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{(57) Humangewebe Plasmmogen -Aktivator (t-PA) wird in brauchbaren Mengen unter Verwendung
von Rekombinationstechniken gebildet. Erfindungsgemaf ist die Bildung.von t-PA mbglich, der
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Verfahren zur Herstellung von Humangewebe-Plasminogen=-
Aktivator

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die Herstellung von Human-Plasminogen-
Aktlvator, der dem in Humanssrum und/oder -geveden gefun-
denen:. Aﬂtvvctor enusprwc sowie neie’ Forme n~undBZusammean

- getzungen. davone LuSOéSOﬁdE”” oetrl;xt die Qrflnduné Aluuel
und Verfahren, mit dem dieser iAktivator in nomoaener Form

in therapeuulsch erheblichen illengen hergestellt werden‘&ann°

Dle nr¢1nd1nn berunt 2um. Tell auf der urmlrtlun~ qer:fm .
>eauenz und eocela :mlnosadreseqienz von. dumanuflasmince‘

gen~Aktivator, Diege armltulung ermdglichte die 3ildung

von Human-Plasminogen-iktivator unter inwendung der re=-
kombinanten DNAi-Technik, die wiederum die Bildung von laterial
in ausreichender Qualitit und Menge mdglich machte, um Tier-
versuche und klinische Untersuchungen als Voralssetzung Ffir
eine Harkteinfithrung durchzufiihren, wobei keine Beschrinkungen
vorlagen, mit denen bisherige Isolationsverfanren unter
Produktion und. uztraﬁtlon vorhandener Zell&thuren notwen-
digerweise behaftet sind. Gevenstand der srfindung sind sumu-

liche vorstehead anuedeuteten Ausfuhrungsfo%men,

Bekannte technische Lisunge

Druckschriftliche Versffentlichungen und andere HMaterialien,

~die den technischen Hintergrund der Erfindung erliutern und

in speziellen Fdllen auch zusétzliche Zingelheiten bezliglich
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der praktischen Durcafilhrung der Erfindung liefern, sind in
der nachstenenden Beschreibung mit Nummern gekennzeichnet,
Diese Nummern beziehen sich anf die Bibliographie am

. ocnluB der Beschreibung. |
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1 A, Humangewebe-Plasminogen-Aktivator

Das fibrinolytische System befindet sich in einem dynami-=
schen Gleichgewicht mit dem Koagulatioﬁssystem, wodurch ein
intaktes, offenes Gef&ssbett aufrechterhalten wird. Das Ko-
5 agulationssystem lagert Fibrin als eine Matrix ab, die zur
Wiederhefstellung eines himostatischen Zustands dient. Das
fibrinolytische System entfernt das Fibrinnetzwerk, nach-
dem der hdmostatische Zustand erfeicht ist. Der fibrinoly-

fische Prozess wird durch das proteolytische Enzym Plasmin,

10 das aus- dem Plasmaprotein—Vorléuferprodukt‘Plasminégen'gé-

bildet wird,hervorgerufen. Plasmindgen wird durch Aktivie-

rung mittéls eines Aktivators in Plasmin umgewandelt.

Gegenwdrtig sind im Handel zweil Aktivatoren erhdltlich, nédm-

'lSiichfStf%ﬁtdkinaSEWUHdvUrokinasea Beide sind . zur Behandlung:

von akuten. Gefasserkrankungan, w1e Myokardinfarkt, Scnlaoan-
fall Lungenembolie, tlefe Venenunromoose, peripherer Arte-
- rienverschluss und andere vendse Thrombosen 1ndlzlerv, ‘Ins-

gesant stellen diese Krankheiten schwerwiegende Gesundheits-

ZOPlSlken dar

Die diesen Krankheiten zugrunde liegende 4dtiologische Basis
besteht in einem partiellen oder - in schweren FZllen - to-
talen,Vefschlussbeines Blutgefésses;durch ein Gerinnsel, d.h.
25 Thrombus oder Thromboembolus.Bei der herkdémmlichen Antiko-
agulationstherapie, zum Beispiel mit Heparin und Cumarin,
wird nichts getan, um die Aufldsung von Thrombi oder Throm-
boemboli direkt zu fdrdern. Die vorstehend erwdhnten throm-
bolytischen.Mittel.Streptokinase und Urockinase werden in der
30 Praxis eingesetzt, unterliegen aber beide‘starkén Beschrén-
'kungen. Keines ‘der beiden Mittel besitzt eine hohe Affini-
bt fir Fiorin, so dass sie 21rkullerendes und fibringebun-
denes Plasminogen relativ wahllos aktivieren. Das im zirku-
llerenden Blut gebildete Plasmin wird relativ rasch neutra-
33 lisiert und ist fir die Thrombolyse verloren. Re5pllches
Plasmin béut'véfschiedehé-Gerinnungsfaktorproteine'ab5 zum'
Beispiel Fibrinogen,‘FaktOr V und. Faktor VIII, was ein hi-

morrhagisches Potential verursacht. Ferner ist Streptokinasé



lstark antigen, und Patienten mit’ hohen Antikérpertitern re-
agieren ungeniigend auf die Behandlung und kdnnen nicht unter
Dauerbehandlung bleiben. Die Urokinasetherapie ist teuer,
was auf die Isolierung aus menschlichem Urin oder Gewebekul-
" Bturen zuriickzufiihren ist, so dass sie sich in deﬁ klinischen
Praxis nicht allgemein durchgesétzt hat. Urokinase ist.Ge-
genstand zahlreicher Untersuchungen gewesen; Vgl. zum Bei-

spiel Literaturstellen 1-6.

IOSogenannte Plasminogen~Aktivatoren wurden aus verschiedenen
Humangeweben, zum'Beispiel Uterusgewebe, Blut, Serum (vgl.
allgemein Literaturstellen 7-11) und Zellkulturen iso-
liert (94). Zusammensetzungen davon wurden ebenfalls Dbe-
schrieben (vgl. Litératurstellen 12, 13 und 14-18). Die aus

15diesen Quellen abgeleiteten Plasmindgen—AktiQatoren wurden in
zwel Hauptgruppen eingeteilt: Plasminogen-Aktivatoren vem
Urokinasetyp (u-PA) und Plasminogen-Aktivdtoren vom Gewebe-
typ‘(tfPA), Easiefend,auf Unterschieden in den i@mUnologi—
schen Eigenschaften. (Die Abkiirzungen t—PA‘und u-PA wurden

20beim XXVIII Meeting of the International\Committee‘on Throm-
bosis and Hemostasiéj‘Bergamo, Italien, 27 .dJuli 1982, vor-

geschlagen.)

Kirzlich wurde. eine Humanmelanomlinie identifiziert, die
25t-PA'sekretiert{ Die Charakterisierung dieses Melanom-Plas-
minogen-Aktivators ergab, dass er sich sowohl immunologisch
als auch im Hinblick auf die;Aminoséurezusamménsetzung von
aus normalem Humangewebe isoliertem Plasminogen-Aktivator
nicht unterscheiden 1isst (Literaturstellen 19, 88).
30 B | | :
' Das Produkt wurde in relativ reiner Form isoliert Uhd cha-
rakterisiert. Es wurde festgestellt, dass es sich um ein
hochaktives, fibrinolytisches Mittel handelt (20).

35 Einige Untersuchungen (vgl. zum Beispiel Literaturstellen
95-98), die aus Melanomzellinien gereinigte t-PA verwendeten,
ergaben flr dieses Produkt im Vergleich zu Plasminogen-Akti-

vatoren vom Urokinasetyp eine hdhere Affinitdt fir Fibrin.
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1l Eingehendere Untersuchungen von human-t-PA als potentielles,
thrombolytisches Mittel wurden jedoch durch dessen Zusserst
niedrige Konzentration in Blut, Gewebeextrakten, Gefdssper-

fusionsprodukten und Zellkulturen behindert.

Man nahm an, dass die Anwendung der rekombinanten DNA-Tech-
nik einen sehr wirksamen Weg zur ‘Bereitstellung der erfor-
derlichen, Crr’oss'en Mengen an qualitativ hochwertigem Plas-
minogen- Aktlvator vom Humangewebetyn (vorher als-Human-=Plas-

1O minogen-Aktivator bezeichnet), der im wesentlichen frei von
andenem‘Humanproteln ist, darstellt. Diese'Maéerialien soll-
ten vermutlich biologisch aktiv sein, was ihre klinische
Verwendung bei der Behandlung verschiedener kardiovaskulirer
Zustédnde oder Krankheiten ermdglichen wilrde.

15
Zufri edenutellende Mengeb an Human- t-PA werden von-Za llkul-
turen geblld t, wobel Jedoch weitere Vnrlelnerungen unter
Anwendung einer sekunddren, kodierenden Sequenz dazu dienen,
die Pfoduktionsmengen noch weiter zu erh&hen. Die sekundére,

20 kodierende Sequenz umfasst Dihydrofoiatfreduktase.(DHFR),:die
durch:eiﬁen'extern“gesteuerten Parameter, wie‘Metthrexat,
beeinflusét’wird“ wodurch die- Steuerung der EXpressiQn‘dufch
Steuerung der Methotrexat (MTX)-Konzentration erméglicht
wird. ' ' '

25 _ ,

- B. Rekombinante DNA-Technik

Die rekombinante DNA-Technik hat in letzter Zeit eine er-
<hebliche Verfeinérung erfanhren, Die Molekularbiologen sind
30 in der Lage, verschiedene DNA-Sequenzen relativ leicht zu
rekombinieren und neue DNA-Einheiten zu schaffen, die zur
Bilduhg von‘erheblichen Mengen an exogensn Proteinprodukten
in transformierten Mikroben und -Zellkulturen fidhig Sind{ Es
stehen allgemeine Mittel und Verfahren zur in vitro-Liga-
35 tion von verschiedenen DNA-Eragmenten mit stumpfen oder ko-
hdsiven Enden zur Verfligung, die zur Bildung vOn'leistqus-
fdhigen Expressibnsvehikeln fihren, mit denen SpeZiélle.

Crganismen transformieéert werden kdnnen, so dass deren Sya-
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1theseléistung auf das gewlnschte, exogene Produkt gerichtet
wird. Bei einzelnen Produkten ist dieses Verfahren jedoch
recﬁt umstidndlich. Die Kenntnisse sind noch nicht so weit
fortgeschritten, dass regeiméssige Vorhersagen Uber die Er-

5 folgsaussichten gemacht werden koénnen. Versucht man Erfolge
ohne entéprechende, ekperimentelle Basis vorherzusagen, so

l3uft man Gefahr zu scheiftern.

Die DNA-Rekombination der wesentlichen Elemente, d.h. ein
10 Startpunkt der Replikaﬁion,,eine oder mehrere phinotypi-
sche SelektionSCharakﬁeristiken, ein Expressionspromotdr,
heterologes Geninsert und restlicher Vektor, findet im ail-
gemeinen ausserhalb der Wirtszelle statt. Das erhaltene, re-
kombinante, replizierbare Expressionsvehikel oder Plasmid
15werden in die Zellen durch Transformation eingefiihrt uhd
grosse Mengen des rekombinanten Vehikels durch Wachstum des
Transformanten erhalten. Wird das Gen in Bezug auf die Telle,
die die»Trahskription und Translation der esinkodierten DNA-~
Botschaft steuern, in geeigneter Weise mit Insefts versehen,
20s0 eignet sich das erhaltene Expressionsvehikel zur tatséch-
lichen Bildung der Polypeptidéequenz;fﬁr die das eingesetzte Gen
kodiert; ein VCrgahg”der als Expression bezeichnet wird. Das
gebildete Produkt kann gegebenenfalls durch Lysis def Wirts-
zelle in mikrobiellen Systemen'und Gewinnung des Produkts
25durch entsprechende Reinigung von anderen Proteiﬁen erhalten

werden.

In der Praxis kann die Vebwendung der rekombinanten DNA-
Technik zur Expression von vollkommen:heterblogen Polypep-

30 tiden - sogenannte direkte Expression - oder zur Expression-
eines heterologen Polypeptids fihren, dés-mit einem Teil der
Aminosduresequenz eines homologén Polypeptids verschmolzen
ist. In den letzigenannten Fdllen wird das gewlinschte,bio-
aktive Produkt gelegentlich innerhalb des verschmolzenen,

35 homolog/heterologen Polypeptids biologisch inaktiv, bis es in
einer extrazelluléren Ungebung gespaltén wird; vgl. (21) und
(22).- | |
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In dhnlicher Weise ist die Technik von Zell- oder Gewebe-
kulturen fiir genetische und zellphysiologische Unter-
suchungen gut eingefilart, Mittel und Methoden zur Er-
haltung von permanenten Zellinien, die durch sukzessive
Serieniibertragungen von isoﬁerfen, normalen Zellen her-
gestellt werden, stehen zur Verfﬁcung. Fir Forschﬁncs-
zwecke werden aeraﬂtlﬁe Zellinien: adf einem festen Lriger
in ewnem flua51gen Medium genalten oder in Suspension mit
elnem Gehalt an erhaltenden Nihrstoffen gezlichtet. Sine
VergroBerunw des nﬂrstellunvsmaﬁszabs zur derstellung von
grofen Prapa¢atemengen scheint nur eine rrage der
deuhanﬂs” “17cn£eluam 451 sevn. Zur Tertle;ung irg
‘ Zusammennan~ auf die Literatursieller (23/ unq
(24) verwiesen,

in dlanem

‘ubenso stellt die Proteinbiochsmie ein varuvol?es, ja nﬂf-
weniges Hilfsmittel in der Blotecnnolos'ln dar. Zellep, die
das’ g wusschuvhr tein ollden, bi dﬂn chuoer hlnaus noch”
nunderte von aaderen -rotelnen, °ndogepen Produkten des
Zellstoffwechsels., Diese verunrsinigenden Proteine sowis
andere Verbindungen'kﬁnnen, wenn sie nicht vom gewiin-

schten Protein abgetrennt werden, bei Verabreichung an
Tiere ode* Menschen im Verlauf einer J-herapeu.”c:.sm.en De=~
nandlung mit dem ﬂewunscnten PrOuEln toxisch wirken, Hier-
Hier kommen die Methoden der Proteinbioch iemie zum Lragen,
dle die Bereltstellunv von Trennungsverfaaren ermbglichen,
die fir dag apezielle, in Det*achp;xomm,nde.oystem geeignet
sind und zur 3ildung einss fiir deﬁ'beabSichtigten Verwen=-
dungszweck  sicheren, homogenen Frodukts filaren, Dis Proteine
blochemie ermdglicht auch eine Identifizierung und
Charakterisierung dieses Produkts und stellt si tcher, daB
ungen o

die gebildeten Zellen das Produkt ohne Verznderungen

OQ
e
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Mutationen gebildet haben, Dieser Zweig der Wissenschaft
‘befaBt sich auch mit der Ausa:beitung von Biloassays, “
Stabilititsunsersuchungen und andersn Verfahren, die
durchgefﬁhrt werden milssen, bevor erfolgreiche, klinische
- Untersuchungen oder eine Markteinfilhrung mdglich sind.

Ziel,der~3rfindugg;

Es ist Ziel der Erfindung, die rekombinante DNA-Technik
zur Herstellung von Humangewebe-Plasminogen-iktivator
(T-PA) miteinzubsziehen, vorzugsweise in direkter Form
and in Mengen, die ausreichen, Tierversuche und klinische
Untersuchungen, die eine Voraussetzung fir eine lMarkt-
zulassung sind, zu initiieren und durchzufiihren, Das
gebildete human t~PA eignet sich fir alle Pormen der
prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung des
ilenscnen bel verschiedenen kardiovaskuldren Zustinden
oder Krankheiten, Die Verwendung von t=-PA und- von ge=
‘elgneten pharmagzeutischen Zusammensetzungen davon stellen
bei der Behandlung vaskuldrer St4rungen beim Henschen ei-
nen wichtigen Gesichtspunkt dar,

Jesen der Erfindung.

zur Herstellung von Humangewebe-Plasminogen-aiktivator
bereitzustellen, Der durch genetische Eanipulation von
iikroorganismen oder Zellxulturen gebildete Human-Plasmino-
gen-aktivator ersffnet die Mﬁglichkeit, Humangewebeé
Plagminogen-aktivator effizienter als bisher herzustellen,
wodurch die bisher schwer durcafiihrbare, wirtschaftliche

Der Erfindung lisgt die-&ufgabe zugrunde, ein Verfanren

Verwertung ermdglicht wird, Ferner kann der erfindungs-

4a
UV

gemdB hergestellte Humangewebe-Plasminogen-aktivator
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nach Art der Wirtszelle im Vergleich zu nativem Material
in groBerem oder geringerem Umfangassozisrte Glycosylie-
‘rung enthalten, Auf jeden Fall ist das $-PA frei von
Verunreinigungen, von denen es normalerwelse‘ln nicht-
rekombinanter, zellulidrer Umgebung begleitet ist,

Fir die Durchfilarung des erfindungsgem#fen Verfahrens sind
ferner replizierbare DNA—ExpressionSvebikel erforderlich,
~die Gensequenzen beherbergen, welche Humangewsbe-Plasminogen-~
Aktivator in expre881on5¢anl er Form kodiren sowie Mikro-
orwanlsmenstamme oder;Zellkulturen, die mit den vorstehenden
Zxpregsions v=hlxeln Sransformierd sind, sowie Mikroben- oder
‘aellxulturen von derart transformisrten Stimmen oder Kulturen,
‘die zur Bildung von Hgmangeweoe-Plasmlnogen—Amtlvauor
in der Lage sind.

A, Definitionen.

Die Ausdriicke “Humanaewebé-Plasminowen-Aktivator” oder

"human t-PA" oder "$-PA" betreifen den durch Mikfoorganismen-
oder Zellkultursysteme gebildeten, exogenen (Gewebetyp)
Plasminogen-Aktivator in bloaktiven Formen, der einen Pro=-
teasetell umfalt und denvfﬁr Humangewebe ngtiven Gewebe-
Plasm¢nogen-Akt1vatoren entspricht. Das e“flndunbsgemc3
gebildete ﬁamangeweoe-PlasmlnogenaaktlvauorprOEeln wurde
mittels eines bestimmten DNA~-Gens und der abgeleiteten Amino=-
séuresequenz definiert, Zs ist klar, dal natlirliche allele
Variationen vorkommen und von Individuum zu Individuum auf-
treten, Diese Variationen k¥nnen sich durch sine oder mehrere
wnterschiedliche Amiaoséuren in dév Gesamtsequenz oder durch
Deletionen, Substituti onen, Ins=rulopen, Inversionen oder
Additionen von einer oder mehreren AminosHuren dieser Sequenz
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 bemerkbar machen. ferner hingt die Stellung und das
AusmaB der Glycosylierung von der Nafur der Wirtszellen-
umgebung ab.

‘Bei der Anwendung rekombinanter DNA-Technik bestent die
Msglichkeit zur Herstellung verschiedener Humangewebe-
Plasminogen-Aktivatorderivate, die 1n verschiedener Weise
durch einfache oder mehrfache Substitutiocn, Deletion,
Addition oder Lrsatz von AminosZuren modifiziert sind,
‘beispielsweise durch gezielte Mutagenese der zugrunde
liegenden INA, UnfaBt wird auch die Herstellung von
Derivaten, bei denen der wesentli-
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1 che "kringle"-Bereich und der Serinprotease-Bereich, die im,
allgemeinen fiir den hier speziell beschriebenen Humangewebe-
:Plaéminogen—Aktivator charakteristisch sind, erhalten sind,
die aber ansonsten auf die vorstehend beschriebene Weise
Smodifiziert sind. Sidmtliche derartigen allelen Variationen
‘und Mbdifikationeh, die zu Derivaten von Humangewebe-Plas-
.minogenaAktivator flihren, fallen untér den Gegenstand der
Effindung, desgleichen auch andere verwandte; exogene (Ge-
‘webetyp) Human-Plasminogen-Aktivatoren, die physikalisch
10 und chemisch dhnlich sind, sofern die wesehtliohe ‘charak-
» teristische Aktivitit von Humangewebe-Plasminogen-Aktivator

in ihrer Art unbeeintrdchtigt bleibt.

Es wird Humangewebe-Plasminogen-Aktivator hergestellt, 1)

15 der Methionin als erste Aminosiure (vorhanden auf Grund der
ATG Suawtsvgﬁaloodonlnsertlon zu Beglﬂn des 3t rukturgeﬁs)OdSbb
2)der wenn das Metblonln intra- cder extrazellulir géspall
ten ist, seine normaleryeise erste Aminosiure aufweist oder
3) der zusammen entweder mit seinem Slgna polypeptid oder

20 einem 31ch vom herkommllch61 Slﬂnalpolypeptld Unterscheiden-
den, konguglerten Proteln vorliegt, wobei das algnalpol]pep-
tid Oder das Konjugat spezifisch in eiher'intra:odér*éxtra;w

lluldren Umgebung abspaltbar sind (vgl. Literaturstelle
21), oder 4) der durch direkte Expression in reifer Form

25 erhdltlich ist, ohne dass die Notwendigkeit zur Abspaltung
eines nicht dazugehdrigen, Uberfllssigen Polypeptids be-
steht. Das letztgenannte Produkt ist beéonderé wichtig,
wenn ein bestimmter Wirt nicht oder nicht in'ausreichendem’
Umfang zur Entfernung . eines Signalpeptids in der Lage ist,

30 sofern das Expressionsvehikel so aufgebaut . ist, dass es denv
Gewebe-Plasminogen-Aktivator zusammen mit dessen Signalpep-
tid exprimiert. Auf jeden Fallwird der auf diese Weise ge-
bildete human £=PA in seinen verschiedenen Formen gewornnen
und sowelt gereinigt, dass er sich zur Behandlung verschie-

35 dener vaskuldrer Zustinde oder Krankheiten eignet.
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Ferner besitzt t-PA Fdrmen,die sowohl das Einzelketten--
(1-Kette)-Protein als auch das 2-Ketten-Protein umfassen.
Das letzt genannte Produkt leitet sich proteolytlsch von

der 1—Ketten-Verb1ndung ab. Es wird angenommen, dass das 2=

'Ketten-Protein mit dem gebildeten Fibrin assoziilert ist und

dass die proteclytische Umwandlung vom 1- in das 2-Ketten-
Material'am Ort der Umwandlung vom Plasminogen zu Plasmin
erfolgt. Erfindungsgemdss kommt diev\krabreichung des 1-
Ketten- Proteins zur vorstehend beschriebenen in vivo-Umwand-
lung oder die Verabrelchung des 2-Ketten=Proteins, das sich
ebenfalls als aktiv erwiesen hat, in Frage. Das 2-Ketten=
Protein kann durch in ?itro—photeolytische Umwandlung her-
gestellt werden, nachdem das 1-Ketten-Material gebildet ist.
Eih sogenannter nkringle"-Bereich findet sich oberhalb des
Serinproteasebereichs} Es}wird angenommen, dass dieser eine
wichtige ruqktlo bei der Bindung des GeWebe-PlaSminogen-
Aktivators an eine Fibrinmatrix spielt. Darauf beruht die
beobachtete, spezifische Aktivitdt des erfindungsgemdssen
Gewebe—Plasmino en-Aktivators gegen flhlbare vorhandene
Thromben. Der erflnddnaogdmésse Gewebe-Plasminogen-Aktivator-
wird\mit cinem Gehalt an dem enzymatlsch aktiven Bereich
gebildet, der dem nativen Material eatspricht. Der Auzdruck
Humangewebe-Plasminogen- Aktivator definiert Produkte, die diesen
Bereich allein oder zusammen mit zusitzlichen Aminosdure-

sequenzen bis zur vollen Linge des Molekils umfassen.

Zuoammenlassend las sich fiir die vorliegende Erfindung
human t- PA folgendermassen fupnktionell definiere Es 1st
in der Lage, die Umwandlung von DWasmlnogcﬂ zu Plasmin zUu

katalysieren, geht eine Blﬂdung mit Fibrin ein una w1“d auf

Grund der vorstehend dargelegten immunologischen Eigenschaf-

ten als t-PA klassifiziert.

Der Ausdruck "in. im wesentlichen reiner Form" beschareibt
den Zustand vmzerflndunvsgemass gebildetem human t-P4, das
frei von Protein ocer anderen normalerweise mit human t-PA
assoziierten Matéerialien ist, die bel Bildung dur n nicht-

rekombinante Zellen, d.h. in der "nativen! Umgsbung, ent-
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1l stehen.

Der‘Ausdruck "DHFR-Protein" bezieht sich auf ein Protein,
das die mit Dihydrofolat-reductase (DHFR) assoziierSAkti—
5vitdt entfaltet und das daher von Zellen gebildet werden
muss, die in einem Medium mit einem Mangel an Hypoxanthin,
Glyein und Thymidin (-HGT-Medium) nicht lebensfidhig sind.
Im allgemeinen kénnen Zellen mit einem Mangél an DHFR-Pro-

tein auf diesem Medium nicht wachsen, widhrend Zellen mlt ei~

10 nem Gehalt an DHFR- P”otewn dazu in der Lage sind.

Der Ausdruck "gegenliber MTX empfindliche Zellen" betrifft
Zellen, die nicht in der Lage sind,auf Medien, die den DHFR-
Innibitor Methotrexat (MTX) enthalten, zu wachsen. Bei die-
15 sen. ”oegenﬁber MTX empfindlichen Zellen" handelt es sich um
solcﬁe Zmllen, d1v -ohne eine O“enetlsche Verahdnrung oder
elne aqderweltlgn Erganzung nicht 1n der Lave sind, unter
Bedingungen,. die fir den Zelltyp in Bezug auf Umgnour\g und’ Madlum

an sich geelgneu 51nd, zZu wachsen, wenn dLe MTX - éonzentra—

'ZQhElOﬂ 0,2 ug/ml oder mehr becragu, Elnlce chlﬂn zum Belsplel

Baxterwen, besitzen keine MTX- Empflrdllchk *t Wwas darauf

vvvvv

zurlckzuflhren ist, dass sie MTX nicht in ihre: nllocsrcn—»

zugen gelangen lassen, selbst wenn sie DHFR enthalten, das
ansonsten gegeniliber diesem Arzneistoff empfindlich wdre. Im
45allgemeinen sind Zellen, die als DHFA-Protein Wildtyp-DHFR
enthalten, gegeniiber Methotrexat empfindlich, Wenn sie in
Bezuv auf MTX" duronla351v oder zu déséénﬁAufnahme in der

Lage sznd

- 30 Der Ausdruck ”Wlldtyp DHFR" be21eht sich auf Dihydrofolat-

reduccaoe, wie sie ubllcherwels= in dem speziellen in Fra-.
ge kommenden Orvanlsmuﬁ g“ﬂrundnn wird. Wildtyp-DHFR ist im
allgemeinen in vitro empfindlich gegeniiber nlaarlgan Kon-

zentrationen an Methotrexat.

Der Ausdruck ”DFrP P“Ot°l“ mit gerin
fir MTX" ist Lunktloncll dexlnlert

DHFR-Protein, das bei Bildung innerhalb von Zellen das Wachs-
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1 tum von MTX-empfindlichen Zellen in einem Medium mit einem
Gehalt an 0,2 ug/ml oder mehr MTX erméglicht. Es ist ersicht-
lich dass eine derartige funktionelle Definition‘von der
Leldﬁngkau;mlt der der Organlsmus das "DHFR-Protein mit nied-

"5 riger Blndungsaxt1v1tat flir MTX" bildet sowie vom Protein
‘selbst abhdngt. Jedoch sollte im Rahmen der vorliegenden Er-
flndung ein derartlger Ausgleich zwischen diesen beiden Me-
chanismen keine Schwierigkeiten bereiten. Erflndungsgemass
wird eine Uberlebensfihigkeit bei diesen MTX-Konzentrationen

10gewanrlelstet Es ist belanglcs, ob die Fdhigkeit hierzu
zusitzlich zur vorhandenen. Natur des gebildeten DHFR durch
erhéhte Expression beeinflusst wird. Ein geeignetes DHFR-
Protein, das dieser Definition entspricht, ist in der US-
Anmeldﬁng'459 151 vom 19. Januar 1983 beschrieben.

15 |
Der Ausdruck "Expressionsvektor" umfasst Vektoren, die zur
Expression von hier in Betracht kommenden DNA-Sequenzen in
der Lage sind, wobei. diese Sequenzen funktionell mit anderen
Sequenzen Verknﬁpft sind, die zur Durchfihruag von deren Ex-

zopreSSiod infder Lage sind.!Es wird stillschweigend angenom-
men, wenn auch nicht immer ausdruéklich'erwéhnt, dass diese
Expressidnsvektorenlin den Wirtsorganismen entweder als Epi--
somen oder als integrierendé:JBgstandteil der chromosomalen
DNA réplizierbar sein miissen. Ein Mangel an Replikationsfé-

25 higkeit wirde sie ganz eindeutig unbrauchbar machen.. Zusam-
mengefasstfist der Ausdruck "Expressionsvektor" funktionell
definiert. Jed° DNA- Sequenz, die zur Exoréssion'e‘nes be-
stimmten, hier in Frage kommenden DNA-Codes in der- Lage 1sy,
f&llt unter diesen fusdruck, sofern er auf die bestimmte

30 Sequenz angewandt wird. Im allgemeinen liegen flUr rekombinan-
te DNAQTechniken geeignete Expressionsvektoren h&ufig in

"Form von "Plasmiden™ vor, wobei dieser Ausdruck sich auf
kreisfdrmige, doppelstrdngige DNA-Schleifen bezieht, die in ih-
rer Vektorform nicht an das Chromosom gebunden sind.’In'der

35 vorliegenden Beschreibung wefden die Ausdriicke "Plasmid™
und "Vektor' wechselweise verwendet, da das Plaémid die am
nZufigsten vérwendeté Vektorform ist. Jedoch umfasst die

Erfindung auch solche andere Formen von Expressionsvektoren,



- ldie"dquivalente Funktionen erfiillen und die noch aufgefunden

L werden.

Cou

Der+Ausdruck "rekombinante Wirtszellen" betrifft Zellen,die
'_‘5 rﬁi‘:”‘*Véktﬂo’f“e’n, die “durch rekombinante "DNA-Techniken aufgebaut
”s;ﬁd;”tranSformiert sind. Entsprechend der hier gegebenen

ﬁDemlﬁitioh'wi”d't’PA i den auf Grund dieser Transformation

errelchten Mengen gebildet und nicht in den gerln en Mengen,

__Lrbh ‘dén untransformierten Wirt entstehen, die hdufig
'-iOuntéf der Nachweisgrenze liegen. Durch derartige Zellen

L gebildeter-tiPA kand duch als "rekombinanter t-PA" bezeich-

Wirtszellkulturen und Vektoren

_QH?ler beschﬂlebenen V ktoren- und Methoden elgnnen blCh
i

'relchs von prokaryontlschen und eu&aryontlschen Orgaanmen.

S zur

iwendung in W1rtszellen 1nne"ha¢b elnes or51t=b Be—

20 Selbstverstdndlich werden im allgemeinen Prokaryonten zum

 K1Qﬁen‘von'DNA~Sequenzen beim Aufbau der erfindungsgemdss

‘géeignet®h Vektdren bevorzugt. Beispielsweise ist E. coli
v *SE&ﬁﬁ“QQHY(ATCC 31446) besonders gesignet. Es Kénnen
auch andere Mikroorganismenstémme #erwendet Werden, darun-
“25ter die E. coli-Stimme E. coli B und E. coli X1776 (ATCC
31537). Diese Beispiele dienen jeddch‘hur zur‘Erléutérung

“und“stellen keine Beschrinkung dar.

Drokaryonteh Kénnen ebenfalls zur Expression verwendet wer -
‘30den. Die vorerwdhnten Stdmme sowie E. coli w3110 (F™, A7,
“prototroph, ATCC 27325), Bazillén, wie Bacillus subtilis

dnd - andere Enterobacteriaceae, wie Salmonella typhimurium

. oder Serratia marcescens und verschiedene Pseudomonas-Spe-

zies koénnen verwendet werden.
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1 In allgemeinen werden Replikon und Kontrollsequenzen enthal-
tende Plasmidvektoren, die von mit der Wirtszelle Veftrég—
lichen Spezies abgeleitet sind, in Verbindung mit diesen
Wirten verwendet. Der Vektor trdgt lblicherweise eine Repli-

5 kationsstelle sowie markierende Sequenzen, die in der Lage
sind,eine phdnotypische Selektion in transformierten Zellen
Zu gewéhrléisten. Beispielsweilse wird E. 'coli typischerweilse
_unter Verwendung von pBR 322, einem von einer E. coli-Spezies
abgeleiteten Plasmid (Bolivar et al., Gene 2, (1977), Seite

- 1095) - . transformiert. pBR 322 enth&lt

Gene fir Ampicillin- und Tetracyclinresistenz und erlaubt
somit eine leichte Identifizierung von transformierten Zel-
len. Das pBR.322-Plasmid oder andere mikrobielle Plasmid
muss auch Promotoren enthalten, die vom mikrobiellen Orga-

15 nismus zur Expression seiner eigenen,Proteihe vefwendet |

" werden kdnnen, oder es muss-so modifiziert sein, dass es
diesé'Promotoren enthdlt. Diese Promotoren, die sehr hiufig
beim rekombinanten DNA—Aufbau verwendet werden, umfassen
fB-Lactamase (Penicillinase) und Lactqse-Promotorsysﬁeme
20 (Chang et‘al., Nature, Bd. 275 (1978), S. 615; Itakura et
al., Science, Bd. 198 (1977), S. 1056; Goeddel et al.,
Nature; Bd. 281 (1979), S. 544) sowie ein Tryptophan (trp)-
Promotorsystem (Goeddel et al., Nucleic Acids Res., Bd. 8
(1980), S. 4057; EP-Veroffentlichungsnummer O 036 776).

25 Neben diesen besonders gebrduchlichen Promotoren wurden
auch andere mikrobielle Promotoren aufgefunden und einge-
setzt;_Einzelheiten‘bezﬁglich der Nukleotidsequenzen dieser
Promotoren wurden verdffentlicht,was es dem Fachmann erlaﬁbt,
sie funktionell mit Plasmidvektofén'zu.verknﬁpfen (Sieben-

30 1ist et al., Cell, Bd. 20 (1980), S. 269).

Neben Prokaryonten kdnnén auch eukaryontisqhe‘Mikroben, wie
Hefekulturen,'verwendet werden. Unter den eukaryontischen
-Mikroorganismén wird am hdufigsten Saccharomyces cerevisiae
35 oder {ibliche Bickerhefe verwendet, wenngleich auch zahlrei-

che andere Stdmme verfiigbar sind. Fir die Expression in
Saccharomyces wird im allgemeinen das Plasmid YRp7 (Stinch-

comb et al., Nature, Bd. 282 (1979), 3. 39; Kingsman et al.,
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1 Gene, Bd;’7.(1979), S. 141; Tschember et al., Gene, Bd. 10
(1980), S. 157) verwendet. Dieses Plasmid enthdlt bereits
dasvtrp1-Gen, das einen Selektionsmarkef fir einen Mutanten-
stamm von Hefe, dem die Féhigkeit zum»Wachstﬁm in Tryptophan

5fehlt, zum Beispiel ATCC 44076 oder PEPL-1 (Jones, Genetics,
Bd. 85 (1977), S. 12), bereitstellt. Die Anwesenheit der
trpl-Ldsion als Charakteristikum fir daé Hefewirtszellen-
genom stellt dann eine wirksame Umgebuﬁg zum Nachweis der
Transformation durch Wachstum in Abwesenheit von Tryptophan

‘10 dar.

Beispiele fir geeignete Promotorsequenzen in Hefevektoren
sind .die Promotoren fiir 3-Phosphoglycerat-kinase (Hitzeman
et al., J. Biol. Chem., Bd. 255 (1980), S. 2073) oder ande-
15révglycolytische Enzyme (Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg.,
Bd. 7 (1968), S. 149; Holland et al., Biochemistry, Bd. 17
(1978), 'S. 4900), wie Enolase, Glycerinaldehyd-3-phosphat-
d ehydrogenase, Hexokinase, Pyruvat-decarboxylase, Phospho-
fructokinase, Glukose-6-phosphat-isomerase, 3-Phosphogly-
zocérat-mutase, Pyruvat-kinase, Triosephosphat—isomébaée,
Phosphoglucose-isomerase und Glucokinase. Beim Aufbau von
geéigneten.Expressiongplasmidén;werdenfdiedmif’dieseh'Geneh
assoziierte Terminéﬁiohsseqﬁenzen'ébenso in den Expressions-
vektor 3' der geWﬁnséhten, zZu eXprimierenden Sequenz ligiert,
g2sum fir die Polyadenylierung von mRNA und Termination zu sor-
gen. Weitere Promotcren, die den zusdtzlichen Vorteil der
~durch die WachstumsbedingUhgen kontrollierten.Transkrip-
tion aulweisen, sind die Promotorbereiche fiir Alkohol-de-
hydrogenase 2, Isocytoohrom C, saure Phosphatase, mit dem
30 Stickstoffstoffwechsel assoziiérte, abbauende FEnzyme und dis vorer-
" wihnten Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase sowie Enzyme,
die fiir die Verwertung von Maltose und Lactose verantwort-
lich sind (Holland a.a.0.). Beliebige Plasmidvektoren mit
einem Gehalt an hefevertriglichen Prdmotor-Replikationsstart-

35 stellen- und Terminationssequenzen sind geeignet.

Neben Mikroorganismen kdnnen auch Kulturen von Zellen, die

'sich von mehrzelligen Organismen ableiten, als Wirte ver-
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1 wendet werden. Im Prinzip sind beliebige, derartige Zell-
kulturen geeignet, unabhidngig davon, ob sie von Wirbeltieren
oder wirbellosen Tieren stammen. Das grdsste Interésse be-
steht jedoch flr Wirbéltierzellen.'Die Vermehrung von Wir-

5beltierzellen in Kulturen (Gewebekulturen) ist in den letz-

ten Jahren zu einem routinemissigen Verfahren geworden
(Tissue Culture, Academic Press, Herausgeber Kruse und Pat-
terson, 1973). Beispiele fiir derartige,‘geeignete Wirtézell-
linien sind VERO- und Hela-Zellen, Zellinien aus den Ovarien
10 des Chinesischen Hamsters (CHO) und W138-, BHK-, COS-T-
und MDCK-Zellinien: Expreséionsvektoren fir derartige 2ellen
umfassen im allgemeinen (soweit erforderlich) eine Repli-
kationsstartstelle, einen vor dem zu exprimierenden Gen be-
findlichen PromotorAZUSammen @it eventuell erforderlichen
15Ribosomenbindungsstellen, RNA-Spleissstelien, eine Polyade-

nylierungsstelle und transkriptionale Terminatorsequenzen.

Bei Sdugetierzellen werden die-Kontrollfunktionen an den
Expressionsvektoren hdufig durch virales Material‘bereitge—
go‘stéllt. Beispielsweiée leiten sich Ublicherweise. Promotoren
von Polyomé; Adenovirus 2 und sehr héufig von Simian Virus
40 (SV 40) ab. Die frihen und spidten Promotoren-des SV 40-
Virus sind besonders geeignet, da sie beide leicht aus dem
Virus als ein Fragment erhalten werden, das auch die SV 40-
zsviréle4Replikationsstartstelle enthdlt (Fiers et al., Natu-
re, Bd. 273 (1978), S. 113). Kleinere oder grdssere SV 40-
Fragmente kdnnen ebenfalls verwendet werden, vorausgesetzt
es ist die etwa 250 bp umfassende Sequenz von der Hind I1I-
Stelle bis zur Bgl I-Stelle; die sich in der viralen Repli-
30 kationsstartstelle befindet, vorhanden. Ferner ist es auch
mdoglich und héufig erwinscht, Promotor- oderiKontrollsequen-
zen zu'verwenden, die normalerweise mit der efwﬁnschten Gen-
sequenz assoziiert sind[ vorausgesetzt disse Kontrollsequen--
zen sind mit den Wirtszellsystemen vertriglich.
35 : .
Eine_Réplikationsstartstelle xann entweder durch Aufbau des
Vektors einer exogenen Starﬁstelle, abgeleitet beispiéls-

weise von SV 40 oder einer anderen viralen Quelle (zum Bei-
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spiel Polyoma, Adeno, VSV, BPV und dergleichen),‘oder durch
den_chrbmosomalen Replikationsmechanismus der Wirtszelle

Vbereitgestellt werden. Ist der Vektor in das Wirtszellen-

chromosom integriert, ist dieses Chromosom hdufig ausrei-

chend.

Bel def Auswahl einer bévorzugten,Wirtszeile fiir die Trans-

fektion durch die erfindungsgeméssen Vektoren, die sowohl

‘t-PA als auch DHFR-Protein kodicrende’DNA- Sequenzen umfas-’

10

15

20

325

30

35

sen, 1st es angebracht, den Wirt entsprechend dem Typ des
verwendeten DHFR-Proteins auszuwdhlen. Wird Wildtyp-DHFR-
Protein verwendet, wihlt man vorzugswelise eine Wirtszelle
mit einem Mangel an DHFR, was die Verwenduhg_der DHFR kodieren-
den Sequenz als Marker fir die erfolgreiche Transfektion im
selektiven Medium mit Mangel an Hypoxanthin, Glycin und
Thymidin ermdglicht. Eine ‘geeignete Wirtszelle in diesem
Fall ist die Zellinie aus den Ovarien des Chinesiscnen Ham-
sters (CHO) mit einem Mangel an DHFR-Aktivitdt. Diese Zell-
linie lésst sich gemdss Urlaub und Chasin, Proc. Natl. Acad.
Sei. (USA), Bd. 77 (1980), S. 4216) nerstellen und vermeh-

ren.

Wird andererseits DHFR-Protein mit niedriger Bindungsaffi-
nitdt fir MTX als Kontrollsequenz verwendet, ist es nicht
erforderlich, DHFR-resistente Zellen zu verwenden. Da die
mutanté DHFR gegen Methotrexat resistent ist, kdnnen Medien
mit einem Gehalt an MTX als Selektionsmittel verwendet wer-
dén, vorausgesetzt die Wirtszellen sind selbst gegen Metho-
trexin-empfindlich. Dis meisten eukaryontischen Zellen, die
zur Absorption von MTX fdhig sind, scheinen gegenliber Metho-
trexat empfindlich zu sein. Eine geeignete  derartige Zell-
lirie ist eine CHO-Linie, CHO-K1 ATCC CCL 61.

Die nachstehenden Beispiele beschreiben die Verwendung von
E. coli mit dem trp—Promotorsystem und CHO-Zellen als -‘Wirts-
zellen und von Expres;ions#ektgren, die die SV 40-Replika-
tionsstartstelle als Promotor enthalten. Der Fachmanh‘kann

jedoch auf Crund seines Fachwissens analoge Techniken anwen-
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1den, um Expressionsvektoren zur Expression der gewlnschten
Proteinsequenzen in anderen prokaryontischen oder eukaryon-

tischen Wirtszellkulturen aufzubauen.

5C. Angewandte Verfahren

Werden Zellen ohne erhebliche Zellwandbarrieren als Wirts-
zellen verwendet, wird die Transfektion gemidss dem Calcium-
phosphat-Fdllungsverfahren nach Graham und Van der Eb, Vi-
10rology, Bd. 52 (1978), S. 545 durchgefihrt. Doch kdnnen auch
andere-Verfahren zur Einflhrung von DNA in Zellen zum Bei-
spiel durch nukleare Injektion .oder durch Protoplasten-

fusion angewandt werden.

15 Werden prokaryontische Zellen oder Zdﬂen,dievmsemﬂicheZeLUénd—
konstruktionen enthalten, verwendet, so besteht die bevor-
zugte Transfektionsmethode in derFCalciumbehandlung unter

Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), Bd. 69 (1972), S. 2110.

Verwendung von Calciumchlorid gemiss F.N. Cohen et al.,

20 _ _
3eim Aufbau von geeigneten Vektorem mit einem Gehalt an die-
sen Kodierungs- undiKQﬂtrollsequedzeﬂ;werdenﬁﬁblieM}Ligatif
onstechniken angswandt. Isclierte Plasmide oder L[CNA-Frag-
mente werden -zur Bildung der gewlinschten Form der erforder-

25lichen Plasmide gespalten, geschnitten und religiert.

Die Spaltung wird durch Behandlung mit Restriktionsenzym -

(oder Enzymen) in einem geeigneten Puffer durchgefﬁhrt. Im

allgemeinen werden etwa 1 ug Plasmid oder DNA-Fragmente mit
30 etwa 1 unit‘Enzym in etwa 20 ul Pufferldsung verwendet.

" (Entsprechende Puffer und Substratmengen fiir bestimmte Re-
striktionsenzyme werden vom Hersteller angegeben.) Inkuba-
tionszeiten von stwa 1 Stunde bei 37°C sind geeignet. Nach
der Inkubation wird das Protein durch Extraktion mit Phenol

3gund Chloroform entfernt. Die Nucleins&ure wird aus der widss-

rigen Fraktion durch Fi&llung mit Athanol gewonnen.

Sind stumpfe Enden erforderlich, wird das Priparat 15 Minu-
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1 ten bei 15°C mit 10 units Polymerase I (Klenow) behandelt,
- mit Phenocl/Choroform extrahiert und mit Athanol gefdllt.

Die Auftrennung der gespaltenen Fragmente nach der CGrdsse

5 wird unter Verwendung von 6 prozentigem Polyacrylamidgel
gemdss D. Goeddel et al., Nucleic Acids Res., Bd. 8 (1980),
S. 4057>durchgefuhrt; |

- Zur Ligation werden etwa &quimolare Méngen der gewlinschten

10 Komponenten; die am Ende in geeigneter Weise geschnitten
sind,~ﬁm eine korrekte Ubereinstimmung zu gewdhrleisten,
mit etwa 10 units T4 DNA-Ligase pro 0,5 ug DNA behandelt.
(Wenn gespaltene Vektoren zals Beétandteile verwehdet wer-
den; kann zur Vérhinderung der Religation des gespaltenen

15 Vektors eine Vorbehandlung mit bakterieller, alkalischer

Phosphatase durchgeflhrt werden.)

‘Flir eine Analyse zur Bestdtigung der korrekten Sequenzen in
den aufgebauten Plasmiden werden die Ligationsgemische_zur
20 Transformation von E: coli K12-Stamm 294 (ATCC 314L46) ver-
wendet. Erfolgreiche Transformanten werden gegebenenfalls
auf Grund von Ampicillinresistenz ausgewdhlt. Von den Trans-
formanten werden Plasmide hergestellt, durch Restriktion .
anélysiert und /oder nach dem Verfahren von Messing et al.,
25 Nucleic Acids Res., Bd. 9 (1981), S. 309 oder nach dem Ver-
‘ fahren von Maxam et al.,, Methods in Enzymology, Bd. 65
(1980), S. L99 sequenziert. ' |

Die Amplifikétiqn von DHFR-Protein kodierenden Sequenzen

30 wird durchgefihrt, indem man Wirtszellkulturen in Gegen-
wart von Methotrexat, einem kompetitiven Inhibitor der DHFR-
Ativitdt in Kbnzentrationen von etwa 20—500\000 nanomolar
ziichtet. Der wirksame Konzentrationsbereich hingt natir-
lich stark von der Art des DHFR-Gens,‘dem Protein und den

35 Eigenschaften des Wirts ab. Im zllgemeinen lassen sich klar
~definierte obere und untere Grenzen nicht fespStgllen, Es
kdnnen auch geeighéte Konzentrationen von anderéh'Folséure—

analogen oder anderen Verbindungen, die DEFR hemmen, ver-
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1l wendet werden. MTX selbst ist jedoch besonders zweckmdssig,

leicht zuginglich und wirksam.

D. Allgemeine Beschreibung von bevorzugten Ausfihrungsformen

5
Humangewebe-Plasminogen-Aktivator wurde auf folgende Weise
erhalten:
1. Humanmelanomzellen, die aktiv Gewebe-Plasminogen-Aktiva-
‘ tor bildeten, wurden bis zur Konfluenz gezlichtet.
10

2. Zellpelletsaus diesern Zellkulturen wurden in Gegenwart
von Ribonuclease-Inhibitoren gezlichtet, um die gesamte,

zytoplasmatische RNA zu isolieren.’

153, Eine oligo-dT-S&ule isolierte die gesamte messenger-RNA
(mRNA) in polyadenylierter Form. Diese mRNA wurde der
Gréssenfraktionierung unter Anwendung der Sdure-Harnstoff-

Agarosegel-Elektrophorese unterzogen.

204, DieGelfraktion mit einem Gehalt aanéWebeaPlasmindgen—
Aktivétor-spezifisoher RNA wurde auf folgende Weise
identifiziert: Die” RNA der einzelnen'GelfraktiOnen wurde”
in einem Kaninchen-Reticulocytenlysat- in vitro- System,
ergdnzt mit Hundepankreas-Mikrisomen, translatiert. Die

25 erhaltenen Translationsprodukte wurden dann mit Humange--
webe-Plasminogen-Aktivator-spezifischem IgG-Antikdrper
immunoprédzipitiert.

5. Die geeignete RNA (21 bis 24S) wurde in die ents
30 einzelstréngigé, komplementdre DNA (cDNA) idbergefihrt,
aus der doppelstridngige c¢DNA gebildet wurde. Nac

dC-Schwidnzen wurde es in einen Vektor eingesetzt, bei-

spielSWeise in ein Plasmid, das einen oder mearere phé-
actypische Marker trug.

35 o ,

6. Die auf diese Weise'horgestellten'Vektoren wurden zur
Transformatioﬁ von Bakterienzellen unter Bildung einer

geklonten cDNA-Bibliothek verwendet. Ein Pool von radioc-
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aktiv markierten, synthetischen Desoxyoligonucleotiden,

die komplementdr zu den Kodons fiir bekanhte‘Aminoséure-

sequenzen in t-PA waren, zum Beispiel der Pool von

8 1d-meren

-5’-dtC(é)CA(é)TA(%)TCCCA—3' (komplementir zu den Sequen-

zen, die fir die bekannte (vgl. unten) Aminos3uresequenz:
Tryptophan—Glutaminséure-Tyroéin-Cysteiansparaginséure
(W-E-Y-C-D) kodieren) wurde hergestellt und zur Markie-

rung der Koloniebibliothek verwendet.

Aus den positiven cDNA-Klonen wurde Plasmid-DNA isoliert

und sequenziert.

Die sequenzierte DNA wurde dann in vitro zur Insertion

in ein geeignetes Expressionsvehikel, das zur Transfor-

mation einer geeigneten Wirtszelle verwendet wurde, ge-

schnitten. Die Wirtszelle wurde in einer Kultur gezlich-
tet, wodurch der gewilinschte Humangewébe-PlasmiﬁcgEhJAk-

tivator gebildet wurde.

Der auf diese Weise gebildete Humangewebe-Plasminogen-
Aktivator weist 1n seinem enzymatischen -Serinprotease-

teil etwa 251 Aminosduren auf. Ferner besitzt er ober-

- halb davon eine einen "kringle” enthaltende Sequenz, von

der zur Zeit angenommen wird, dass sie fir die Fibrin-
bindung verantwortlich ist. Das reife Protein zuzﬁglich
dessen Signalprdsequenz weist insgesamt 562 Amincsduren

auf.

Das vorstehende Verfahreh‘selbst'gewéhrleiStet die erfolg-
reiche Bildung von reinem t-PA. Erfindungsgemdsse Verfahren
unter Anwendung einer zus#tzlichen kodierenden, gegenﬁbér
Methotrexat empfindlichen Sequenz erlauben die Bildung  von
antigenaktivem t-PA-Protein in Wirtszellkulturen in Mengen
von mehr als 0,1 pg pro Zelle pro Tag. Bel entsprechender
Anwendung von amplifizierenden Bedingungen kdnnen Mengen

von mehr als 20 pg erhalten werden. Mit anderen Worten, es.
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1l lassen sich Genexpressionsgrade erreichen, die zur Bildung
von mehr als 9 x 1@6 Plough~Einheiten oder bei entsprechen-
der Amplifikation von mehr als 18 x TO'Ll Plough-Einheiten an
t-PA-Aktivitdt fihren. . '

5 .

Gemiss dieser Ausfilihrungsform der Erfindung bedient man sich
des Arzneistoffs Methotrexat, der zwar normalerweise fir

zur Aufnahme dieses Wirkstoffs fahige Zellen tédlich ist,
der in,Gegenwart von kontrollierten Konzentrationen an MTX

10 durch Amplifikation des Gens, das fur die DHFR-kodierende

Sequenz kodiert, Zellwachstum erméglicht.(R;FT. Schimke et
al., Science, Bd.202 (1978), S. 1051; J. L. Biedler et al.,
Cancer Res., Bd. 32 (1972), S. 153; S. E. Chang et al., Cell,
Bd. 7 (1976), S. 391). | |

15

Diesbezliglich 1ist der. Befund von Bedeatung, dass die Ampli-
fikation des Gens flr DHFR die Amplifikation von assogiier-
ten Sequenzen, die fir andere Proteine_kodieren, verursachen
kann. Dies erscheint der Fall zu sein, wenn es sich bein

20 assoziilerten Protein um Hepaﬁitis B—Oberfléchénéntigen

(HBsAg) (J. Christman et al., Proc. Natl. Acad. Sci., Bd. 79
(1982), S. 1815), E. coli-Protein XGPRT (G. Ringold et al.,
J. Molec. and Appl. Gen., Bd. 1 (1981), S. 165) und eine
endogene Sequenz aus einer DHFR/SV 40-Plasmidkombination

95 (R. F. Kaufman et al., JL Molec. Biol., Bd. 159 (1982),

S. 601) handelt.

Andere Mechanismen, durch die eine Methotrexat-Resistenz
verlishen werden kann, umfassen die Verminderung der Bin-
30 dungsaffinitdt fir das DHFR—Protein, SO dass_es gegeniiber
Methotrexat weniger empfindlich wird (W. F.'Flihtoff‘et“al.,
Somat. Cell Genet., Bd. 2 (1976), S. 245), aber in diesem

Fall Amplifikation ebenfalls stattfindet.

- 35 Es scheint, dass die Gene flr Wildtyp-DHFR und flr DHFR,
die gegeniiber MTX resistent ist, auf Grund ihrer eigenen
verminderten Bindungskapazitdt durch die Gegenwart von MTX

amplifiziert werden. Somit wird gemidss dieser Ausfihrungs-
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' iorm der hrflndung die nwnw1rk¢ng der DhFR-bequenzampllfl-

ﬁatlon auf. assozilerte, protelnkodlerende Sequenznn ange-
wendet, um einen Kontrollmechanismus bereitzustellen, der
verstérkte ”xpressionsgradé von t=-PA-Sequenzen in Gegenwars
von MIZ oder aufgrund einer vorherloen Beaandlung von trange
formierten Zellen mit. MTX erlaubta»

Die Zrfindung soll nachstehend durch Beispiele néher.
erlédutert werden., In der dazugehSrigen Zeichnung bedeuten:

Fig, 1: zelgt 10 % SDS PAGE von mit anti t-PA IzG fEllbaren
' 35“ -markierten Proteinen, extranlert aus lMelanom- -
zellen mit und ohne Proueaselnhloluor;

Fig, 2: zeigt die bl°xtropnor°se der lmmunopr zipitierten
T"ansﬁazlopsoroqakte von\aus.melanom7é¢ ans bgew
leiteten mRNA-Fraktioneny '

b
H.
0Q

» 3¢ zeigt das Hybridisierungsmuster von 96 mit oIDiia
t&ans?ormlerten Aolon;en unter Verwendunc des Pools
von 32 P-marklertcm 14-me“ als Tracer, av_geSuellt
auf der Sgsis einer 5-iminosiuresequenz von human
t- P&,.

Fig, 43 zeigt eine Rnstrlktlonsendonacleaseﬁﬂrte von numan

’ t=PA ¢DNA in voller Linge;

#1g+ 52, 5b und 5¢ zeigen die Hucleotidsequenz und apgelei-
tete AminosZuresequenz von auman t-P4 cDiA in voller
Linge;
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Fig. ©6: zeigt ein Schema des Aufoaus des Expressiong-
lasmlds DASQI¢A
Fig. T: zeigt die Brgebnisse eines Fibrin-Plattentests zur

Bestimmung der fibrinolytischen 4ktivitdt der
nit pARIPA® transformierten Zellen;

Fig. 8: ist ein HPLC-Diagramm von Peptiden eines Trypsin-
verdguungsprodukts von human t-P4A;

Fig. 9: zeigt den “ufban eines fir die direkte Lxpression
von reifem huaman $-PA.in E. coli kodierenden
Plasmids;

Piz, 10: zeigt die irgebniasse eines Fihrin-Plattentests
zar Best'mmang;der_fibrinolytischen Aktivitdts von

nuzen $-PA, das durch mit pt-PAtrp12 transfor-
niertes E, coli g geblldet isty,

Fig, 11: zeig} den Aufbau von DHFR (Motante oder Wild%yp)/
’ t-P4, das zur Transformation in SHugetisrgewebe=
kulturzellen geeignete Plasmide kodierty ’

Fig, 12: ist ein schemabﬂscaes Diagramm des Humangswebe-
- Plas mlno;en-ﬁktlvato¢s, de“‘" cmél der niler in

Ny

.1 erlioterten Methods hergestellt worden ist,

‘Ausfilhrungsbeispisl

In den Beispislen wurden elne z, colﬂ—awruokuluu“ und
eine (i d0-Zellinie, die sich fiir den Typ der elnzu*uhr,ud n
DHFR-proteinkodierenden Sequenz elgnet als Wirtszellkultur

verwendet, Jedoch eignen sich auch andere sukaryontische und

prokaryontische Zellen fir das erfindungsgemdBe Verfanren.
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s, Expression von human $-PA-Gen in 3, goli

5s1.4 Begchreibung der Piguren

Fig. 1 ist eiln Autoradiogramm eines 10prozentigen SDS=-
Acrylamidgels, das das oder die 1mmunonra21plulnrte(n)
/_35 7-Jeuhlonzn-mark1erte(n) Protein(e), darstellt,

die aus Humanmelanomzellen in vivo wdhrend 3 Stunden
sekretiert wurden, und swar in Gegenwart (Reihe D)

oder Aowesenhe*t (ReLae a) des roteaselnhlbltors
Aprotlnlra‘lach dér meunooraleltatlon nit’ Geweosuw
Plasminogen-aktivator-spezifischem IgG wurden drel:
Banden beobachtet (Reihe a), die MolekulargeWLGnue von .
etwa 65 000, 63 000 bzw, 35 000 aufwiesen. In Gegen=-
wart des Proteaseinhibitors wurde jedoch die‘boe31es-

mit einem Molekulargewicht wvon 35 000 nicht fesstgestellt,
Durch die Immunoprézipitation wurde n keine-Produk chen
ausgefdllt, wenn Préimmunserum verwendet wurde (Reine o).
Die “ande"un en und die ﬁolekular9°w1c hte von 14C~markier-
ten Protelnstandards sind liks von Relhe a wiesderge=

zge oen.

Fig, 2 zeigt die Elektrophorese der immunoprézipitierten
Translationsprodukte von- 2l einem SEure-darngtoff-
Agarose-
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1l gel isolierten RNA-Fraktionen. Eine Hauptbande wurde in den
Fraktionen 7 und 8 nach Translation in Gegenwart von Hunde-
pankreas—Mikrosomen unter anschliessender Immunoprédzipita-
tion mit Gewebe-Plasminogen-Aktivator- spezifischem IgG beo-

B bachtet. Diese Bande weist ein Molekulargewicht von etwa
63‘OOO Dalton auf. Die Grdsse der in den Fraktionen 7 und 8

" wandernden mRNA betrégt etwa 21 bis éu S. Die Positionen der
ribosomalenhRNA-Marker, die nach Elektrophorese am RNA-Harn-
stoff-Gel bestimmt und durch Firben mit Ethidiumbromid sicht-

10 bar gemacht wurden, sind Uber den entsprechenden Gelréihen

angegeben.

Fig. 3 zeigt das Hybridisierungsmuster von 96 Kolonien mit
dem Fpeetcbreacdyacyteces (W-E-v-CoD)-Marker. 96 indi-
15VidUélle Transformanten wurden auf einer Mikrotiterplatte
gezlichtet, replikaplattiert und auf einer Nitrocellulose-
membran gezuchﬁet. Die Kolonien wurden sodagg lysiert, die

bakterielle DNA fixiert und die Filter mit P-lld-mer (W-

20 E-Y~-C-D)-Markern hybridisiert. Die Filter wurden zurEntfer-
nung von nicht-hybridisiertem Marker gewaschen und auf Rént-
genfilm\Zufgelegt. Das Autoradiogfamm.stéllt die Muster von
48 einzelnen Filtern (4600 unabhingige Kolonien) dar. Ein .
Beispiel flir einen positiven Gewebe-Plasminogen-Aktivator-

25cDNA—Klon‘auf Filter Nummer 25 ist als E10 (Pfeil) gekenn-

zeichnet. '

Fig. 4 ist eine Restriktionsendonuclease-XKarte der vollen
Linge von Humangewebe-Plasminogen-Aktivator-cDNA. Die An-

3Ozahl und die Grésse der durch die Spaltung mif Restriktions-

™A

endonuclease gebildeten Fragmente wurde durch Elektrophcre-.
se an 6 prbzentigen Acrylamidgélen bestimmt. Die Positionen
der Stellen wurden durch Nucleinsiduresequenz (in Fig. 5
wiedergegeben) bestidtigt. Der kodierende Bereich des gross-
85’ten offenen Leserasters ist durch ein K&stchen gekennzeich-
net. Der schraffierte Bereich stellt die mutmassliche Sig-
nalpeptidsequenz‘dar, winrend der punktierte Bereich die

mutmassliche Sequenz von reifem Gewebe-Plasminogen-Aktivator
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(527 Aminosiuren) wiedergibt. Das 5'-Ende von mRNA befindet
sich auf der linken Seite und das 3'-Ende auf der rechten

Seite.

Die Figuren SA,SB und 5C erldutern die Nucleotidsequenz und
die abgeleitete AminoséureseQueni,von Humangewebe-Plasmino-
gen-Aktivator-cDNA in voller Ldnge. Die der reifen Sequenz
vorhergehenden 35 Aminosiuren (-35 bis -1)sind als ununter-
brochene Séquenz dargestellt. Es wird angenommen, dass die-
se Sequenz mit 35 Aminosduren aus elner hydrophilen "oro'-
Sequenz mit etwa 12 bis 15 Aminosduren, die dem Serin (+1)

des reifen Proteins vorausgeht, und einem dieser "pro"-Se-
quenz vorausgehenden '"herkémmlichen'" hydrophoben Signal

(sich erstreckend von 5' bis -35) besteht. Dieser Typ von

pri-pro-Struktur an sekretierten Proteinen wurde bsreits

friiher beschrieben, zum Beispiel fir Priproalbumin. Gemdss
dieser Theorie beginnen sdmtliche .sekretierten Gewebe-Plas-

minogen-Aktivator-Molekiile mit dem Serin (1) als_Amihoénde.

‘Eine zweite Theorie besteht darin, dass die»hydrpphile Se-

quenz an der Funktion von Gewebe—Plasminogen—Akt%vathauf,
analoge;Weise.beteiligt sein kann, wie sie ein Ddel Plasmino-
gen, bei dem ein Peptid mit 10 000 Dalton vom aminotermina-
len Bereiéh des nativen Plasminogen (.Glu-Plasminogen, be-

nannt nach dem aminoterminalen Ende) gespalten werden kann,

25 beobachtet wurde, wodurch ein kleineres Molekidl mit einem

30

neuen Amiﬁoende, béZeiohnet als Lys-Plasmiﬁogén; erhalten
wird. Lys-Plasminogen wird leichter zu Plasmin aktiviert
und hat auch eine grdssere Affinitit fir Fibrin als Glu-
Plasminogen. Es Wurde gezeigt, dass Plasmin die Umwandlung

von Glu- in’Lys-Plasminogen katalysiert. Diese Art von

- Kontrollmechanismuns bewirkt einen "positiven.feedback'"-

Mechanismus. Die ersten Mengen an gebildetem Plasmin bewir-

-~ ken neben dem Abbau von Fibrin auch eine Bildung-von Plas-

35

minogenmolekiilen, die leichter aktiviert wenden;und gehen
auch eine festere Bindung mit ihrem Substrat als natives
Plasminogen ein. ES ergibt sich ein rascherer Abbau von Fi-
brin. Das hydrophile Peptid des GeWebeplasminogen-Aktivators

kénnte an einem Zhnlichen Mechanismus beteiligt sein, so.
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1 dass dessen Spaltung eine modifizierte Bindung des Enzyms an
Fibrin ergibt. In jedem Fall wird die 35-Aminosduresequenz

als Pridsequenz flr das reife Protein angesechen.

5Fig. 6.ist ein schematisches Diagramm des'Aufbaus eines
Gewebeplasminogen-Aktivators-Expressionéplasmids pARIPA°.
Das Ausgangsplasmid-pPA25SE10 wurde zuniZchst mit PstI ver-
daut, um ein 376 bp-Fragment zu isolieren, das sodann ge-
médss den Angaben dieser>Figur verdaut wurde.

10 | -
Fig. 7 zeigt das Ergebnis'eines‘Fibrinpléttenpests zur Be-
stimmung der fibrinolytischen Aktivitdt des Uber pARIPA°

in transformierten Zellen erhaltenen Expressionsprodukts.

15 Fig. 8 ist ein HPLC-Diagramm:von Peptiden aus einem Trypsin-

Verdauungsprodukt von Gewebe—Piasminogen-Aktivator (Absorp-
tion bei 210 nm). Der Pfeil identifiziert den Peak, der

dem Peptid entspricht, das zur Bézeichhung des beil der Kolo-
niebibliothek verwendeten'Nucleotid-Mafkers verweﬁdet wurde.

20 Das-diesem Peak entsprechendeg?éptid wies folgende wvoll-
éténdige Sequenz auf: L-T-w-E-Y-C—DaV-PaS—C-S—T-CQG-L. Die
-anderen Hauptpeaks wurden in dhnlicher Weise sequenziert -
‘undjfUhrten zu einer Bestdtigung der korrekten Aminosdure-
sequené von Humangewebe-Plasminogen-Aktivator. Zur-Bezeich-

25nung der Aminosduren in den Peptiden wurden folgende, ein-

buchstabige Symbole verwendet:

Asp D Asparaginsdure Ile I Isolgucin
Thr T Threonin ' : - Leu L -Leucin

30 Ser S Serin | CTyr X Tyrosin
Glu E Glutaminsdure - Phe ~ F Phenylalanin
Pro P  Prolin - His H  Histidin
‘Gly G  Glycin CLys K Lysin
Ala 4 Alanin - Arg R Arginin

35 Cys C Cyétein  v Trp - W Tryptophan
val v valin Gla  Q  Clutadmin
Met .= M

Methionin - Asn N Asparagin
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lFig. 9 zeigt den Aufbau-eines fir die direkte Expression
von reifem Humangewebe~PlasminogenQAktivator in E. coli ko-
dierenden Plasmids. 50 ug Plasmid pPA17 wurden mit Sau3AI,
"HincII und Hhal verdaut und der Elektrophorese an 6 prozen-
Stigem Polyacrylamidel unterworfen. Etwa 0,5 ug des 55 bp
Sau3AI-HhaI-Fragments wurden gewonnen. In Zhnlicher Weise
wurden etwa 3 yg des 263 bp Hhal-NarI-Fragments aus 80 ug
des Ions pPA25E10 gereinigt, indem zundchst ein 300 bp
PstI-NarI-Fragment isoliert und dieses Fragment mit Hhal
10verdaut wurde. Sdmtliche Verdauungsvorginge wurden 1 Stunde
bei 37°C durchgefiihrt. Die Reaktionsprokukte wurden aufge-.
trennt und der Elektroelution an 6 prozentigem Polyacrylamid-
gel unterworfen. Die beiden angegebenen Desoxyoligonucleoti-
de 5' dAATTCATGTCTTATCAAGT (I) und 5 GATCACTTGATAAGACATG
18 (II) wurden nach der Festphasen-phosphotriester-Methode
(51) synthetisiert. 100 pMol deS'OlnghuCIeotids IIwurdafini
einem 30 ul fassenden Reaktionsgemisch mit einem Gehalt an
60 millimolar Tris (ph-Wert 8), 10 millimolar MgClz, 15 mil-
limolar ﬂ-Mercaptoéthanol und'50-uCi 1-3257ATP (Amersham
205000 Ci mMol'1) phosphoryliert. 12 units T4-Polynucleotid-
kinase wurden zugesetzt. Die Umsetzung wurde 15 Minuten bei
37°C durchgeffinrt. 1 ul 10-millimolar ATP und 12 units Th-
Kinase wurden sodann zugesetzt und die Umsetztung wurde wel-
tere'BO Minuten fortgesetzt. Nach Phenol/CHCl3fExtraktion ,
25vwurden das phosphorylierte Oligomer II und das 5'-Hydroxyl-
oligomer I mit o,5 ug des eluierten 55 bp Sau3AI;HhaI-Frag-
ments und 2 ug des 263 bp HhaI-NarI—Fragments'vebeinigt und-
- mit Athanol gef&llt. Diese Fragmente wurden 4 Stunden bei
Raumtemperatur in 60 pl 20 millimolar Tris-HCL (thWert 7,5},
30 10 millimolar MgCl,), |
molar ATP und 1000 units T4-DNA-Ligase verkniipft. Das Ge=

misch wurde 1 Stunde mit 48 units NarI, 20 urits EcoRI und

10 millimolar Dithiothreit, 0,5 milli-

Hoiunits BglII (zur Beseitigung der Polymefisation durch
Ligation von kohdsiven Sau3AI-Enden) verdaut und der Elek-
35 trophorese an 6 prozentigem Gel unterworfen. Das 338 bp-»
| Produkt (etwz 0,1 ug) wurde7durbh-Elektroelution gewonnen.
Der Reét der t-PA-kodierenden Sequenzeh (Aminbééuren'111 bis

528) Wurden an einem 1645 bp-Fragment durch Verdauen des
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1 Plasmids -pPA25E10 mit NarI und BglII isoliert. Das Plasmid .
pLeIFAtrp103 ist ein Derivat des Plasmids pLeIFA25 (52),
bei dem die EcoRI-Stelle distal zum LeIF A-Gen entfernt
worden ist (53). 3 ug pLéIFAtrp103 wurden mit 20 units EcoRI
5urd 20 units BglII 90 Minuten bei 37°C verdaut, der Elektro-
phorese an 6 prozentigem Polyacrylamidgel unterworfen. Das
grosse-Vektorfragment'( 4200 bp) wurde durch Elektroelution
gewonnen. FlUr den endgiiltigen Aufbau wurden 80 ng EcoRI-
‘BglII‘pLeIFAtrpTOB‘mit 100 ng des 1645 bp-NarI—BglII-Frag—
10 ments und 20 ng des 338 bp-EcoRI-NarI-Fragments 10 Stunden
bei Raumtemperatur Vefknﬁpft. Dieses Verknlpfungsgemisch
wurde zur Transformation von E. coli K-12 Stamm 294 verwen-
det. Plasmid-DNA wurde aus 38 dieser Transformanten herge—‘
stellﬁ mit EcoRI verdaut. 10 dieser Plasmide enthielten die
15 gewiinschten 600 bp- und 472 bp-EcoRI-Fragmente. Die DNA-Se-
quenzanalyse bestdtigte, dass eines dieser Plasmide |
(pt-PAtrpl2) die gewiinschte Nucleotidsequenz an den Ver-
bindungen zwischen trp-Promotor, synthetischer DNA und cDNA
aufwies. ' |
20 |
Fig. 10 zeigt das-Ergebnis eines Fibrinplattentests zur Be-
stimmung der fibrinolytischen'Aktivitét;des erfindungsgesmé~
ésen Gewebe-Plasminogen-Aktivaton:Expreééionsprodukts. Eine
iber Nachtvgezﬁchﬁete Kultur von E. coli W3110/pt-PAtrpit2
251in Luria-Briihe mit einem Gehalt an 5 ug ml_1 Tetracyclin
wurde 1:100 in M9-Medium mit éinem Gehalt an 0,2 Prozent
Glucose, 0,5 Prozent Casaminsduren und 0,5 ug ml_] Tetra-
cyelin verdinnt. Die Zellen wurden beil 37°C bis zu eilnem
A55O -Wert von 0,2 gezlchtet. IndolacryLSQure wurde 'in einer
80 Endkonzentration von 20 ug/ml zugesetzt. Die Proben wurden.
bei einem'ASSO-Wert:in'O,S bis 0,6 Gj2’x 108 Zellen ml™ )
durch Zentrifugation gewonnen und sofort eingefroren. Die
Zellpellets wurden‘iﬁ bm Guanidin-hydrdohlorid in einer
Konzentration von 5 X 108 Zeilen /ml suspendiert, 10 Sekun-
35 den mit Ultraschall behandelt, 30 Minuten bei 24°C inkubiert .
~und sddannvu Stunden gegen 25 millimolar Tris-HCL Vdmva-
Wert'B,O'mit einem Gehait an 250 millimolar NaCl, 0,25 mil-

limolar EDTA und 0,01 Prozent Tween 80 dialysiert. Nach der



-1 Dialyse wurden die Proben 2 Minuten bei 13 000 g zentrifu-
giert und 10 ul der Uberstidnde wurden jeweils auf ihre Ak-
‘tiﬁitét an Gewebe-Plésminogen-Aktivator analysiert. Geméss
dem Verfahren von Granelli—?iperno und  Reich (87) wurde die

| 5 Platte 3,5 Stunden-bei 37°C inkubiert, und die Lysiszonen
wurden gemessen. Ein quantitativer Befund wurdé durch Ver-
gleich mit VerdUnnungen einer Losung von gereinigtem Mela-

nomgewebé;Plasminogen-Aktivétor erhalten.

lOE.1.B'Quelle‘fur’Gewebe—Plasminogen—AktiVator—mRNA

Es wurden Hﬁmanmelanomzellen (Bowes) verwendet. Die Melanom-
zellen wurden bis zur Bildung von konfluenten Monolayers
in 100 ml,Earles-Minimal-Essentiell;Medien, die mit Natrium-
15 hydrogencarbonat (0,12 Prozent Endkonzentration), 2 milli-
molar Qlutamin und 10 Prozent wérmeinaktiviertes; fétélés
Kdlberserum ergénzt‘waren,'gezﬁchtet,>Zur'Bestétigung, dass
die MelanomzelLeh in Bezug auf die Bildung voanumangewebe—
Blasmihogen—Aktivatér aktiv waren, wurden die Humanmelanom= .
20 zellen bis zur Konfluenz in einer ‘24 Vertiefungen aufweisen-
den Mikrotiterplatte entweder in Gegenwart oder AbWesénhei:
von 0;33'mikromolar Pfoteése—Inhibitdr'Aprotiniﬁ?gEZQChtétw
Die:Ze;len‘wurden einmal mit'gepufférter'Kochéalzlbsung ge-
waschen und mit 0,3 ml serumfreiem, methioniﬁfreiem Medium

25 versetzt. 75 uCi /737

S7-Methionin wurden zugesetzt. Die Zel-
len wurden 3 Stunden pei 37°C markiert;_Nach der dreistin-
digeh Markierungédauer wurden_die‘MEdien vdn den Zellen ab-
getrenntvund zur Immunopridzipitation entweder mit Gewebe-
Plasminogen-Aktivator-spezifischem IgG oder Prdimmunserum

30 behandelt (54). Die immunoprézipitiepten_Prudukté wurden
der Elektrophorese an einem 1Q prozentigen SDS-Acrylamidgel
unterworfeﬁ. Das Scheibengel wurde fixiert, getrocknet und

der Fluorigraphie unterworfen.

35 E.7.C.Isolierung und Grdssenfraktionierung von Messenger=-
’ mRNA ’

Die gesamte RNA aus Melanomzellkulturen wurde im wesentli-
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1 chen nach dem Verfahren von Ward et al. (55) extrahiert. Die
Zellen wurden durch Zenﬁrifugation pelletisiert und sodann
in.10 millimelar NaCl, 10 millimolar Tris-HCl vom pH-Wert
7,5, 1,5 millimolar MgCl2

5durch Zugabe von NP-40 (Endkonzentration 1 Prozent) lysiert.

resuspendiert. Die Zellen wurden

Die Kerne wurden durch Zentrifugation pelletisiert. Der die
gesamte RNA enthaltende {Uberstand wurde durch mehrfache
Phenol- und Chloroform-Extraktionen weiter gereinigt.Die
wdssrige Phase wurde auf eine,NaCl-Konzentratién von 0,2 m
10 gebracht. Anschliessena wurde die gesamte RNA durch Zugabe
von 2.Volumina Kthanol éusgeféllt. Zur Reinigung von mRNA
aus den Gesamt-RNA-Prédparaten wurde die oligo-dT-Cellulose-
chromatographie angewandt (51). Typische Ausbeuten aus 10 g
'geZUChteten Melanomzellen betrﬁgen 5 bis 10 mg Gesamt-RNA
15und 50 bis 200 pg Poly(A)  -mRNA.

Die Fraktionierung von PolyAT-mRNA (200 upg) (56) wurde durch
Elektrophorese an Harnstoff-Agarosegelen durchgefihrt. Das
Scheibenagarosegel (57, 58) bestand aus 1,75 Proient Aga-
- 20rose, 0,025 m Natriumecitrat, pH-Wert 3.8 und 6 m Harnstoff. .
Die Elektrophdrese wurde 7 Stunden bei 25 mA und 4°C durch-
gefiihrt. Das Gel wurde sodann mit einer Rasierklinge frak-
tioniert. Die einzelnen Scheiben wurden bei 70°C geschmol-
zen und zweimal mit Phencl und einmal mit Chloroform extra-
_ 26hiert. Die Fraktionen Wurden sodann mit Athanocl gefdllt und
anschliessend durch in vitro—TranSlation in einem Kaninchen-
Réticulocytenlysat-System, Bethesda Research Lab. (59, 60),
ergdnzt mit Hundepankreas-Mikrosomen folgendermassen ge-
testet: Translationen wurden unter Verwendung von 25 uCi
soan /737 un
RNA in einem Endvolumen von 30 pl mit einem Gehalt an 25 mil-

S7-Methionin und 500 ng der einzelen Gelscheiben-

limolar HEPES, 48,31m11hmﬂarKCl,105ﬂllﬁmﬂarxreatﬂmhoaﬂmt,19

Aminosduren  jeweils 50 millimolar, 1,1 millimolar Magnesiumchlorid,

16,6 millimolar EDTA, 0,16 millimolar Dithiothreit, 8,3 mil-
35 limolar Himin, 16,6 ug/ml Kréatin—kihase, 0,33 millimolar

Caleciumchlorid, 0,66 ﬁillimolar EGT4, 23,3 millimolar.Na;

triumchlorid durchgefiihrt.
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1 Die Inkubationen wurden 90 Minuten bei 30°C durchgefihrt.
Hundepankreas-Mikrosomenmembranen, die aus rohen Mikroso-
menlunter‘Verwendung von EDTA zur Entfernung der Ribosomen
hergestellt waren (61), wurden gemidss (62) mit Nuclease be-

5Handelt. Sie lagen im Translationsgemisch in einer Endkonzen-

tration von 7A26O units/ml vor. Die Translationéprodukte
oder immunoprdzipitierten Translationsprodukte wurden dﬁrch
Elektrophorese an 10 prozentigen Polacrylamidgeleng@mﬁ&sdén
nachstehenden Angaben inNatriumdodecylsulfat analysiert (63).
10 Die ungefdrbten Plattengele wurden fixiert, getrocknet und

der Fluorigraphie unterworfen (647,

Die erhaltenen Translationsprodukte zus den einzelnen Gel- |
. fraktionen wurden mit Kaninchen-anti-Humangewebe-Plasmino-

15 gen-Aktivator-spezifischem IgG immunoprdzipitiert. Eine
immunoprézipitierte‘Polypeptidhauptbande wurde bel der
Translation der RNA-Fraktionsnummern 7 und 8 (Wanderung von
21 bis 24 3) mit einem Molekulargewicht von etwa 63 000 Dal-
ton beobachtet. Diese Bande wurde nicht beobachtet, wenn

20 Prdimmun-IgG zur Immunoprdzipitation verwendet wurde, was
darauf schliessen liess, dass diese Polypeptide fiir Gewebe-

Plasminogen-Aktivator-spezifisch waren.

E.1.D Herstellung einer Koloniebibliothek mit einem Gehalt

25 an Gewebe—Plasminogen—Aktivator-SeqUenzen

5 ug gelfraktionierte mRNA (Gelscheibe 7 mRNA) wurden zur
Herstellung von doppelstridngiger cDNA nach Ublichen Verfah-.
ren (52,65,66) verwendet. Dis cDNA wurde an 6 prozentiger

30 Polyacrylamidgel der Grdssenfraktionierung unterworfen. ¢cDNA

| mit mehr als 350 bp Lé&nge (125 ng) wurde der Elektrocelu-
tion unterzogen. 30 ng cDNA wurden mit desoxy(C)-Resten un-
ter Verwendung von terminaler Desoxynucleotidyl-transferase
(67) erweitert und mit 300 ng Plasmid-pBR322 (68), das in

35 dhnlicher Weise mit desoxy(C)-Resten an der Pst I-Stelle ge-
schnitten war (67)QVerschweisst. Dés verschweisste Gemisch
wurde sodann in E. coli K12 Stamm 294 (ATCC 31U46) trans-

formiert. Es wurden etwa 4600 Transformanten erhalten.
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1 E.1.E Herstellung eines DNA-Markers

Gereinigter Humangewebe-Plasminogen-Aktivator wurde gemédss
dem Verfahren der Literaturstellen 19 und 20 erhalten.

5 ‘ ‘ y

| Das Molekiil wurde zufh%ststellung der Bereiche, die sich am
besten zur Herstellung'Vdn synthetischen Markern'eigneten,

auf folgende Weise zerlegt:

10 Um die Protéine gegenﬁbef einer Verdauung durch Trypsin
empfindlich zu machen, wurden sie reduziert und carboxy-
methyliert. Eine 2 ug-ProbéAan Gewebe-Plasminogen-Aktivator
wurde zunichst Uber Nacht bei‘Raumtemperatur'gegen 0,01 Pro-
zent Tween 80 dialysiert. Das lydphilisierte Protein wurde

15 sodann in 12 ml 0,56 m Tris-HCl-Puffer (pH-Wert 8,6) mit
einem Gehalt an 8 m Harnstoff und 5 millimolar EDTA geldst.
Die Disulfidbindungen wurden durch Zugébe von 0,1 ml ﬁ-Mer-
captodthanol reduziert. Diese Reaktion wurde 2 Stunden bel
L5°C unter Stickstof? dﬁrchgefﬁhrt. Die reduzierten Disul-

20 fide wurden sodann durch Zugabe von 1,0 ml 1,4 m Jodessig-
sdure in 7'm NaOH zum Carboxymethylderivat alkyliert. Nach
20 Minutensbéi-Raumtempefétur wurdé die Umsetzung durch 18-

. stlindige Diaiyse bei Raumtemperatur gegeh 0,01 Prozent
Tween 80 gestoppt. Sodann dann wurde lyophilisiert.

25 | - |
Das erhaltene, lyophilisierte, carboxymethylierte Protein
wurde in 3 ml 0,1 m Natriumphosphatpuffer (pH-Wert 7,5) ge-
16st. Trypsin (TPCK) wurde ineinem Verhaltnis von 1:50 zu-
gesetzt. Die Verdauung wurde bei 37°C durchgefiihrt. Yach

30 3,

entnommen. Elne zweite:Trypsinzugabe’erﬁﬂgtermch12 Stunden.

6 bzw. 12 Stunden wurden jeweils Aliquotanteile (0,1 ml)

Nach 24 Stunden wurde die Umsetzung durch Einfrieren ge-
stoppt. Sie wurde bis’zur Injektion in die HPLC+«Vorrichtung .

in gefrorenem Zustand gehalten. Der Verdauungsblau? wurde

asdurch SDS-Gele der Aliquotanteile ermittelt. Sdmtliche Gele

waren leer mit Ausnahme einer schwachen Bande am 3-Stunden-
 Aliquotanteil. Dies zeigt, dass das 24 Stunden-Verdauungs-
VO

i
rodukt vollstidndig war und keine grossén Peptide enthielt.
s &
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1 Eine Probe (etwa O,S ml) wurde in eine hochauflssende Altex
C—8¢Uitrasphere‘5 u-Sdule mit zwei Durohléufén injiziert.
Ein Acetonitrilgradient (1 bis 5 Prozent in 5 Minuten, 5 bis
35 Prozent in 100 Minuten, 35 bis 50 Prozent in 30 Minuten)

5wurde angewandt. In einer der beiden prdparativen Durchliufe

- wurde das eluierte Produkt bei zwei Wellenldngen ( 210 und
280 nm) Uberprift. Das Verhdltnis der Absorptionen bei den
beiden Wellenldngen wurde als Mass fir den Tryptophangehalt
der Peptide herangezogen. | '

10 | | | 1
Die Peptidpeaks, bei denen ein Tfyptophangéhalt am-wahr-
scheinlichstén war, oder solche Peaks, diezaus anderen Grin-
den als geeignet erschienen wurden ,zuerst sequenziert. Dies
ermfglichte die Bestimmuhg der Sequenz um die meisten der

15 Tryptophanreste. Nach Sequenzieren von etwa 25‘der bestge-
eigneten Peptidpeaks'wurden sdmtliche zusammenpassenden
Sequenzdaten zu einem;erléufigeh‘ﬁodéllwdér Primirstruksur
von Gewebe-Plasminogen-Aktivator vereinigt. Aus diesen Daten
und dem Modell konnten mehrere mdgliche Tracer festgestellt

20werden.

EJ1.F Identifikation von Bakterienklonen mit einem Gehalt

an Gewebe-Plasminogen-Aktivator-cDNA-Sequenzen

25Die Kolonien wurden einzeln in Vertiefungen von Mikrotiter-
platten mit einem Gehalt an LB (93) + 5 ug/ml Tetracyelin
gebracht und nach Zugabe von DMSO auf éine Konzentration von
‘7 Prozent bei»-20°C'gelagert. Zwel deien'der'Koloniebiblid-
thek wurden auf Nitrocellulosefiltern gezlchtet. Die DNA

30 einer jeden Kolonie wurde gemdss dem Grunstein-ﬁogness—Veré

~ fahren (69) am Filter fixiert. v

32

Der S%P-markierte TC(é)CA(é)TA{%)TCCCA—Tracer wurde gemiss

den vorsteshenden Ausfihrungen aus dem synthetischen 0ligo-
meren (W-E-Y-C-D) 1i-mer-Pool hergestellt. Filter mit -einem

Gehalt an 4600 Transformanten wurden 2 Stunden bel Raum-

356

temperatur in 50 millimolar Natriumphosphat vom pH-Wert 6,8

5x SSC (807, 150 ug/ml mit Ultraschall behandeltes Lachs-
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1 sperma-DN4, 5x Denhardt-Ldsung (85), 10 Prozent Formamid
prédhybridisiert und anschliessend mit 50x 106 cpm des mar-
kierten Tracers in der gleichen L&sung nybridisiert. Nach

Inkubaﬁion iber Nacht bei Raumtemperatur 30 Minuten in 6x

(o)}

SSC, 0,1 Prozent SDS, einmal in 2x SSC'gewaschen und sodann
16 Stunden auf Kodak XR-5~Rontgenfilm unter Verwendung von

Dupont Lightning Plus-Verstérkungsfiltern gelegt.

Plasmid-DNA wurde aus samtlichen Kolonien nach einem

10 Sehnellverfahren (71) isoliert, wobel sich eine positive
Hybridisierungsreaktion ergab. Die - cDNA-Inserts aus diesen
Klonen wurden scdann nach Subklonierung von Fragmenten 1in
den M13-Vektor mp 7 (73) und nach dem chemischen Verfahren
gemdss Maxam Gilbert (74) sequenziert. Fig. 3 zeigt, dass

15 Filter Nummer 25 das Hybridisierungsmuster eines positiven
Gewebe-Plasminogen=-Aktivator-Klons aufweist. Das ¢DNA-In-
sert im Klon 25E10 erwies sich als DNA-kodierend flr Gewebe-
Plésm;nogen—Aktivator, was curch einen Yergleich von dessen
AminoSéureséquenzen-der Peptidsequenz (vgl. oben) von ge-

20 reinigtem Gewebe-Plasminogén4Aktivator und durch dessen in
E. coli geméss den vorstehenden,‘néheren Angaben gebildeten
Expressionéprodukt'gezeigt wurde. Der Klon 25E10 war 230%4
Basenpaare lang, wobei der lingste, offene Ableseraster ein

Protein von 508 Aminosduren (Molekulargewicht 56 756) kodier-
25te und einen 772 bp—3’—nicht—translatierten Bereich enthielt
DieSem_cDNA-Klon fehiten die N-terminalen, kodierenden Se-

quenzen.

E.1.G Direkte nxoreﬁs on von Humangewebe-Plasminogen- Akti-

30 vator- Kloq1n E. coli

Bezugnehmend auf Tlg 6 wurden 50 ug pPA25E10 (vgl. oben)
mit PstI verdaut. 376 bp-Frégment wurde durch plektr'o—

. phorese an b6 prozentigem Dolyacrv"amidoel‘isoliert Etwa
353 ug dieses Fragments wurdeq durch Elektroelution aus dem
Gel isolliert, mit 30 uanits Dde I 1 Stunde bei 37°C verda ut

mit Phenol und Chloroform extrahiert und mit Athanol ge-

f41lt. Die erhaltenen Dde I-kohdsiven Enden wurden durch
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Zusatz_von's units DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment) und
jeweils 0,1 millimolar dATP, dCTP, dGTP, dTTP zum Reaktions-
gemisch und 8-stlindige Inkubation bei 4°C zu stumpfen Enden
erweltert.Nach Extraktion mit Phenol und Chloro¢form wurde
die DNA 2 Stunden mit 15 units Nar I verdaut. Das Reaktions-
gemisch wurde der Elektrophorese an § prozentigem Polyacryl-
amidgel unterworfen. Etwa 0,5 upg des gewlinschten 125 bp-
stumpfendigen Nar I-Fragments wurden gewonnen. Dieses Frag-
ment kodiert fir die Aminosduren Nummer 69 bis 110 von rei-

fem Gewebe-Plasminogen-~Aktivator-Protein voller Linge.

Zur Isolation des 1645prNar I - Bgl II-Fragments wurden
30 ug pPa25E10 mit 30 units Nar I und 35 units Bgl II

2 Stunden bei 37°C verdaut. Das Reaktionsgemisch wurde der
Elektrophorese an 6 prozentigem Polyacrylamidgel unterwor-

fen. Etwa 6 ug: dés gewiinschten 16Y5 bp-Nar I.- Bgl II-Frag-

ments wurden gewonnen.

Das Plasmid DARLSRC ist ein Derivat des Plasmids

oSRCex16 (79), bei dem die Eco RIfStéllen proximal zum trp-

Prdmotor und distal zum SRC-Gen durch Reparatur mit DNA-

=

Polymerase.I (28) entfernt waren: Das selbst-kcmplementére.

Oligodesoxynucleotid AATTATGAATTCAT (hergestellt nach dem

Phosphortriester-Verfanren (75)) wurde in die verbleibende -

25 Eco RI-Stelle unmittelbar neben der Xba I-Stelle einge- N

30

35

setzt. 20 ug PARISAC wurden vollstZndig mit Eco RI ver-
daut, mit Phenol.und'Chlorofofm.éxtrahiert und mit Athanol
gefdllt.. Das Plasmid wurde sodann mit 100 units Nuclease
ST 30 Minuten bei 16°C in 25 millimolar Natriumacetat (pH-

Wert 4,6) mit einem Gehalt an 1 millimolar ZnCl2 und 0,3 m

‘NaCl verdaut, um ein stumpfes Ende mit der Sequenz ATG zu

schaffen. Nach Extraktion mit Phenol und Chloroform uand nach

fthanolfillung wurde dis DNA mit Bam HI verdaut, der Elek-
trophorese an 6 prozentigem Polyacrylamidgel unterworfen
und das grosse Vektorfragment (4300 bp) wurde durch Elektro-

gro
elution gewonnen.
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1 Das Expressionsplasmid wurde durch 7-stiindige Ligation beil
Raumt emperatur von 0,2 ug Vektor, 0,06 ug des 125 bp-stumpf-
endigen Nar I-Fragments und 0,6 ug des 1645 bp-Nar I -
Bgl II-Fragments mit 10 units Tu-DNA-Ligase aufgebaut. Die-
5 ses wurde zur Transformation von E. coli Stamm 294 (ATCC
31446) zur Verleihung von Ampicillinresistenz verwendet;
Plasmid-DNA wurde aus 26 der Kolonien hergestellt und mit
¥ba I und Eco RI verdaut. 12 dieser_Plasmide enthielten die
gewlinschten 415 bp Xba I-Ecb RI- und U472 bp;Eco RI-Fragmen-
10 te. Die Analysevder DNA—Sequenz ergab, dass elnige dieser
Plasmide ein ATG-Initiationscodon aufwieseh, das korrekt
am Start der Aminosiure Nummer 69 (Serin) plaziert war.
Einés dieser'Plasmide, p-RIPA®, wurde untersucht. Es ergab
den gewilinschten Gewebe-Plasminogen-Aktivator (Fig. 7).
15 |
E.1.H Gewebe-Plasminogen-Aktivator-cDNA von voller Linge

a.) Herstellung einer Koloniebibliothek mit einem Gehalt an

, N-terminalen Gewebe-Plasminogen—Aktivator-Sequenzgn
20 | o |
0,4 ug des synthetischen Oligonucleotids
5t TTCTGAGCACAGGGCG-3" wurden zum "Primen'" von 7,5.ug
Gelfraktion Nummer 8 mRNA (vgl. oben) verwendet, um
nach iblichen Verfahren (65, 66) doppelstrdngige cDNA
25 ~ herzustellen. Die cDNA wurde der Grdssenfraktionierung
an 6 pfozentigem Polyacrylamidgel unterﬁorfen. Eine
Fraktion von mehr als 300 bp (36 ng) wurde der Elektro-
elution unterworfen; 5 ng cDNA wurden mit desoxy(C)-
'Reéten unter Verwendung von terminaler‘Desoxycytidyl—
30. transferase (67) erweitert und mit 50 ng des Plasmids
pBR322 (68), das in &hnlicher Weise mit desoxy(G)-Resten
an der Pst I-Stelle gescanitten war (67), verschweisst.
Das verschweisste Gemisch wurde sodann in E. coli K12
tamm 294 transformiert. Es wurden etWa 1500 Transfor-

35 ‘manten erhalten.
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1v.) Southern—Hybrisierung von Humangenom-DNA
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Da die cDNA-Primer-Reaktion unter Verwendung eines syn-
thetischen Fragments, das 13 bp vom N-Ende des Klons
pPAZ5E10 hybridisierte, durchgefihrt worden war, stand
in diesem 29 bp-Bereich (der die 16-mer Sequenz umfasst)
kein geeignetes Restriktionsfragment zum Screening der
¢cDNA-Klone zur Verfiigung. Daher war es'erforderlidh,ein
Humangewebe-Plasminogen-Aktivator-Genom-Klon zu isolie-
ren, um alle Primer-erweitaerten cDNAleone:Mit einen
Gehalt an N-terminalen Gewebe—Plasminogen—Aktivaﬁbr—

kodierenden Sequenzen zu identifizieren.

Bel der ersten Stufe dieses Verfahrens wurde festgestellt,
déss in Humangenom-DNA nur ein einziges, homologes Ge-
webe-Plasminogen-~Aktivator-Gen vorhan@?nfist. Um-dies
festzustellen, wurde eine ScuﬁhernQHyb?idisieruﬁg durch-
gefihrt. Bei diesem.Verfahren (77) wurden 5 ug.hochmo-
lekulare Humanlymphocytén—DNA (hergestellt gemassb80)
vollstédndig mit verséhiedenen Restriktionsendonﬁcleasen
verdaut, der Elektrophorese’éan,O proiéﬁtigeﬁ Agarose-
gelen unterworfen (8?)"und auf” ein Nitrocellulosefilter
geblottet (77). Ein 32P—markiérter DNA- Tracér wurde aus
dem 5'-Ende des cDNA-Iserts des cDNA-Kloas pPA25E10

( ein 230 bp-Hpa II -RSA I-Fragment) hergestellt (76)
und mit dem Nitrocellulosefilter hybridisiert (82).

35 x 106 cpm des Tracers wurden 40 Stunden hybridisiert
und sodann gem&ss (82) gewaschen. Zwei Endonuclease-
Verdauungsmuster zeigen nur ein einziges, hybridisieren-
des DNA—Fragmént: Bgl II (5,7 Kbp) und Pvu II (4,2 kbp>‘
Zwel hybridisierende DNA-Fragmente wurden mit Hinc II ‘
(5{1 Kbp und 4,3 Xbp) beobachtet. Zusammed»lassen diesé
Daten den Schluss zu, dass inm Humangenem nur ein einzi-
ges éeWebe-PlasminogeneAktivator-Gen vorhanden ist und
dass ‘dieses Gen mindestens eine Zwischensequenz (inter-

vening sequence) enthdlt.
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lc.) Screening der Human-fl—Phagenbibliothek auf Plasminogen-
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Aktivator-Gene -

Die zur Identifizierung der i-Phagenrekombinénten,diedie
Gewebe-Plasminogen-Aktivator-Gene tragen, angewandte Strategie bestand
im Nachweis der Nucleotidhomologie mit einem aus dem Ge-
webe—Plasminogen—Aktivatbr-Kloh pPA25E10 hergestellten,
radiocaktiven Tracers,l Million rekombinante A-Phagen
wurden in einer Dichte von 10 C00 pfu/15 cm Platte auf
DP 50 Sup F'éusgestrichen. Nitrocellulosefilter-Repli-
kaplattierungén wurden von jeder Platte gemdss dem Ver-
fahren von Benton und.Davis (78) hergestellt. Eine
3ZP-markierte DNA-Probe wurde nach dblichen Verfahren
(83) aus einem 230 bp-Hpa II - Rsa I-Fragment, das sich

in einer Entfernung von 34 bp vom 5’—Ende-des Klons

. Dp25E10 befand, hergestellt. Jeder Nitrocellulosefilter

wurde bei 42°C zwei Stunden in 50 millimolar Natrium-
phosphat (pH-Wert 6,5), Sx S3SC (77), 0,05 mg/ml mit
Ultraschail behandelter Lachssperma~DNA, 5x~Dénhardt—
Ldsung (84),;50.§rozent Formamid prahybridisiert und so-
dann mit 50 x 10° cpm der markierten Probe in der glei-
chen Losung mit einem- Gehalt. an: 10 Prozent Natriumdex-
transulfat hybridisiert (85). Nach Inkubation iiber Nacht
bei U2°C wurden die Filter viermal bei 50°C 30 Minuten
in O,2x SSC, 0,1 Prozent SDS, einmal bel Raumtemperatur
in 2x SSC gewaschen und sodann iber Nacht auf Xodak
XR-5-Réntgenfilme unter Verwendung von Duponti-Cronex-
Verstirkungsfiltern aufgelegt. Insgesamt wurder 19 mit
dem Tracer hybridisierte Klone erhalten. Phagen-DNA

wurde geméss. den vorstehenden Angaben (86) aus 6 Re-
kombinanténbhergestellt. Der * A-Klon C wufde'zqr Herstel-
lung eines Pvu iI—Fragmen:s zum Kéloniensereening ver-
wendet . 30 ug DNA wurden 1 Stunde bei 37°C mit Pvu II
verdaut und .der Elektrophorese an 1,0 prozentigemrAga-
rosegel unterworfen: Ein 4,2 Kbp-Fragment, in dem vor-

ner der Gehslt an Gewebe-Plasminogen-Aktivator-Sequen-

‘zen nachgewiesen worden war, wurde der Elektroslution

o o 2 R :
unterworfen und gereinigt. Ein 3 P-markierter Tracer
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wurde nach Ublichen Verfahren (83) fir Kolonienhybri-

disierungen gemdss den vorstehenden Angaben hergestellt.

Screening der Kcloniebibliothek flr 5'—Gewébe—?lasmiho—

gen-Aktivator-Sequenzen

Die'Kolonien.wurden von Platten Ubertragen uﬁd auf Nitro-
cellulosefiltern gezﬁchﬁet, Die DNA der einzelnen Kolo-
nien wurden am Filter gemdss dem Verfahren von Grunstein-
Hogness (69) fixiert. Ein 32P-markierter Tracer wurde
durch Kalbsthymus-Primen (83) éineS’M;2'kbp—Pvu II<Ffag-
ments aus einem isolierten Gewebe-Plasminogen-Aktivator-
L-Genomklon hergestellt. Filter mit einem Gehalt an

TSOO Transformanten wurden mit 112 x 106 cpm des'32P

Genom-Pvu II-Fragments hybridisiert.

Die Hybridisieruhg”wurde 16 Stunden unter den Bedingun-
gen .gemdss Fritsch et al. (382) du”chgefﬁhrt Die Filter
wurden grundllch gewaschen und sodann 16 bis 48 Stunden |
auf Kodax XR-D~R01Eg nrllmb uﬂter Verwendung von Dupont-
nghtnlqg -Plus-Verst ”kJQgSIl tern aufgeleg*. 181K0Lpni—
en hybridisierteh klar mit der Gerbdmprobel Plasmic-DiA
wurde éus jeder dieser Kolonien isoliert, an Nitrocel-
lulosefilter gebunden und mit den fir die urspringliche
Primer—Réaktion verwendeten 32P-markiert°n yﬂthetischen
Cligonucleotid. (16-mer) hybridisiert. Von den 18 Klonen
hybridisierten 7 mit dem der Klnasebenandrung unterwor-
fenen 16-mer. Bei der Sequenzanalyse‘nach Subklonierung
der Fragmente in den ml13-Vektor mp7 (73) ergab sich flr
einen Klon (DPA17) dass er den korrekten 5'-N-termina-
len Bereich von. Cewpbe Plasmwﬁogen—A&tlvauor e1ro_81g—
nalleitsequenz (signal leader sequence) und einen
84 pp-5'-nicht-translatierten Bereich enthielt. Aus den
beiden Klonen pPA25E10 und pPA17 wurde die vellsténdige
Nucleotidsequenz gemédss Fﬁv. 5 und das Restrikticasmu-
sier (Fig. U4) von Gﬁw=oe P1aaﬂlﬁoveanktivatcr-Klon von

voller Linge bestimmt.
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1 "Beim nativen Gewebe-Plasminogen-Aktivator-Molekll be-
- steht die Mdglichkeit zur Stabilisierung durch 17 Di-
.sulfidbrucken, basierend auf der Homologie mit anderen

Serinproteasen. Es gibt vier potentielle N-Glykosylie-

5 rungsstellen, drei in den "kringle"-Bereichen bei asn

)
asn184, asng g und eine potentielle Stelle im gleich;rl7
Kettenbereich bei asn),g. Variationen in der Struktur

der Oligosaccharid-Liganden kodnnen flr die unterschied-
lichen molekularen Formen (mit Molgewichten von 65 000

10 bzw. 63 000) verantwortlich sein.

E.1.I Direkte Expression von Gewebe-Plasminogen-Aktivator-

cDNA-Klon voller Linge in E. coli

15Eine Rekonstruktion der gesamten kodierenden Sequenz war
unter Verwendung der gemeinsamen Hha I-Restriktionsendo-
nuclease-Stelle, dies beide partiellen Klone Pk PA17 und
pPA25E10 gemeinsam besitzten, méglich. Ein 55 bp-Sau3Al-
HhaI-Resbriktionsfragment, das den Aminosduren . 5-23 ent-

20 spracn, wurde aus dem Plasmid pPA17 isoliert. Die Sau3AIl-
Restriktionsstelle befand sich anm Kodon U der angenommenen
reifen, kodierenden Sequenz und wurde-zur Entfernung des das .

~Signalpeptid kodierenden Bereicns verwendet. Ein 263 bp-
Hhal - NarI-Fragment (kodierend flr die Aminosduren 24-110)
25wurde sbenfalls aus dem Plasmid pPA25E10 isoliert. Zwei
synthetische Desoxyoligonucleotide wurden hergestellt, die
dieKodons fir die Aminosduren 1-4. wiederherstellen, ein ATG-
translationales Initiationskodon einverleiben und'eih‘Eco
RI-koh&sives Ende schaffen. Diese drei Fragmente wurden so-

- 30dann unter Bildung eines fir die Aminoséuren'1—110 kodienen—
den 338 bp-Fragments miteinander: verxrupfb' Dieses- Fragment
und ein 1645 bp-Nar I - Bgl II-Fragment aus pPA25E10 wurden
sodann zwisehen den Eco RI- und Bgl II-Stellen des Plasmids
pLelFAtrp 103 (53) unter Bildung des Expressionsplasmlas

35ptéPAtrp12 verkniipft. - Das geklonte t-PA-Gen wurde unter der
Kontrolle eines 300 bp-Fragments vor E. coli—trp-Operdn,
das den trp-Promotor, Operator und die Shine-Dalgarno-Se-

quenz des trp-Leitpeptids enthédlt, aber das Leitpeptid



1he

1 ATG-Initiationskodon nicht enthdlt, transkribiert (52).

E.‘coli K12 Stamm W3110 (ATCC 27325) mit einem.Gehalt am
Plasmid pt-PAtrpi12 wurde gezlichtet. Extrakte wurden zur Be-
5 stimmung der fibrinolytischen Aktivitdt hergestellt. Eine
Methode zur Messung der Gewebe-Plasminogen-Aktivator-Akti-
vitét war der Fiﬁrinplattentest (87). Dabei wird die Menge
an gebildetem Plasmin gemessen, indem man das Ausmass der
Plasminverdauung von Fibrin in einer Agaroseplatte mit einemn
10 Gehalt an Plasminogen und Fibrin bestimmt. Plasmin ruft eine
klare Lysiszone in der Fibrinplatte hervor. Aus der Flé&che
dieSer'Zoné kann die Menge an in‘der Probe vorhandenem Ge-
webe-PLasminogen-Aktivator ermittelt werden. Werden Extrak-
te von pt-PAtrpi2~Klonen auf die Gewebe—Plésminogen—Akti—
15 vator-Aktivitd:t unter Anwendung des Fibrinplattentests ge-
testet, so ergibt sich eine klare Lysiszone.. Diese fibrinoc-
lytische Aktivitdt wird durch anti t-PA- IgG,aber nicht
durch Préimmun-IgG‘oder.anti— Urokinase-IgG géhemmt. Keine
Aktivitadt ergibt‘Sicb bei e;nemﬂExtrakt, der aus Zellen her-
ZOgeStellt istQ die zupr Kontrolle das Leukocyteninﬁerferoﬁ—
piasmid'pLeIFAtrp103 enthalten: Unter Bnwendung einer Eich-
5ereinigtem*t5PA ldsst sich berechnen; dass etwa

9

kurve  von g
20 units an extrahierter Aktivitdt pro 10° Zellen erhalten .
wurden (fir gereinigtes t-PA: 90 000 Plough-units = 1 mg)

25 (Fig. 10).

™
I

£.1.J Sequenzanalyse

Die Sequenzanalyse berunte auf dem Edman-Abbau (83b). Die

30 Probe wurde 'in das Probengefiss des Beckman 890B oder 890C-
Sequenziergerdt mit drehendem Probengefdss gegzben. Poly~-
orene® (Poly-N,N,N' N'-tetramethyl-N-trimethylenhexamethylen-
dizmmonium-diacetat) wurde.als Triger im Gefdss verwendecd.
(63C). Das Sequenziergerdt war mit einer Kihlfalle und mit

35 einigen Prégrammverénderungen zur Verringerung von Hinter-
grundpeaks modifiziert. Als‘Reagentien whrden die Beckman-
Rsagentien fir Sequenzierzwecke 0,1 m Quadrol-Puffer, Phe-

nylisothiocyanat und Heptalluorbuttersdure verwendet.
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1 Die gesammelten Edman-Zyklen wurden manuell zu 2-Anilino-
S-thiazciinonderivaten umgesetzt. Das 1 Chlorbutan wurde
unter Stickstoff getrocknet. Sodann wurde 1,0 n HCl in Was-
ser zum 2-Anilino—5—thiazolinon,gegeben und 10 Minuten auf

570°C erwdrmt, um eine Umwandlung in das 3-Phenyl-2-thio-
hydantoin (PTH-Derivat)vdurchzufﬁhren, Der PTH-Aminoséure-
rest wurde sodann in 50 prozentigem Acetonitril in Wassef
geldst und in eine HochdruckfFlﬁssigchromatographievdrrich—

- tung mit Phasenumkehr injiziert. Die einzelnen PTH-Amino-

10 sduren wurden durch Vergleich der Retentionszeiten eines

Standardgemisches von PTH-Aminosduren, die in die Konver-

sionsflasche eingeflhrt und wie ein Zyklus‘des Seduenzier-

gerdts behandelt wurden, identifiziert.

15 E.1.K Tests zum Nachweis der Expression von Gewebe-Plasmino-

gen=-Aktivator

1. Direkter Testnder_Plasminbildung

48]
L)
o

e .
2Q Ein empfindlicher Test fir Gewebe-Plasminogen-Aktivator

dsst sichH durchfiihren; indem man die durch den Gewebe-Plas-

f—i

minbgen-Aktivator katzlysierte Umwandlung von Plasminogen
Zu Plasmin ermittelt. Plasmin ist ein Enzym, flr das chro-
mogene Substratests zur Verfiligung stehen. Diese Tests be-

20 pynen auf der proteolytischen Spaltung eines Tripeptics von
einer chromophoren Gruppe. Die Spaltungsgeschwindigkeit ist
direkt proportional zur Spezifitdt und zur Konzentratidn der
zu untersuchenden Protease. Die Crundlage fiir diesen Test
ist die Bestimmung der Menge an Plasmin, die nach Inkubation

30 der den Ge%ébe-Plasminogen—AkiivatOr enthaltenden LOsung
mit einer Plasminocgenldsung entstent. Je grosser die Aktiva-
tormengs ist, destc grdsser ist die Menge an geblldetem ,
Plasmin. Plasmin wird auf Grund der Spaltung des chromogenen

- Substrats S2251 (Kabi Croup, Inc., Greenwich, CT) gemessen.

.35

b. Verfahren

Ein Aliguotanteil der Probe wird mit 0,10 ml 0,7 mg/ml Plas-

minogen (in 0,05 m Tris-HCl, pH-Wert 7,4 mit einem Gehalt
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A

an 0,012 m NaCl) vermischt. Das Volumen wird auf 0,15 ml ein-
gestellt. Das Gemisch wird 10 Minuten bei 37°C inkubiert und
mit 0,35 ml S22571 (1,0 millimolare L&sung im vorgenannten

Puffer) versetzt. Die Umsetzung wird 30 Minuten bei 37°C

Sfortgesetzt. Zur Beendigung der Reaktion werden 25 ul Eis-

10

essig zugesetzt. Die Proben werden zentriflugiert. Die Ab-.
sorbtion bei 405 nm wird gemessen. Die'quantitative Bestim~
mung der Aktivit&t erfolgt mittels eines Vergleichs mit ei-
ner Urokinase-Eichldsung. Die.Testbedihgungen zum Nachweis
des Gewebe-Plasminogen-Aktivators der vollen Linge werden
durch Zugabe von 0,2 mg Fibrinogen zur Lé&sung mbdifiziert,
Fibrinogen bewirkt eine Stimulierung der Aktivitdt des Ge-
webe-Plasminogen-Aktivators, wodurch sich eine etwas erhsh-
te Aktivitidt ergibt. Die Aktivitidt wird_in;Plough—units fest-
gehalten, wobei 90 000 Plough—units der Aktiyitét von 1" mg
r

oo
&=

einigtem Gewébe-Plasminogen-Aktivator-entsprechen:

2. Indirekter Test der Plasminbildung

,‘20

25

30

35

a. Theorie

Es wurde ein empfindlicher Test aul die Aktivitdt an Gewebe-

Plasmindgen-Aktivator entwickalt (87). Der TeStvberuht a0f der” Bestin-

mung der Plasminbildung durch Messung des Crads-der Verdau-

ung von Fibrin durch Plasmin in einer Agarplatte mit einem
Gehalt an Fibrin und Plasminogen. Plasmin bildet eine klare
Lysiszone in der Fibrinplatte. Die Fliche dieser Lysiszone
korreliert mit der Menge an Gewebe—PlasminogenQAktivator in

dér Prbbe.

b.Verfahren -

Gemiss dem Verfahren von Granelli-Piperno und Reich (87)
werden die Platten 3,5 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Ly~
siszonen werden gemessen. Eine quantitative Bestimmung er-

gibt sich durch Vergleicn mit einer Urokinaseégichldsung.

E.1.L Nachweis der Gewebe-Plasminogen-Aktivator-Aktivitat

-

. Bakterielles Wachstum und Probenvorberesitung

Eine Kolonie von E. coli mit einem Gehalt an dem Plasmid
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(pARIPA®) wurde in ein Testrdhrchen mit einem Gehalt an
5 ml LB-Wachstumsmedium mit einem Gehalt an 20 ug/ml Ampi-
¢cillin Uberimpft. Die Zellen wurden UlUber Nacht bei 37°C ge-

ziichtet.. Eine Aliquotmenge .dieser Kultur wurde 1:100 in

5300 ml M-9-Medium mit einem Gehalt an 20 ug/ml Ampicillin

verdiinnt. Die Zellen wurden 14 Stunden bei 37°C in einem

" Schiittelkolben gez&chtet, wobei sich eine Absorbtion bei

10

15

20

25

550 nm von O,M19 ergab . Die tfyptophananalogebIndolacryl—
séure wurde in einer Konzentration von 30 ug/ml zugesetzt.
Die Zellen wurden 90 Minuten inkubiert, wobel sich eine Ab-
sorptidn bei 550 nm-von 0,628 ergab. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation geerntet und in 0,8 ml 0,01 m Tris vom pH-
Wert 8,0 mit einem Gehalt an 0,01 m EDTA resuspendiert. Die
erhaltene Suspension wurde 18 Stunden bei Raumtemperatur
rasch gerinrt. Die Probe wurde zentrifugiert. Der Uberstand
wurde auf die Aktivitdt an Gewebe-Plasminogen-Aktivator ge-
testet.

Bezugl’cn der Expressmcn von pt-PAtrpl2 wird auf die aus-

fihrliche Erlaugerung zu Fig. 10 verwiesen:.

2. Aktivitétsnachweis

Die TabeL .en I und II zeigen die Ergebnisse der Aktivierung
von Dlasmlnoven durch entsprechende E. coli-Extrakte. Es

bildet sich eine Aktivitdt, die von der Anwesenheit von Plas-
minogén abhéngig ist (Tabelle I). Diese Aktivitdt wird nicht

durch Pré@immunserum von-Xaninchen beeinflusst, wird aber

dprch Antiserum, das gegen aus gereinigten Melanomzellen

"abgeleiteten Gewebe-Plasminogen-Aktivator hergestellt wurde

35

(88) ,deutlicn gehemmt (Tabellen I und II). Dies zeigt, dass
E. coli-Extrakte eine la;n1q00=n aktivierende Aktivitat
erzeugen, die durch Antikdrper gegen dén Gewebe-Plasminogén-

Aktivator gehemmt wird. "

Fig. 7 zeid“ das Ergebdis eines~Fibrinpiattentests auf fi-
brinol VuloC e Akuivitét. Eine'Stawdéfdmenge an Urokinase
wurde in die Mittelreihe in K zent raiionen‘(von'links nach
rechts) von 0,24, 0,14, 0,10, 0,05 und 0,02 Plough-units ge-
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1 geben. Die untereReihe enthdlt Proben von natiirlichem Gewe-
be-Plasminogen-Aktivator mit der gleichen Enzymmenge in je-
dérAVertiefung. Die Vertiefungen enthalten (von links nach
rechts) Gewebe-Plasminogen-Aktivator, anti-Plasminogen-Akt-

Bvator plus Préimmunseruﬁ und Gewebe-Plasminogen-Aktivator
plus Gewebe*Plasminogen—Aktivator-Antikérper. Die Ve:tiefun—
gen in der oberen Reihe enthalten jeweils 8 ul der rekombi-
nanten Gewebe-Plasminogen-Aktivator-E. coli-Extrakte. Die
erste -Vertiefung enthdlt das Extrakt allein, in der zweiten

10 Vertiefung ist Priimmunserum zugesetzt und in der dritten
Vertiefuhg~$ind'GewebeQPlasminogen-Aktivator—Antikérper ZU -
gesetzt. Es 1ist offensichtlich,'dass das Prdimmunserum na-
tirlichen oder rekombinanten Gewebe-Plasminogen-Aktivatoer
nicht beeinflusst und dass Gewebe-Plasminogen-Aktivator-

15Antik6rper die Aktivitdt von natlirlichen. und. ~von E. ¢o—
li—Extraktén hemmen._Bengen auf die Urokinase—SﬁéndardS
enthalten die EXﬁraktebgerinnggig weniger als 2,5 Plough-
units pro ml. Dies braucht den Vergleich mit dem in Tabelle
I erhéltenen Wert von 1,3 Plough-units pro hl nicht  scheuen.

20

" In den Tabellen I und II sind die\Ergebnisse der in E.1.K.

1.b. durchgeflinrtén Tests zusammengestellt.

Tabelle I

25 Plasminogenaktivierung durcn E. coli-Extrakte von Kulturen

mit einem Gehalt an pAR1P24

' , 405 prozentua%e berschnete
Probe A Aktivitidt Plough-Units/ml
30 Extrakt (ohne 0,043 - Q)
Plasminogen) . \
Extrakt 0,451 -~ (100) o 1,
Extrakt plus Pria- 0,477 106 . . -
immunserum o ‘ . ' o
Extrakt plus anti 0 079 9 ' _ —
35 AR T
t-PA-Antikdrper :

YProzentuale Aktivitdt, berechnet durch Subtraktion des Leerwerts
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1 (0,043) von den erhaltenen Werten und Division durch den vom Extrakt

erhaltenen. Wert.

Tabelle II

5 Plasminogenaktivierung durch E. coli-Extrakte von Kulturen

von pt-PAtrpl2

Probe 5#05 . o | prozentuale Aktivitit
10 Extrakt ' ' 0,657 o - (100)
Extrakt plus Préimmun- 0,665 . ' 101
©serum ' _
Extrakt plus anti _ 0,059 . 9

£-PA-Antik&rper

15 Fig. 10 gibt die'Ergebnisse eines Fibrinplattentests wieder,
der mit Extrakten aus'iO Liter Fermentationskulturen von
E. coli mit’eiﬁem Gehalt an Gewebe—Plésminogen-Aktivator
exprimierendem Plasmid durchgefﬁhrt'wurde;bDié fibrinolyti-
sche Aktivitdt des Gewebe—Plasminogen4Aktivatofs-mitueinem

20Gehalt an dem Extrakt ist in Fig. 10 durch die Vertiefuaz A
wiédergegeben. Diese fibrinolytische Aktivitdt wird durch
anti-t-PA-IgG (Vertiefung C), aber nicht durch: Préimmun-IgG
(Vértiefung‘Bﬁ oder durch anti-Urokinase-IgC,(Vertiefung'D)-

gehemmt. Keine Aktivitdt ergibt sich bei einem Extrakt, der

‘95 aus Zellen hergestellt ist, die als Kontrolle das Leukocyten-

interferonplasmid pLeIFAtrp103 enthalten (Vertiefung H).

E.2 Herstellung von t-PA unter Verwendung von DHFR-Protein

mit geringer Bindungsaffinitdt  flr MTX

30
E.2.4 Vektoraufbau

Die Humangewebe-Plasminogen-Aktivator (t-PA) kodierende Se-
quenz wird in ein EkpreSsionsplasmid mit einem Gehalt an

35 mutanter DHFR mit géringer Bindungsaktivitét fur'MTX (be-

| schrieben in der US-Anmeldung 455 151 vom 19. Januar 1983)

gemdss folgendem Verfahren (vgl. Fig. 11) eingesstzt:
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1Drei Fragmente von Uberlappenden t-PA-Plasmiden, némiich
pPA25E10, pPA17 und pOBRIPA® (vgl. oben) wurden. folgender-
massernn hergestellt: Plasmid pPA17 wurde mit Dde I verdaut,
unter Verwendung von Klenow DNA-Polymerase I gefullt'und mit

5PstI geschnitten. Das auf diese Weise gebildete Fragment mit
etwa 200 bp mit einem Gehalt an der 5’-termidalen t-PA-Se-
quenz wufde isoliert. Das zweite t-PAfFragmeht wurde durch
Verdauen von pORIPA® mit PstI und:NarI'und Isolieren des:
 Fragments mit etwa 310 bp erhalten. Das dritte t—PA—Fragmeht wurde
10 durch Verdauen von pPA25E10 mit NarI und‘BglII und Isolieren

| des etwa 1645 bp aufwelsenden’ Fragments, das'Zusétzlichfzu-

einem Gnoséteil des t-PA-kodiéréndenzBereichs einige'3'-

nicht-translatierte Sequenzen enthiZlt, erhalten.:

15Das Plasmid pE342, das HBV-Oberfldchenantigen exprimiert
(auch bezeichnet als pHBS348—E)) ist in der US-Patentanmel-
duﬁg'326'980 vom 03. Dezéﬁbef.1981'besdhriebeﬁ; KufZ:ZQéam;
mengefasst, Wurde die Startstelle des Simian-Virus SV 40
durch Verdauen von'SV BO-DNA mit HindIII und Umwandela der
20 HindIII-Enden. zu Eco RI-Enden durpthugabe eines Konverters
" (AGCTGAATTC) isoliert. Diese DNA wurde mit Pvull geschnitten
undnﬁt‘RI-Linkern'versetzt. Durch ahséhliessende“Verdauung
mit Eco RI wurde das 348 bp-Fragment, das die Startstelle
umspannt, durch Elektrophorese,anvPolyacrylamidgel und Elek-
25troelution isoliert und in pBR322 geklont.'Das Expreséions-
plasmidvaBSBMS-E wurde durch Klonen des 1986 bp-Fragments,
das durch Eco RI-und BglII-Verdauung von HBV (Animal Virus
Genetics,(Ch.5) Acad. Press, N:Y., 1980) (das das HBsAg
. kodierende Genh umspannt) erhalten worden ist, in das Plas-
30mid pML (Lusky et al., Nature, Bd. 293 (1981), S. 79) an
den Eéo RI--und BamHI-Stellen aufgebaut.*(pML ist ein Deri-
vat von pBR322, das eine Deletion unter Weglassen von Se=
quehzen;'die eine Hemmung der Plasmidréplikation in Affen-
zellen bewirken, aufweist). Das ehhaitene ?lasmid (pRI-Bgl)
38 wurde dann mit Teo RI linearisiert, und das 348 pp-Fragment,
~ das den SV‘MQ-Startbereich représeniiert,iwurde in die Eco
RI-Stells von pRI-Bgl eingerfihrt. Das Startstellenfragmént

kann in beliebiger Orientierung eingesetzt werden. Da dieses
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1 Fragment sowohl die frihen als auch die spdten SV 40-Promo-
toren zusétzliéh zur Replikationsstartstelle kodiert, konn-
ten HBV—Gené unter der Kontrolle'beider'Promotoren Jje nach

- dieser Orientierung (pHBS348-E beprésentiert HBs, das unter

5 der Kontrolle des friihen Prbmotors exprimiert ist) expri-
miert werden. pEBUE ist durch teilweise Verdauung mit Eco
RI, Fillen der Spaltungsstelle untér Verwedung von Klenow-
DNA-Polymerase I und Rickligation des Plasmids modifiziert,
wordurch die Eco RI-Steile, die der SV_MO;Ursprungsstelle

10 1in pE3M2‘Vorausgeht,entfernt wird. Das erhaltene Plasmid,
als. pE3L24RI bezéiohhet, wird mit Zco RI verdaut, unter Ver-
wendung von Kienow—DNA-Polymerase I geflillt und mit Bam HI. ‘
geschnitten. Nach Elektrophorese an'Acrylamidgel wird das
Fragment mit etwa. 3500 bpvauf:die vorstehend erlduterte Wei-

16 se der Elektroelution unterworfen, mit Phenol/Chloroform

extrahiert und mit Athancl gef3llt.

Der auf diese Weise hergestellte p342E43SOO'bp5Vektor und -
die vorstehend beschrisbenen tPA-Fragmente mit. etwa 2160

20 bp werdeh unter Anwendung von iblichen Techniken miteinan-

| der ligiertt Ein Plasmid mit einem Gehalt an den dréi‘t—PA
kodiefenden\Fragméntenain'richtigeh-Orientierung;wurde iso-
liert;vcharakterisiert und als pE342-t-PA bezéichnet. Dieses
Plasmid wubdebmit Sac II verdaut und mit bakterieller alka-

25 1lischer Phosphatase (BRL) behandelt. Zur Erzeugung der
DHFR-Sequenz (zusammen mit Kontrollsequenzen [{ir dessen Ex-
pression) wurde‘éin Fragment mit etwa 1700fbp durch SacII-
Verdauung von pEHER erzeugt. (pEHER ist ein Plasmid, das
mutante,DHFRVexphimiert;’vgl.‘US—PaEenﬁanmeldung 459 151

30a.a.0.). Dieses Fragment wurde in das pE3M2-t}PA-PlaSmid
unter Bildhngvvon pEdPAER400, éinem Plasmid, dés analog zu
pEHER ist, mit der Ausnahme, dass der HBsAg kodierende Be-

pa

reich durch'die,cDNA-Séquenzen aus t-PA ersetzt ist, ligiert.

35 E.2.B Expression und Amplifikation der t-PAésequenz

DETPAERLO0 (pETPER) wurde gehmiiss dem Verfahren von Graham
und Van der Eb (vgl. oben) sowohl in dhfr~ CHO-DUX B11-Zel-
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1len als auch in DHFR™ CHO-K1 (ATCC CCL61) transfiziert.
Transformierte dhfr -Zellen wurden durch Ziichtung im einem
Medium mit einem Mangel an Glycin, Hypoxanthin ﬁnd Thymidin
ausgewéhlt Transformierte DHFR'-Zellen wurden durch Zich-
5tung in 2100 nanomolar MTX ausgewahlt Kolonien, die im ent-
sprechenden Selektlonmedlum entstanden, wurden unter Ver-
wendung von Klonlerungsrlngen isoliert und 1m,v1e1chen Me-

"dium auf mehrere Generationen vermehrt.

10 Zur Amplifikation wurden dle Zellen aus den &olor1er in We-
~ dien mit einem Gehalt an 5 X 10; 105 2,5 x 105, 5% 10“
. und‘106 nanomolar MTX aufgeteilt und mehrmals passagiert.
2 103
-10

7ellen/Platte) in 10 cm-Schalen ausgestrichen. Die erhalte-

Die Zellen wurden in sehr niedrigen Zelldichten (10
15nen Kolonien wurden isoliert.

R:2:C Testmethoden

Die Expression von t-PA in den transfizierten, amplifizier-
20 ten Kolonien kann zweckmdssigeérwéise nach ihnlichén Verfah-
ren bestimmt werden, wie sie vorstehend unter D.1.K.1.D an-

ggggben?sind’

.Die Koamplifikation ven DHFR- und t-PA—Sequenzen wird durch
zSIsolieruhg von DNA aus konfluenten Monolayers von amplifi-
zierten Kolonien folgemdermasseh bestimmtﬁ Konfluente Mono-
layers in 150 mm Platten werden mit 50 ml steriler PBS ge-
waschen und durch Zugabe von 5 ml OQW‘Prozent SDS; 0,4 m
CaCl,, 0,17 m EDTA, pH-Wert.8 lysiert. Nach 5 bis 10 Minuten
30 wird das Gemisch entfernt, mit Phenol und Chloroform extra-
hiert und mit Athanol gef#llt. Die DNA wird in 1 ml (pro
150 mm-Platte) 10 millimolar Tris-HCl, pH-Wert 8,1 millimo-
lar EDTA (TE) resuspendiert. 0,1 mg/ml RNase werdén zuge -
“setzt und die Losung wird 30 Minuten bei 37°C inkubiert. So-
35 dann wird 0,1 Prozent SDS und 0,5 mg/ml Pronase (Sigma) zu-
gegeben. Nach 3- bis 16-stindiger Inkubation bei 37°C wird
die Ldsung wieder mit Phenol und Chloroform sxtrahiert und

mit Athanol gef&llt. Das DNA-Pellet wird in 0,5 ml Wasser
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lresuspendiert und mit Restriktionsenzymen'verdauﬁ. Etwa 5
bis 10 ug der verdauten DNA werden der Elektrophorese-in
einém Agarosegel (1 Prozent Agarose'in Tris-Acetat-Puffer
(40 millimolar Tris, 1 millimolar EDTA, mit Essigsdure auf

5den pH-Wert 8,2 eingestellt)) unterworfen; vgl. Crouse et '
al., J. Biol. Chem., Bd. 257 (1982), 3. 7887. Nachdem Brom-
phenolblau-Farbstoff im Gel 2/3 der Strecke nach unten ge-

wandert ist, wird das Gel entfernt und mit Ethididmbromid
gefdrbt. Nach Sichtbarmachen der DNA mit UV-Licht wird die

-iODNA gemdss dem Verfahren von Southern, J. Mol. Biol., Bd. 938

(1975), S. 503, auf Nitrocellulosefilter lbertragen. Die
Filter werden sodann mit einem der Nick-Translation unter-
worfenen Tracer, der aus dem 1700 bp-SacII- Fragment von
pEHER (hergestellt und hybridisiert auf die vorstehend be-

15 schriebene Weise) oder aus dem etwa 197C bp umfassenden

BglII-Fragment von pETPER heréestéllt worden . ist, unterzo-

gen.

E 3 Herstellung von t-PA in Konjunktlon mit W1ldtyD DHFR-
20 Proteln ' ' '

F.3.4 Vektoraufbau

Auf analoge. Weise wie beim Aufbau von pETPER wird ein Plas-
25mid mit einem Gehalt an der DNA-Sequenz, die Wildtyp-DHFR
v kodiert; ndmlich pETPFR, éufgebaut. Der Aufbau erfolgt ge-
mé&ss Beispiel C.1.A mit der Ausnahme, dass-an,Sﬁelle des
Plasmids pEHER als Quelle flur die DHFR-Protein-Gensequenz
das :Plasmid pE3u2.HBV;EQQO.D22'(Vgl._Genentech—Anmeldung'
30 mit dem. internen Aktenzeichen 100/92) verwendet'wurde. Das.
Plasmid pE3U2.HBV.EL400.D22 ist das'gleiChe'wie pEHER, mit
Ausnahme eines Unterschieds bezliglich eines einzigen Basen-
paars zwischen Wildtyp- und Muténteﬁ;DHFR; Somit ist das
rhaltene Plasmid pETPFR in jpdar Welse zu pETPER analog,
3gmit der Ausnahme, dass die fir Wildtyp- D%FR kodierende DNA-

Sequenz durcn dle Sequeng der Mutante erqetzt ist.
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1 E.3.B Expression der t—PA—Sequenz

pETPFR wurde zur Transfektion von CHO-Zellen mit DHFR-Mangel
.(Urlaub und Chasin, a.a.0.) unter Verwendung des Calcium-

5 phosphat-Féllungsverfahrens gemiss Graham und Van der Eb
verwendet. 21 Kolonien, die auf dem selektiven Medium (-HGT)
entstanden; wurden durch Nachweis der Plasminbildung.be-

‘stimmt. Dieser Nachweis erfolgte auf Grund der Verdauung von
Fibrin in einer Agafplatte mit einem Gehalt an Fibrin und

'10 Plasminogen géméss Granelli-Piperno et al., J. Exp. Med.,

2d. 148 (1978), S. 223. |

Vier der besten positiven Klone wurden dann quantitativ auf
Plasminbildung pro Zelle gemdss dem in D.2.C erlduterten

15 Verfahren getestet. .

“Auf Grund dieser quantitativen Bestimmung: wurde festgestellt,
dass die vier untersuchten Klone bei der Bestimmung ven
units/Zelle/Tag die'gleiohe.Oder eine,vergleichbafe Sekre-
20 tion von t-PA in das Medium aufwiesen. Subklone wurden her-

géstellt, indem Inocula aus zwei der Klone in getrehnte

Platten mit einem-Gehalt an -HGT:Medium Ubertragen. wurden:
Zwel der erhaltenen Subklone, 18B und 1, wurden'fur die
weitere Analyse herangezogen.

25 o
£.3.C Amplifikation und Grad der t-PA-Bildung

Die vorerwdhnten Subklone wurden in einer Menge von 2 X 105
e

Zellen pro 100 mm-Platten ih 50 nanomolar MTX ausgestrichen,

3o um die Amplifikation zu fdrdern. Die‘uberlebenden Zellen
ergaben bei der vorstenhend beschriebenen Bestimmung in sdmt-
lichen Fdllen im Vergleich zur unverstdrkten Menge an Gewe-
be-Plasminogen—Aktivator—Aktivitét die 10-fache Aktivitat.
Zwei dieser Klone wurden flr die weitere Untersuchung aus-

35 gewéhlt und als 1-15 und 18B-G bezeichnet.

Der Subklon 1-15 wurde weiter curch Uberimpfen von 2 x 107

Zellen in 100 mm-Platten mit einem Gehalt an 500 nanomclar
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1 MTX verstdrkt. Die Bestimmung der auf diese Weise amplifi-
zierten Zellen ergab einen weiteren Aﬁétieg (etwa um das
3—fédhe) in Bezug.auf die t—PA—Bildung.»Bei quantitativer
Bestimmung gemdss dem Verfahren von C.1.C ergaben sich Men-

5 gen im Bereich von 7 x TQ-M units/Zelle/Tag. Ein Teil dieser
amplifizierten Zéllen wufde sodann Ubertragen und in Gegen-
wart von 10 000 nanomolar MTX erhalten. Subklone voa 1-15

’und18B—9bwurden,xnachdem sie etwa 1-bis 2 Monate unter den

in Tabelle 1' angegebenen Bedingungen gehalten worden waren,

10 weiter getestet.

Tabelle 1!

Zellinie Wachstumsbedingungen v',ng t-P4/Zelle/Tag*
15‘]—15500 _ 500 nanomolar MTX 28,5 x 1073
=150 500 nanomolar MTX 26,0 x 1073
1-15¢0 (~HGT-Medium, kein MTX) . 8,3x 1073
1=15500 (-HGT-Medium, kein MIX) 18,0 x 1073
20 1150 000 10 mikromolar MTX 29,3 x 1073
15,4 00t 10 mikromolar MTY 49,0 x 1073
18B-9 50 nancmolar MIX , : 14,3 x 1073
18B-9 50 nanomolar MTX 14,0 x 1073
25 188-9  (-HGT-Medium, kein MTX) - 14,3 x 1073
18B-9 (-HGT-Medium, kein MTX) - oy x 1073
. (-HGT-Medium, kein MTY) 1,0 x 1073
1T (~HGT-Medium, kein MTX) ; 0,7 x 1073

£ P4 im Kulturmedium wurde quamﬁiativf dureh einen Radio-

30 *

immuricassay folgendermassen bestimmf: Gereinigter t-PA und

gereinigter, jodierter Tracer-t-PA, die aus Melanomzellen

abgeleitet waren, wurden Serienverdinnungen.auf Konzentra-

tionen von 12,5 bis 400 ng/ml in einem Puffer mit einem Ge-

halt an phosphatgepufferter Kochsalzldsung, pH-Wert 7,3,

0,5 Prozent Rinderserumalbumin, 0,01 Prozent Tween 80 und

35 0,02 Prozent NaN3 unterzogen. Entsprechende Verdiinnungen
der zu untersuchenden Mediumproben wurden zu radicaktiv

- markierten Tracerproteinen gegeben. Man liess die Antigene:
liber Nacht bei Raumtemperatur in Gegenwart einer 1:10 000-
Verdlinnung der: IgG-Fraktion von Kaninchen~anti-t-Pi-Anti-
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1 serum inkubieren. Der Antikérper-Antigen-KompleX wurde durch
zweistindige Absorption beil Raumtemperatur an Ziegen-anti-
Kaninchen-IgG-Immunokiigelchen (Immunobeads,BioRad) prdzipi-
tiert. Die Kigelchen wurden durch Zugabe von Kochsalzldsung-

~ Verdlnnungsmittel geklidrt und sodann 10 Minuten bei 2000 g
bei U4°C zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen. Die

5 Radiocaktivitdt der Niederschldge wurde ermittelt. Die Kon-
zentrationen wurden durch Vergleich mit Eichstandards fest-

‘gelegt. ‘

ES’handelté sich um folgendé Zellinien: Zellinie "1" ist
10 éin nicht-amplifizierter Klon aus dem urspringlichen Satz
Voh”Vier”Ki¢nen. ”1-15500"'15t“ein amplifiiierter Subklon
der Zellinie "1", die zun&chst in 50 nanomolar MTX unter-
Bildung von 1~15 amplifiziert und sodann zur weiteren Ampli-
fikation in 500 nanomolar MTX Ubertragen worden ist.

15 1-15 ist ein Subklon von 1—15500,der welter in Gegen-

wartWSbEO?O 000 nanqﬁélay”MTX‘amplifiziert'worden ist. Die
Zellinie 18B-9 ist‘eiﬁ%Sﬁleéh’QOﬂAéinemﬁdéf'ﬁrébhﬁﬁgiichéh
vier .nachgewiesenen Kione, deﬁ’mit SO'nanomolar MTX ampli-
N fiziert worden ist.

20
Samtliche ampiifiziertéﬁ Zelleh'Zeigen’eihe erndhte t-PA-
Bildung ih,Vérgléich zup:niqhttampiifizierten‘Zellkulturl
Auch die nicht-amplifizierte Kultur bildet t-PA-Mengen von
mehr als Q,S pg/Zelle/Tag. Durch Amplifikation nédhert man-

25 5icn der Menge von 50 pg/Zelle/Tag.

F. Arzneimittel

Die Verbindungen der Erfindung kénnen nach an sich bekannten
30 yerranren zu Arzneimitteln formuliert werden, wobel das er-
findungsgemésse,Humangewebe-Plasminogen-Aktivator—Produkt |
mit einem'pharmakologiSéh verthéglichén Triger vermischt
wird. Entsprechende Tréger und deren Herstellung, unter Ein-
séhluss‘von anderen Humanproteinen, wie Humanserumalbunmin,
3355ind zum Beispiel in Remington's Pharmaceutioal Sciences,
.E,iw, Martin, erldutert. Diese Arzneimitiel enthalten eine
wirksame Menge des erfindungsgeméssen Proteins zusammen mit

einer sntsprechenden- Trigerstoffmenge, so dass pharmakolo-
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1giéch vertrdgliche Arzneimittel, die sich zur wirksamen Ver-

abreichung an einen Wirt eignen, gebildet werden.

- Beispielswelse kann der erfindungsgemédsse Humangewebe-Plas-

5 mincgen-Aktivator parenteral an Patienten, die an kardio-
vaskuldren Krankheiten oder Zustinden leiden, verabreicht
werden. Die‘Dosierung bel Patienten mit Pulmonarémbolie kann
entsprechend der gegenwidrtigen Praxis bei klinischen Unter-
suchungén von anderen kardiovaskuldren, thrombolytischen

10 Mitteln erfolgen, zum Beispiei durch eiﬁe,intravendse An-
fangsdosis von etwa 440 IU/kg Korpergewicht, gefolgt von
einér 12-stlindigen, kontinuierlichen, intravendsen Infusion

von etwa 440 IU/kg/Stunde.

15 Ein Beispiel flr eine entsprechende Dosierungsform fir im
wesentlichen homogenen Humangewebe—Plasminbgen—AktiVator
zur parenteralen Verabreichung sind Fldschchen mit einem ‘
Gehalt an 25 .000 IU Gewebe+Piasminbgen-Aktivator—Aktivitét,
25 mg Mannit und 45 mé'NaCl, die fiir die intra?enése Verab-

20 reichung mit 5 ml stérilem Wasser fir Injektionszwecke re-
konstituiert-und mit einem entsprechendem Volumen an 0,9
prozentiger~Natriumchloridlésung.oder 5 prozentiger Dextro-

selésung flr Injektionszwecke vermischt werden koénnen.

25 G. Ausfiihrliche Beschreibung von rekombinanter human t-PA

Die Struktur des géméss'den Béispielen hergestellten human

t-PA wurde ndher untersucht, und zwar sowohl durch Aufkli-

rung der Genkodierungssequenz und durch biochemische Pro-
'30 teinuntersuchungstechniken. Gegenwdrtig nimmt man die in

Fig. 12 dargestellte Proteinstruktur an.

Durch Collen et al. (88) wurde auch nachgewiesen, dass zwei-
kett;ge' numan t-P4& durch proteolytische Spaltung des esin-
35 kettigen Molekiils in zwei durch Disulfidbindung verbundene
Polypep:ide erfblgt. Die gegenwdrtigen Befunde erlauben den
Sohiuss,~dass die schwére Kette (Molekulargewicht 30 832)

sich vom NHZ-terminalen Teil ableitet und die leichte Xette



1 (Molekulargewicht 28 126) den COOH-terminalen Bereich um-
fasst. Die N-terminale Sequenzierung des zweikettigen Mole-
'kiils legt den Schluss nahe, dass die zweikettige Form durch
Spaltung einér’einzigen Arginyl—Isoleuciﬁ-Bindung entsteht -

5 (Fig.. 12, Pfeil).

Die primidre Struktur eines Teils des Bereichs der schweren
Kette von human t-PA (Fig. 12) zeigt ein hohes Ausmass an
Sequenzhomologie mit den "kringle'"-Bereichen-von Plasmino-
10 gen (89) und Prothrombin (40, 471). Deri"kringle“-Bereich
bezieht sich auf eine:oharakteristiSChe, dreifache.Disulfid—
struktur im "pro"—Fragment von Prothrombin, was zun&chst von
Magnusson et al. (91,.92) ndher beschrieben wurde. In der
Primdrsequenz von t-PA sind zwel sogenannte "kringle"-Berei-
15 che von jeweils 82 Aminosiuren erkennbar, die ein hohes Aus-
mass an Homologie mit den]S-"kringle“—Béreiqhen'von Plasmi-
nogen zeigen. Die restlichen N- terminalén’91~AminoSéuren
zeigen wenig Homologle mit dem iblichen "krlngle" Berelch
Es l&sst sich jedoch vermuten, dass dieser Bereich ﬂbenfalls
20 eine Struktur mit einem Gehalt an mehrfachen-Disulfidbin-
dungen annehmen kann, da dort 11 weitere‘Cysteih:este vor- -

handen sind.

Das katalvthche Zentrum der leichten Kette von human t-PA,
25der sogenannte Serin proteaseoeﬂelcn ist wie bei anderen Se-
rlnenzymen vermutlich aus den Resten Hlst1d1n322, Asoara—

ginsdure und Ser1ni78 geolldeu. Ferner zeigen dies diese

371
Reste umgebenden Aminosduresequenzen eine strake Homologie
zu entsprechenden Teilen anderer Serinproteasen, wie Tryp-

30 sin, Prothrombin und Plasminogen.

35
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3. Verfahren
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-
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Verfahren zur Herstell
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- 57~ 62 422 12

ung von Humangewebe-Plasminogen—

Aktivator (HPA, gekennzeichnet dadurch, daf eine Expres-

sion von DNA, die EPA

kodiert, in einer rekombinanten

Wirtszelle durchgefithrt wird.

2, Verfahren nach Punkt 1,

a)_einen replizier

gekennzeichnet dadurch, daf man

baren Expressionsvektor herstellt, der

zur sxpression der HPA kodierenden DNA-Sequenz in eine

geeigneten Wirtszelle

in der Lage ist,

K * k3 . 1

b) eine Wirtszellenkulbur zur Bildung einer rekombinanten

Wirtszelle

transformier

¢) die rekombinanten Wirtszellen umser Bedingungen ziich=

nach Punks:
"die Wirtszellenlkultur

L, Verfahren nach Punkt 2 oder

man eine

"\

- DA
ol dr-a er

eine Bxpression der HPA kodierendern DNi-Sequenz

lauben, und

2, gekennzeichnes: dadurch, dall man

mit dem Plasmid oder pi-PAtrp 12

3, gekennzeichnet dadurch, dafl

Mikroorganismenkultur oder Zelllultur vn“weﬂd_u.

5. Verfshren nach Punkt 4, gekennzeichnet dad rch, daf man

einen Z, coli-Stamm verwendet,

o

'» verfshren ns cn Punkt 1,
P4 h'rges+el7u wird,

lycosylierung begleit

hren nach Punlkt

r:n-wﬂ : s - 3
P4 hergestells erd,

gekxennzeichnet dadurch, daf ein
der nicht von as;oz¢1erter nativer
et isb.

y &ekennzeichnet dadurch, daB ein
der elne Tolypepti dseaae“z anshils
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GTTCTGAGCACAGGGCTGGAGAGAAAACCTCTGCGAGGAAAGGGAAGGAGCAAGCCGTGA

-35 B -30
met asp ala met lys arg gly leu
ATTTAAGGGACGCTGTGAAGCAATGLC 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

LYS SER CYS SER GLU PRO ARG CYS PHE ASN GLY GLY THR CYS GLN
AAKTAGT 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
PHE .ALSA GLY LYS CYS.C
T

L2 GLY S GLU ILE.ASP THR® ARG AEA THR CYS TYR
TTT'6CT GGG AAG TGC TGT

T'GAA ATA GAT'ACC AGG GCC ACG TG&C 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 v
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 G5CG TTG GCC CAG

: 130 ’
LYS PRO TYR SER GLY ARG ARG PRO ASP ALA [LZI 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 CCC

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

LA R TS
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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 TCC
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
| 450
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 L . S 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 GTS
490
CYS LEU ASN ASP GLY ARG MET THR LEU VAL 6LY 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 6TC CCS GGT GTG TAC ACA AAG.
| 520 » | 527
VAL THR ASN TYR LEU ASP TRP ILE ARG ASP ASN MET ARG PRO 0P
GTT ACC AAC TAC CTA GAC TGG ATT CGT GAC AAC ATG CGA CCG TGA-
CCAGGAACACCCEACTCCTCAAAAGCAAATGAGATCCCGCCTCTTETTCTTCAGAAGACA
CTGCAAAGGCGCAGTBCTTCTCTACAGACTTCTCCAGACCCACCACACCGCABAAGCGRE
ACGAGACCCTACAGGEAGAGGEALGAGTECATTTTCCCAGATACTTCCCATTTTA6AAGT
TTTCAGGACTTGAT CTGATTT CAGRATACTCTGTCAGATGGGAAGACATGAATGCACACT
AGCCTCTCCAGRAATGCCTCCTCCCTAGGCAGAAGTGGCCATECCACCCTGTTTTCECTA
AAGCCCAACCTCCTGACCTGTCACCGTGAGCAGCTTTGGAAACAGGACCACAAAAATGAA
AGCATGTCTCAATAGTAAAAGAAACAAGAGATCTTTCAGGAAAGACGGATTGCATTAGAA
ATAGACAGTATATTTATAGT CACAAGGGCCCAGCAGGECT CAAAGTTBGG6CAGRCTGAC
TRGCCCGTCATGTTCCTCAAAAGCGCCCTTGACGT CAAGTCTCCTTCCCCTTTCCCCALT
CCCTGGCTCTCAGAAGGTATTCCTTTTGAGTACAGTGTBTARAGTGTAAATCCTTTTTCT
TTATAAACTTTAGAGTAGCATGAGAGAATTGTATCATTTGAACAACTAGGCTTCAGCATA
TTTATAGCGATCCATCGTTAGTTTTTACTTTCCGTTGCCACAACCCTGTTTTATACCETA

CTTAATAAATTCGGATATATTTTTTCACAGTTTTTTCCAAAAAAAARARARA

Fig.5C.
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