaa mainitun proteiinin, joka on valmistettu patenttivaati-
muksen 1 tai 2 mukaisella menetelmidlld, ja joka kykenee trans-
formoidussa mikro-organismissa tai solulinjassa ekspressoimaan

koodaavan sekvenssin vastaavan polypeptidin tuottamiseksi.

12. Mikro-organismi tai soluviljelmd@, joka on transfektoitu
DNA:1la, joka koodaa mainitun proteiinin, joka on valmistettu
patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaisella menetelmdlld ja joka

kykenee ekspressoimaan sitd mainitun proteiinin tuottamiseksi.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen mikro-organismi, t un -

nettu siita, ettd se on E.coli-kanta.

14. Patenttivaatimuksen 12 mukainen soluviljelmd, t unne t -

t u siitd, ettd se on nisdkkdédn scolulinja.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen soluviljelmd, t unnet -
t u siitd, ettd solulinja on kiinalaisen hamsterin munasarjan

solulinja.
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Patentkrav

1. Fdrfarande, som bestar av framst&llning av protein, vilket
protein uppvisar human t-PA-funktion, sarskilt férmar det kata-
lysera konversionen av plasminogen till plasmin, det binder vid
fibrin och klassas som t-PA pd basen av immunologiska egenska-
per, genom expression i en rekombinant-vardcell av protein
kodande transformerbar DNA, k a nne t e cknat dirav, att
proteinet innehdller en sekvens av 527 aminosyror fran N-termi-
nalt serin till C-terminalt prolin, som kan kodas med cDNA
hdrledd fran mRNA extraherad fran Bowes-melanomcellinjen och

som

(a) har restriktionsmdénstret enligt figur 4 f&r den fdérmodat
mogna vavnadsplasminogenaktivatorsekvensen, och

(b) hybridiserar kraftigt med sekvensen:

(i) 5'-TCACAGTACTCCCA-3!
(ii) 5'-TTCTGAGCACAGGGCG-3'
(iii) 4,2 kb Pvu II fragment av human genom-DNA, som hyb-

ridiserar kraftigt med sekvensen:

30 40
CGG GTG GAA TAT TGC TGG TGC AAC AGT GGC AGG GCA CAG TGC CAC TCA
50 60
GTG CCT GTC AAA AGT TGC AGC GCG CCA AGG TGT TTC AAC GGG GGC ACC
66
TGC CAG CAG GCC CTG T.

2. Forfarande, som besdr av framstdllning av protein, vilket
protein uppvisar human t-PA-funktion, sarskilt formar det kata-
lysera konversionen av plasminogen till plasmin, det binder vid
fibrin och klassas som t-PA pa basen av immunologiska egenska-
per, genom expression i en rekombinant-vardcell av protein
kodande transformerbar DNA, k & nne t e c kn at darav, att

proteinet innehaller en alleel eller ett derivat, som erhdllits
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genom aminosyradeletion, -substitution, -insertion, -addition
eller- -ersattning av namnda 527 aminosyrasekvens enligt pa-

tentkravet 1.

3. Fé6brfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k dnnetec -
k n a t darav, att en polypeptid produceras, som inte innefat-

tar nativ glykolysering av human vavnadsplasminogenaktivator.

4. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k d nne -

t ecknat darav, att vdrdcellen &r en E.coli-stam.

5. Fo6rfarande enligt patentkravet, k @ nne tecknat

darav, att vardcellen ar av daggdjursursprung.

6. Fbrfarande enligt patentkravet 5, k annetecknat
darav, att vardcellen ar en aggstockscellinje av en kinesisk

hamster.

7. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 6, k & nne -
t ecknat darav, att det innefattar tillvaratagande och

rengdring av proteinet.

8. Forfarande, som féljer framstdllningen av protein med

vavnadsplasminogenaktivatorfunktion enligt nagot av patentkra-
ven 1 - 7, k d&nnetecknat darav, att det innefattar
anvandningen av namnda protein vid framstdllning av farmaceu-

tiska produkter.

9. DNA-isolat, som kodar ndmnda protein, som &r framst&llt

enligt ett f&érfarande enligt kravet 1 eller 2.

10. Rekombinantkloningsvektor, som innehdller DNA, som kodar
namnda protein, som &r framstdllt enligt ett f&rfarande enligt
patentkravet 1 eller 2.
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11. Rekombinantexpressionsvektor, som innehdller DNA, som kodar
namnda protein, som ar framstallt enligt ett férfarande enligt
patentkravet 1 eller 2, och som i en transformerad mikro-orga-
nism eller cellinje férmdr expressera den kodande sekvensen fér

alstring av motsvarande polypeptid.

12. Mikro-organism eller cellkultur, som transfekterats med
DNA, som kodar ndmnda protein, som dr framstalld enligt ett
férfarande enligt patentkravet 1 eller 2 och som férmar expres-

sera det £6r alstring av namnda protein.

13. Mikro-organism enligt patentkravet 12, k @& nnetec -

k nat darav, att den &r en E.coli-stam.

14. Cellkultur enligt patentkravet 12, k annetecknat

dédrav, att den &r en cellinje av ett daggdjur.

15. Cellkultur enligt patentkravet 14, k dnnetecknat
darav, att cellinjen ar en cellinje av en kinesisk hamsters

aggstockar.
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GTTCTGAGCACAGGGCTGGAGAGAAAACCTCTGCGAGGAAAGGGAAGGAGCAAGCCGTGA

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

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

-10 1
gln glu ile his ala arg phe arg arg gly ala arg SER TYR GLN
CAG GAA ATC CAT GCC CGA TTC AGA AGA GGA GCC AGA TCT TAC CAA

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

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

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

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

70
GLN ALA LEU TYR PHE SER ASP PHE VAL CYS GLN CYS PRO GLU GLY
CAG GCC CTG TAC TTC TCA GAT TTC GTG TGC CAG TGC CCC GAA GGA

80 90
PHE ALA GLY LYS CYS CYS GLU ILE ASP THR ARG ALA THR CYS TYR
TTT GCT GGG AAG TGC TGT GAA ATA GAT ACC AGG GCC ACG TGC TAC

100
GLU ASP GLN GLY ILE SER TYR ARG GLY THR TRP SER THR ALA GLU
GAG GAC CAG GGC ATC AGC TAC AGG GGC ACG TGG AGC ACA GCG GAG

110 120
SER GLY ALA GLU CYS THR ASN TRP ASN SER SER ALA LEU ALA GLN
AGT GGC GCC GAG TGC ACC AAC TGG AAC AGC AGC GCG TTG GCC CAG

130
LYS PRO TYR SER GLY ARG ARG PRO ASP ALA ILE ARG LEU GLY LEU
AAG CCC TAC AGC GGG CGG AGG CCA GAC GCC ATC AGG CTG GGC CTG

140 150
GLY ASN HIS ASN TYR CYS ARG ASN PRO ASP ARG ASP SER LYS PRO
GGG AAC CAC AAC TAC TGC AGA AAC CCA GAT CGA GAC TCA AAG CcCC

160
TRP CYS TYR VAL PHE LYS ALA GLY LYS TYR SER SER GLU PHE CYS
TGG TGC TAC GTC TTT AAG GCG GGG AAG TAC AGC TCA GAG TTC TGC

170 , - 180
SER THR PRO ALA CYS SER GLU GLY ASN SER ASP CYS TYR PHE GLY
AGC ACC CCT GCC TGC TCT GAG GGA AAC AGT GAC TGC TAC TTT GGG

Fig. 5A.
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430
TYR SER GLU ARG LEU LYS GLU ALA HIS VAL ARG LEU TYR PRO SER
TAT TCG GAG CGG CTG AAG GAG GCT CAT GTC AGA CTG TAC CCA TcCC
440 450
SER ARG CYS THR SER GLN HIS LEU LEU ASN ARG THR VAL THR ASP
AGC CGC TGC ACA TCA CAA CAT TTA CTT AAC AGA ACA GTC ACC GAC
460
ASN MET LEU CYS ALA GLY ASP THR ARG SER GLY GLY PRO GLN ALA
AAC ATG CTG TGT GCT GGA GAC ACT CGG AGC GGC GGG CCC CAG GCA
470 480
ASN LEU HIS ASP ALA CYS GLN GLY ASP SER GLY GLY PRO LEU VAL
AAC TTG CAC GAC GCC TGC CAG GGC GAT TCG GGA GGC CCC CTG GTG
490
CYS LEU ASN ASP GLY ARG MET THR LEU VAL GLY ILE ILE SER TRP
TGT CTG AAC GAT GGC CGC ATG ACT TTG GTG GGC ATC ATC AGC TGG
500 510
GLY LEU GLY CYS GLY GLN LYS ASP VAL PRO GLY VAL TYR THR LYS
GGC CTG GGC TGT GGA CAG AAG GAT GTC CCG GGT GTG TAC ACA AAG
520 5217
VAL THR ASN TYR LEU ASP TRP ILE ARG ASP ASN MET ARG PRO OP
GTT ACC AAC TAC CTA GAC TGG ATT CGT GAC AAC ATG CGA CCG TGA
CCAGGAACACCCGACTCCTCAAAAGCAAATGAGATCCCGCCTCTTCTTCTTCAGAAGACA
CTGCAAAGGCGCAGTGCTTCTCTACAGACTTCTCCAGACCCACCACACCGCAGAAGCGGG
ACGAGACCCTACAGGGAGAGGGAAGAGTGCATTTTCCCAGATACTTCCCATTTTGGAAGT
TTTCAGGACTTGGTCTGATTTCAGGATACTCTGTCAGATGGGAAGACATGAATGCACACT
AGCCTCTCCAGGAATGCCTCCTCCCTGGGCAGAAGTGGCCATGCCACCCTIGTTTTCGCTA
AAGCCCAACCTCCTGACCTGTCACCGTGAGCAGCTTTGGAAACAGGACCACAAAAATGAA
AGCATGTCTCAATAGTAAAAGAAACAAGAGATCTTTCAGGAAAGACGGATTGCATTAGAA
ATAGACAGTATATTTATAGTCACAAGGGCCCAGCAGGGCTCAAAGTTGGGGCAGGCTGGC
TGGCCCGTCATGTTCCTCAAAAGCGCCCTTGACGTCAAGTCTCCTTCCCCTTTCCCCACT
CCCTGGCTCTCAGAAGGTATTCCTTTTGAGTACAGTGTGTAAAGTGTAAATCCTTTTTCT
TTATAAACTTTAGAGTAGCATGAGAGAATTGTATCATTTGAACAACTAGGCTTCAGCATA
TTTATAGCGATCCATCGTTAGTTTTTACTTTCCGTTGCCACAACCCTGTTTTATACCGTA

CTTAATAAATTCGGATATATTTTTTCACAGTTTTTTCCAAAAAAAAAAAAAA

Fig. 5C.
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