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Nye trombolytiske v-PA som leser
opp blodkoageler i menneskekroppen og
sédledes er anvendbare for behandling av

f.eks. hjerteinfarkt.
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Foreliggende oppfinnelse gjelder en fremgangsmate for
fremstilling av et trombolytisk protein, samt isolert DNA,
mikroorganisme og fremgangsmate for fremstilling av et farmasoy-
tisk preparat.

Tromboser forarsakes av dannelse av blodkoageler i
blodkar. En skiller mellom venetromboser som inkluderer
lungeembolier, og arterielle tromboser som inkluderer akutt
myokardielt infarkt.

Lungeemboli og hjerteinfarkt er livstruende hendel-
ser som krever umiddelbar medisinsk intervensjon.

I tillegg til en rekke invasive metoder er det i de
senere ar blitt utviklet en populzr form for terapi av arteri-
elle og venwse tromboser i form av enzymatisk trombolyse med
plasminogenaktivatorer. Disse stoffer, sdkalte trombolytiske
stoffer, omdanner plasminogen, det inaktive proenzym i det
fibrinolytiske system i blodet, til det aktive proteolytiske
enzym plasmin. Plasmin vil i sin tur opplese det fibrese stoff
fibrin, som er en viktig komponent i et blodkoagel. Dette
ferer til at blokkerte blodkar gjenapnes og at blodstremmen
gjenopprettes. Men plasmin er en relativt uspesifikk protease.
Nar den forst er dannet i blodet, vil den ved proteolyse ede-
legge blodkomponenter som er uunnverlige for intakt hemostase
(f.eks. fibrinogen) og ved dette forar-sake stor fare for for-
bledning under visse omstendigheter.

Forste generasjons trombolytiske stoffer, strepto-
kinase og urokinase, er stoffer som vil omdanne plasminogen
til plasmin i hele kroppen og indusere en omfattende proteo-
lyse ndr de ferst er injisert inn i blodsirkulasjonen. Trombo-
lyseterapli med disse stoffer er derfor ofte fulgt av kompli-
kasjoner grunnet bledning. En antok at den senere utviklede
fibrinspesifikke trombolyse, hvor gjenforente plasminogen-
aktivatorer av vevstypen t-PA benyttes, ville feore ut av dette
dilemma. I blodsirkulasjonen har t-PA bare lav affinitet over-
for plasminogen. I narvaer av det fibrese stoff fibrin, som t-
PA reagerer med via spesifikke bindingsseter, fds en flere
gangers eokning av denne affinitet. Dette forer til plasmin-
dannelse pa overflaten av tromben. Et slikt forlep har blitt

verifisert in vitro og i dyrestudier, mens kliniske studier
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derimot viser at store mengder av t-PA kreves for a gi en rask
opplesning av en koronar trombose.

Infusjon av sa store doser av t-PA vil imidlertid
fore til systemisk proteolyse, fulgt av en relativ fare for
bledning, pad tilsvarende mdte som nar streptokinase og uro-
kinase benyttes. Det tales derfor i dag om t-PAs relative
fibrinspesifisitet. Arsaken til dette ligger i en essensiell
egenskap ved t-PA: Dette molekyl er en aktiv protease som
under gunstige forhold (hey enzymkonsentrasjon, lange ekspo-
neringstider, hey substratkonsentrasjon, optimal pH og ione-
betingelser) vil omdanne plasminogen til plasmin selv i fraver
av fibrin. Alle disse betingelser oppfylles i vare dagers
kliniske standardterapi med t-PA.

Leting etter mer spesifikke plasminogenaktivatorer
gsom oppfyller kriteriet om fibrinspesifisitet ferte til at v-
PA, et nytt, naturlig forekommende stoff med fibrinolytisk
aktivitet, ble funnet.

Oppfinnelsen gjelder fremstilling av det tromboly-
tisk aktive stoff v-PA fra spytt fra flaggermus av slekten
Desmodus spec., som har feglgende karakteristiske egenskaper:

- fire forskjellige ¢DNA som koder for fire for-
skjellige v-PA-proteiner ble funnet i et spyttkjertel-cDNA-
bibliotek:

(1) v-PA 0,: hoymolekyler form som bestdr av et
fingerdomene, et EGF (epidermal vekstfaktor) domene, et
kringledomene og et proteasedomene (eksempel 18).

(2) v-PA 0,: hoymolekylar form med de samme domener
som v-PA q,, men forskjellig fra v-PA o, 1 nukleotidsekvens sa
vel som i aminosyresekvens.

(3) v-PA B: molekyler form som bestdr av et EGF-
domene, et kringledomene og et proteasedomene (eksempel 18).

(4) v-PA y: lavmolekylar form som bestdr av et
kringledomene og et proteasedomene.

Det aktive stoff v-PA a, gir ved natriumdodecyl-
sulfatgelelektroforese under ikke-reduserende betingelser et
hovedproteinband med en molekylvekt pa 43000 + 2000 (eksempel
2).
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Det aktive stoff v-PA B gir ved natriumdodecyl-
sulfatgelelektroforese under ikke-reduserende betingelser et
hovedproteinband med en molekylvekt pa 39000 + 3000, og under
reduserende betingelser pa 43000 + 2000 (eksempel 1).

Det aktive stoff v-PA B elueres fra en gelfiltrer-
ingskolonne ("Superose" 12) med en molekylvekt pa 40000 + 3000
(eksempel 1).

De isoelektriske punkt (pI) til det aktive stoff v-
PA B ligger mellom 6,8 og 8,5.

Det aktive stoff reagerer med °H-diisopropylfluor-
fosfat og er sdledes en serinprotease (eksempel 9).

De aktive stoffer v-PA a, og v-PA B hydrolyserer de
kromogene peptider S-2288 (H-D-Ile-Pro-Arg-pNA) og S-2444
(¢ Glu-Gly-Arg-pNA), men ikke det kromogene peptid S-2251 (H-
D-Val-Leu-Lys-pNA) (eksempel 16).

Det aktive stoff bindes ikke til lysin-"Sepharose" i
pH-omradet 4-10,5 (eksempel 14).

De aktive stoffer v-PA a, og v-PA B danner lyse-
ringer pa fibrinplater, men ikke pa kaseinplater (eksempel
15).

De aktive stoffer v-PA a, og v-PA [ bindes til 2n™-
chelatisert "Sepharose" ved pH 7,5 (eksempel 1 og 2).

Det aktive stoff v-PA B aktiverer plasminogen bare i
nerver av stimulatorer som fibrin, men ikke i nerver av fibri-
nogen (eksempel 7).

Det aktive stoff v-PA B felger ikke klassisk
Michaelis-Menten-kinetikk nar plasminogen omvandles til
plasmin i narver av fibrinmonomerer; v-PA 3 er et enzym med
allosteriske egenskaper (eksempel 12).

Det aktive stoff gir en konsentrasjonsavhengig lyse
in vitro av tromber fra humant helblod (eksempel 8).

Det aktive stoff v-PA B gir ikke, i motsetning til
t-PA, malbar fibrinogennedbrytning i et rekonstituert,
koagulerbart in vitro-system (eksempel 10).

Det aktive stoff gir en konsentrasjonsavhengig
fibrinolyse i en in vitro-fibrinolysetest (International Clot-

Lysis Assay) (eksempel 13).



10

20

25

30

35

308708

De aktive stoffer v-PA a, og v-PA f bindes til hepa-
rin-"Sepharose", og kan elueres med egnede lesninger (eksempel
4) .

Det aktive stoff bindes til immobilisert inhibitor
som er isolert fra fre fra forskjellige Erythrina-arter og kan
elueres fra denne med egnede lesninger (eksempel 3).

De aktive stoffer v-PA q, og v-PA B bindes til
fibrin-"Celite" og kan elueres med egnede metoder (eksempel
5) .

Det aktive stoff bindes til hydroksyapatitt under
visse betingelser og kan elueres med en fosfatholdig buffer
(eksempel 2).

De aktive stoffer v-PA o, og v-PA B kan skilles fra
hverandre og isoleres ved egnede metoder (eksempel 2, 4 og S).

De aktive stoffer v-PA a, og v-PA B er forskjellig
fra hverandre med hensyn til N-terminal aminosyresekvens
(eksempel 6).

De aktive stoffer v-PA o, og v-PA B er forskjellig
fra hverandre med hensyn til aminosyre- og nukleotidsekvens
(eksempel 18).

Den kodende sekvens for de aktive stoffer kan inkor-
poreres i1 en tilsvarende vektor "septan". Disse uttrykker det
aktive stoff i egnede eukaryote cellesystemer (eksempel 19).

Det trombolytisk aktive stoff v-PA representerer en
ny, naturlig forekommende plasminogenaktivator som leser opp
blodkoageler i menneskekroppen, og som derfor er anvendelig
for behandling av f.eks. hjerteinfarkt.

Dette stoff finnes i spytt fra alle flaggermusarter
av slekten Desmodus spec. i lav konsentrasjon og uttrykkes
sannsynligvis i spyttkjertelceller i denne type dyr. Flagger-
mus av slekten Desmodus spec. omfatter alle flaggermus pad det
amerikanske kontinent. Slekten Desmodus fra Sentral-Amerika og
Mexico har vart gjenstand for spesielt grundige undersekelser.

Ved foreliggende oppfinnelse er det saledes
tilveiebrakt en fremgangsmate for fremstilling av et i det
vesentlige rent protein som er trombolytisk, aktiverer
plasminogen i narver av fibrin, men i det vesentlige ikke i

nzrver av fibrinogen, og er allosterisk, hvor proteinet er et



15

20

25

30

35

308708

v-PA o, med aminosyresekvensen ifelge figur 26a, omfattende
uttrykking av DNA som koder for v-PA q,, i mikroorganismen
ifelge krav 3, kjennetegnet ved at v-PA o, kromatograferes
pa en kolonne, det aktive v-PA elueres kvantitativt etter
vasking av kolonnen, de oppsamlede fraksjoner gelfiltreres i
fraver av salter, og gelfiltreres deretter nok en gang i
nerver av en fysiologisk saltopplesning. Videre er det
tilveiebrakt isolert DNA som er kjennetegnet ved at

det koder for et protein fremstilt ifelge krav 1 og har
nukleotidsekvensen ifelge figur 26a, og mikroorganisme som er
kjennetegnet ved at den er transformert med en vektor som
omfatter DNA ifelge krav 2, og er i stand til a uttrykke det
gitte genet. De detaljerte fremgangsmateparametere blir
beskrevet i eksempel 1.

Foreliggende oppfinnelse gjelder videre en
fremgangsmate for fremstilling av et farmaseytisk preparat,
kjennetegnet ved at en forbindelse fremstilt ifelge hvilket
som helst av kravene 1, 4 og 5, blandes med vanlige
hjelpestoffer og eksipienser, slik som for eksempel gummi
arabicum, talkum, stivelse, mannitol, metyl-cellulose,
laktose, slike overflateaktive midler som Tween eller Myrj,
magnesiumstearat, vandige eller ikke-vandige barere,
parafinderivater, fukte-, dispergerings-, emulgerings- og
konserveringsmidler, og smaksstoffer for a regulere smaken,
for eksempel eteriske oljer.

Fordelene med det nye trombolytiske stoff v-PA
sammenlignet med t-PA kan utledes fra eksempel 7, 8, 10 og 15,
som beskrives nedenfor.

Med vesentlig rent menes at et protein er renset,

f.eks. til en grad hvor dets aktivitet er vesentlig heyere enn

den til proteinet i naturen. Fortrinnsvis vil proteinet veare
renset til homogenitet, helst minst 90 % rent, aller helst
95 % rent eller mer.

DNA-sekvensene ifelge foreliggende oppfinnelse kan
rutinemessig settes inn i vanlige, f.eks. kommersielt
tilgjengelige, vektorer som plasmider, fager o.l. som er
anvendelige for ekspresjon i f.eks. de vanlige, f.eks.

kommersielt tilgjengelige cellelinjer.
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Oligonukleotidprober spesifikke for v-PA-sekvenser
kan oppbygges rutinemessig ved & velge sekvenser i leder-
regionen eller i den komplette sekvens som er forskjellig fra
t-PA (se sammenligning i figur 27).

,PA-B 141 CTGTTGTGTGTACTGCTGCTTTGTGGAGCAGTCTTCTCGTTGCCCAGGCA 190
! LU L T DLt L

+-PA 98 CTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGCAGTCTTCGTTTCGCCCAGCCA 147

~/RA§ 191 GGAAACCTACAGGCAATTGGCAAGGG 216

LEVEE 1] LIeE

t-PA 148 GGAAATCCATGCCCGATTCAGAAGAG 173

Vist ovenfor er DNA-sekvensen til proben benyttet
til screening av cDNA-biblioteket, fatt fra klon vPAg ved
oppslutning med restriksjonsendonukleasene BamHI og Alul
(vPAg) og den tilsvarende sekvens fra en t-PA cDNA-klon (t-
PA) .

Antistoffer kan ogsd fremstilles rutinemessig ved
normale fremgangsmater, f.eks. ved & produsere dem i dyr som
geiter.

v-PA fremstilt ifelge foreliggende oppfinnelse kan
gis til pattedyr inklusive mennesker pa samme mate som t-PAa,
men med fzrre bivirkninger, pa grunn av v-PAs selektivitet som
diskutert ovenfor. Generelt kan doser mindre enn de som trengs
av t-PA benyttes. Anvendbare aktiviteter kan rutinemessig
bestemmes ved & benytte konvensjonelle fremgangsmater. Typiske
indikasjoner inkluderer de for hvilke trombolytiske stoffer er
anvendelige, f.eks. hjerteinfarkt, slag, arteriell trombose
osv. De vanlige galeniske tilsetningsstoffer kan benyttes for

a fremstille farmaseytiske preparater.
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Eksempel 1

Bearbeiding av en 60 ml porsjon med spytt fra vampyrflagger-
musen Desmodus rotundus som i det vesentlige inneholder den

molekvlzre form av v-PA

(a) Zn"*-chelat-"Sepharose" -kromatografi

60 ml spytt sentrifugeres ved 4 °C ved 6000 x g.
Supernatanten justeres til 20 mM tris, pH 7,5, 100 mM NacCl,
0,01 % "Pluronic" F 68 og appliseres pa en kromatografikolonne
fylt med 200 ml chelat-"Sepharose" "fast flow" og ekvilibrert
med 10 mM tris, pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM imidazol og 0,01 %
"Pluronic" F 68. Kolonnen vaskes med denne buffer til absor-
bansen malt ved 280 nm har nadd basislinjen (tilnzrmet 600
ml). Deretter elueres v-PA med en gradient fra 1 til 50 mM
imidazol (1000 ml) i 10 mM tris, pH 7,5, 100 mM NaCl, 0,01
"Pluronic" F 68 (figur 1). Dette rensetrinn utferes ved 4 °C.

o°

Amidolytisk aktivitet

AZBO

8004

Protein (2680 nm)
(U/ml)

e——eFibrinolytisk aktivitet

200 400 600 800 1000 1200 ml
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(b) Gelfiltrering uten NaCl
5 ml av en v-PA-holdig fraksjon fra Zn''-chelat

"Sepharose"-kromatografi blir fraksjonert pa en "Superose" 12
HR 16/50 kromatografikolonne (Pharmacia) i 20 mM tris, pH 8,0,
0,01 % "Pluronic" F 68 ved hjelp av et FPLC-system (Pharmacia)

(figur 2).

Amidolytisk aktivitet
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Ved dette rensetrinn fraskilles en protease uten

fibrinolytisk aktivitet. Fraksjonene med v-PA-aktivitet sliés

sammen.

(c) Gelfiltrering med NaCl
2 ml v-PA fra trinn (b) konsentreres ved fryset¢rking

til 0,2 ml og kromatograferes i 50 mM tris, pH 8,0, 160 mM
NaCcl, 0,01 % "Pluronic" F 68 pd en "Superose" 12 HR 10/30
kromatografikolonne (Pharmacia) ved hjelp av et FPLC-system

(Pharmacia) (figur 3).
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Amidolytisk aktivitet
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FIG. 3. Gelfiltrering

v-PA elueres som en homogen, skarp topp med molekyl-
vekt rundt 40000.

Resultatene av renseprosessen er samlet i figur 4.

Figur 4A viser en pre¢ve fra hvert rensetrinn i ikke-
reduserende SDS-polyakrylamidgelelektroforese med den sensi-
tive s¢lvfargingsmetoden. Figur 4B viser at v-PA B bestdr av
en proteinkjede, siden proteinet ikke splittes i to protein-
band etter klgving av disulfidbroer med DTT. Den tilsyne-
latende ¢kning i molekylvekt kan forklares ved linearisering
av proteinkjeden med DTT.
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Konsentrater av den anrikede aktivitet analyseres ved
SDS-gelelektroforese under ikke-reduserende betingelser i en
8-25 % gradientgel. Flere av gelene farges med s¢plv for &
synliggjere proteinene, andre vaskes med "Triton" X-100 (1 %)
for & fjerne SDS og plasseres pa& en fibrin-indikatorgel som
inneholder plasminogen (Fibrin-Zymographie; Granelli-Piperno
A. og Reich E., J. Exp. Med. 148:223-234, 1978).

Aktiviteten av det aktive stoff v-PA B, som pavises
ved en lysering i indikatorgelen, tilsvarer et proteinbdnd med
en tilsynelatende molekylvekt pa 39000 * 3000. Lyseringen kan
pavises kun pa plasminogenholdige fibrin-indikatorgeler, men
ikke pé& plasminogenfrie fibrin-indikatorgeler eller pa
plasminogenholdige kasein-indikatorgeler. t-PA gir lyseringer
ogsd i plasminogenholdige kasein-indikatorgeler nar det utset-
tes for den samme prosess.

Aktiviteten av det rensede aktive stoff v-PA B til-
svarer sdledes et protein med en tilsynelatende molekylvekt péa
43000 %= 2000 (under reduserende betingelser i SDS-polyakryl-
amidelektroforese, figur 4B) som kan omdanne plasminogen til
plasmin i nerver av fibrin og lg¢se opp det fibre¢se stoff
fibrin. v-PA B er ikke i stand til & overfe¢re plasminogen til
plasmin i narvar av kasein, i motsetning til t-PA som kan
aktivere plasminogen ogsad i narver av kasein.

Foreliggende oppfinnelse kan videre karakteriseres pa

grunnlag av eksemplene som beskrives nedenfor:

Eksempel 2

Rensing og separasjon av v-PA a, og v-PA B fra spytt fra

vampyrflaggermusen Desmodus rotundus

(a) Zn'*-chelat-"Sepharose"-kromatografi

20 ml spytt sentrifugeres ved 4 °C og 6000 x g.
Supernatanten justeres til 20 mM tris, pH 7,5, 100 mM NaCl,
0,05 % "Pluronic" F 68. Et kromatografir¢gr fylles med 8 ml
Zn''-chelat-"Sepharose" ekvilibrert med 10 mM tris, pH 7,5,
100 mM NaCl, 1 mM imidazol, 0,05 % "Pluronic" F 68, og spytt-
supernatanten kromatograferes pd denne. Kolonnen vaskes med

ekvilibreringsbuffer. Deretter elueres primart v-PAa, som fort-
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satt inneholder en liten mengde v-PA B med 10 mM tris, pH 7,5,
1 M NaCl, 1 mM imidazol, 0,05 % "Pluronic" F 68 (figur 5).
Deretter elueres v-PA B som fortsatt inneholder en liten
mengde v-PA a, med en gradient fra 1-50 mM imidazol 10 mM tris,
pH 7,5, 100 mM NaCl, 0,05 % "Pluronic" F 68.

Fibrinolytisk aktivitet
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fraksjoner

FIG. 5. Zn''-chelat-"Sepharose"-kromatografi av spytt

(b) Hydroksvapatitt-kromatografi

En kromatografikolonne blir ladet med 8 ml hydroksy-
apatitt og ekvilibreres med 50 mM tris, pH 8,0, 500 mM NaCl,
0,01 % "Pluronic" F 68. De aktive fraksjoner fra Zn'‘-chelat-
kromatografien (figur 5) sendes over hydroksyapatittkolonnen
og vaskes med ekvilibreringsbuffer, og v-PA elueres med en
gradient fra 0,5 til 100 mM Na-fosfat, pH 7,5, i 500 mM NacCl,
0,01 % "Pluronic" F 68 (figur 6). De aktive fraksjoner slas

sammen.
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Amidolytisket,
aktivitet

Fibrinolytiskict..

aktivitet

L,H

Sammenslatte
fraksjoner

6. Hydroksyapatitt-kromatografi av sammenslatte frak-

sjoner fra Zn''‘-chelatkromatografi

Gelfiltrering
De sammenslatte fraksjoner fra hydroksyapatitt-kroma-

tografien (figur 6) dialyseres mot 20 mM tris, pH 8,0, 160 mM

NaCl

og konsentreres til 0,6 ml ved frysetgrking. Konsentratet

filtreres over en "Superose" 12 HR 16/50-kolonne ved hjelp av

et FPLC-system (Pharmacia) (figur 7).
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FIG. 7. Gelfiltrering av sammenslatte fraksjoner fra

hydroksyapatitt~kromatografi

Nar et konsentrat av de aktive fraksjoner fra gel-
filtreringen analyseres ved hjelp av SDS-polyakrylamidgelelek-
troforese under ikke-reduserende betingelser og pafglgende
farging med "Coomassie"-blatt, synliggje¢res et proteinband med

en molekylvekt pa 43000 (figur 8).
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FIG. 8

SDS-polyakrylamidelektroforese av v-PA a, fra gelfiltreringen i
figur 7. M = molekylvektsmarkg¢rproteiner

Figur 8 viser at v-PA @, ikke inneholder andre
proteiner. Dette rensede v-PA aq, gir ogsa en lysering med en
identisk molekylvekt pa 43000 i en indikatorgel (fibrin-
zymografi), som beskrevet i eksempel lc. Videre finnes denne
lysering bare pad plasminogenholdige fibrin-indikatorgeler og

ikke pa& plasminogenholdige kasein-indikatorgeler.

Eksempel 3

Binding og eluering av v-PA a, og v-PA B til trypsininhibitor

DE-3 fra fr¢ av Erythrina latissima (ETI)

50 mg ETI (Erutech Services LTD, Arcadia, S¢r-Afrika)
kobles kovalent til 6,6 g aktivert CH "Sepharose" 4B (Pharma-
cia) i henhold til de fremgangsmdter produsenten anbefaler.

16 ml spytt justeres til pH 7,5 med 1 M tris, pH 6,8, og
sentrifugeres i 10 min ved 4 °C og 6000 x g. Et kromatografi-
rpr av type HR 10/2 (Pharmacia) fylles med 2 ml ETI CH "Sepha-
rose" 4B (se over). Affinitetskromatografien utferes ved hjelp
av et FPLC-system (Pharmacia). Spyttsupernatanten sendes over
ETI CH "Sepharose" 4B-kolonnen og vaskes grundig med 20 mM
tris, pH 7,5, 400 mM NaCl, 0,01 % "Pluronic". Eluering utferes
med 20 mM tris, pH 7,5, 400 mM NaCl, 1,6 M KSCN, 0,01

oe
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I dette trinn vil fibrinolytisk s& vel som

FIG. 9.
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Analyse av produktet fra denne kromatografi ved SDS-

polyakrylamidgelelektroforese under ikke-reduserende betingel-

ser bekrefter en sterk anrikning av de to v-PA-formene v-PA q,

og v-PA B.
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FIG. 10

SDS-polyakrylamidgelelektroforese (12,5 %) under ikke-redu-
serende betingelser med pafplgende "Coomassie"-bla-farging. I:
10 pl spytt; D: 10 pl ubundet materiale; M: molekylvekts-

mark¢rproteiner; 16-21: fraksjonsnumre fra figur 9

De to molekylare former av v-PA i denne porsjon spytt
bindes under de ovennevnte betingelser til ETI-CH "Sepharose"
4B, og kan elueres i narvaer av 1,6 M KSCN eller andre kaotrope
forbindelser. Dette gjelder for alle former av det aktive
stoff.

Eksempel 4

Binding og eluering av de aktive stoffer v-PA a, og v-PA B til
heparin-"Sepharose"
En upakket FPLC-kolonne (HR 5/5) fylles med 1 ml

heparin-"Sepharose" (Pharmacia). Fraksjon 18 fra ETI-CH
"Sepharose" 4B-kromatografien (eksempel 3, figurene 9 og 10)
dialyseres mot 20 mM tris, pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,01 %
"Pluronic" F 68 og kromatograferes over heparin-"Sepharose"
ved hjelp av et FPLC-system (Pharmacia). Etter pasetting av
dialysatet vaskes kolonnen med 20 mM tris, pH 7,2, 50 mM NacCl,
0,01 & "Pluronic" F 68, og elueres sd med en gradient fra 50
til 1000 mM NaCl i 20 mM tris, pH 7,2, 0,01 % "Pluronic" F 68
(figur 11).
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aktivitet

FIG. 11

Heparin-"Sepharose"-kromatografi av det aktive stoff v-PA
etter forutgdende rensing pa ETI-CH "Sepharose" 4B (eksempel
3, figurene 9 og 10)
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FIG. 12

SDS-polyakrylamidgelelektroforese (12,5 %) under ikke-redu-
serende betingelser av fraksjoner med aktivt stoff fra
heparin-"Sepharose"-kromatografi (figur 11) med pafg¢lgende
ﬁCoomassie"—blé—farging. M: molekylvektsmarkgrproteiner.
Tallene tilsvarer fraksjoner fra figur 11

Ved hjelp av heparin-"Sepharose"-kromatografi er det
mulig & binde og eluere de molekylare former v-PA a, og v-PA B,
dvs. & rense dem. Som vist i figurene 11 og 12 bindes den
molekylare v-PA-form v-PA B svakere til heparin-"Sepharose"
enn den molekylzre form v-PA q,, dvs. at en lavere NaCl-konsen-
trasjon kreves for eluering av v-PA B enn for eluering av v-PA
a,. Sdledes er det mulig & skille de to v-PA-former fra hver-
andre ved de kromatografiske metoder som er vist i dette

eksempel.

Eksempel 5

Binding og eluering av de aktive stoffer v-PA aq, og v-PA B til
fibrin-"Celite"

Affinitetsmediet fibrin-"Celite" fremstilles ifgplge
kjente metoder (Husain, S., Lipinski, B. og Gurewich, V. i
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:4265-4269, 1981). En kromato-
grafikolonne HR 5/5 (Pharmacia) fylles med 1 ml fibrin-
"Celite". Fraksjon 17 fra ETI-CH "Sepharose" 4B-kromatografien
(eksempel 3, figur 9 og 10) dialyseres mot 20 mM tris, pH 8,0,
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20 mM NaCl, 0,01 % "Pluronic" F 68 og kromatograferes over
fibrin-"Celite" ved hjelp av et FPLC-system (Pharmacia). Etter
pasetting av den dialyserte fraksjon vaskes kolonnen med 20 mM
tris, pH 8,0, 20 mM NaCl, 0,01 % "Pluronic" F 68, og det
aktive stoff elueres med en gradient fra 20 til 1000 mM NaCl i
20 mM tris, pH 8,0, 0,01 ¥ "Pluronic" F 68 (figur 13).

Fraksjoner
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FIG. 13

Fibrin-"Celite"-kromatografi av det aktive stoff v-PA (v-PA q,
og v-PA B) etter forutgdende rensing pd ETI-CH "Sepharose" 4B
(eksempel 3, figurene 9 og 10)

De v-PA-holdige fraksjoner analyseres sa ved SDS-
polyakrylamidgelelektroforese (figur 14).
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FIG. 14

SDS-polyakrylamidgelelektroforese (12,5 %) under ikke-redu-
serende betingelser av fraksjoner med aktivt stoff fra fibrin-
"Celite"-kromatografi (figur 13) med pafplgende "Coomassie"-
bla-farging. M: molekylvektsmarke¢rproteiner. Tallene tilsvarer

fraksjoner fra figur 13

De aktive stoffer v-PA a, og v-PA B bindes til
fibrin-"Celite" ved lave NaCl-konsentrasjoner og kan elueres
ved & ¢ke NaCl-konsentrasjonen i bufferen. I dette trinn kan
det observeres at v-PA B tydeligvis bindes svakere til fibrin-
"Celite" enn v-PA q,, siden v-PA a,-formen elueres ved hg¢gyere
NaCl-konsentrasjon enn v-PA B. Denne rensemetode kan sé&ledes

nyttes til & skille v-PA B og v-PA aq,.

Eksempel 6

N-terminal aminosyresekvensanalyse av de rensede v-PA-former
v-PA a, og v-PA B

Fraksjoner som inneholder renset v-PA a, (eksempel 2,
figur 8) eller renset v-PA B (eksempel 1, figur 4), analyseres
pa en 12,5 % polyakrylamidgel under ikke-reduserende betingel-
ser etter dialyse mot en passende buffer. Etter elektroforesen
fjernes gelen fra elektroforeseapparatet og overfgres til en
polyvinylidendifluorid-membran (Immobilon, Millipore Corp.,
USA) i henhold til en gjengs metode (Matsudaira, P. i J. Biol.
Chem. 262:10035-10038, 1987). Det tilsvarende proteinband
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skjeres ut med skalpell, og den N-terminale aminosyresekvens
bestemmes direkte i en automatisk "477 A Protein Sequencer/120
A Analyzer" (Applied Biosystems, USA). Analysene utfpres flere

ganger. De oppnadde sekvenser er gitt nedenfor:

v-PA aq,:

1 5 10 15
Ala Tyr Gly Val Ala X Lys X Glu Ile Thr Gln Met Thr Tyr Arg

v-Pa B:

1 5 10 15
Ala Tyr Gly Gly X Ser Glu Leu Arg Cys Phe Asn Gly Gly Thr X
Gln Ala Ala

(X = ikke bestemt med sikkerhet)

Ved hjelp av disse sekvenser ble et cDNA-bibliotek
fra spyttkjertel fra Desmodus rotundus screenet (eksempel 18).

Eksempel 7

Plasminogenaktivering med det aktive stoff v-PA B, renset i

henhold til eksempel 1, sammenlignet med t-PA

Ved inkubering av en spesifikk plasminogenaktivator
(PA) med en tilstrekkelig he¢y konsentrasjon plasminogen (PLG)
i en buffer, f.eks. 50 mM tris, pH 7,4, 20 mM NaCl ved 37 °C,
vil plasmin produseres i henhold til fe¢lgende prinsipp:

PA‘+ PLG (% stimulator) = [PA/PLG (* stimulator)]
i1

PA + plasmin (% stimulator)

Det dannede plasmin kan pavises med et kromogent tri-
peptid H-D-Val-Leu-Lys-pNA (S 2251) som er meget spesifikt for
denne protease. Reaksjonen forl¢per i henhold til f¢plgende

prinsipp:
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Plasmin + H-D-Val-Leu-Lys-pNA
i1
[plasmin/H-D-Val-Leu-Lys-pNA] - plasmin + pNA

Hastigheten for dannelse av pNA (p-nitroanilin) kan
bestemmes fotometrisk ved 405 nm og er proporsjonal til
konsentrasjonen av enzymet plasmin. Ved & koble de to prinsip-
per er det sdledes mulig & mdle hastigheten for dannelse av
plasmin, som er et uttrykk for aktiviteten av plasminogenakti-
vatoren. Figur 15 viser hastigheter for dannelse av plasmin
med t-PA og med v-PA i fravar og i narvaer av stimulatorene
fibrinogen (det koagulerende substrat) og fibrin (det fibr¢se
stoff i blodkoageler som skal lgses opp).

— v-PA, 2,5U/m}
——— t-PA, 2,5U/ml

v + Fibrin

e + Fibrinogen

FIG 15
Hastighet for dannelse av plasmin med v~PA B sammenlignet med

t-PA i narvaer og fraver av fibrin eller fibrinogen
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Testen utfepres i 96-brgnners mikrotiterplater. Hver
br¢nn inneholder et totalt volum pd 220 pl. Konsentrasjonen av
plasminogen er 0,5 uM, av H-D-Val-Leu-Lys-pNA 0,68 mM, av t-PA
0,05 1IU, og den benyttede aktivitet av v-PA, mdlt i "The
International Clot-Lysis Assay" (Gaffney, P.J., Curtis, A.D.,
Thrombos. Haemostas. 53:134-136, 1985) er 10 ganger hoyere,
dvs. tilnarmet 0,5 U. Konsentrasjonen av stimulatorene utgjoer
tilnermet 20 pg/bre¢nn.

Det fremgdr at t-PA aktiverer plasminogen selv i fra-
ver av en stimulator og med en svert hgy aktiveringshastighet
selv i nerver av fibrinogen. I det beskrevne mdlesystem vil v-
PA aktivere plasminogen utelukkende i narvar av det fibre¢se
stoff fibrin.

Eksempel 8

Trombolytisk aktivitet av v-PA a, og v-PA B sammenlignet med
aktiviteten av t-PA

Den trombolytiske aktivitet av det nye aktive stoff
sammenlignes med t-PA i et nyutviklet "Micro-Clot-Lysis Assay"
(MCLA). 100 pl porsjoner av friskt humant helblod pipetteres
ut i br¢gnnene i mikrotiterplater og tilsettes 10 ul av et
koagulerende stoff ("Thromborel", Behring-Werke) og inkuberes
ved 37 °C i 1 time. De dannede blodkoageler vaskes to ganger
med fosfatbufret natriumkloridle¢sning (PBS) for de tilsettes
100 pl autologt plasma som pa forhdnd er skaffet til veie ved
sentrifugering. Plasmaet tilsettes sd t-PA eller v-PA i
konsentrasjoner pa 1,56-12,5 U/ml. Mikrotiterplatene inkuberes
i 18 timer ved 37 °C i et fuktig kammer. Etter inkubasjonen
ristes platene pd en vibrerende plattform (Red Rotor) hvor-
etter en plasmapr¢ve tas ut fra hver brenn, fortynnes med
dobbeltdestillert vann 1:6 hvorved rgpde blodceller frigitt ved
lyse sprekker, og det frigitte r¢de blodpigment bestemmes
fotometrisk ved 492 nm i et mikrotiterplatefotometer.
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Resulfatet av undersgkelsen er vist i figurene l16a og
16b: Sammenlignet med et standard t-PA vil ekvieffektive kon-
sentrasjoner av det nye aktive stoff lysere (som bestemt i
"The International Clot-Lysis Assay") tromber i humant helblod
bedre enn t-PA. Selv tilnarmet 3 U/ml av det nye aktive stoff
v-PA B viser signifikant trombolytisk effekt i det beskrevne
mdlesystem, mens 3 U t-PA ikke gir resultater som avviker fra
kontrollen.

Tidsavhengigheten for trombolyse i humant helblod med
t-PA og v-PA undersgkes i et tilsvarende eksperiment.

6,25 U t-PA hhv. 12,5 U v-PA inkuberes i systemet
beskrevet over i 23 timer ved 37 °C. Etter 15 timer tas en
pr¢ve ut annenhver time og behandles som beskrevet for den

fotometriske maling. Resultatet er vist i figurene 17a og 17b.

Lyse in vitro av blodkoagel i humant helblod

E 500
o™
2
by O—0Q Buffer
‘.°. 4001 @ —@ xy-PA30U/mi
2 300 +
' o
200 4+ . /
A A & o
100 +
0 : -+ + t + + f ;
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

tid (timer)

FIG. 17a
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Lyse in vitro av blodkoagel i humant helblod

500
9T oo peeamsum
— - . m ®
A— A t—-PA " ./
300 + /////////’
200 + ./A ‘_e
A—
100 +
0 y t t — t t —+ t
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
tid (timer)
FIG. 17b

Starten av trombolysen, mdlt som frigivning av r¢de
blodceller fra tromben, er tydelig raskere med det aktive
stoff enn med t-PA. 6,25 enheter av det nye aktive stoff viser
¢kt trombolyse etter 23 timer sammenlignet med den doble akti-
vitet av t-PA (12,5 enheter).

Eksempel 9

Serinproteaser reagerer spesifikt med "aktivt sete-titratoren"
diisopropyvlfluorfosfat (DIFP)
Det aktive stoff bufres til pH 8,0 og blandes i et

forhold pa 1:20 med °H-DIFP i propylenglykol. Porsjonen inku-
beres over natten ved romtemperatur. Et uttak av porsjonen
analyseres pa en 12,5 % SDS-gel under ikke-reduserende be-
tingelser. Gelen inkuberes sa i 30 min ved romtemperatur i
"Amplify" (Amersham) og t¢rkes. Gelen eksponeres sa i 4 dager,
og rontgenfilmen fremkalles. Serinproteaser som har det radio-

aktivt merkede DIFP inkorporert, vil vare synlige pa filmen
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som svertede band (figur 18). t-PA gir f.eks. et lett svertet
hovedbdnd med en tilsynelatende molekylvekt pd 68000 * 5000, i
motsetning til dette gir det nye aktive stoff et sterkt
svertet hovedbadnd med molekylvekt 39000 + 2000 (v-PA B) og et
svertet band ved 43000 * 2000 (v-PA qa,). En kontrollgel skaffet
til veie ved identiske elektroforetiske betingelser, vaskes
med 1 ¥ "Triton" X-100 og plasseres sd pad en fibrin- og
plasminogenholdig indikatorgel. Posisjonen av aktivitet fra
det aktive stoff faller sammen med de svertede band av *H-DIFP-

merkede serinproteaser som tilsvarer stoffets aktive prinsipp.

FIG. 18. Autoradiogram av °*H-DIFP-behandlet aktivt stoff app-

lisert pa gelen i tre forskjellige konsentrasjoner

Eksempel 10

Fibrinogennedbrytning in vitro med t-PA og v-PA B

Nar t-PA inkuberes i humant plasma ved 37 °C, vil
konsentrasjonen av koagulerbart fibrinogen avta pd en tids-
avhengig médte. Dette skyldes den relative fibrinspesifisitet
av t-PA og er en Karakteristisk egenskap ved dette trombo-
lytiske stoff. 3 mg koagulerbart humant fibrinogen l¢ses i
1 ml 50 mM tris, pH 7,4, 40 mM NaCl, og l¢sningen gj¢res 1 uM
med hensyn pa& humant plasminogen. Uttak av porsjonen tilsettes
hhv. 3,1, 6,25 og 12,5 U t-PA eller de samme mengder v-PA. En
tredje porsjon uten plasminogenaktivator fungerer som kon-
troll. Seks porsjoner benyttes pr. behandlingsgruppe. Umiddel-

bart etter tilsetning av plasminogenaktivatorene tas én progve
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ut av alle porsjoner, og Koagulerbart fibrinogen bestemmes i
henhold til Clauss (Clauss, V.A., Acta Haematol. 17:237-246,
1957). En del av uttaket analyseres videre ved gelelektro-
forese. Videre uttak fra porsjonene som inkuberes ved 37 °C,
gjores etter 2, 4 og 6 timer. Resultatene av fibrinogen-

malingene er vist i tabell 1.
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TABELL 1
I t-PA v-Pa K
Inkuba-
sjonstid, |u/ml [12,5 |6,25(3,1 |12,5]|6,25 |3,1 |+ Plg
timer
0 10,3 | 9,7| 9,1|10,5]10,3 |10,1]10,0
[sek]
10,0 | 9,1|10,6|10,4| 9,7 |10,4| 9,7
10,2 | 9,4| 9,9]10,5]10,0 |10,3] 9,9
12,6 |11,3]10,5(10,0] 9,7 8,9| 9,5
12,8 |11,0|10,8| 9,4 9,6 9,8| 9,7
12,7 |11,2110,7| 9,7| 9,7 9,4| 9,6
2 12,8 | 11,9 |11,6 10,9
12,5 11,2 |11,5]11,1
12,7 | 11,6 |11,611,0
11,3 11,5 |10,5]12,1
2300 11,4 | 11,2 | 10,6 11,9
11,4 [ 11,4 |10,6] 12,0
11,4 11,4 |10,6}12,0
4 14,5 (13,1 | 12,8 12,4
13,7 | 13,1 |11,9)12,6
14,1 13,1 |12,4]12,5
>300 18,6 | 11,6 |13,211,8
12,1 |14,2]12,4
11,9 |13,7]12,1
6 13,9 [ 17,6 |12,2]12,6
14,4 13,1
13,1 17,1 |15,8|11,8
13,6 12,3
>300 13,8 [ 17,1 | 13,4 12,2
12,3 12,8 |11,9}13,0
12,1 12,2 | 13,3
12,2 (121,01 12,1|13,2

Plg = 1 puM plasminogen,

40 pl/ml porsjon [50 U/ml]

mg koagulerbart fibrinogen/ml porsjon i 50 mM tris,

40 mM NaCl,

pH 7,4 (fortynningsbuffer)
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Koagulasjonstider i henhold til Clauss er vist i
sekunder. Allerede etter 2 timers inkubasjon inneholder de t-
PA~holdige porsjoner ikke koagulerbart fibrinogen, koagula-
sjonstidene var >300 s. I motsetning til dette er det ikke
tegn til fibrinogennedbrytning verken i kontrollporsjonene
eller i porsjonene som var tilsatt det nye aktive stoff. Eks-
perimentet viser den vesentlig hgyere, og kanskje absolutte,
fibrinspesifisitet av det nye aktive stoff v-PA B sammenlignet
med t-PA.

Ved analyse av porsjonene ved gelelektroforese kan
det videre bekreftes at fibrinogenet i porsjonene med det nye
aktive stoff ikke kan skjelnes fra fibrinogen i kontroll-
porsjonene selv etter 6 timers inkubasjon, mens kun nedbrutt
fibrinogen kan pdvises i1 porsjonene med t-PA allerede etter

2 timer.

Eksempel 11

Fibrinbinding av forskjellige plasminogenaktivatorer og v-PA q,
og v-PA B

100 pl plasminogenfritt fibrinogen (2 mg/ml) i
PBS/0,01 % "Tween" 80 tilsettes 10 pl med forskjellige

plasminogenaktivatorer i forskjellige konsentrasjoner og 10 pl
trombin (0,3 U), og inkuberes ved 37 °C i 10 min. Det dannede
fibrin fjernes ved sentrifugering-i 5 min ved 10000 x g, og
gjenverende plasminogenaktivator-aktivitet mdles i supernatan-
ten ved hjelp av fibrinplatetestmetoden og relateres til
startvolumet. Parallelt og under samme betingelser fremstilles
plasminogenéktivator—l¢sninger uten fibrin (kontroll, ingen

binding).
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Binding av PA til plasminogénfritt fibrin
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FIG. 19

v-PA a, viser like god fibrinbinding som t-PA (figur
19). I motsetning til dette viser v-PA B en vesentlig lavere
fibrinaffinitet enn v-PA q,. Fibrinaffiniteten til v-PA B er

videre sterkt avhengig av NaCl-konsentrasjonen (figur 19).

Eksempel 12

Kinetisk sammenligning av Glu-plasminogenaktivering med t-PA

og v-PA

(A) 20 pl plasminogenaktivator, 10 pl fibrinmon-
omerer (60 ug/ml) i 20 mM tris, pH 7,4/600 mM urea, 50 nl
plasminfritt plasminogen (med variabel sluttkonsentrasjon fra
O til 6 pM) inkuberes i 20 mM tris, pH 7,4, og 170 upl 20 mM
tris, pH 7,4/0,01 % "Tween" 80 ved 37 °C under ro¢ring.

(B) I andre r¢r inkuberes hhv. 100 pl av det kromo-
gene, plasminspesifikke substrat S 2251 (3 mM) i vann og
400 pl 20 mM tris, pH 7,4/180 mM NaCl ved 37 °C.

Ved forskjellige tidspunkt tas 20 pl ut fra (A) og
overfores til et ror (B), inkuberes ytterligere 1 time ved
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37 °C hvoretter reaksjonen stoppes med 300 pl 1 M sitronsyre.
Plasminet som dannes under inkubasjonen, vil spalte av peptid-
gruppen i det kromogene substrat S 2251 slik at p-nitroanilin
frigis. p-nitroanilin mdles fotometrisk ved 405 nm.

Konsentrasjonen av plasmin som dannes pa denne mate,
kan beregnes direkte fra en kalibreringskurve med rent plasmin
fremstilt pd tilsvarende mate.

De oppnadde resultater er fremstilt i figur 20 (v-PA
B) og figur 21 (t~-PA). Hastigheten v for dannelse av plasmin

er plottet mot plasminkonsentrasjonen.

Kinetikk for Glu-plasminogenaktivering med naturlig fore-

kommende v-PA B + monomerer

1.8
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FIG. 20
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Kinetikk for Glu-plasminogenaktivering med t-PA + monomerer
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FIG. 21

Med t-PA oppnds typisk Michaelis-Menten-kinetikk. N&r
resultatene med t-PA overfgres til et Lineweaver-Burk-plot
(innskudd i figur 21), oppnds en rett linje.

Et fullstendig annet bilde oppnéds nar v-PA B-resul-
tatene plottes. Plasminogenaktivatoren v-PA B viser en annen
kinetisk oppfe¢rsel enn t-PA. Kurven felger ikke Michaelis-
Menten-kinetikk, men snarere det typiske forle¢p for et allo-
sterisk enzym; Lineweaver-Burk-plottet viser likeledes en
kurve typisk for et allosterisk enzym (figur 20).

Plasminogenaktivatoren v-PA B er i motsetning til t-

PA et allosterisk enzym.

Eksempel 13
Virkning av v-PA B i et rekonstituert koagellyseringssystem

("International Clot-Lysis Assavy")

Renset humant fibrinogen koaguleres med trombin i
nearvaer av en konstant mengde humant plasminogen og forskjel-

lige konsentrasjoner av plasminogenaktivator. I dette koagel
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vil sd& plasminogen omdannes til plasmin ved hjelp av plasmino-
genaktivatorene; dette plasmin vil deretter opplg¢se det
fibrgse stoff fibrin i koagelet. Tiden fra tilsetning av
trombin til fullstendig lyse av koagelet mdles og plottes dob-
beltlogaritmisk mot plasminogenaktivator-konsentrasjonen. P&
denne mdte undersgkes 12,5-100 pl av en bufret l¢sning av det
rensede aktive stoff og sammenlignes med 12,5-100 IU t-PA.
Resultatet er vist i figur 22.

3 J -~ g G oPA 940
9 1000 - - PR
M -
]

%0

5004

300 4

200 - —

7 78
10 [ 20 ) tog (o "“‘“1

FIG. 22 "International Clot-Lysis Assay"

Det nye aktive stoff v-PA B gir i sammenligning med
t-PA en parallell konsentrasjonseffektkurve. 100 pl av en
l¢sning av det rensede aktive stoff inneholder if¢lge male-
resultatene en aktivitet som tilsvarer 40 U t-PA.

Detaljert malemetode:

Frysetgrket testtrombin (Behring, Marburg) lg¢ses i
1 ml destillert vann. Dette gir en aktivitet pa 30 IU/ml.
Humant plasminogen (Kabi, Miinchen) lgses i 2 mM HCl1l + 50 %
glyserol + 5 g/1 PEG 6000. Dette gir en aktivitet pa 10 IU/ml.
Humant fibrinogen (Kabi, Minchen) justeres til en konsentra-
sjon pa 2 mg/ml koagulerbart protein i en fosfatbuffer med
fplgende sammensetning: 1,605 g/1 KH,PO,, 8,58 g/1 Na,HPO,"
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2 H,0, 100 1/1 "Tween" 80, 500 mg/l1 HSA. Standard t-PA fortyn-
nes til en aktivitet pa 1000 IU/ml.

20 nl plasminogen + 100 pl trombin pipetteres i et
reagensr¢r og inkuberes ved 37 °C. 1 ml fibrinogen og 12,5-
100 pl plasminogenaktivator tilsettes samtidig, og en stoppe-
klokke startes. Etter 2 min plasseres en glasskule (6 mm i
diameter) pd koagelet. Nar glasskulen har nddd bunnen av
reagensr¢gret, stoppes klokken og tiden noteres.

Eksempel 14
Binding av v-PA B og t-PA til lysin-"Sepharose" 4B

Plasminogenaktivatorene bringes til de angitte pH-
verdier og behandles under disse betingelser med lysin-
"Sepharose". Lysin-"Sepharose" vaskes grundig, og aktiviteten
bestemmes i de sammenslatte supernatanter. Elueringsforsegk

kunne ikke utfgres med de sma mengder v-PA.
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FIG. 23 Binding av v-PA B8 og t-PA til lysin-"Sepharose"

Eksempel 15
Kaseinolyse med v-PA B og t-PA

Aktiviteten av plasminogenaktivatorer kan bestemmes
ved hjelp av den sakalte fibrinplatetesten (Astrup, T. og




10

15

20

25

30

35

308708

37

Millertz i Arch. Biochem. Biophys. 40:346-351, 1952). Plas-
minogenaktivatorene inkuberes i utstemplede hull i platen ved

37 °C.
lysere
henger
nyttet.

at den

Nar plasminogen er til stede, vil det dannede plasmin
fibrin, og en lysering dannes med en diameter som av-
av konsentrasjonen av plasminogenaktivator som er be-
Det ventes av en fibrinspesifikk plasminogenaktivator

ikke angriper andre proteiner enn fibrin. Dette kan

undersgkes ved metoden som her beskrives, hvor fibrin er er-

stattet med kasein og plasminogen (figur 24).

Fibrinspesifisitet av v-PA og t-PA

v-PAN t-PA
(U) : (LU
0.6 12 1.8 0.6 12 1.8

fibrin +
plasminogeni

kasein

kasein +
plasminogen

FIG. 24

Maling av fibrinspesifisiteten av v-PA B sammenlignet
med t-PA
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Som vist i figur 24 gir v-PA B i motsetning til t-PA
overhodet ikke lyseringer pé& plasminogenholdige kaseinplater.
Dette viser den absolutte fibrinspesifisitet av v-PA B.

Eksempel 16

Bestemmelse av Km-verdien for en rekke amidolytiske substrater
med plasminogenaktivatorene t-PA, urokinase og de aktive
former av v-PA a, og v-PA B

90 pl 100 mM tris, pH 8,0, 100 mM NaCl, 0,01 %
"Tween" 80 og 50 pl av det angitte kromogene substrat (alt fra

Kabi Vitrum, Stockholm, Sverige) i sluttkonsentrasjoner pa
0,03, 0,06, 0,1, 0,3, 0,6 og 1 mM inkuberes med 10 pl (3 en-
heter pr. br¢gnn) av den angitte plasminogenaktivator ved 37 °C
i en 96-br¢nners mikrotiterplate. Frisatt p-nitroanilin be-
stemmes fotometrisk ved 405 nm ved forskjellige tidspunkt
mellom O og 7 timer. Resultatene evalueres ved hjelp av et
Lineweaver-Burk-plot, og Km-verdien bestemmes (Segel, I.H.,
Enzyme Kinetics, John Wiley and Sons, New York). Fglgende

kromogene substrater ble benyttet:

H-D-Val-Leu-Lys-pNA (8-2251)
H-D-Ile-Pro-Arg-pNA (5-2288)

< Glu-Gly-Arg-pNA (5-2444)

Fplgende Km-verdier (mmol/l) ble bestemt:

Plasminogenaktivator S-2288 S-2444
t-PA 0,7 (1,0) 2,0
Urokinase 0,4 (0,2) 0,1 (0,09)
v-PA a, 1,0 2,0
| v-PA B 2,0 2,0

Verdiene angitt i parenteser er tatt fra litteraturen
(Friedberger, P. i Scand. I. Clin. Lab. Invest. 42 - Supple-
ment 1.62, 1982).

De aktive stoffer v-PA q, og v-PA B viser lignende
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Km-verdier som t-PA. v-PA a,, v-PA B og t-PA reagerer overhodet
ikke med det kromogene substrat S-2251.

Eksempel 17

Isolering og karakterisering av cDNA-kloner med segmenter for
plasminogenaktivatorer fra spyttkjertel fra vampyrflaggermusen

Desmodus rotundus

1. Fremstilling av et cDNA-bibliotek

Total-RNA fra spyttkjertler fra Desmodus rotundus
isoleres ved hjelp av guanidinisotiocyanatmetoden [Chirgwin,
J.M., Przybyla, A.E., MacDonald, R.J., Rutter, W.J., Bio-
chemistry 18:5294-5299 (1979)]. 25 pg poly A'-RNA isoleres fra
500 pg total-RNA ved oligo(dt)-celluloseaffinitetskromatografi
[Aviv, H., Leder, P., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69:1408-1412
(1972)1].

CcDNA-syntese foretas i henhold til Gubler og Hoffmans
metode [Gubler, U., Hoffman, B., Gene 25:263-269 (1983)] ved
hjelp av "cDNA Synthex Kit" fra Pharmacia LKB Biotechnology
AB. De individuelle trinn foretas i henhold til den fremgangs-
mate produsenten angir. Dobbelttradet cDNA utstyrt med EcoRI-
adaptere (/mikrogram) kobles til EcoRI-kuttet, defosforylert
lambda gt 10 fagvektor (4 pg) ved hjelp av T4-DNA-ligase
[{Huynh, T.V., Young, A., Davis, R.W. i Practical Approaches in
Biochemistry. DNA Cloning, Volum 1, red. Glowen, D.M., IRL
Oxford, Washington, DC (1985)]. Ligeringsblandingen pakkes til
infeksigpse fager ved hjelp av pakkeekstrakter (Gigapack II
Gold pakkeekstrakt fra Stratagene, La Jolla, USA) i henhold
til de metoder produsenten angir. Det oppnaddde cDNA-bibliotek
inneholder 1 x 10° rekombinante lambda-fag.

2. Screening av cDNA-biblioteket med en **P-merket
sekvens fra genet for human vevsspesifikk plasmino-
genaktivator (t-PA)

En t-PA cDNA-sekvens [Fisher, R

., Waller, E.K.,
Grossi, G., Thompson, D., Tizard, R. og Schleuning, W.-D., J.
Biol. Chem. 260:11223-11230 (1985)], radioaktivt merket ved

nick-translasjon [Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sambrook, J.,



i0

15

20

25

30

35

308708

40

Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor
Laboratory, New York, 1982)] benyttes som probe for identifi-
sering av cDNA for plasminogenaktivator fra vampyrflaggermus-
spytt. DNA fra totalt 50000 rekombinante lambda-fager over-
fores til "Replika"-membraner (Gene Screen Plus, varemerke
tilhgprende Du Pont de Nemours, NEN Research Products).
Behandling av membranene og sammensetning av hybridi-
seringsl¢sningene tilsvarer data angitt av produsenten. Hybri-
diserings- og vasketemperaturen er 42 °C. Siste vasketrinn
finner sted i en 4 x SSC-buffer. Fra 50000 screenede rekombi-

nante fager ble 11 positive kloner isolert.

3. Karakterisering av cDNA fra de positive kloner

CcDNA-innskuddet fra de positive kloner subklones i
henhold til gjengse fremgangsmater inn i de kommersielt til-
gjengelige sekvenseringsvektorer M13mpl8 og M13mpl9 [Messing,
J., Meth. Enzymol. 101:20-769 (1983)] og sekvenseres ifglge
dideoksynukleotidmetoden [Sanger, F., Nicklen, S., Coulson,
A.R., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463-5467 (1977)]. Sammen-
ligning av nukleotidsekvenser fra de enkelte kloner med nuk-
leotidsekvensen fra cDNA-genet for humant t-PA [Pennica, D.,
Holmes, W.E., Kohr, W.J., Harkins, R.N., Vehar, G.A., Ward,
C.A., Bennet, W.F., Yelverton, E., Seeburg, P.H., Heyneker,
H.L. og Goeddel, D.V., Nature 303:214-221 (1983)] viser hoy
grad av sekvensidentitet (>80 %). Videre viser de utledede
proteinsekvenser stor grad av sekvensidentitet med deler av
det humane t-PA (>70 %). Ingen av klonene inneholder cDNA for
det komplette plasminogenaktivatorgenet fra vampyrflaggermus.
Delsekvenser fra en av disse kloner nyttes som probe for scre-
ening av nok et cDNA-bibliotek fra spyttkjertler fra Desmodus

rotundus (eksempel 18).
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Eksempel 18

Isolering, karakterisering og sekvensering av fullstendige
cDNA-kloner for plasminogenaktivatorer fra spyttkjertel fra

Desmodus rotundus

1. Fremstilling av et cDNA-bibliotek fra spyttkjertel-
RNA fra Desmodus rotundus

Total-RNA isoleres fra spyttkjertler fra vampyr-
flaggermus (D. rotundus) ved oppslutning med guanidinisotio-
cyanat og pafplgende ultrasentrifugering ved hjelp av en
cesiumkloridpute (1).

80 pg poly A'-RNA isoleres fra 3 mg frysetorket
total-RNA ved to gangers affinitetskromatografi over oligo-
deoksythymidincellulose (2, 3). 5 ug av dette preparat benyt-
tes til cDNA-syntese i henhold til Gubler og Hoffmans metode
(4) med en rekke modifikasjoner ("ZAP-cDNA" syntese-kit,
Stratagene) (5, 6). Syntese av feorste trdd initieres ved hjelp
av et oligonukleotid som inneholder et oligo-deoksythymidin-
stykke og gjenkjenningssekvensen for restriksjonsendonukleasen
Xhol (6), og utfgpres med revers transskriptase fra Moloney
museleukemivirus ved hjelp av 5-metyldeoksycytidin. Annen trad
syntetiseres med E. coli DNA-polymerase I i nerver av E. coli
ribonuklease H. Endene pa det slik dannede, dobbelttradede
cDNA gjopres butte med T4 DNA-polymerase og kobles sa til
EcoRI-adaptere ved hjelp av T4 DNA-ligase. Endene fosforyleres
sd ved hjelp av T4 polynukleotidkinase. Etter oppslutning av
cDNA med restriksjonsenzymet Xhol gelfiltreres produktet over
"Sepharose" CL-4B (Pharmacia). Fraksjoner som inneholder cDNA
med en minimal st¢rrelse pa 500 basepar slas sammen, utbyttet
er tilnzrmet 1,2 pg cDNA. En tredjedel av dette kobles til
3 pg EcoRI-Xhol-oppsluttede, defosforylerte armer fra
bakteriofagvektoren Uni-ZAP(TM)XR fra selskapet Stratagene (La
Jolla, USA) (5, 7). Ligeringsblandingen pakkes i 7 uavhengige
porsjoner ved hjelp av "Gigapack" II Gold pakkeekstrakter
(Stratagene) (8). Pa denne mate oppnds et primart cDNA-biblio-
tek med mer enn 4 x 10° rekombinante lambda-bakteriofager.
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2. Identifisering av cDNA-kloner for plasminogenakti-
vatorer fra spytt fra vampyrflaggermusen Desmodus

rotundus

Proben som benyttes for identifisering av full-
stendige cDNA-kloner, er et 76 basepars DNA-fragment produsert>
ved oppslutning med restriksjonsenzymene Alul og BamHI
(nukleotid 141-216 i figur 26c) fra 5'-enden av en klon iso-
lert fra det foprste cDNA-bibliotek (se eksempel 17). Dette
fragment merkes radioaktivt ved nick-translasjon (9) i narver
av (a-**P] deoksyadenosintrifosfat og benyttes til hybridi-
sering av replikafiltre pd& hvilke DNA fra i alt 1,2 x 10° re-
kombinante bakteriofager fra det primare cDNA-bibliotek har
blitt immobilisert (10). Hybridiserings- og vasketemperaturen
er 50 °C. Det avsluttende vasketrinn finner sted i 2 x SSC-
buffer (10). 50 kloner av mer enn 200 kloner som viste signal
ved autoradiografi av "Replika"-filtrene, renses ved indi-
viduell utplating og gjentakelse av plakkfilterhybridiseringen
beskrevet ovenfor. Pa denne mate isoleres 38 kloner som ogsa

ved den andre screening gav klart positive signaler.

3. Karakterisering og sekvensering av cDNA-klonene

Plasmidet pBluescript SK, som inngar i de isolerte
positive UnitZAP(TM)XR-bakteriofagklonene, og som omfatter
cDNA-fragmentet som er integrert i den samme del av bakterio-
fagen, fjernes fra bakteriofagen ved sakalt "in vivo eksisjon"
(7, 14). Slik oppnads i alt 35 forskjellige pBluescript SK
plasmidkloner som stammer fra de positive bakteriofagkloner.
Plasmidene isoleres i henhold til Birnboim og Dolys metode
(11), og deres cDNA-del deles inn i fire forskjellige klasser
a,, a,, B, ¥, i henhold til restriksjonsanalyse med enzymene
BamHI og Pstl (figur 25) og DNA-sekvensering av 5'-endene.
cDNA-delen av de lengste cDNA-klonene fra alle fire klasser
subklones inn i bakteriofagvektoren M13mpl9 (12) og sekven-
seres ved dideoksynukleotidmetoden ifgplge Sanger ("Sequenase"-
kit, United States Biochemical Corporation, Cleveland, USA)
(13, 15), delvis ved & benytte oligonukleotidprimere som syn-
tetiseres spesifikt for dette formal og som er komplementare

til sekvenser av cDNA-delen. De komplette cDNA-sekvenser
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(inklusive en kort bit av poly A-kjedene til stede i 3'-enden)

og proteinsekvenser utledet av disse er vist i figurene 26a,

b,

10.

11.

12.
13.

14.

15.

c og d.
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FIG. 25

Restriksjonsmgnster for utvalgte pBluescript SK plasmidkloner
med de lengste cDNA-deler fra hver av de fire grupper alfa 1
(2 plasmidkloner), alfa 2 (1 plasmidklon), beta (4 plasmid-

kloner) og gamma (1 plasmidklon).
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Etter oppslutning med restriksjonsenzymene BamHI
("B"), PstI ("P") eller en blanding av disse to restriksjons-
enzymer ("BP") ble plasmid-DNA-preparatene separert pad en
1,8 % agarosegel. Malestokken for sterrelse utgjegres av
plasmid pBR322 ("M", DNA-molekylvektsmarke¢r 5 fra selskapet
Boehringef—Mannheim) oppsluttet med restriksjonsenzymet
HaelIIl. Storrelsen pa de klart synlige fragmenter er 587, 540,
504, 458, 434, 267, 234, 213, 192 til 184 og 123 basepar (fra
toppen mot bunnen). Agarosegelen ble farget med etidiumbromid
etter elektroforesen og fotografert. Fra gruppene alfa 1 og

beta ble klonene til venstre pa bildet sekvensert.
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GGCGCTGAAGCCCTGCAAGAGCTGAGCTGACGGGAAATCCTCTCCAGGAGAGAAGGAAGG

CAAGGAGTGGCGAGTTTAAGGGACACCGCAGAAATGGTGAATACAATGAAGACAAAGCTG
M VvV N T M K T K L

" TTGTGTGTACTGCTGCTTTGTGGAGCAGTCTTCTCGTTGCCCAGGCAGGAAACCTACAGS

L ¢V L L L CG AV F S L P R QE T Y R

CAATTGGCAAGGGGATCCAGAGCATATGGTGTGGCCTGCAAAGACGAAATAACCCAGATG
Q L A R G S R A Y GV A CIEKUDETITOQM

ACATACCGGCGACAAGAGTCGTGGCTGCGCCCCGAGGTCAGAAGCAAGCGGGTGGAACAC
T ¥ R R Q E S WL R P E V R S K R V E H

TGCCAGTGCGATAGAGGCCAGGCCCGGTGCCACACCGTGCCCGTCAACAGTTGCAGTGAA
c @ ¢ b R GQ AR CHTUV P V N S C S E

CCAAGGTGCTTCAATGGGGGGACATGCTGGCAGGCTGTATATTTCTCAGACTTTIGTCTGT
P R C F N G G T C W Q A VY F 8§ D F V C

CAGTGCCCTGCAGGATATACGGGGAAACGGTGTGAAGTAGATACCCGTGCCACCTGCTAT
Q ¢ P A G Y TG X R CUEV D TR A T C VY

GAGGGCCAGGGTGTCACCTACAGGEGGCACATGGAGCACAGCAGAAAGTAGGGTTGAGTST
E ¢ Q G Vv T Y R G T W S T AE S R V E C

ATCAACTGGAACAGCAGCCTTCTGACCCGGAGGACCTACAATGGGCGGATGCCAGATGCC
I N W N S S L L T RUR T Y NG R M 2?2 D A

TTCAACCTGGGCCTTGGGAATCACAATTACTGCAGAAACCCAAATGGAGCCCCAAAACCT
F N L G L G N H N Y C R NP N G A P K P

TGGTGCTATGTCATCAAGGCAGGGAAGTTCACCTCGGAGTCCTGTAGCGTGCCTGTCTGC
W cC Yy v Il XA GEXK F T S E S C SsSs Vv P VvV C

TCCAAGGCCACCTGTGGCCTGAGAAAGTACAAGGAGCCACAGCTTCACAGTACAGGAGGA
S K A T C G L R K Y K E P Q L H S T G G

CTCTTCACAGACATCACCTCTCATCCATGGCAGGCTGCCATCTTTGCCCAGAACAGAAGG
L F T D I T S H P W Q A A I F A Q N R R

TCATCAGGAGAAAGGTTCTTGTGTGGGGGGATATTGATCAGTTCCTGCTGGGTCCTGACT
$ § G E R F L CG G I UL I S S CWwWwWV LT

GCTGCCCACTGCTTCCAGGAGAGCTATCTTCCTGACCAGCTTAAGGTGGTTTTGGGCAGA
A A H CVF Q E S YL P D QUL KV VL G R

ACATACCGGGTGAAACCTGGAGAGGAAGAGCAGACATTTAAAGTCAAAARATACATCGTC
T YRV K PG EEEQTUV F X VKK Y IV

CATAAGGAATTTGATGACGACACTTACAACAATGACATTGCACTGCTGCAGCTGAAATCG
H XK EF DDDTYNWNDTI ATLULUZGQTULZKS

GACTCACCACAGTGTGCCCAAGAGAGTGACAGTGTCCGCGCCATCTGTCTCCCGGAAGCC
D S P Q C A Q E S DS VR ATICUL P E A

AACCTGCAGCTGCCCGACTGGACAGAATGTGAGCTGTCTGGCTACGGCAAGCATAAGTCA
N L Q L P DWTETZGCETULSGYG X HK S

TCTTCTCCTTTCTATTCTGAGCAGCTGAAGGAAGGGCATGTCAGGCTGTACCCCTCCAGC
S § P F Y S E QL K EGH UV RUL Y P § S
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CGCTGCGCACCCAAGTTTCTGTTTAACAAAACCGTCACAAACAACA. .CTGTGTGCTCGA
R ¢C AP K F L F N XK TV T NN NOMZTLC A G

GACACGCGGAGCGGAGAGATCTATCCAAATGTGCACGATGCCTGCCAGGGTGACTCAGGA
b T R s G E I Y P NV HD A C Q G D 8 G

GGCCCCTTGGTGTGTATGAATGACAACCACATGACTTTGCTTGGCATCATCAGTTGGGGT
G P L vV C M NDINHMTTUL L G I I S W G

GTTGGCTGTGGGGAGAAAGACGTTCCAGGTGTATACACCAAGGTTACTAATTACCTAGGC
v ¢ ¢ G E XK DV P GV Y T XK V TN Y L G

TGGATTCGAGACAACATGCACCTGTAACCAAGAACACACAACTCCCTGGCAGCCCCTGLC
W I R D NM H L

TTCCTCCAGCCCAGAAGAAACACAAGGCAGAATGCTTCCTGACACCAGTTTCTCCACAAG
CCTGCACACAGTACTAGTGGGGGGAGAACGTATAGGAGAGGGGAGAGGGTATACTTCCAC
AGGTACTTCCCACTTCATAAGTTTTCAGGGGATAAGGTCTGATTTAGAATCCATTTCTGT
CAGACAAGAAGACAGATAAATGCCAACCCCTCCCAGAACACCACCATCTAGGGCAGACAA
GAGGTAGAATAAAAGCCCAACCTCCTAATCTGTCAACATGAGCAGCTTTGGAAATGGGAC
CACCAAGATGAAAGTATCTTTCTAGTAAAAAATAGCTAGATCCTTCAGTAAAGAAGTATC
ACATTAGAAATAAAATGTCCATGTATAGTCACAAGGACGCCCAACAGCGACCTGGGCCTC
CTAACAAGGAATGGGCTGTCTGGCCAGATTGCGTTCCTCAGGCCATCCTTTAAGTATTTG
ACTATCCTCTTTCTACAGCTCTTGGAAGGAATTCCTTTTGTGTACAGTATAAATCTTTTT
CCTTTATAAACTTTATAGTAGAAGAACTGTATCATTCTGATAACTGCTAAACTAGGCTTT
AGCATTTTGATATCAATCCATTGTAGTTGCCACGACTCTGTATTATACTACACTGGAAAA

ATAAATTCAGGCATATTTTTCACTTAAAAAAA 2252

FIG. 26a
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GCCCTGCAAGAGCTGAGCTGACGGGAAATCCTCTCCAGGAGAGAAGGAAGGCAAGGAGTG

GCGAGTTTAAGGGACACCGCAGAAATGGTGAATACAATGAAGACAAAGCTGTTGTGTGTA
M V N T MM XK T K L L CV

CTGCTGCTTTGTGGAGCAGTCTTCTCGTTGCCCAGGCAGGAAACCTACAGGCAATTGGCA
L L L CG AUV F S L P R Q E T Y R Q L A

AGGGGATCCAGAGCATATGETGTGGCCTGCAGAGACGAAAAAACCCAGATGATATACCAG
R 6 §$ R A Y GV A CRDEIZXT QM I ¥ Q

CAACAAGAGTCGTGGCTGCGCCCCGAGGTCAGAAGCAAGCGGGTAGAACACTGCCGGTGC
Q Q E § W L R P E V R S K R V EH C R C

GATAGAGGATTGGCCCAGTGTCACACCGTGCCTGTCAAAAGTTGCAGTGAACTGAGGTGC
DR GL A QCH TV PV K S C S E L RC

TTCAATGGGGGGACATGCTGGCAGGCTGCATCTTTCTCAGACTTTGTCTGTCAGTGCCCT
F N G G T C W Q A A S F S D F V C Q C ?

AAAGGATATACGGGGAAACAGTGTGAAGTAGATACCCATGCCACCTGCTACAAGGACCAG
K G ¥ T G X Q C E vV D ™ H A T C Y X D Q

GGTGTCACCTACAGGGGCACATGGAGCACATCGGAAAGTGGGGCTCAGTGTATCAACTGEG
G v T ¥ R GG T W S T S E S G A Q €C I N W

AACAGCAACCTTCTGACCCGGAGGACCTACAATGGGCGGAGGTCAGATGCCATCACACTG
N § N L L TR R T Y NG R R S D A I T L

GGCCTTGGGAATCACAATTACTGCAGAAACCCAGATAACAACTCAAAACCTTGGTGCTAT
G L G N H N Y C R N P DN N S K 2?2 W C Y

GTCATCAAGGCAAGCAAGTTCATCTTGGAGTTCTGTAGCGTGCCTGTCTGCTCCAAGGCC
v I K A s K Ff I L EF C S V P V C S K &

ACCTGTGGCCTGAGAAAGTACAAGGAGCCACAGCTTCACAGTACAGGAGGACTCTTCACA
T ¢C G L R K Y X E P Q L H S T G G L F T

GACATCACCTCTCATCCATGGCAGGCTGCCATCTTTGCCCAGAACAGAAGGTCATCAGGA
D I T S H P W Q A A I F A @ N R R S8 § G

GAAAGGTTCTTGTGTGGGGGGATATTGATCAGTTCCTGCTGGGTCCTGACTGCTGCCCAC
E R F L CG G I L I $ § C WV L T A AH

TGCTTCCAGGAGAGGTATCCTCCCCAGCATCTTAGGGTGGTTTTGGGCAGAACATACCGG
C F Q ER Y P P Q H L RV VL GR T Y R

GTGAAACCTGGAAAGGAAGAGCAGACATTTGAAGTCGAAAAATGCATCGTCCATGAGGAA
V K P G K EEQ TP F EV E XK C I V HE E

TTTGATGACGACACTTACAACAATGACATTGCACTGCTGCAGCTGAAATCGGGCTCGCCA
F D DDTJYNNDTIATILIULU QT LI KRS G s P

CAGTGTGCCCAAGAGAGTGACAGTGTCCGCGCCATCTGTCTCCCGGAAGCCAACCTGCAG
Q ¢C A Q E S DS VR ATI CUL P EANUL Q

CTGCCCGACTGGACAGAATGTGAGCTGTCTGGCTACGGCAAGCATAAGTCGTCTTCTCCT
L P DWTE ECUEUL S G Y G K HIK S S8 s P

TTCTATTCTGAGCAGCTGAAGGAAGGGCATGTCAGGCTGTACCCCTCCAGCCGCTGCACA
F Y S E QL KEGHUVRULYU®PS S RZCT
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TCGAAGTTTCTGTTTAACAMAACCGTCACAAACAACATGCTGTGTG! CGAGACACGCGS
S X ¥ L F N K T V T N N M u C A G D T R

AGCGGAGAGATCTATCCAAATGTGCACGATGCCTGCCAGGGTGACTCAGGAGGCCCCTTG
S G £ I v P N V H D A C Q G D S G G 72 L

GTG
v

03

GTATGAATGACAACCACATGACTTTGCTTGGCATCATCAGTTGGGGTGTTGGCTGT
M N D N H M T L L G I I § W G c

G
GGGAGAAAGACATTCCAGGTGTATACACCAAGGTTACTAATTACCTAGGCTGGATTCGA
Z X DI 2 G VvV Y T X VvV T N Y L G W R

Q0

oQ

ACAACATGCGCCCATAACCAAGAACACGCAACTCCCTGGCAGCCCCTGCLCTTCCTCCAC
N M R P

CCCAGAAGAAACACAAGGCAGAATGCTTCCTGACACCAGTTTCTCCACAAGCCTGCACAC
AGTACTAGTGGGGGGAGAACGTATAGGAGAGGGGAAAGGGTGTACTTCCACAGGTACTTC
CCACTTCATAAGTTTTCAGGGGATAAGGTCTGATTTAGAATCCATTTCTGTCAGACAAGA
AGACAGATAAATGCCAACCCCTCCCAGAACACCACCATCTAGGGCAGACAAGAGGTAGAA
TAAAAGCCCAACCTCCTAATCTGTCAACGTGAGCAGCTTTGGAAATGGGACCACCAAGAT
GAAAGTATCTTTCTAGTAAAAAATAGCTAGATCCTTCAGTAAAGAAGTATCACATTAGAA
ATAAAATGTCCATGTATAGTCACAAGGACACCCAACAGCGACCTGGGCCTCCTAACAAGG
AATGGGCTGTCTGGCCAGATTGCGTTCCTCAGGCCATCCTTTAAGTATTTGACTACCCCC
TTTCTACAGCTTTTGGAAGGAATTCCTTTTGTGTACAGTATAAATCTTTTTCCTTTATAA
ACTTTATAGTAGAAGAACTGTATCATTCTGATAACTGCTAAACTAGGCTTTAGCATTTTG
ATATCAATCCATTGTAGTTGCCACAACTCTGTATTATACTACACTGGAAAAATAAATTCA

GGCATATTTTTCACTTAAAAAAAAAAAAAAAANAAAA 2257

FIG. 26b
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GGCCAAGGCTGTGCGGAGAGATTGGCGCTGAAGCCCTGCAAGAGCTGAGCTGACGGGAAA

TCCTCTCCAGGAGAGAAGGAAGGCAAGGAGTGGCGAGTTTAAGGGACACCGCAGAAATGG
MV

TGAATACAATGAAGACAAAGCTGTTGTGTGTACTGCTGCTTTGTGGAGCAGTCTTCTCGT
N T M K T K L L CV L L L C G A V F § L

TGCCCAGGCAGGAAACCTACAGGCAATTGGCAAGGGGATCCAGAGCATATGGTGGTTGCA
P R Q E T Y R QL ARG S RA Y G G C S8

GTGAACTGAGGTGCTTCAATGGGGGGACATGCTGGCAGGCTGCATCTTTCTCAGACTTTG
E L RCVPFNGGTCWOQAASF S D F V

TCTGTCAGTGCCCTAAAGGATATACGGGGAAACAGTGTGAAGTAGATACCCATGCCACET
c ¢ ¢ P X G YT G XK Q CEV D THA ATOC

GCTACAAGGACCAGGGTGTCACCTACAGGGGCACATGGAGCACATCGGAAAGTGGGGCTC
¥y K D Q GV T Y R G T W S T S E S G A Q

AGTGTATCAACTGGAACAGCAACCTTCTGACCCGGAGGACCTACAATGGGCGGAGGTCAG
C I N W N S N L L T RUR T Y N G R R S D

ATGCCATCACACTGGGCCTTGGGAATCACAATTACTGCAGAAACCCAGATAACAACTCAA
A I T L G L GN HN Y CR NP D N N § KX

AACCTTGGTGCTATGTCATCAAGGCAAGCAAGTTCATCTTGGAGTTCTGTAGCGTGCCTG
P w Cy v I KA S K F I L E F C S V 2 V

TCTGCTCCAAGGCCACCTGTGGCCTGAGAAAGTACAAGGAGCCACAGCTTCACAGTACAG
c s XK AT CGUL R K Y XK E P QL HS T G

GAGGACTCTTCACAGACATCACCTCTCATCCATGGCAGGCTGCCATCTTTGCCCAGAACA
G L F T D I T §S H P W Q A A I F A Q N R

GAAGGTCATCAGGAGAAAGGTTCTTGTGTGGGGGGATATTGATCAGTTCCTGCTGGGTCC
R § s G ER F L.C G G I L I 58 8§ C W V L

TGACTGCTGCCCACTGCTTCCAGGAGAGGTATCCTCCCCAGCATCTTAGGGTGGTTTTGG
T A A H CF Q E R Y P P Q H L R V V L G

GCAGAACATACCGGGTGAAACCTGGAAAGGAAGAGCAGACATTTGAAGTCGAMAAATGCA
R T ¥ R V X P G K E E Q T F E V E K C I

TCATCCATGAGGAATTTGATGACGACACTTACAACAATGACATTGCACTGCTGCAGCTGA
I H E E F D DD T Y NNDTIATILIULOGQUL K

AATCGGGCTCGCCACAGTGTGCCCAAGAGAGTGACAGTGTCCGCGCCATCTGTCTCCCGG
S G S P Q CA Q E S D SV RAI CUL P E

AAGCCAACCTGCAGCTGCCCGACTGGACAGAATGTGAGCTGTCTGGCTACGGCAAGCATA
A N L Q L P DWTUETZGCEULS G Y G K H K

AGTCGTCTTCTCCTTTCTATTCTGAGCAGCTGAAGGAAGGGCATGTCAGGCTGTACCCCT
S §s s P F Y S EQ L K EGHV RUL Y P S

CCAGCCGCTGCACATCGAAGTTTCTGTTTAACAAAACCGTCACAAACAACATGCTGTGTG
s R €C T S K F L F N KTV T DNDNMTIL C A

CTGGAGACACGCGGAGCGGAGAGATCTATCCARATGTGCACGATGCCTGCCAGGGTGACT
G D TR S G E I Y PNV HDAUCIQ G D 8
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CAGGAGGCCCCTTGGTGTGTATGAATGACAACCACATGACTTTGCTTGGCATCATCAGTT
G G P L VCMNDNI HBKMTULULG I I S W

GGGGTGTTGGCTGTGGGGAGAAAGACATTCCAGGTGTATACACCAAGGTTACTAATTACC
G v G ¢ G E XK DI P GV Y T KV TN Y L

TAGGCTGGATTCGAGACAACATGCGCCCATAACCAAGAACACGCAACTCCCTGGCAGCCC
G W I R D N M R P

CTGCCTTCCTCCACCCCAGAAGAAACACAAGGCAGAATGCTTCCTGACACCAGTTTCTCC
ACAAGCCTGCACACAGTACTAGTGGGGGGAGAACGTATAGGAGAGGGGAAAGGGTGTACT
TCCACAGGTACTTCCCACTTCATAAGTTTTCAGGGGATAAGGTCTGATTTAGAATCCATT
TCTGTCAGACAAGAAGACAGATAAATGCCAACCCCTCCCAGAACACCACCATCTAGGGCA
GACAAGAGGTAGAATAAAAGCCCAACCTCCTAATCTGTCAACGTGAGCAGCTTTGGAAAT
GGGACCACCAAGATGAAAGTATCTTTCTAGTAAAAAATAGCTAGATCCTTCAGTAAAGAA
GTATCACATTAGAAATAAAATGTCCATGTATAGTCACAAGGACACCCAACAGCGACCTGG
GCCTCCTAACAAGGAATGGGCTGTCTGGCCAGATTGCGTTCCTCAGGCCATCCTTTAAGT
ATTTGACTACCCCCTTTCTACAGCTTTTGGAAGGAATTCCTTTTGTGTACAGTATAAATC
TTTfTCCTTTATAAACTTTATAGTAGAAGAACTGTATCATTCTGATAACTGCTAAACTAG
GCTTTAGCATTTTGATATCAATCCATTGTAGTTGCCACAACTCTGTATTATACTACACTG

GAAAAATAAATTCAGGCATATTTTTCACTTAAAAAAA 2137

FIG. 26c
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GCTACAGAGAAGCCCGCCCACTGTGGGCCACTGACCCCACCCCCTGCTTTGAAATACAGG
GGAGGCCGAGGCTGTGCGGAGAGATTGGCGCTGAAGCCCTGCAAGAGCTGAGCTGACGGG

AAATCCTCTCCAGGAGAGAAGGAAGGCAAGGAGTGGCGAGTTTAAGGGACACCGCAGAAA
. N M

TGGTGAATACAATGAAGACAAAGCTGTTGTGTGTACTGCTGCTTTGTGGAGCAGTCTTCT
vV N T M K T K L L C VL L L C G A V F §

CGTTGCCCAGGCAGGAAACCTACAGGCAATTGGCAAGGGGATCCAGAGCATATGGTGATC
L P R Q E TY R QL ARG S RAY G D P

CCCATGCCACCTGCTACAAGGACCAGGGTGTCACCTACAGGGGCACATGGAGCACATCGG
H A T CY K D QG VT Y RGT W S T S E

AAAGTGGGGCTCAGTGTATCAACTGGAACAGCAATCTTCTGATCCGGAGGACCTACAATG

S G A Q €C I N W N S NUILUL I R RT Y N G

GGCGGATGCCAGAGGCCGTCAAGCTGGGCCTTGGGAATCACAATTACTGTAGAAACCCAG
R M P E A V K L G L G N HN Y C R N P D

ATGGAGCCTCAAAACCTTGGTGCTATGTCATCAAGGCAAGGAAGTTCACCTCAGAGTCCT
G A S K P W C Y V I K A R X F T S E s ¢C

GTAGCGTGCCTGTCTGCTCCAAGGCCACCTGTGGCCTGAGAAAGTACAAGGAGCCACAGC
s v P VvV C S K A T CGUL R K Y K E P Q L

TTCACAGTACAGGAGGACTCTTCACAGACATCACCTCTCATCCATGGCAGGCTGCCATCT
H 8§ T G G L F T D I T S H P W Q A A I F

TTGCCCAGAACAGAAGGTCATCAGGAGAAAGGTTCTTGTGTGGGGGAATATTGATCAGTT
A Q N R R S-S G ERFUL CGG I L I S S

CCTGCTGGGTCCTGACTGCTGCCCACTGCTTCCAGGAGAGGTATCCTCCCCAGCATCTTA
C w v L T A A HCVF Q ER Y P P Q HUL R

GGGTGGTTTTGGGCAGAACATACCGGGTGAAACCTGGAAAGGAAGAGCAGACATTTGAAG
v v L G R T Y R V K P G K E E Q T F E V

TCGAAAAATGCATCGTCCATGAGGAATTTGATGACGACACTTACAACAATGACATTGCAC
E K ¢ I VvV H E E F D D D T Y N N D I A L

TGCTGCAGCTGAAATCGGGCTCGCCACAGTGTGCCCAAGAGAGTGACAGTGTCCGCGCCA
L Q L K §$ G §S P Q C A Q E S D S V R A I

TCTGTCTCCCGGAAGCCAACCTGCAGCTGCCCGACTGGACAGAATGTGAGCTGTCTGGCT
C L P EANILOQTLUPDWTET CEULS G Y

ACGGCAAGCATAAGTCGTCTTCTCCTTTCTATTCTGAGCAGCTGAAGGAAGGGCATGTCA
G K H K §$S §$ s P F Y S EQ L K E G H V R

GGCTGTACCCCTCCAGCCGCTGCACATCGAAGTTTCTGTTTAACAAAACCGTCACAARCA
L ¥ P $ §$ R C TS K F L F NXT V TNN

ACATGCTGTGTGCTGGAGACACGCGGAGCGGAGAGATCTATCCAAATGTGCACGATGCCT
M L ¢ A G D T QR $ G E I Y P NV HD A C

GCCAGGGTGACTCAGGAGGCCCCTTGGTGTGTATGAATGACAACCACATGACTTTGCTTG
Q G DS GG P L V CMNUDNUHMMTTULTLG
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GCATCATCAGTTGGGGTGTTGGCTGTGGGGAGAAAGACATTCCAGGTGTATACACCAAGG
I I §$ W GV G C G E XK DI P G V Y T K V

TTACTAATTACCTAGGCTGGATTCGAGACAACATGCGCCCATAACCAAGAACACGCAACT
T N Y L G W I R D N M R P

CCCTGGCAGCCCCTGCCTTCCTCCACCCCAGAAGAAACACAAGGCAGAATGCTTCCTGAC
ACCAGTTTCTCCACAAGCCTGCACACAGTACTAGTGGGGGGAGAACGTATAGGAGAGGGG
AAAGGGTGTACTTCCACAGGTACTTCCCACTTCATAAGTTTTCAGGGGATAAGGTCTGAT
TTAGAATCCATTTCTGTCAGACAAGAAGACAGATAAATGCCAACCCCTCCCAGAACACCA
CCATCTAGGGCAGACAAGAGGTAGAATAAAAGCCCAACCTCCTAATCTGTCAACGTGAGC
AGCTTTGGAAATGGGACCACCAAGATGAAAGTATCTTTCTAGTAAAAAATAGCTAGATCC
TTCAGTAAAGAAGTATCACATTAGAAATAAAATGTCCATGTATAGTCACAAGGACACCCA
ACAGCGACCTGGGCCTCCTAACAAGGAATGGGCTGTCTGGCCAGATTGCGTTCCTCAGGC
CATCCTTTAAGTATTTGACTACCCCCTTTCTACAGCTTTTGGAAGGAATTCCTTTTGTGT
ACAGTATAAATCTTTTTCCTTTATAAACTTTATAGTAGAAGAACTGTATCATTCTGATAA
CTGCTAAACTAGGCTTTAGCATTTTGATATCAATCCATTGTAGTTGCCACAACTCTGTAT

TATACTACACTGGAAAAATAAATTCAGGCATATTTTTCACTTAAAAAAAAAARAARAARA

FIG. 26d
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GGCGCTGAAGCCCTGCAAGAGCTGAGCTGACGGGAAATCCTCTCCAGGAG

L e o 1

.................... ACAGGGCTGGAGAGAAAACCTCTGC. .GAG

AGAAGGAAGGCAAGGAGTGGCGAGTTTAAGGGACAC. . CGCAGAAATGGT

N S S S N A S AR N R R O A N B N S

GAAAGGGAAGGAGCAAGCCGTGAATTTAAGGGACGCTGTGAAGCAATCAT

GAATACAATGAAGACAAAGCTGTTGTGTGTACTGCTGCTTTGTGGAGCAG

L LE R L L LR e LT

GGATGCAATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGCAG

TCTTCTCGTéGCCCAGGCAéGAAACCTACAGGCAATTGGCAAGGGGATCC

LELEL D L T ] L T

TCTTCGTTTCGCCCAGCCAGGAAATCCATGCCCGATTCAGAAGAGGAGCC

AGAGCATATGGTGTGGCCTGCAAAGACGAAATAACCCAGATGACATACCG

LT T LU LLEEE P TEEE L L T

AGATCTTACCAAGTGATCTGCAGAGATGAAAAAACGCAGATGATATACCA

GCGACAAGAGTCGTGGCTG&GCCCCGAGGéCAGAAGCAAéCGGGTGGAAC

L LEE T LEEL L EE L L L LT LT

GCAACATCAGTCATGGCTGCGCCCTGTGCTCAGAAGCAACCGGGTGGAAT

ACTGCCAGTGCGATAGAGGCCAGGCCCGGéGCCACACCGTGCCCGTCAAC

N R A S S RN SR s I A A R ANy

ATTGCTGGTGCAACAGTGGCAGGGCACAGTGCCACTCAGTGCCTGTCAAA

AGTTGCAGTGAACCAAGGTéCTTCAATGGéGGGACATGCTGGCAGGCTGT

LELLLLLL LD LEL UL LR L H T L

AGTTGCAGCGAGCCAAGGTGTTTCAACGGGGGCACCTGCCAGCAGGCCCT

ATATTTCTCAGACTTTGTCTGTCAGTGCCéTGCAGGATATACGGGGAAAC

VEELETE L EE L PR L

GTACTTCTCAGATTTCGTGTGCCAGTGCCCCGAAGGATTTGCTGGGAAGT

GGTGTGAAGTAGATACCCGTGCCACCTGCéATGAGGGCCAGGGTGTCACC

ILLEEE LELELE L L L T L 1]

TGTGAAATAGATACCAGGGCCACGTGCTACGAGGACCAGGGCATCAGC

TACAGGGGCACATGGAGCACAGCAGAAAGTAGGGTTGAGTGTATCAACTG

LECLULLLEED DLELLLE L T b T L

TACAGGGGCACGTGGAGCACAGCGGAGAGTGGCGCCGAGTGCACCAACTG

GAACAGCAGCCTTCTGACCCGGAGGACCTACAATGGGCGGATGCCAGATG

LEELTLLT L LULLE L L L |

GAACAGCAGCGCGTTGGCCCAGAAGCCCTACAGCGGGCGGAGGCCAGACG

CCTTCAACCTGGGCCTTGGGAATCACAAT&ACTGCAGAAACCCAAATGGA

LE L LLERLEEE UL EEEE DT L]

CCATCAGGCTGGGCCTGGGGAACCACAACTACTGCAGAAACCCAGATCGA

GCCCCAAAACCTTGGTGCTATGTCATCAAGGCAGGGAAGTTCACCTCGGA

L LD DL LELEEEEE T L P T T

GACTCAAAGCCCTGGTGCTACGTCTTTAAGGCGGGGAAGTACAGCTCAGA

GTCCTGTAGCGTGCCTGTCTGCTCCAAGGCCACCTGTG ............

S NN R

GTTCTGCAGCACCCCTGCCTGCTCTGAGGGAAACAGTG. . v v v v v v v v v v
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..................................................

..................................................

GCCTGAGAAAGTACAAGGAGCCACAGCTTCACAGTACAGGAGGACTCTTC

COCLLEED PEEEEE L e e E b P L

GCCTGAGACAGTACAGCCAGCCTCAGTTTCSCATCAAAGGAGGGCTCTTC

ACAGACATCACCTCTCATCCATGGCAGGCTGCCATCTTTGCCCAGAACAG

DAL Tt b D PR TR H T

GCCGACATCGCCTCCCACCCCTGGCAGGCTGCCATCTTTGCCAAGCACAG

AAGGTCATCAGGAGAAAGGTTCTTGTGTGGGGGGATATTGATCAGTTLCT

PLLEL b DT i e e i b 1

GAGGTCGCCCGGAGAGCGGTTCCTGTGCGGGGGCATACTCATCAGCTCCT

GCTGGGTCCTGACTGCTGCCCACTGCTTCCAGGAGAGCTATCTTCCTGAC
PELLL D TP e 1

GCTGGATTCTCTCTGCCGCCCACTGCTTCCAGGAGAGGTTTCCGCCCCAC

CAGCTTAAGéTGGTTTTGGGCAGAACATACCGGGTGAAAéCTGGAGAGGA

COEE DU D E L TELEE L

CACCTGACGGTGATCTTGGGCAGAACATACCGGGTGGTCCCTGGCGAGGA

AGAGCAGACATTTAAAGTCAARAAATACATCGTCCATAAGGAATTTGATG
LELLELE B IIIII PELELELL |l||l|||l|l||| L
TCCATAAGGAATTCGAT

GGAGCAGAAATTTGAA GAAAAATACATTG

ACGACACTTACAACAATGACATTGCACTGCTGCAGCTGAAATCGGACTCA

L LR LT IIIIIHIIIIIIIIIIIII ll

ATGACACTTACGACAATGACATTGCGCTGCTGCAGCTGAAATCGGAT

CCACAGTGTGCCCAAGAGAGTGACAGTGTCCGCGCCATCTGTCTCCCGGA

LU TLEELL IIIlI A

[
TCCCGCTGTGCCCAGGAGAGCAGCGTGGTCCGCACTGTGTGCCTTCCCCC
AGCCAACCTGCAGCTGCCCGACTGGACAGAATGTGAGCTGTCTGGCTACG

LR EELELE P EELEE T TH L lllllll

GGCGGACCTGCAGCTGCCGGACTGGACGGAGTGTGAGCTCTCCGGCTAC

CAAGCATAAGTCATCTTCTCCTTTCTATTCTGAGCAGCTGAAGGAAGGG

CEPLLLLE LU R L L L]

GCAAGCATGAGGCCTTGTCTCCTTTCTATTCGGAGCGGCTGAAGGAGGCT
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CATGTCAGGCTGTACCCCTCCAGCCGCTGéGCACCCAAG&TTCTGTTTAA

COLELLLL EEELLE DL e L T

CATGTCAGACTGTACCCATCCAGCCGCTGCACATCACAACATTTACTTAA

CAAAACCGTCACAAACAACATGCTGTGTGéTGGAGACACGCGGAGCGGAé

LU T TR L L TELLL L

CAGAACAGTCACCGACAACATGCTGTGTGCTGGAGACACTCGGAGCGGCG

AGATCTATCCAAATGTGCAéGATGCCTGCéAGGGTGACTéAGGAGGCCCé

oL e R L H T

GGCCCCAGGCAAACTTGCACGACGCCTGCCAGGGCGATTCGGGAGGCCCC

TTGGTGTGTATGAATGACAACCACATGACéTTGCTTGGCATCATCAGTTé

CECIELLE EE L L T L LT

CTGGTGTGTCTGAACGATGGCCGCATGACTTTGGTGGGCATCATCAGCTG

GGGTGTTGGCTGTGGGGAGAAAGACGTTCéAGGTGTATACACCAAGGTTA

CEL L L LD e L TV LT
GGGCCTGGGCTGTGGACAGAAGGATGTCCCGGGTGTGTACACCAAGGTTA

CTAATTACCTAGGCTGGATTCGAGACAACATGCACCTGTAACCAAGAACA

PERELEL L LR TR L T L

CCAACTACCTAGACTGGATTCGTGACAACATGCGACCGTGACCAGGAACA

CACAACTCCCTGGCAGC. .. ...... CCC&GCCTTCCTCCAGCCCAGAAG

L

i L |
CCCGACTCCTCARAAGCAAATGAGATCCCGCCTCTTCTTCTTCAGAAGAC

AAACACAAGGCAGAATGCTTCCTGACACCAGTTTCTCCACAAGCCTGCAC

PELEL b L I S

ACTGCAAAGGCGCAGTGCTTCTCTACAGACTTCTCCAGAC. . .CCACCAC

ACAGTACTAGTGGGGGGAGAACGTATAGGAGAGGGGAGAGGGTATACTTC

N N S A S AR R

ACCGCAGAAGCGGGACGAGACCCTACAGGAGAGGGAAGAGTGCAT. . TTT

CACAGGTACTTCCCACTTCATAAGTTTTCAGGGGATAAGGTCTGATTTAG

AR e SRR N AR AR

CCCAGATACTTCCCATTTTGGAAGTTTTCA. . GGACTTGGTCTGATTTCA

AATCCATTTCTGTCAGACAAGAAGACAGA&AAATGCCAACCCCTCCCAGA

AN I N N S U R

P
GGATACTCTGTCAGATGGGAAGACATGAATGCACACTAGCCTCTCCAGGA

ACACCACCATCTAGGGCA ..........:..ACAAGAGéTAGAATAAAA

[ L ¥ b L

ATGCCTCCTCCCTGGGCAGAAGTGGCCATGCCACCCTGTTTTCAGCTAAA

GCCCAACCTCCTAATCTGTCAACATGAGCAGCTTTGGAAATGGGACCACC

COLLLLLERLEL D TR DL LT

GCCCAACCTCCTGACCTGTCACCGTGAGCAGCTTTGGAAACAGGACCACA

AAGATGAAA&TATCTTTC.'TAGTAAAAAATAGCTAGATCCTTCAGTAAA

| |IIIIII s AN N S AR Ry N Y

TGAAAGCATGTCTCAATAGTAAAAGATAACAAGATCTTTCAGGAAA

AN
tEL

GACGGATTGCATTAGAAATAGACAGTATATTTATAGTCACAAGAGCCCAG

AACAGCGACCTGGGCCTCCTAACAAGGAATGGGCTGTCTGGCCAGATTGC

1111 LU T

CAGGGC .. v vvernnn . TCAAAGTTGGGGCAGGCTGGCTGGCCCGTCATG
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2013 GTTCCTCAGéCCATCCTTTAAGT ........ ATTTGACTATCCTCTTTCT 2054

RN L]

2257 TTCCTCAAAAGCACCCTTGACGTCAAGTCTCCTTCCCCTTTCCCCACTCC 2306

2055 ACAGCTCTTéGAAGGAATTCCTTTTGTGTAC ......... AGTATAAATC 2095

VUL T LR L] SARNNNS

2307 CTGGCTCTCAGAAGGTATTCCTTTTGTGTACAGTGTGTAAAGTGTARATC 2356

2096 TTTTTCCTT&ATAAACTTTATAGTAGAAGAACTGTATCATTCTGATAACT 2145

LEEL LEEEEEEEE L b b | |

2357 CTTTTTCTTTATAAACTTTAGAGTAGCATGA. . .GAGAATTGTATCATTT 2403

2146 GCTAAACTAéGCTTTAGCATTTTGATATCAATCCATTGTA .......... 2185

b THE T T

2404 GAACAACTAGGCTTCAGCATATTTATAGCAATCCATGTTAGTTTTTACTT 2453

2186 ...GTTGCCACGACTCTGTATTATACTACACTGGAAAAATAAATTCAGGC 2232

LELELLEE L LEEE T T [LLELTTET

2454 TCTGTTGCCACAACCCTGTTTTATACTGTACT....TAATARATTCAGAT 2499

2233 ATATTTTTCACTTAAAAAAA 2252

SRR

2500 ATATTTTTCACAGTTTTTCC 2519

FIG. 27. Sammenligning mellom v-PA-alfa-1l-cDNA-sekvensen (¢vre
linje i oppstillingen) og sekvensen til t-PA (nedre
linje)

FIG. 26a: Fullstendig DNA-sekvens til cDNA-innskuddet i den
lengste plasmidklon fra gruppe alfa-1 og utledet aminosyre-
sekvens. Den kodende sekvens begynner med nukleotid 94
(ATG....) og slutter med stoppkodonet ved nukleotid 1527
(...TAA). Den utledede aminosyresekvens er gitt i énbokstav-
kode, hver aminosyre stdr under det fe¢rste nukleotid i tri-
pletten den kodes av.

FIG. 26b: Fullstendig DNA-sekvens til cDNA-innskuddet i
plasmidklonen av type alfa-2 med utledet aminosyresekvens. Den
kodende sekvens begynner med nukleotid 85 (ATG...) og slutter
med stoppkodonet ved nukleotid 1518 (...TAA). Den utledede
aminosyresekvens er gitt i énbokstavkode, hver aminosyre star

under det fe¢rste nukleotid i tripletten den kodes av.

FIG. 26c: Fullstendig DNA-sekvens til cDNA-innskuddet i den

lengste plasmidklon av gruppen beta med utledet aminosyre-
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sekvens. Den kodende sekvens begynner med nukleotid 117
(ATG...) og slutter med stoppkodonet ved nukleotid 1412
(...TAA). Den utledede aminosyresekvens er gitt i énbokstav-
kode, hver aminosyre stdr under det f¢rste nukleotid i tri-

pletten den kodes av.

FIG. 26d: Fullstendig DNA-sekvens til cDNA-innskuddet i
plasmidklonen av type gamma med utledet aminosyresekvens. Den
kodende sekvens begynner med nukleotid 180 (ATG...) og slutter
med stoppkodonet ved nukleotid 1364 (...TAA). Den utledede
aminosyresekvens er gitt i énbokstavkode, hver aminosyre star

under det forste nukleotid i tripletten den kodes av.

Eksempel 19

Oppbygging av ekspresjonsvektorer med de kodende sekvenser for
det aktive stoff v-PA og testing av disse ved mikroinjeksjon i

oocytter

De kodende sekvenser fra cDNA-klonene av v-PA-formene
a,, a,, B og Y skaffes til veie ved spalting med restriksjons-
endonukleasen EcoRI. Etter behandling med Klenow-fragmentet av
E. coli DNA-polymerase I og isolering fra lavtemperatursmel-
tende agarosegeler skytes de inn i Xbal-setet i vektoren pSVL-
EcoRI", som har blitt fylt opp med Klenow-fragmentet fra E.
coli DNA-polymerase I og behandlet med fosfatase fra kalvetarm
(Boehringer-Mannheim). Korrekt orientering testes med BamHI.
PSVL-EcoRI er et derivat av det kommersielt tilgjengelige Sv40
ekspresjonsplasmid pSVL (Pharmacia).
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1502 @ tx[n 15[02 @ 2 ?0 L\j L\ wkevr \"ﬁﬁ 1 o9 1 5‘3 1

CTCGAGTCTAGACCCGGGGAGCTCGGATCC
e 1 1 -1, 1 ~J

Xho i Xba | Smsa | Sac! BamH |
Xey |

-PA

i

Bam 4

Skjematisk gjengivelse av ekspresjonsvektoren pSVL-EcoRI™ med

angivelse av v-PA-kloningssetet

Disse ekspresjonsvektorene renses over en cesium-
kloridgradient og benyttes til mikroinjeksjon i Xenopus
laevis-oocytter.

Oocyttinjeksjon ble utfert i henhold til fe¢lgende
artikler:

1. Gurdon, J.B. og Wakefield, L. i "Microinjection
and Organelle Transplantation Techniques", red. Celis, J.E.,
Graessmann, A. og Loyter, A., Academic Press, London, 1986.

2. Colman, A. i "Transcription and Translation - A
Practical Approach", red. Hames, R.J. og Higgins, S.J., IRL-
Press, Oxford, 1984.

3. Langer, G. "Analyse des Drosophila Ul SURNA Pro-
motors in homologen in vitro und heterologen in vitro Trans-
kriptionssystemen", Ph.D. Thesis, University of Kaisers-
lautern, 1987.

Etter innstgping i en fibrinplate fremstilt med
Barth-medium (artikkel 2) gav oocytter injisert med v-PA-
ekspresjonsvektorene lyseringer. Ved benyttelse av en kasein-

plate i stedet for fibrinplaten fant ingen lyse sted (a,, a,,
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B). Oocytter injisert med en vektor uten v-PA-sekvens gav
ingen lysering.

v-PA-cDNA-sekvensene inneholder en funksjonell
signalpeptidsekvens ansvarlig for eksport av v-PA-protein ut
av cellen.

Disse resultater viser klart at v-PA-cDNA-klonene er
fullstendige og at de, etter & ha blitt satt inn i en passende
ekspresjonsvektor, produserer aktivt stoff med absolutt

fibrinspesifisitet.
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Patentkrayvwv

1. Fremgangsmite for fremstilling av et i det vesentlige
rent protein som er trombolytisk, aktiverer plasminogen i
nerver av fibrin, men i det vesentlige ikke i nerver av
fibrinogen, og er allosterisk, hvor proteinet er et v-PA q,
med aminosyresekvensen ifelge figur 26a, omfattende uttrykking
av DNA som koder for v-PA a,, 1 mikroorganismen ifelge krav 3,
karakterisert v e d at v-PA o, kromatograferes
pa en kolonne, det aktive v-PA elueres kvantitativt etter
vasking av kolonnen, de oppsamlede fraksjoner gelfiltreres i
fraver av salter, og gelfiltreres deretter nok en gang i

nerver av en fysiologisk saltopplesning.

2. Isolert DNA,

karakterisert v e d at det koder for et
protein fremstilt ifelge krav 1 og har nukleotidsekvensen
ifelge figur 26a.

3. Mikroorganisme,

karakterisert v e d at den er transformert med
en vektor som omfatter DNA ifglge krav 2, og er i stand til &
uttrykke det gitte genet.

4. Fremgangsmate for fremstilling av et i det vesentlige
rent protein ifelge krav 1,

karakterisert ved at det har den N-terminale
aminosyresekvens Ala - Tyr - Gly - Val - Ala

5. Fremgangsmate for fremstilling av et i det vesentlige
rent protein ifelge krav 1,

karakterisert ved at det har den N-terminale
aminosyresekvens Ala - Tyr - Gly - Val - Ala - Cys - Lys - Asp -
Glu - Ile - Thr - Gln - Met - Thr - Tyr - Arg -
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6. Fremgangsmate for fremstilling av et farmaseytisk
preparat,

karakterisert ved at en forbindelse frem-
stilt ifelge hvilket som helst av kravene 1, 4 og 5, blandes
med vanlige hjelpestoffer og eksipienser, slik som for
eksempel gummi arabicum, talkum, stivelse, mannitol, metyl-
cellulose, laktose, slike overflateaktive midler som Tween
eller Myrj, magnesiumstearat, vandige eller ikke-vandige
berere, parafinderivater, fukte-, dispergerings-, emulgerings-
og konserveringsmidler, og smaksstoffer for a regulere

smaken, for eksempel eteriske oljer.
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