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The present invention concerns a new t-PA derivative, a DNA sequence which
codes for the new t-PA derivativep ¢gagerieasion plasm ds which have a DNA
sequence which codes for the t-PA derivative as well as a process for the
preparation of such plasm ds, “a process for the production of the t-PA
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preseng hg;m m@mmem deRFaktaaRo. A- chain and a B-chain. Both parts of the chain
remai N boOURPAWIR ith BMS&réhNdriahded§ ®rotebban ialEinel A-yndt éines BiKetd gdspaleheDiabbitan t y
of t-PA Tréilkéttes ib@ibbri UifoRdine DYsteintirivge vérbundenyPiar Stiswlierherkbih dert Akiivititdes WA ist ein
pl asm nogeasthaldenter Moetsil gageniiberagnderbro bel@nrgampilasminogdurAktivatorens wis tzBe (Yrakinaseasier (cf .
f Qr Streptokinase (vgl. z.B. M. Hoylaerts et al., J. Biol. Chem. 257 (1982), 2912-2919; W. Nieuwenhuizen et al.,
e’ 20 Biochem. Biophys. Acta, 755 (1983), 531-533).
Der Wirkungsmechanismus von t-PA in vivo ist beispielsweise in Korniger und Collen, Thromb.
Himostasis 46 (1981), 561-565, beschrieben. Die auf die Fibrinoberfliche focussierte Aktivitdt des Enzyms
188t es als geelgnetes Mittel zur Bekimpfung von pathologischen Aderverschilissen (z.B. beim Herzinfarkt)
erscheinen, was durch klinische Versuche gréBtenteils bestétigt werden konnte (Collen et. al., Circulation 70
25 (1984), 1012; Circulation 73 (1986}, 511).
Als Nachteil von t-PA muB jedoch seine rasche Abnahme der Plasmakonzentration (Clearance) angese-
hen werden. Die Folge daraus ist, da8 eine relativ groBe Menge an t-PA-erforderlich ist, um in vivo eine
effektive Lysierung von Thromben zu erzielen. Die hohen Behandlungsdosen wiederum haben Nebenwir-
kungen, wie z.B. Blutungen, zur Folge.
_/ a0 in der EP 0 196 920 ist ein natlirliches Abbauprodukt von t-PA beschrieben, welches nur noch die
Kringel Il- und Protease-Doménen enthilt und dessen N-Terminus mit Alanin 160 beginnt (Z&hiweise nach
der von Pennica et al. in Nature 301 (1983) 214-221 angegebenen Aminos3uresequenz).
Die Clearance-Rate dieses t-PA-Abbauprodukts ist jedoch nicht wesentlich von der des natlirlichen t-PA
verschieden. Erst durch eine chemische Modifikation des katalytischen Bereichs durch Anbringen einer
35 blockierenden Gruppe kann hier eine Verbesserung erreicht werden.
Aufgabe der Erfindung ist es daher, t-PA derart zu veriindern, da8 das entstandene Derivat eine stark
reduzierte Clearance-Rate und damit eine verlingerte Halbwertszeit im Blutplasma aufweist. Es sollen
. hierbei die Thromben-lysierende Wirkung sowie die Stimulierbarkeit durch Fibrin erhalten bleiben.
s Gegenstand der Erfindung ist daher ein Gewebsplasminogen-Aktivator (i-PA-Derivat), der dadurch
40 gekennzeichnet ist, daB er nicht glykosyliert ist und aus der folgenden Aminos3uresequenz besteht:

(M)

1 SYQGNSDCYF GNGSAYR&TR SLTESGASCL PUNSMILICK VYTAQNPSAQ
51 ALGLGKHNYC RNPDGDAKPW CHVLKNRRLT WEYCDVPSCS TCGLRQYSQP
101 QFRIKGGLFA DIASHPWQAA IFARMRRSPG ERFLCGGILI SSCWILSAAH
50 151 CFQERFPPHH LIVILGRTYR VVPGEEEQKF EVEKYIVHKE FDDDTYDNDI
201 ALLQLKSDSS RCAQESSVVR TVCLPPADLQ LPDWTECELS GYGKHEALSP
251 FYSERLKEAH VRLYPSSRCT SQHLLNRTVT DNMLCAGDTR SGGPQANLHD
301 ACQGDSGGPL VCLNDGRMTL VGIISWGLGC GQKDVPGVYT KVINYLDWIR
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nodi fication of the catalytic domain via attachnment of a bl ocking group can

result in an |rrproverrent
_ ummmmmnmcmmammcmcc 60

\w m 61 CACAGGCTCACCGAGTCGGG‘IGCCTCCTGCCTCCCGTGGMHCCATGATCCTGATAGGC 120 '
121 AAGGTTTACACAGCACAGAACCCCAGTGCCCAGGCACTGGGCCTGGGCAAACATAATTAC 180
181_ TGCCGGAATCCTGATGGGGATGCCAAGCCCTGCTGCCACGTGCTCAAGAACCCCAGGCTG: 240
241  ACGTGGGAGTACTGTGATGTGCCCTCCTGCTCCACCTGCGGCCTGAGACAGTACAGCCAG 300
2 301 CCTCAGTTTCGCATCMAGG'AGGGCTCT‘ICGCCGACATCGCC‘ICCCACCGCTGGCAGGCT 360
361 CCCA’ICTT‘IGCCAAGCAC&GGAGG‘!‘CGCCCGGACAGCCGTTCC‘IG‘I‘GCGGGGGCATACTC 420

421 ATCAGCTCCTGCTGGATICTCTCIGCCGCCCACTGCTTCCACCAGAGGTTTCCCCCCCAC 480

o w 481  CACCTGACGGTGATCTTOGCCAGAACATACCGGGTGGTCCCTGGCGAGGAGGAGCAGAAA 540
541 TTTGAAGTCGAAAAATACATTGTCCATAAGGAATTCGATGATGACACTTACCACAATGAC 600

601 ATTGCGCTGCTGCAGCTGAAATCGGATTCGTCCCGCTCTCCCCAGGACAGEAGEETCETE 660

% 661 CGCACTGTOTOCCTTCCCC00GCEEACCTOCAGETGCCOGACTOGACCCAGTOTCAGETE 720

721 TCCGGCTACCGCAAGCATGAGGCOTTGTCTCCTTTCTATTCOCAGCGGCTGAAGGAGEET 780

U 781 CATGTCAGACTGTACCCATCCAGCCGCTGCACATCACAACATTTACTTAACAGAACAGTC . 840
40 841 ACCGACAACATGCTGTGTGCTGOAGACACTCGEAGCGGCO0OCECCAGCCAAACTTCCAC 900

901 GACGCCTCCCAGGGCCATTCGGEAGGCCCCCTGCTCTGTCTCAACGATGGCCCCATGACT 960 |

961 TTGGTGGGCATCATCAGCTCGGGCCTGOGCTGTGCACAGAAGGATGTCCCCOCTCTCTAC 1020

4% 1021 ACAAAGGTTACCAACTACCTAGACTGGATTCGTCACAAGATGCGACCG 1068

Die erfindungsgem#Be DNA-Sequenz dient zur Expression des erfindungsgem#Ben t-PA-Derivats, wenn sie
auf einem Expressionsplasmid vorhanden ist. Ein derartiges Expressionsplasmid ist ein weiterer Gegen-
60 stand der Erfindung, ebenso wie ein Expressionsplasmid, das eine hiervon abweichende DNA-Sequenz
aufweist, die jedoch ebenfalls flir das erfindungsgem&Be t-PA-Derivat kodiert. Aufgrund der Degeneration
des genetischen Codes sind hierflir von der gezeigten DNA-Sequenz abweichende Sequenzen geeignet.
Das Expressionsplasmid enthiit vorzugsweise neben der flir das t-PA-Derivat kodierenden Sequenz
zusétzlich noch eine regulierbare Promotorstruktur (z.B. tac), einen effizienten Terminator (z.B. d), sinen
55 Selektionsmarker (2.B. g-Lactamase-Gen) und einen origin of replication.
Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist das Plasmid pA27.3. Die Herstellung dieses Plasmids ist im
Beispiel 1 beschrieben, es enthilt eine DNA-Sequenz, die flir das erfindungsgeméRe t-PA-Derivat kodiert.
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geeigneten Wirtszellen exprimiert und das Produkt aus dem Kulturmedium, gegebenenfalls nach AufschiuB
der Wirtszellen gewinnt. Vorzugsweise werden zur Herstellung des erfindungsgemiBen t-PA-Derivats als

v Wirtszellen Prokaryontenzellen verwendet. Hierbei ist es wiederum besonders bevorzugt, da8 man die sich

‘s 20 hierbei bildenden sogenannten "inclusion bodies™ (uni8sliche Proteinaggregate) zunsichst von den 18slichen
Zollpartikeln abtrennt, die t-PA enthaltenden inclusion bodies durch Behandlung mit Guanidin-Hydrochlorid
unter reduzierenden Bedingungen solubilisiert, sie anschlieBend mit GSSG derivatisiert und zuletzt das t-
PA-Derivat durch Zugabe von L-Arginin und GSH renaturiert. Genaue Vorschriften zur Aktivierung von t-PA
aus "inclusion bodies” sind beispielsweise in EP-A 0 219 874 und EP-A 0 241 022 beschrieben. Jegliche
25 andere Verfahren zur Gewinnung des aktiven Proteins aus "inclusion bodies™ knnen jedoch erfindungsge-
m#B ebenso singesetzt werden.

Bei dem erfindungsgemé&Ben Verfahren zur Aufreinigung von K2P arbeitet man bevorzugt in Anwesen-

heit von L-Arginin, insbesondere in einer Konzentration von 10 bis 1000 mmol/.

) Die erfindungsgeméBe Abtrennung von Fremdprotein durch Affinititschromatographie wird in einer

' a0 bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung Uber eine ETI (Erythrina Trypsin Inhibitor) Adsorbersiule

durchgeflihrt. Hierbei ist ETI auf einem Tréigermaterial (Adsorber), wie z.B. Sepharose, fixiert. Die Reinigung
Uber eine ETI-Adsorbersiule hat den Vorteil, daB das ETI-Adsorber-S3ulenmaterial direkt aus dem konzen-
trierten Renaturierungsansatz sogar in Gegenwart von so hohen Arginin-Konzentrationen wie 0,8 mol/
Arginin, beladen werden kann. Eine Aggregation von K2P, wie sie bei niedrigen Arginin-Konzentrationen
35 unter 10 mmol/ stattfinden kann, wird dadurch vermieden. Besonders bevorzugt erfolgt daher die Reinigung
von K2P Uber eine ETI-Adsorberséule in Gegenwart von 0,6 bis 0,8 Mol Arginin. Die K2P enthaltende
L8sung hat dabei bevorzugt einen pH von Uber 7, besonders bevorzugt von 7,5 bis 8,6.
: Die Elution von der ETI-S#ule erfolgt durch pH-Emiedrigung, sowohl in Gegenwart als auch in
(- Abwesenheit von Arginin unter Bedingungen, die eine gute L8slichkeit von K2P erm&glichen. Vorzugsweise
40 liegt der pH-Wert bei der Elution im sauren Bereich, besonders bevorzugt im Bereich von 3 bis 5,5.
Ein erfindungsgem#B hergestellies K2P besitzt eine spezifische t-PA-Aktivitit von 550.000 £ 200.000
IU/mg bei einer Reinheit von Uber 95 %, vorzugsweise von Uber 99 %.
Erfindungsgem#B8 wird also ein t-PA-Derivat bereitgestellt, das eine deutlich verlingerte Plasma-
Halbwertszeit aufweist aufgrund von reduzierter Clearance-Rate. Das erfindungsgem#Be Derivat verliert
45 jedoch hierdurch keine seiner es als Arzneimittel zur Thrombolyse arterieller und venSser Gerinnsel
geeignet erscheinen lassenden Eigenschaften. Vielmehr kann die flir eine thrombolytische Therapie mit K2P
erforderliche Dosis auf mindestens ein Viertel der bei nativem {-PA {iblichen Dosis reduziert werden. Bei
gleichwirksamen Dosen von K2P und nativem t-PA wird das Gerinnungssystem durch K2P geringer
beeinfluBt als durch natives t-PA, und die Blutungszeit nicht signifikant verlingert im Unterschied zu
50 nativem t-PA, so daB die Blutungskomplikationen bei der Therapie mit K2P méglicherweise vermindert
werden kdnnen.
Das erfindungsgemé8e t-PA-Derivat ist daher besonders zur Verwendung in einem Arzneimittel gesig-
net, was wiederum ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist. Bei Verwendung des erfindungsgem&Ben t-
PA-Derivats in Arzneimitteln wird zur Erzielung von gleicher Wirksamkeit nur noch eine deutlich geringere
s5 Verabreichungsdosis bendtigt als es bei Verwendung von nativem, in CHO produziertem t-PA der Fall ist.
Die folgenden Beispiele erléutern die Erfindung in Verbindung mit den Abbildungen weiter.
Fig. 1 2eigt schematisch die Herstellung des Plasmids pA27.3;
Fig. 2 zeigt den Vergleich der Fibrinbindung des erfindungsgemé#Ben t-PA-Derivats (Kurve
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t he foI owl ng sequence: alooo JU: Kurve 1: K2P: Kurve 2:
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ATGTTA CAGATCTG%[QAQITI;Q}%%

Oli% naci
CACAGCCTCA : Aéage WX N
AACCTTTACACACCACACAACCQ%@J,{;CCCAGGCACTCCCCCT CATAATTAC 181
TCCCGGAAT CORg FCCGCCAT Cltefytdok- Eeifiichen Nera it AR SimphitsBlofn§s=dl BT) 2480 urd hach iv.
ACGT GGGATGGT GT' GCCCT CCT Cealisinjakiion GoH_Slatobd\GddrAleigbhdd 658k von3 kAP id (hrkotisierten Hun-
CCTCAGTTTCCCAT CAAACCAOGEBCCT TCECCGACAT CCCCTCCCACCCCTc CCAGRCT 360 361
GCCATCTTTCCCAACACACCAGGT CGCCCCGAGAGCGGT TCCTGTGCGRCGRCATACTC 420 421.
AT CAGCTCCBeISmeNIT TCTCTCTGCCCCCCACTCCTTCCAGGAGACCTTTCCCCCCAC 480 481
CASETCATCCGTGATCTI GGECACMCATACCGCCGT GTCCCTGRCGAGGACGAGCAAA 540 541
TTTGAATCCKepstruigionTdes PlaemnigsnpSZRNACATATCATCACTTACCACAATCAC 600 601
ATTGCCCCTCTGCTCANH’CCCATTCGTCCCCCTGTCCCCACCACAGCCACCGTGGTC 660 661
m&we&mwaempmm tac-
de ':,a OF fUrﬂge t-féi)envat

m-

vorllegt
F ats 56 ; - 36 mﬁne) 715-

1809 (K2-Dom§ne Protease, geringer Anteil 3'UT) und einem ATG-Startcodon. Die Nukleotndposntlonen

. werden gem&8 der von Pennica et al., Nature 301 (1983) 214-221, beschriesbenen Sequenz angegeben.

—/ 30 Zur Deletion der F-Doméne aus der FK2P-Konstruktion in Plasmid pREM7685 wurde im wesentlichen
die Methode von Morinaga et al., Biotechnology 21 (1984), 634, angewendet. Zur Heteroduplexbildung
wurden aus pREM7685 zwei Fragmente isoliert. Fragment A: pREM7685 wurde mit dem Restriktionsenzym
EcoRl gespalten. Die Spaltprodukte wurden gelelekirophoretisch aufgetrennt und das gr88te EcoRI-
Fragment aus dem Gel eluiert. Fragment B: Plasmid pREM7685 wurde mit dem Restriktionsenzym Xhol

35 linearisiert. Das linearisierte Plasmid wurde ebenfalls nach Gelelekirophorese préparativ erhalten. Flir die
Mutagenese wurde folgendes Oligonukleotid synthetisch hergestelit.
5 TG TCT TAC CAA GGA AAC AGT GA 3’
> - Zur Heteroduplex-Bildung wurden Fragment A, Fragment B (jo 450 fmol) und das Oligonukleotid (75
s pMol) gemischt und in Gegenwart von 50 mmoll NaCl, 10 mmol/ Tris-HCI, pH 7,5 und 10 mmoli MgSO,
40 zun#chst drei Minuten bei 100 ° C inkubiert und sofort auf Eis Uberflihrt. Die Renaturierung der DNA erfolgte
fur 30 Minuten bei 60 ° C. Zur Reparatursynthese wurde dem Heteroduplex folgendes hinzugefligt:
Desoxynukleotidtriphosphate (0,25 mmoll), ATP (1 mmold), NaCl (100 mmoll), Tris-HCI, pH 7,5 (6,5
mmol/l), MgCl: (8 mmolA), B-Mercaptoethanol (1 mmol/), Klenow-Fragment der DNA-Polymerase aus E. coli
(0,125 U/l Ansatz) und T4-Ligase (0,1 UMl Ansatz). Die Reparatursynthese erfolgte flir 4 Stunden bei
45 16°C. AnschlieBend wurde dieser Ansatz in E. coli-Zellen (RM82, DSM 3689) mit einem lac 19-Plasmid
transformiert und die Transformanten durch Zugabe von 25 Lg/ml Kanamycin zum NZhrmedium selektio-
niert.
Mit Hilfe der Koloniehybridisierungs-Technik unter Verwendung des oben beschrisbenen Mutagenese-
Oligonuklieotids als Sonde konnten jene Klone ausgew#hlt werden, die das Plasmid pA27.3 tragen, welches
so das erfindungsgeméBe +-PA-Derivat K2P kodiert. Dieses Plasmid unterscheidet sich vom Ausgangsplasmid
PREM7685 u. a. durch das Fehlen einer Pstl- bzw. einer Sspl-Schnittstelle. Diese beiden Schnitistellen sind
in jenem Bereich des Ausgangsplasmids enthalten, der flir die F-Domé&ne kodiert. Die Konstruktion des
Plasmids pA27.3 ist schematisch in Fig. 1 dargestellt.




-5- 901 GACGCCGCCCACACCCATCCCCACCCCCCCTCCTCTCTCTCAACCATCGCCCCATCACT 960
961 TTGCTCCCCCATCATCAGCTCCCCTCCCEP @492 AZHABAACCATGTCCCCCCTGGTAC 1020 1021
ACAAAGCTACCAACTACCTAGACTCCATI CGFCACAACATGCCACCG 1068 The DNA sequence
according to the present invention serves to express the t-PA derivative
accor di néelsRielZhe | nvention when it is present on an expression Plasnid.
Such an expression plasmd is a further enbodi nent of the invention as well
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S’ 20 Nach Einstellen des pH-Wertes auf pH 3 mit HCI (256 %) wurde eine Dialyse gegen 10 mmolA HCI (3 x

50 |, 24 Stunden, 4 ° C) durchgefthrt.

Derivatisierung

25 Guanidin« HCI (fest) wurde vorgelegt, so daB nach Endverdlinnung des obengenannten Dialysats mit 10
mmol/t HCI die Konzentration von Guanidin-HCI 6 molAl betrug.
Der Ansatz wurde bei 25°C 1,5 Stunden vorinkubiert, anschlieBend wurde oxidiertes Glutathion (GSSG)
ad 0,1 mol/l und Tris-HCI ad 0,05 molAl eingestelit und der pH-Wert mit 5 mol/l NaOH auf pH 9,3 titriert. Der
) Ansatz wurde 3,5 Stunden bei 25 °C gerlihrt.
' s Nach Einstellung des pH-Wertes auf pH 3 mit HCI (25 %) wurde eine Dialyse gegen 10 mmol/l HCI (3 x
100 |, 48 Stunden, 4°C) durchgefiihrt. Nach der Dialyse wurde zentrifugiert und der klare Uberstand
weiterverarbeitet.

Naturierung
85
Ein 10 1 Reaktionsgefd8 wurde mit 0,1 molA Tris-HCI, 0,8 molA L-Arginin, 2 mmolt GSH (Genthation,
(reduzierte Form)), 1 mmol/l EDTA, pH 85 gefllit. Die Renaturierung wurde bei 20°C durch dreifache
- Zugabe von jewsils 100 ml Derivat (gemischtes Disulfid, s. 0.) im Zeitabstand von 24 Stunden bewirkt.
ot Nach der Renaturierung erh&lt man ein Material mit einer spezifischen Aktivitit von 1500 bis 10.000
40 IU/mg (Bestimmung vgl. Beispiel 4b). Die Einheit IU ist eine Einheit der Aktivitdt nach Definition der WHO,
National Institute for Biological Standards and Control.

Konzentrierung des Renaturierungsansatzes
45 Der Renaturisrungsansatz kann bei Bedarf {iber einen Hemodialysator konzentriert werden.
Belspiel 3

Reinigung von K2P aus E. coli
50
1. Reinigung von K2P aus E. coli Uber Affinititschromatographie an ETI-Sepharose nach vorheriger
Konzentration
a) Elution mit Citronensiure
: Der Renaturierungsansatz wurde ber einen Hemodialysator (Asahi AM 300) 1:23 konzentriert und mit
65 0.5 mol1 NaCl aufgestockt. Eine mit 0,1 moll Tris-HCI, pH 7,5, 0,8 mol1 Arginin, 0,5 mol? NaCl
&quilibrierte ETI(Erythrina-Trypsin-Inhibitor)-Sepharose-S&ule (V = 50 ml) wurde mit 550 m! Konzen-
trat des Reoxidationsansatzes beladen (10 S#ulenvolumen/h, 10 SV/h) und so lange mit dem
Aquilibrierungspuffer gewaschen, bis die Absorption des Eluats bei 280 nm den Leerwert des Puffers

6



-6- incorporated into a plasmd and those regi ons which code for am no
acids which are not present in thepoBdge ¢@mByvati ve according to the
i nvention are del eted by site-directed nutagenesis. The choice of plasm ds,
into which the DNA sequence coding for the t-PA derivative according to the
i nvention is agickie Diefgwiopdesgobundenen Meieriaisrffclate mitr20tnimeoltRitkanenséire, pH@E. ch ar e
| ater to be used to express the derivative. Suitable plasmds as well as
the mnimum requifenments flovoismeaind Rk B 6. BB Ns00 1] | cat i on,
restriction site) &e RTTOWT t O pgrson—SkrHed—rmr—thetart—W<tHi n t he

L

scope of the invehty ":ftcosmag t He rlg(géﬂ;scat ve Youbl ¢- 493 ndedl form of
phages ([err] |\/|]_3L_ar§zl§u ther VvBctarls \R e Th(g'd, xpelt 4?65" ohP used
i nst ead of a pl asni"PBpeiischerAllivititcAktiitisintchronibgesart Task (voli tBaigmel a)igateiltaiudiescr i bed

by Morinaga et al . ProBingeksliiderdirapp 21, (1984), 634 and is carried out _
essentiglly as described there. Yet a further enbodinent of the invention

i s a process g futidniit (5 MGWALGI fnaOf a t-PA derivative according to the

i nvention, Wi RenafuribrifgsaHehts wurd6 Gid i Bel3abl 245 bedchieBsh, RbdarMeHSERS mR0d! Mg t ©
the present ivi-@0L pR5] G8 AP ARMRCE5 Mo NACILERDiLRerOST-SERbbse-S30[ (35718 VAlr@OHHE
is isolated faoomi Kbrzerrel Hetabiéh (12 EV/R)Und ish laRRCRIB @M KquitibiicAingspifidr gBwdskHan, NisSdie
cel I's. 7Pr okargxiiikiian dee Elusts 86i28( e ididrExtikjonUiss Bufdds drisiehtélWat gébhdehe Materddl WEHiE €
t he t-PA der imitd.3 mall Agnin phl A§eliet.t he i nvention. In this connection, it is
particularly preferable to first separate the so-called "inclusion bodies”

(insol uble proteir aggregaf &umdfimET At M [€;v, mgimi | SA IU/mg

\
oee? 20 Konzentrat 800 20.000 113 1770
ETI-Eluat 55 280.000 0,6 550.000

2. Reinigung von K2P aus E. coli Uber Affinititschromatographie an ETI-Sepharose ohne vorherige
Konzentration

Eine mit 0,1 molA Tris-HCI, pH 7,5, 0,8 mol/l Arginin, 0,5 moli NaCl &quilibrierte ETI-Sepharose-Saule (V
= 10 ml) wurde mit 12 | Reoxidationsansatz beladen und so lange mit dem Aquilibrierungspuffer
gewaschen, bis die Extinktion des Eluats bei 280 nm die Extinktion des Puffers erreichte. Die Elution des
gebundenen Materials erfolgte mit 0,8 mol/l Arginin, pH 5.

25

Volumen mi | Aktivitédt lU/ml | Cprop. mg/ml | SAIU/mg | FV

Reoxidationsansatz 12.000 615 0,135 4556 25
ETI-Eluat 42 105.000 0,185 568.000 35

35 ") F: Stimulation durch Fibrin = Aktivitéit in Gegenwart von Fibrin geteilt durch Aktivit4t ohne
Fibrin

Belsplel 4
Charakterisierung von gereinigtem K2P aus E. coli

a) Proteinchemische Charakterisierung

- SDS-Page und Reverse Phase HPLC

Die Homogenitédt des Uber Affinitdtschromatographie an ETI-Sepharose gersinigten Materials wurde
durch SDS-PAGE und durch Reverse Phase HPLC (RP-HPLC) gezeigt. Aus der relativen Laufstrecke
errechnet sich flir K2P aus Prokaryonten ein Molekulargewicht von 38.500 + 2,000 Da. Die densitometri-
sche Auswertung ergab eine Reinheit des Priparats von >95 %.

Die RP-HPLC beruht auf der unterschiedlichen Wechselwirkung von Proteinen mit hydrophoben
Matrices. Diese Eigenschaft wurde als analytische Methode zur Quantifizierung des Reinheitsgrades
angewandt.

Die Analyse des gereinigten K2P aus E. coli erfolgte Uber eine Nucleosil 300-Trenns4ule (Knauer)
mit Hilfe eines Trifluoressigs&ure/Acetonitril-Gradienten (Puffer A: 1,2 ml Trifluoressigssure in 1000 ml
H20; Puffer B: 300 ml H20, 700 ml Acetonitril, 1 ml Trifluoressigssure; 0 bis 100 %). Die Integration der
chromatographischen Analyse ergab eine Reinheit von >95 %.

- N-terminale Aminosiuresequenz
Die N-terminale Aminos8uresequenz wurde mit einem ABI 470 Sequenator mit Standardprogramm und
on line PTH Detektion bestimmt. Die gefundene Sequenz $1-Y2-Q3-G4-N5-S8-D7-C8-Y9 stimmt mit der

50
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this process fromthe soluble cell particles, to solubilize the inclusion
bodi es containing t-PA by treat mgpty waﬂgqanl di ne hydrochl ori de under
reduci ng conditions, then to derivatise with GSSG and finally to -7-
renature the t-PA derl vative by addition of L-arginine and GSH. Exact

I NSt ruct i cins dér@NAtSegqueaz dbgeleiteten,zu@fwatteridén $aqoenz Ubenait. usi on bodi es” are for
exanpl e de) éktivitisiestimmiahy A 0 219 874 and EP-A 0 241 022. According to the
present i rivieint vitorAklivitit von K@P apeE.eoli syufde naghider Tesbiorgetirithin BHleitschiiit flicdie gesapieot ei n
from i ncl UsresnMedizii" (SGIMAR), 42n(ReA781486 (18873 pstipné (Piey SPegiiische Aktivitdt het r%%g@
accor di ng WimgtR00.060bing; jp StimyliengykeityomKaF aup Eiol) dyreh BraN-Fragmenty, des @F’mge“s

L- ar gi ni neAkivifit Iﬂa‘f‘egP'MﬁF éi?“ Fibfinggep-hragreritan-aetef fursh Altiyitt ghne Fihjnqgpfrapmente war

purificat |'6H‘°§9f“ ‘PV rem)val of forel gn protein according to the

pr esent i i car ed 0 referred
enbodi nent ;1‘" "ft & d i @P 3 32% 'ﬁf’hl f{k’fhﬁnfeﬁfhg%be?en
adsor Ber ¢ °sf"ﬁ "%‘" foks WA %Ha o (P Sls BRI
(adsorber) % FiBArSind I'catl on over sor

col urm has' vanta e ha he ETI adsorber colum material can be

| oaded digigpibl's/ W|th the concentrated renaturation preparation even in the
presenge of such high concentrations of arginine as 0.8 nol/| arginine. In

this way, 0r 8gbRsRubOBpRksidhédisbatldi wlide a8 OC B¢ KA GnORbdidfo@ieNSdtlenz in ein
concent r plaénfith RohdNkbplenzkRl uiikiohiért. DatuSwurdéasimdier Pafertanméldung DE 88 BE8788I besthriebe-
pr ef err efs PRsMid psBat1ZBUL behiite. DPibkes Piagriitl isetst sizh inkaBseatichon aus deml Vektor pKK223-3 und

\ der kodierenden Sequenz fllr t-PA zusammen, wie sie in EP-A 0 242 835 beschrieben ist.

o 20 In dieses Plasmid wurde zun#ichst die Sequenz eines fd-Terminators integriert. Dazu wurde das
Plasmid pePa 126.1 mit dem Restriktionsenzym Hind Hll linearisiert. Das so gespaltene Plasmid wurde
gelelektrophoretisch aufgetrennt und pr#parativ gewonnen. Das Plasmid pLBUI (Beck et al. (1978),
Nucl.Acids Res., 5, 4495-4503; Gentz et al. (1981) PNAS 78(8):4963) wurde mit Hind Il restringiert und ein
etwa 360 bp groBes Hind Ill-Fragment, das den fd-Terminator enthilt, durch Gelelektrophorese und Gel-

25 Elution priparativ dargestellt. Das linearisierte Plasmid pePa128.1 und das 360 bp Hind lll-Fragment aus
pLBUI wurde ligiert. Der Ligationsansatz wurde mit dem in der Anmeldung DE 38 38 378.0 beschriebenen
Plasmid pUBS500 in E. coli, DSM 2102, kotransformiert. Aus den Klonen wurden diejenigen ausgewéhit, die
das gewlinschte Plasmid pePa126fd enthalten, das sich vom Ausgangsplasmid pePa126.1 dadurch unter-

. scheidet, daB es eine zweite Hind lli-Schnittstelle enthilt.

' a0 Aus dem Plasmid pePa126fd wurden zwei Fragmente gewonnen: ein 3,4 kb groBes BamHI/Pvul-
Fragment und ein etwa 1,3 kb groBes Pvul/Xmal-Fragment. Die beiden genannten Fragmente wurden mit
einem etwa 1,3 kb groBen BamHVXmal-Fragment aus dem Plasmid pA27.3 ligiert und mit dem Plasmid
pUBS500 in E. coli transformiert. Das resultierende Plasmid erhielt den Namen pA27 fd und kann von
pePa126fd dadurch unterschieden werden, daB bei einem Restriktionsansatz mit EcoRl das zweitkleinste

s5 EcoRI-Fragment aus pePa126fd von etwa.610 bp Liinge in pA27fd um etwa 515 bp verklrzt vorliegt.

Beispiel 6

Yot Pharmakologische Befunde von in Prokaryonten exprimiertem t-PA-Derivat K2P
40
1. Pharmakokinetik von K2P am Kaninchen
K2P wurde an weiBen Neuseeland-Kaninchen mit Actilyse® in seinen pharmakokmetlschen Eigenschaf-
ten verglichen. Beide Fibrinolytika wurden in einer Dosis von 200.000 IUkg KG 30 Minuten lang
infundiert. Plasmaproben wurden zu definierten Zeitpunkten vor, wihrend und nach der Infusion gewon-
45 nen. Die t-PA-Aktivitit wurde mit einem spekirophotometrischen Test nach J. H. Verheijen et al.
(Thromb. Haemostas. 48, 266, 1982), modifiziert nach H. Lill (Z. ges. Inn. Med. 42, 478, 1987),
gemessen.
Zur Berechnung pharmakokinetischer Parameter wurde ein Rechenprogramm der nichtlinearen
Regression, modifiziert nach H. Y. Huang (Aero-Astronautics-Report 64, Rice University, 1-30, 1969)
50 benutzt. Die Parameter wurden individuell mit Hilfe eines bl-exponentlellen pharmakokinetischen Modells
berechnet.
K2P weist eine flinffach lingere Halbwertszeit (i1/2«= 10,3 min, Abnahme der Konzentration in
Plasma) als Actilyse® (t-PA- Préparat der Firma Thomae) auf (Tabelle 1, Abbildung 5 und 6). Am Ende
der Infusion {nach 30 min) wurde bei K2P eine Plasmakonzentration der t-PA-Aktivitat (Ci,) von 1986
&5 IU/ml gemessen, die somit sechsmal hoher als bei Actilyse® war. Das Vertellungsvolumen des zentralen
Kompartiments (V) betrug flir K2P 46,8 ml/kg im Vergleich zu 73,7 mlkg bei Actilyse®. Die Gesamtplas-
maclearance (Che) War gegenliber Actilyse® (Clo = 22,2 mi/minkg) bei K2P auf 1/7 reduziert (Clot =
3,2 mlimin/kg). FUr die Anwendung eines Fibrinolytikums zur Bolusinjektion ist die "Area under the

8



adsorber colum in the presence of 0.6 to 0.8 nol/| . arginine. In this
process the solution containing the 3gd frsspreferably a pH of over 7,
particularly preferably of 7.5 to 8.6. The elution fromthe ETI colum is
effected by lowering the pHin the presence as well as absence of arginine
- 8- under coundi" {(AUG) besthdetshintatessamt, da gio eidens\ergldidhl det fbep flie IZ8IPIm Plrsmiadiegirhgndem e
pH val ue i sKenzertirhiion azslagt. K2R gigbusina gehtticd kiharei AVG (1964 t/mirhh el yActilysoPe (1853 y
in the rang@gthi3 to 5.5. A K2P produced according to the present invention
has a speci fi dnsgesRnt zeigtd K2R in Vargleldomib Aetilyso®) slsmcderpitigrginzigen ommergil] erplifighenyy o
t han 955 % galmlmam {PAsProteiyy kol glaigher Hosispin inh bis aghtiadly WrRgpelies RhEIAkpkiBfisshes -

i nvention aPellpA derivative is I’OVI ded whi ch has a signifi cant I y | onger

| h |f2|PhP'€'aEﬂ9é"am5< VP'hEZP

agcording o gé i chv%n[a La;'egﬁl} o el o
I C appea

arteria IOan oy %rattlﬁ %ﬁ%ﬁ;{ ?’" 'yt' %ﬂﬁ‘g‘ @&H%cessarggp)

fe n

z?hr
thrombol yti ¢ f)I;He && (ﬁha ﬁ: I‘Je hiidtePosls G Hine FniIHBS! s%Fateqfon %ﬁ'e
usual dose GO o ﬁl'l&i §@§el% 0.608HURGRG | Xtelsommt
t he coagul at,Hfe ,gﬁtﬁ,gpeltﬁo i uﬁéas than by nati ve t-PA and the
bl eedi ng time dop opAeitdl sﬁsﬁﬁiﬁﬁdudenﬁ‘é@lﬁéﬁﬁﬁ&z&dﬁa&ﬁ b At AV @b b SrietadiAieBfigeten at
conpl i cat i 0pgsiHierdMidhBa waBmitALIH3e® Widlin doNthiohBoljtisener Markuig tnit 868 KU aetlysparsKd| y
be reduced. verligichbareDosievdn\28b kY R2RAGIE 1UhrtdCGu igerinhéheAuswitkBiai auf Kié atinnomysparame-

ter Fibrinogen, Plasminogen und az-Antiplasmin, die sich jedoch nicht von den Auswirkungen einer Dosis

\ von 800 kU Actilyse®/kg KG unterscheiden.

S 20 K2P ist ein t+-PA-Mutein, das am Jugularvenenthrombose-Modell des Kaninchens bei vierstiindiger
Infusion der Fibrinolytika bei einer Dosisreduktion auf 1/4 der Actilyse®-Dosis die gleiche thrombolyti-
sche Wirkung wie Actilyse® entfaltet. K2P unterscheidet sich bei der reduzierten Dosis nicht von
Actilyse® in den Wirkungen auf das Gerinnungssystem und in der Plasmakonzeniration der t-PA-
Aktivitat. '
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is therefore particularly suitable for use in a pharmaceuti cal agent which
again is a further enbodi nent of gplysgernyg i on. When the t-PA according to
the present invention is used as a pharnaceutical agent it is only
necessary to admnister a significantly smaller dose than is the case for

native t-PA produced in CHO. - Qe—Thelnuention is elucidated by the
foll owi ng exanpl es in conjunction wkth the fi guré*s:‘ Fig. 1 shows
schematical ly the construction of pg.asmc pA27.3} Fig. 2 shows a
conparison of fibrin binding of the,.,t PA|de&i wat ifve &curvg 1) according'to
the irfvention with that of native txPB efprassedl}in £HQ cql s
(doubl e-stranded t-PA from CHO cel 8 opql gqavBd3at |t helpfysijol ogi cal cl eavage
site Arg 275-11e276, curvg 2) and gi e strdhded t-PA frjom CHO cel | s,
(curve 3); Fig. 3 and Fig® # showoragrams of THe piarmago- ki netics of
t-PA ggtivity of the t-PAgdgrivative affcqrding tq the invgntion conpared to
a commercially avail abl e & BA preparat®or] (Actilyse); (curjve 1: K2P, dose
200000 U kg = 0.25 ng/kg; 5i %v. inf.,fog 40 wi M ; |nunfel. of] ani mal s
investigated (rabbits): 4£ durve 2:8Achi llysg 3tjode 2{0QQO {U kg; i.v. inf.
for 30 mn., nunber of angnﬂ'ls i nvgsti atled (rabRits): 6).
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Fig. 5 shows dose-response curves (of

rabbits) for thronmbolysis for the

t-PA derivative according to the igivgBss pfaBn conpari son with Actilyse

(shown is the nean value + SEM 1 kU = 1000 I1U; curve 1. K2P;

Actil yse). - 10 - Fig. 6
time (BT) before and after an i

doses of Actilyse in anaesthet|sed

for Sinplate bleeding tinme (BT

befof e an

pl acebo or increasing doses of}] K2P i
Constru€tion of the plasm d pARZ. 3

in EP-A 0 242 836 confains the| Eolfo
| ac- operator region wgth an ATG

derivative FK2P, the G@r&nscripfi

aenr
ot

curve 2:
shows the tinme course for Sinplate bl eeding
.Vv. bolus injection of placebo or increasing

Me cour se

i nj ection of
nple 1

5, descri bed

or,

for the t-PA
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Pharmakologische Eigenschaften von K2P aus E. coli an einem Hundemodell der koronararterienthrom-



construction in plasm d pREM/685 the nethod of Mrinaga et al.,

Bi ot echnol ogy 21 (1984), 634 was Ep¥s382t17alB1y used. Two fragnents were

i sol ated from pREM/685 for heterodupl ex formation. Fragnent A: pREM/685 was

cleaved with the restriction enzyme EcoRI. The cl eavage products wer e

separ at ed dje threshelytischp Wiskuag iven Kaftjausife C¢"a#“§ arterielie ThRmben Zigunianuchgaswusdeut ed

f r om t hebgigp e'hafFP'aq'ﬁ@memBe"%%MPﬁeﬂ fils e /plgtn Mypkardintprtgopahile Algj Tiqssppzies wurde

restrict F'?S iiuad, ”‘Xﬁge M °IZP’n%'Sﬁ‘£;92°é‘Bs ra@m@ﬁm@g%;?ﬁe"bﬂwwwg;gn der

pr epar at I ? on A he!

prepar ed"*g ‘T‘i& "%ﬁqe '“P‘B '1” igies Ra

GA { f"5’” e}x °°"éyﬁ'é°fve "sclfP g fﬁ fm)l
er, z vor hra an e wor en Um c e X r|

of each) sé?’i‘a §I 'm_lﬁg rg

0se dig re |v ||n e ro rﬂn 10

initiall X g&‘ ’
mol /1, |6 r' ¥ e DOSIQEE 0 9 aéﬁw ofi fa§e1 @q)r

i mredi'at ﬂé S )qﬁ lvﬂlnv hiodkn eWetﬁldCrﬁif Ii’la o AL jelvéh
m nut es "%reﬁ/a di 'gitlale-l:r& mfa et iRdvEHB soMofs BSHH € G'mﬁ Sent HaBari ﬁ&@n@ﬂhﬂ%%z@r@ |Vor
repai r sypieRfineried2abiikieh nERldeiRjoktion WVASHIMaLRprolbn ewdinal, (rd i PiabiaKodzen-
mol /1), it ter t-PRAKEERuAd Yon Fikihdger;1BlasmiRdder ufdl oz Anfipld3iiiml sowig um Glihfombbdyte-8
Mol / 113 , zdhBint JollBRf 2.8 péstriinéraFiblindgdn Wiraén' Kohguldfle@i@ndch TROBNActd hadmae 17, 237,
DNA- pol y nas7pesrhinsgen fnd &eAnitiplésthinl @ib vbl] Sollen ot lctsesthiielan . XClini lrevpstaric 36B4 1988y as e
(0. 1 U [ epekifdphatenaetristhogemeisen.uNaiprhin Wasle dipf&implats\Biitingszeit’ areldinterbein dardiuadetmif or 4
hour s at Hilléjeipes PBinirPers (Simolete® |1yOrgémios Tphnikp.npelhaim, KRG wihrandsdieas venpsem Staust.
cali cel von 40RNBHg BBMsSHIY)Sung. tRes. 27| 4, 1978 Pomstatisteche Yanaleichder Mewasie eshed

' 20 Injoktion mit dem Kontrollwert vor Injektion erfolgte mit dem Wilcoxon-Test flir Paardifferenzen.

Um den thrombolytischen Erfolg beschreiben zu k&nnen, wurde die Anzahl der pro Dosis-Gruppe
reperfundierten Tiere (= Reperfusionsrate) sowie die Zeit bis zur Reperfusion (= Reperfusionszeit)
angegeben. Weiterhin wurde das Feuchtgewicht des 2 h nach Injektion noch vorhandenen Restthrombus
gemessen, und die Anzahl der Tiere mit WiederverschluB nach Reperfusion (= Reocclusionsrate) ermittelt.

25 Mit Hilfe einer halblogarithmischen Regressionsanalyse der Dosiswirkungs (Reperfusionsraten)-Beziehung
wurde flir jede Substanz die effektive Dosis flir eine 50 %-Reperfusionsrate (= EDso) errechnet. Der
statistische Vergleich der Restthrombusgewichte erfolgte mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test flir unver-
bundene Stichproben.

) Die Plasmakonzentration der t-PA-Aktivitit wurde mit einem spekirophotometrischen Test nach Verhei-
\_/ 30 jen et al. (Thromb. Haesmost. 48, 266., 1982), modifiziert nach Lill (Z. gesamte Inn. Med. 42, 478, 1987),
gemessen. Zur Berechnung pharmakokmetlscher Parameter wurde ein Rechenprogramm der nichtlinearen
Regression, modifiziert nach H.Y. Huang (AsroAstronautics Report 84, Rice University, USA, 1-30, 1969)
benutzt. Die Parameter wurden individuell nach Abzug des kSrpereigenen Basalspiegels der t-PA-Aktivitét
von den nachfolgenden MeBwerten mit Hilfe eines bi-exponentiellen pharmakokinetischen Modells berech-

35 net.

Folgende Ergebnisse wurden erhalten:

1. Pharmakodynamik am Hund

40 K2P filhrte nach intravenGser Injektion zu einer dosisabhéingigen Reperfusionsrate. Der maximale Effekt
(Reperfusionsrate von 100 %) wurde nach Injektion von 200 kU/kg KG erzielt. Die Dosis mit 100 %
Reperfusionserfolg bei Actilyse® betrug 1600 kU/kg KG. Ein Vergleich der EDso-Werte ergab flir K2P (EDso
= 83 kUkg KG) einen 11,5-fach niedrigeren Wert als flr Actilyse® (EDso = 961 kU/kg KG). Die
Verabreichung von Placebo flihrte zu keiner Reperfusion. Das Resithrombusgewicht der Placebo-Tiere

45 betrug 9,6 £ 1,6 mg (Mittelwert + SEM); sowohl K2P als auch Actilyse® flihrten mit steigenden Dosen zu
einer statistisch signifikanten Erniedrigung des Restthrombusgewichts im Vergleich mit der Placebo-
Kontrolle. Die Reperfusion erfolgte bei beiden Fibrinolytika im Durchschnitt aller reperfundierten Tiere nach
259 = 3,5 min K2P bzw. nach 24,2 * 6,2 min (Actilyse®). Die meisten der mit K2P oder Actilyse®
behandelten Hunde reoccludierten nach Reperfusion (Tab. 3).

50
2. Pharmakokinetik am Hund

Nach intraven8ser Injektion von 200 kU/kg K2P oder Actilyse® zeigte sich am narkofisierten Hund, daB

die schnelle Phase der Abnahme der Plasmakonzentration, ausgedrlickt als tipa, bei K2P mit 7,2 £ 1,1 min

55 um den Faktor 4,5 linger ist als bei Actilyse® mit 1,6 + 0,2 min (Tab. 4). Die unmittelbar nach Beendigung
der Injektion gefundene Plasmakonzeniration von K2P war etwa doppelt so hoch wie bei Actilyse®. Die
Entfernung von K2P aus dem Plasma (Plasmaclearance = Cli) erfolgte neunmal langsamer als bei
Actilyse®. Entsprechend war die Fliche unter der Plasmakonzentrationszeitkurve von K2P ungeféhr 9,5 mal

12



cells were selected by the addition of 25 [err]g/ M kananycin to the
culture nedium Those cl ones whi cheegggai7a e pl asm d pA27. 3 which encode
the t-PA derivative K2P according to the invention were selected by the

col ony hybridi sation - 12 - technique using the nmutagenesis

ol i gonucl| gdiBercks dieewoActlysd®.above as a probe. This plasmid differs fromthe
starting plasm d pREM/685 inter alia by the absence of a Pstl or a Sspl

cl eavage & Fibrinspezlifdtamitund:| cqvage si tes are contained in the regi on of t he
starting plasm d which codes for the F-donmain. The constructlon

pl asmi d® A2 72wl Stunden Jizeh ?@H@ﬁﬂ?’f EZQIT F d s1ﬁh pp doslsab n g ge Er edngung der
o ehar at Ip(ﬁ?s%qﬂ %\E?t :?):[ s {ar eng un d%' h % é ggﬁe Uber
prepar at | DSM
3688, tra %,ﬂ f rt an e| 6 ha a%tE e tN.
Tris-H onwi . 6Zi tg,q}gb %%a s{g&“ﬁ i
and i ncubgj, ¢y ° t' "ﬁf R&a& n a

g For P . Jnv.%aet was
carried oy, }ﬁ% brahagesm.sdr @ mi@hdn, 6?b&n " oo |
0{1 on L}

EDTA, 6 %Ysthais baikeFieliiih die Pisic ist bBiBefderPSubetEnzer] ﬁahazadm@dawlﬂueﬂcubat ed
for a further 30 mnutes at 4[err]C. Followng this the insoluble

conponest 4. EihlusSaut GRIBlutisyséitdmduiy centrifugation in a Padberg centrifuge.
The pellet was suspended 1n 10 1 0.1 nol/l Tris-HO, 20 nmol /| EDTA, pH
6. 5, i ncubat pid intrevend®@ Injokiiant ves K2R erdahkelna dtatidtiech Isignifikastp MedingemgwinsBlutengszsitéal by
subsequentVergisith miif degrekdntellwert vor Injektion in allen 4 untersuchten Dosen. Dagegen verléngerte Actilyse®
L - in Dosen von 1130 und 1600 kU/kg KG die Blutungszeit statistisch signifikant (Fig. 6 und 7).
o’ 20

5. Gesamtbheurtellung

An dem beschriebenen Hundemodell der Koronararterienthrombose erwies sich K2P als ein Thromboly-

tikum, das nach intraven8ser Bolusinjektion eine 100 %ige Reperfusionsrate erzielen kann, ohne die

25 Fibrinogenkonzentration stark zu beeinflussen und ohne die Blutungszeit signifikant zu verléngem. Im

Vergleich mit Actilyse® als Stand der Technik zeigte sich K2P in der thrombolytischen Potenz nach

intravenser Bolusinjektion deutlich Uberlegen (Faktor 11,5). Die Untersuchung des pharmakokinetischen

Profils von K2P ergab weiterhin, das im Vergleich mit Actilyse® die Clearance von K2P als Ausdruck fir die
langsamere Entfernung aus dem Plasma neunfach verlangsamt ist.

— =
35
40
45

50
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- 13 - Solubilization of the IB's 100 g IB's (wet-weight) were suspended in
450 M 0.1 nol/1 Tris-HC1, 6 nol gp gdg@dy7qdi@ie HA, 0.2 nol /1 DTE (1,4
dithioerythritol), 1 mol/|l EDTA, pH 8.6 and stirred for 2.5 hours at
25[err] C. After adjustnent of the pH value to pH 3 with HA (25 %, the
solution was dial ysed against 10 mmol /|l HCL (3 x 50 1, 24 hours, 4[err]C).
Derivatizati og Guani dine HO (solid) was added in such a quantity that

after final | ution of the above dialysate with 1Q mpl /L HGL t he
guani di ne- HC concentratioB was| 6 | /]l . [The| pr ¢parfati pn S {pr ei ncubat ed
for 1.% hours; 25[ err] C, @subspquent I}y the o¢xi di zgd g} ut at hijJone ( GSSG
concentrationi®ls adjusted@to O] 1 !/I ahd the|Trils-HCO ¢ondentration to
0.05 mol /1 a ' edeth§5|a®/I NQ qt)ct\p’ Q.S._The
preparati on hogrs |a& p51 ¢rT]|Gs |AR B adNusti ng the pH
val ue fo pH 3 he{soljutipn Yas {di & yspd dgaijnst 10 mmol /1
HC1 (é x 100 @.¢ O | Affter|the¢ dijal yisisjit |wag centrifuged
and the cl earf§s% ocgssdgd fprther. - 4 4 Regnaturation
15 . BB B B B B Bl B
" - S| ol ol Ao <] ~]| e
+H| H| H]| H] #] ] #] H]
: @ wlnjelnl«l s
¢ ola|lt|lwv]lo|a}e{~]un
” z. g (3] 8 L -] - z -2
N N e e RS I IR
RI3AA Q2] =
K/ 30 g
|
Vwiwviw| v WlwWilw 0 \O
36 Z S|le|<F|]|s|e|S|~|~
\s.f % Y- L -] o L -] L - o w ° O
: ) olololelelelele
g K g|8|8|8|8|8|8|8
’ 1ol el o olelele
§§ Z|8|8|R|R[2[3|%| §
- g g 3 g
50 3 -
: A g f g
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A 10 1 reaction vessel
L-arginine, 2 mol /I

was filled with 0.1 nol/I
GSH (gl ut at higme sg2 ¢zaeed form,

Tri s-

HC1, 0.8 nol /|

1 mmol /1 EDTA, pH

8.5. The renaturation was carried out at 20[err]C by a three-fold addition

of 100 m derivative (m xed disul phide, see above) at 24 hour intervals.
After the renaturation a material js obtained with a specific activity of
1500 to 10000 W ng (determ nationt of Exanplle 4b). The unit IUis a unit of
t he act|V|ty accerding to the defihition of {the WHO, WMNational Institute for
Bi ol ogi cal Stand@rils and Contrpl Z fConcentratfion of the renaturation
preparafi on The Leéhatured preparat on—cam, i|f required, be concentrated on
a haenodi al yzer . ¢ & mp 1 e 3. Puri i cgﬂtion og KgP ffromE coli 1
Purification of frlom E. co'll'a)y a?fimlty chéonat ogr aphy on
ETI - Sephar ose afie.r.zprew ous gongeptration d) Elution|with citric acid The
renatur&tlon prep@F Btijon was gontkhtrated 1:123 on a hgenvodi al yzer (Asahi
- 15 - AM 300) aftf Stupplenented wifh 0.5 moll/l NaCl. %50 ml concentrate of
t he reoxi dation 9r rlati on was g_pplied (210 fcol um voljurmes per hour, 10
Cv/h) to an ETI 9th|r|na- Tl‘ypSI N- 1 nhi bitagr)-Sephardse colum (V = 50 nl)
whi ch was equiligr.:o with O. r'g)/l Tris-HA, pH 7.4, 0.8 rml/“I ar gi ni ne,
v Q
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0.5 mol /1 NaCd and washed with the equilibration buffer until the
absorbance of the eluate at 280 gmgssaclygesit he bl ank value for the buffer.
citric acid, pH 3.2. Vol une

The bound materi al

was eluted with 20 mol /|

Activity Cpr ot SA1l) (m) (rum) (my/m) (1Ung) concentrate
550 57162 14 4083 ETI-el uate 90 330000 0.71
465000 1) specgfic activityy; agtivity,injgchno emytegt (cf Exanpl e 4b)
divided by prefein contept pf fhe|sanplelb) | Eljutipn with 0.3 nol /I
argi nine, pH & % The remat uf ed PR qper e prea® centemjratied as described in
Exanpl% 3. 1. a)'”m onm & the ‘oncenLrat p _\éfs pl eg to lan ETI - Sepharose
colum (25 m 822 |ov/ h) Si priHyat! [edlj fprited Wi h Vi1 hbi /1 Tris-Ha, pH
7.5, 0.8 nol/18%rdinine 5S¢ b3 ﬁa%lg frg wsh& | @ hSthe equi§ibration
buffer until b§1gT sorba_wce of |thg = Lt ¢ At] 280 ~hmrqached t hebl ank val ue
for the buffem~ < 16| - bourld nptefi al efutgqd Wth 0.3 nol /|
argi nine, pH 4.’5 olu Act { vi tly CPy ot . BA () (IL%M)
(mg/m)  (1U YR Bpncentrate 300l ’nnqg 1.3 H.770
ETI -eluate = ,965 & 28)@* D. GuL 550p00] 2. Puri f)j cation of
K2P fromE. ce#io affiaui ty Lhronat opra hy fjon ETI {Sedharpse w tglout
: > w
previ gss g . K 8 _ |~ w
[ Y 2,00 L) 4 O in - w ™~ ™~ ™~ Q
~NA- 5 ] #] H| H| M H] ] H]H g
\ ~ M i N|loa|w]je]lwlo]lo]~] = 0
o/ 20 .5% z? A|l~]|e|0o]O]jr]|n| ~] g‘
N g8 o
g0 o
oo -] 0
£48 % |3 2
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concentration 12 1 of the reoxidation preparati on was appI| ﬂmml

ETI - Sepharose colum (V = 10 m) wpolgrgm gguilibrated w w me'”m
Tris-HO, pH 7.5,-0.8 nol/| arginine,.0.5 nol/I Nad and washed

equi libration buffer until the absorbance of the eluate reached the

absor bancdPatentanspri¢hef f er. The bound material was eluted with 0.8 nol /|

ar gi ni ne, Iphngnsm;q:hgﬂ;r folgende Yarlyagsstantent AT, BE, CH, &) DE, DK, FR<GB, IT, LU, NL) SE
(rum) (ng/rﬂ) (I U ng) reoxidation- preparation 12000 615

0.135 eupbs-Plasmjnqoqnaldivptor{+BA»-Derivat, 42 105000 0.185 568000 35

1) F: sfinmul 9edusgh przejehnet, t|V|t n the presence of fibrin divided b
az:t ivity wit 558 "P%yik?fy"e" ist “’P?a”s dor Tl dvead%ﬁﬂ“'l“ regeqUANZ ST | zati on of Y

purified K2ZP fromE. coli a) Characterization of the protein -
SDS- PAGE and Rever sed-{#jase HPLC The honpgeneity of the pr eparati on

purifieg by affinity ch SRER %ﬁﬁﬂf% gepngst rated by
SDS- PAGE and rever sed- p ase I—m Lmégﬁgm the reI at Ive nmobilities
the nol ecul ar wei ght 0fl KRIGLAKMNYMRNIDGRAKPW VLRI FETRAYRSCH TACLREYIE 38500 + 2000

Da. The densitonetric a on of > 95%
RP-HPLC i s based on thlgpd %?‘%&gr a%%'mmd%m%

15 151 CFQERFPPHH LTVILGRTYR VVPGEEEQKF EVEKYIVHKE FDDDTYDNDI
201 ALLQLKSDSS RCAQESSVVR TVCLPPADLQ LPDWTECELS GYGKHEALSP

251 FYSERLKEAH VRLYPSSRCT SQHLINRTIVT DNMLCAGDTR SGGPQANLHD

\\__/ 20 301 ACQGDSGGPL VCLNDGRMTL VGIISWGLGC GQKDVPGVYT KVINYLDWIR
351 DNMRP
die am Aminoende noch durch M verliingert sein kann.
25
2. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie flir ein t-PA-Derivat nach Anspruch 1 kodiert und
die folgende Sequenz enthilt:
N\ 30 1 ATGTCTTACCAAGGAAACAGTGACTGCTACTTTGGGAATGGGTCAGCCTACCGTGGCACG, 60
61 CACAGCCTCACCGAGTCGGGTGCCTCCTGCCTCCCCTGCAATTCCATGATCCTCATAGGE 120
121 AAGGTTTACACAGCACAGAACCCCAGTGCCCAGGCACTGGGCCTGGGCAAACATAATTAC 180
35 181 TGCCGGAATCCTGATGGGGATGCCAAGCCCTGGTGCCACGTGCTCGAAGAACCGCAGGCTG 240
261 ACGTGGGAGTACTGTGATGTGCCCTCCTGCTCCACCTGCGGCCTGAGACAGTACAGCCAG 300
. 301 CCTCAGTTTCGCATCAAAGGAGGGCTCTITCGCCCACATCGCCTCCCACCCCTGGCAGGCT 360
p—y

40 361 GCCATCTTTGCCAAGCACAGGAGGTCGCCCGGAGAGCGGTTCCTGTGCGGGGGCATACTC 420
421 ATCAGCTCCTGCTGGATTCTCTCTGCCGCCCACTGCTTCCAGCGAGAGGTTICCGCCCCAC 480
481 CACCTGACGGTGATCTTGGGCAGAACATACCGGGTGGTCCCTGGCGAGGAGGAGCAGAAA 540
45 S41 TTTGAAGTCGAAAAATACATTGTCCATAAGGAATTCCATGATGACACTTACCACAATGAC 600

601 ATTGCGCTGCIGCAGCTGAAATCGGATTCGTCCCGCTGTGCCCAGGAGAGCAGCGTGCIC 660

50

55
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[l N \

of proteins with hydrophobic matrices. This property wa MH
anal ytical nethod to quantify theEpdegserra®t purity. Thes' ; mu"mm”“"’
purified K2P fromE.coli was carried out on a Nuci eosil 300 separatison* '
colum (Knauer) using a trifluoroacetic acid/ acetonitrile gradient (buffer
ALz m Ui flugs g boferlohided ribhcdrbicbdacrobitbli@torBicc®00 4 [err],
700 m acetonitrél%ﬁe, tri Féﬁgcfé%getlccézggcd;'mgpto 100 %9 . Integration of
t he chr omat ogr aptPlc TEAeEETICSEEAAGCATSAGHCET TCICRAGTITCTATTSRCASOIGGEGAAGGAGGCT] 8 780

N-term nal am nonqcic&ﬁ?&%&g&aya&&a&ﬁ%%{%%%w&agweqw was

det erni ned using an sequencer w programe and on-line
PTH det ection. Tha detcacAtATCICTSTOITROARACACRECACRCCEICCRECAGECARETICEAC. C800Y9 agr eed
wi th the expected seque I\ Activity
det er mi nati on Th&Yi HQL#E u%?&ﬂﬁ?&é Jg? vi=a ?"6%“&%%%%\%%21%33 n ned
accordjng to thegsdieArceTEEStATENTEACCIOGAG BATCTCCCORERGTARAG: J0ant e

i nnere Medizin" (ZG MAL) 42 (17) 478-48 7 Ific activity was
550000 | U/ ng + ééﬂodﬁ‘*%ﬂﬂj&ﬁ#é“ﬁ‘%’giémvml‘?ﬁéggfrom E.coli in this
test system by BrCN-fibrinogen fragnments (activity in the presence of
fibrinogen fragnents divided by activity in the absence of fibrinogen
fragmant 8) Expressionsplasmid, dadurch gekennzelichnet, daB es die DNA-Sequenz nach Anspruch 2, oder eine

im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes davon verschiedens DNA-Sequenz, die fir ein
Protein gem&B Anspruch 1 kodiert, enthilt.

v 4. Plasmid pA27.3, enthaltend sine DNA-Sequenz gem&B Anspruch 2 und schematisch dargestelit in 'Fig.
St 20 1.

5. Plasmid pA 27 fd, enthaltend eine DNA-Sequenz gem#B Anspruch 2, einligiert in einen Vektor, der in
Wirtszellen in hoher Kopienzahi vorliegt und hergestelit wie in Beispiel 5 beschrieben.

25 6. Verfahren zur Herstellung eines Plasmids nach einem der Anspriiche 3 bis 5, dadurch gekennzelch-
net, daB man eine DNA-Sequenz, die flir das gesamte t-PA-Protsin oder flr ein Derivat davon, welches
Uber die Kringel ll-und die Protease-Dom&nen hinaus noch weitere Bereiche des t-PA-Proteins aufweist,
kodiert, in ein Plasmid sinbringt und iiber gerichtete Mutagenese disjenigen Bereiche entfernt, die flr
Aminosduren kodieren, die in dem t-PA-Derivat nach Anspruch 1 nicht vorhanden sind.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB man als DNA-Sequenz flir das t-PA-
Protein oder ein Derivat davon die entsprechende cDNA verwendet.

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7,
35 dadurch gekennzeichnet,
daB man das Plasmid pA 27.3 gem#B Anspruch 4, oder das Plasmid pA 27 fd gem3B Anspruch 5,
verwendet.

\o’ 9. Verfahren zur Herstellung eines t-PA-Derivats nach Anspruch 1,
40 dadurch gekennzeichnet,
daB man ein Plasmid nach sinem der Ansprliche 3 bis 5 in gesignete Wirtszellen transformiert und das
Expressionsprodukt aus dem Kulturmedium oder nach AufschluB der Wirtszellen gewinnt.

10. Verfahren nach Anspruch 9,
45 dadurch gekennzeichnet,
daB man als Wirtszellen Prokaryontenzellen, insbesondere E.coli, verwendet.

11. Verfahren nach Anspruch 10,
dadurch gekennzeichnet,
50 - daB man zur Erh8hung der Ausbeute an aktivem Proiein gebildete "inclusion bodies™ abtrennt, diese
durch Behandlung mit Guanidinhydrochlorid solubilisiert, anschlieBend mit oxidiertem Glutathion deriva-
tisiert und zuletzt das t-PA-Derivat durch Zugabe von L-Arginin und GSH renaturiert.

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, da8 man nach der Renaturierung K2P im

65 Renaturierungsansatz konzentriert und anschlieBend eine chromatographische Reinigung mittels Affini-
tétschromatographie durchflhrt.
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was >25. c) In vitro binding to fibrin The in vitro bindj

fromE. coli to fibrin was determgegdsggsprging to the net hoﬂl m I! mﬁ)“l}””“l :
Hi ggi ns and Vehar (H ggins, D.L. and Vehar, G A (1987), Bio e
7786-7791). Figure 2 shows that K2P from E.coli conpared to t-PA from CHO
or t-PA fridnVérfabreh inachhAnagrucho1; idgdurth gekennisichoey gaft marf inb@eganwart von 19-bisE1008 m
ple 5 To i nome¥serginiearaitet d of expression product, the sequence encoding
the K2P gene was subcloned in a plasmd with a high copy nunber. Plasmd
pePal 26. 1 Heh’t'fah@%da@ dingarieh 3t dadurch gekenpzaichpat, tpt man dirgehpptographisshe, Belnigung
this. This pMmisdemgKanzentraindos fRepatyrigrungsansatees, |dgs \1/%81601:0% rroogbeyorzugl) 60¢, Bis (802
codi ng sequeﬁ‘E’@"’éré’%’é%’F’l °’W°I§5" sprbgsspslegiumehfiit, ¢ 4_t er ni nator sequence

was first {sn at ed |ntoth|§ d For#hls tnrnlae Iasmg
33 ety Ahoprtt' . dap shraPodthchisd
\tAﬁ?sl Irrgﬁﬁ:ar \%&2'9@883?%??“8 "ze'btr au ?'%ec?trop ovr°'és'|é§'s 86 ’"T%E.Eed "
preparalivgl é%@*’c“*?%{*;ﬁﬁ?ﬁ%ﬁ@ﬁﬁm@%%@%%ﬁ%ﬁ mble pudhi ey |
1l and a Hn ragnent of about 360 bp which contained the

fd-term naivOﬁ\rzM\ﬁfﬁmén5@'f.e&rﬁgugaﬁe%m%ﬁ@ahnwgebmhah%agﬁlt-pﬁluamaf RBRAYspEbF1.and gel
el ution,g The linearized plasm d pePA126.1 and the 360 bp Hind Il fragnent

f r om pLBUlpaténtdnsprucie M oigbhde Vérgagsstabten : ES, GR

1. Verfahren zur Herstellung eines Gewebs-Plasminogenakiivator (i-PA)-Derivats, das nicht glykosyliert ist
\ und aus der folgenden Aminos8uresequenz besteht:

M)
-1 SYQGNSDCYF GNGSAYRGTH SLTESCASCL PWNSHILIGK VYTA.QN?SAQ

26 51 ALGLGKHNYC RNPDGDAKPW CHVLKNRRLT WEYCDVPSCS TCGLRQYSQP

101 QFRIKCGLFA DIASHPWQAA IFAXHRRSPG ERFLCGGILI SSCWILSAAH

151 CFQERFPPHH LTVILGRTYR VVPGEEEQKF EVEXYIVHKE FDDDTYDNDI

b 80 201 ALLQLXSDSS RCAQESSVVR TVCLPPADLQ LPDVUTECELS GYGKHEALSP
251 FYSERLKEAH VRLYPSSRCT SQHLLNRTVT DNMLCAGDTR SGGPQANLHD

301 ACQGDSGCPL VCLNDGRMTL VGIISWCLGC GQKRDVPGVYTI KVINYLDWIR

35 351 DNMRP

die am Aminoende noch durch M verlédngert sein kann,

Nt dadurch gekennzeichnet,
40 daB man ein Expressionsplasmid, das die DNA-Sequenz
45
50
55
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preparation was cotransformed with the plasmd pUBS500, d X
application DE 38 38 378.0, in EEpap$s2 178 2102 . Fromt ﬁm!lﬂ/w gﬂ _
were sel ected that contained the desired plasni d pePA126fd whfcht I/

fromthe starting plasm d pePA126.1 in that it contains a second Hind IIF
cl eavage site. Two fragnents were isolated fromthe plasm d pePAl126fd: a

BanHl / Pvul - f r agmantarofcrBcdhabda e eacaetiircITIRUGNATCEETEACCETASEATEISACCOT 60, 3 kb si ze.
Bot h these fragngnts were || ] | ] of ,about 1.3
kb from pl asmi d 8@%‘%’6@“@%@%&8&%@%‘%&%h‘é‘ﬁ??‘g’g%ncg’gﬁggo62@ 20 -

into B coli. Tha resttirtamscEbasaccn@sccnenatci@éadvandACTas baso

di stingui shed frompePA126fd in that in a restrictiaon di W EcoRl the
second snal | est MBc oRFEEHIFTFAMECFITE R HEER %f%c%ff:g{gf)%mcgﬁ%%%cp Izge'ggt his
about 515 bp shggi efcctddciefretédarciecicractotiecdcercbocthtasanmeadiogacalsoo esul t s of

the t-pA derivative K2P expressed in prokaryotes 1. Phar macoki neti cs of
K2P in rabbits Phle GRBCTECERTARCPACCISTTREICEGABATCEACTIEOSCHBFEAEohpa*®d to t hose

of Actilyse in New Zealand sichGedadiBidsocadiotdiriccRtibdiicdaeragesibs wer e

i nfused for 30 mnutes at a dose of 200000 | U kg body weight. Plasna

sanpl es were taken &MCAGHEEATERICEATTCRRTSTAGEACEAASTCCTERAGRIFAGHTERCEFCEINC t H¥0i nf usi on.
The t-#A activit M ; redchicGed 88 aggording to
J.H Verheijen g;‘g’?&&%ﬁ%@%ﬁﬁ@%@g@%ﬁg&@%G T082) . modi 11 ed
according t0 H. sal TTTCAAGTCGAAAAATACATIGTCCATAACCAATTCCATGATCACACTTACCACAATGAC 600

601 ATTCCCCIGCTGCAGCTCAAATCGCATTCCTCCCCCTCTGCCCAGCGAGAGCAGCGTCGTC 660

\
=t 20
661 CGCACICTGTIGCCTTCCCCCGCCCCACCTCCACCTCCCCGACTCGACCCACTGTGAGCTC 720
25
721 TCCGGCTACGCCAACCATGAGGCCTIGTCTCCTITCTATICCGAGCCCCTCAAGCAGGCT 780
781 CATGTCAGACTGTACCCATCCAGCCGCTGCACATCACAACATTTACTTAACAGAACAGTC 840
O 841 ACCGACAACATGCTGTGTGCTGGAGACACTCCCAGCGGCCCCCCCCAGGCAAACTTCCAC 900
% .
901 CACGCCTCCCACCCCGATTCCCCAGGCCCCCTCCTCTOTCTCAACCATGGCCCCATCACT 960
96 TTGGTCCGCATCATCAGCTCGCGCLTGCCCTCTGGACACAAGCATCTCCCCCCTGTIGTAC 1020
1021  ACAAACGTTACCAACTACCTAGACTCCATTCGTGACAACATGCGACCG 1068
35
oder eine im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes davon verschiedene DNA-Sequenz, die
o fUr ein entsprechendes {-PA-Derivat kodiert, enthalt, in geeignete Wirtszellen einbringt und das
Nt Expressionsprodukt aus dem Kulturmedium oder nach Aufschlu der Wirtszellen gewinnt.

2. Verfahren nach Anspruch 1,
dadurch gekennzelchnet,
daB man das Plasmid pA27.3, schematisch dargestellt in Figur 1, verwendet.

45 3. Verfahren nach Anspruch 1,
dadurch gekennzelchnet,
daB man das Plasmid pA27fd, hergestelit wie in Beispiel 5 beschrieben, verwendet.

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3,
50 dadurch gekennzeichnet,
da8 man als Wirtszellen Prokaryontenzellen, insbesondere E.coli verwendet.

5. Verfahren nach Anspruch 4,
dadurch gekennzeichnet,
55 daB8 man zur Erh8hung der Ausbeute an aktivem Protein gebildete "inclusion bodies™ abtrennt, diese
durch Behandlung mit Guanidinhydrochlorid solubilisiert, anschlieBend mit oxidiertem Gilutathion deriva-
tisiert und zuletzt das t-PA-Derivat durch Zugabe von L-Arginin und GSH renaturiert.
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LiII {Z. ges. Inn. Med. 42, 478, 1987). A calcul ation progranq”/

non-1inear regression nodified acegprgisgg2ai7a®eiH. Y. Huang (Aero-*

L

Wi gy

Astronautics-Report 64, Rice University, 1-30, 1969) was used to cal cll afe =

t he pharnmacoki netic paraneters.

usi ng a bb.- evegamanmacteAnspharSracoki neti c nodel . - 21 - K2P exhibits a

five-fold | clagenchigakennteldhnef t | / 2a = 10.3 min,
Fi gures 5 arfgndgine ghromaiegraphisg

The paraneters were cal cul ated individually

reducti on of concentratjion in

pl asma) t hardap\otan Ingehede( Beqamrirp@ngp 4 PA-BerivalrimRopaturigpyRgsansagly Wen(%ﬂséhlit
i th K2P a

pl asma £oncentration of t-PA activity (Cnf) of 1986 IUmM was neasured
dagurcfyge Shozsl "_.er than that obtained with Actilyse.
of distributdg ‘; | compartment . (Vo) was 46.8 m/kg for
conpar ed to %P3 MAN If FAREME P’°“A§tbfs|‘9@@{‘@?’5?%?&@%8% pl asma cl ear ance
fL;o 1/7 (Atot = 3.2 mM/mn/kg) conpared to

| (fégnm,’n/kg). When adm nistering a fibrinolytic agent
as a bol us '@B%‘]'%hr \’%Bﬁlﬁ's%héjﬁgﬁi‘ﬁunb it dehh! RERzonirdMdbs Réndtufdrurigddinbatzes)| das 10
on

whi ch was 7t h{pgfahsgnnagh,Angprye

(Cl_tot)1 of, lYePt\]/}Qns re
Actilysd Ofrch.

i nterest singe jpdo
pl asma conce |

Actilysg (133.3 'Unm h). K2P shows on the whole a five- to eight-fold
bett er phal npgRirbiekh Anspruer 8,1 € at the same dose in
dadurch gekennzeichnet,

20
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35

45

50
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- daB man das zur chromatographischen Reinigung eingesetzte Konzentrat auf einen pH-Wert von 7,5 bis

8,6 einstelit.

effeinigyag mitiels Affipjitsehuerpatqoragije iy

K2P

The vol une

oAVBoverzig "800 bisS 850 AmolaNE-AfginiE erftitaM) Sisor Gine! ETR-Apsomiemsills Ng

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9,
dadurch gekennzeichnet,
daB man die Elution bei einem pH-Wert von 3 bis 5,5 durchfiihrt.

11. Verfahren zur Herstellung eines Expressionsplasmids, das die DNA-Sequenz

61
121
181
241
k138
k131
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

ATCTCTTACCAAGCAAACAGTCACTCCTACTTTCCGAATCCCTCAGCCTACCCTCCCACG |

CACAGCCTCACCCGACTCCCCTCCCTCCTGCCTCCCCTCGAATTCCATCATCCTGATACSE
AAGGTTITACACACCACAGAACCCCACTCCCCACGCACIGCGCCTCOCCAAACATAATTAC
TCCCCCAATCCTCATCGCCATCCCAACCCCTCCTGCCACCTGCTCAAGAACCCCAGGCTE
ACCICCCACTACTCTCATGTCCCCTCCTGCTCCACCTCCCCCCTGAGACAGTACAGCCAG
CCTCACTTfCCCATCAAAGGACGGCTCTTCCCCCACATCCCCTCCCACCCCTGCCACCCT

CCCATCTTTCCCAAGCACACCACGTCCCCCCCAGAGCCCTTCCTGTCCCGCCCCATACTC

. ATCAGCTCCTGCICCATICTCTCTGCCCCCCACTCCTTCCACGAGACGGTTTICCCLCLCAC

CACCTCACCCTCATCTTGSCCACAACATACCGCCTGCTCCCTCGCCAGCAGCAGCACAAA
TITCAAGTCCAAAAATACATTGTCCATAAGCAATTCGATCATCACACTTACCACAATCAC
ATTGCGCTCCTCCAGCTCAAATCGCATTCCTCCCCCTGTCCCCAGCAGAGCAGCCTCGTC
CGCACTGTCTIGCCTTCCCCCCECCCACCTCCAGCTGCCGGACTCGACGGAGTGTCAGCTC
TCCGGCTACCCCAAGCATGAGGCCTTICTCTCCTTTCTATTCGCAGCGCCIGAAGCAGSCT

CATCTCACACTGTACCCATCCAGCCGCTCCACATCACAACATTTACTTAACAGAACACTC

ACCCACAACATGCTGTGTCCTGGAGACACTCGCAGCCGCCGGCCCCKGGCAAACTTGCAC_

GACGCCTGCCAGGGéGATTCGGGAGGCCCCCTCGTGTCTCTGAACGATGGCCGCATGACT
TTCGTGGCCATCATCAGCTCCCGCCTCGGCTCTCCACACAAGCATGCTCCCGGETGTIGTAC

ACAAAGGTTACCAACTACCTAGACTGCATICCTCACAACATGCCACCG 1068

21

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
900
960

1020

5
K2P has an eight-fold higher AUC (1064 U m h) than



)

conparison to Actilyse, the only reconbinant t-PA- protein wm . s
commercially avail abl e at presentEP 382 178Bir nacodynam cs of . m,mm"l"JWH”m :
The jugul ar vein nodel established by D. Collen et al., (J. din® Invdsts =
71, 368, 1983) was used to investigate the thronbolytic efficacy. K2P and
Actilyse wede @inacim Bahmen dariDegenaraipn desgrpatisphey Jodes daven Yersshipdens Pf\‘/'ﬁ'@%’g%?nt S

wer e i nf usethfill die frgin frRA-Derjvpt kerfoetedas aicht alykesylisrtistupd die folgepdsAminaydyreseqygaz
deternined 88 e 2, Figure 5). - 22 - Wth the aid of linear regression
lines the dose for a 50 %rate of thronbolysis (ED50) was cal cul ated to be
124000 | U kg body weé.ght for K2P and 520000 | U kg body wei ght for Actilyse.

K2P attai ned a dose-dependent plasma concentrati on of t-PA activity which,

at a four-fold | ower HoSBRAT PEMPILBFESA ThPRBEHICY SEAMRSMHse of 200 kU
K2P/ kg body wei ght wsi CRicbéicn@ saenEpaia RingxirRITONREvYIck Geatgbysys ty to 800 kU

Actil ygsel/ kg body wei ght had sli %ht effects on the coagul ati on paraneters
fibrinogen, plasn ndQknVREEFCLEA- PIAHETWS EHFERSUFREH-CEL F6E¥IH™MY er from t he

effects of a dose of,s800cgehd At irh U SOAK SvieELI Bl inxe Kghbrioiop t- PA mutein
whi ch has the sanme thronbolytic activity as Actilyse in the jugular vein

thronbosis nodel of PheArHABISPIS RFAESFIGR IVALPHSLR LIDRTEGES GR{CRFALEhe t hr ombol yti ¢
agent mt a four-fol dﬁskowetm.memﬁrfsé&rr'shyﬁmﬂknﬁmcémhﬁgbjced dose does
i

not differ fromActilyse inits effects on
301 ACQGDSGGPL VCLNDGRMTL VGIISWGLGC GQKDVEGVYT XVINYLDVIR

351 DNMRP

oder zur Herstellung von Plasmid pA27.3 geméB Figur 1 oder pA27id, hergestellt nach Beispiel 5,
dadurch gekennzeichnet,

daB man eine DNA-Sequenz, die flir das gesamte t-PA-Protein oder fiir ein Derivat davon, welches

25 liber die Kringel lI- und die Protease-Doménen hinaus noch weitere Bereiche des t-PA-Proteins
aufweist, kodiert, in ein Plasmid einbringt und Uber gerichtete Mutagenese diejenigen Bersiche entfernt,
die flir Aminos#uren kodieren, die in dem t-PA-Derivat nicht vorhanden sind.

‘ 12. Verfahren nach Anspruch 11,
\/ 380 dadurch gekennzeichnet,

daB man als DNA-Sequenz fiir das t-PA-Protein oder ein Derivat davon die entsprechende cDNA
verwendet.

Claims '
35 Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, LI, DE, DK, FR, GB, IT, LU, NL, SE

1. Derivative of tissue-type plasminogen activator (i-PA), wherein the derivative is not glycosylated and
consists of the following amino acid sequence:

(M)

1 SYQCNSDCYF GNGSAYRGTH SLTESCASCL PWNSHILICK VYTAQNPSAQ
S1  ALGLGXHNYC RMPDGDAKPW CHVLXNRRLT WEYCDVPSCS TCGLRQYSQP
45 101 QFRIKCGLYA DIASHPWQAA IFAKKRRSPG ERFLCCGILY SSCWILSAAM
151 CPQERFEPRH LIVILGRTYR wzczziqxr EVEKYIVHKE FODDTYDNDI
201 ALLQLXSDSS RCAQESSVVR TVCLPPADLQ LPDWTECELS GYGKHEALSP
50 251 FYSERLXEAN VRLYPSSRCT SQHLLMRIVT DNMLCACDTR SGGPQANLHD
301  ACQGDSGCPL VCLNDGRMTL VGIXSWGLGC GQRDVPGVYT KVINYLOWIR

351 DNMRP

56
which can be extended by M at the amino terminal end.
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¥ .

t he coagul ati on systemand in the plasma concentration of

activity. [err] [err] - 2EposkX¥zéBM P le 7 Phe Hw mHmIl““l
properties of K2P fromE. coli in a dog nodel for corona

t hrombosi s An experinental nodel for acute nyocardi al infarctlon |n anlnals
was choserk. abNapeqesrgewheralm or der to exam ne the thronbol ytic effect of K2P
from E. col i itosdesfor @t-Phtlerivaliveassiaimettiecizing apdcontaing therfollowing seguenes: nal speci es.
The nmethod for the formation of a coronary artery thronbus was a

nmodi f i c?t i on of the AETFRIGMECABACATISACICITACTTTGECAMTCICTIACEATICCCTRGEACC 1760 841,
1980). Pn the ope i figal
respirated, the rg ﬁr&éﬁé}%:g@%@%ﬁc@ﬁ%kég%ﬁgﬁ anc%&%‘%&uﬁ%h (izélarcumyl ex
coronary artery (IlzCX)AOGHSAthlscltcmmodctm@cmcd.\amectctcbW&rn}rﬂ\): ansp: by this
means a thronbus P r S.appli to the
t hrombosis in ordler- t%!c‘? “ﬁ‘?%a cgécgycfgég%ﬁ\é@%’%§ cgﬁﬁm%ﬂé“b{}c‘fcﬁ% gerl ment al
stenosi S. Proxi medatt mcmhaAmcmmrqtmcbrmrdnma:rtdcecctﬁ)éAmrMmuicppedo with an

el ectromagnetic row neasuring head order to be able to measur.e t he
COTCAGTITCOONT CAARGEAGOG LT CETCEECCACATCOECTCACACCECTOOCALEET

361 GCCATCTTTCCCAACCACAGGAGGTCCCCCGGAGAGCCGTTCCTCTCCGGCCCCATACTC 420

15 5
421 ATCAGCTCCTCCIGGATICTCTCTGCCGCCCACTCCTTCCAGCAGAGCTTTCCCCCCCAC 480

481 CACCTCACCGTCATCITCGGCAGAACATACCCCCTCCTCCCTCGCCAGCAGCACCAGAAA 540

S4L1 TTTCAAGTCCAAAMATACATICTCCATAACCAATTCCATCATGACACTTACCACAATCAC 600
6§01 ATTCCGCICCTCGCAGCTCAAATCCGATTCCTCCCCCTCTGCCCAGGAGAGCAGCCTCCTC 660
661 CGCAC‘IGTGTGCC‘ITCCCCCGGCGGACCTGCAGCTGCCGGACTGCACCGAGTGTCAGCTC 720
25 ; '
72 'rcccccuccccuccncaccccncrcrccmcnncccmccccrcMccAcccr 780
781 CATCTCACACTCTACCCATCCAGCCCCTGCACATCACAACATTTACTTAACAGAACAGTC 840
) 84l Acccacucucctc‘rc‘rccrccmAc.\crccc.\cccccccccccc.«cccmcnccac 900
~ » ;01 CACCCCTCCCAGGCCCATTCCGCAGGCCCCCTGCTCTCTCTCAACGATCCCCCCATCACT 960
961 'rrcc'rccccxrcucacc'rccccccrcccc'rc'rcm\cmMccncrcccccc'rc'rcnc 1020
1021 ACMM:GTI’ACCMCTACC‘!'_AGACTGGAT:CC’IC.\CMCATGCGACcc 1068
36 '
; 3. Expression plasmid, whereln
Ao it contains the DNA sequence as claimed in claim 2 or a DNA sequence which differs within the scope
40 of the degeneracy of the genetic code which codes for a protein as claimed in claim 1.

4. Plasmid pA27.3 which contains a DNA sequence as claimed in claim 2 and is shown schematically in
Fig. 1.

45 5. Plasmid pA27 fd containing a DNA sequence as claimed in claim 2 which is ligated in a vector which is
present in host cells in a high copy number and is prepared as described in example 5.

6. Process for the construction of a plasmid as claimed in one of the claims 3 to 5,
wherein a DNA sequence which codes for the whole t-PA protein or a derivative thereof containing
50 further regions of the t-PA protein in addition to the kringle 1l and the protease domains is incorporated
into a plasmid and those domains which code for amino acids which are not present in the #-PA
derivative as claimed in claim 1 are deleted by site-directed mutagenesis.

7. Process as claimed in claim 6, whereln the corresponding cDNA is used as the DNA sequence for the
85 t-PA protein or a derivative thereof.

8. Process as claimed in claims 6 or 7,
wherein plasmid pA27.3 as claimed in claim 4 or plasmid pA27 fd as claimed in claim 5 are used.
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A}

reperfusion. In a study to determ ne the dosage, BM 06. 022 ““‘ :
eukaryotic t-PA (Al teplase, ActilgpspigprizhpiDr. Karl Thomae mmm&mmmt \ :
FRG) in four different doses each time and with placebo were i njetted as dn -
initial single intravenous bolus over .1 mn into heparinized dogs; 6

ani mal s 9werreocess| farctheeproductidn oba tPA deivative B clamed is alajpl £ whersirea plaseddhadogrtiiog v and
at defi ned one nkthe alhimer3 tb Bds iransfornied oo $uitabler lbelr celispand dhiecaxpriessidn tpheduqb liscisalated
concent r at ifrom tagf cuityve mpdify\orafter lysistof thaost odlisf | br i nogen, pl asm nogen and
[err]-antiplasmin as well as the nunber of thronbocytes in whol e bl ood.

Fi bri rfogdh Rigesssnasceiaimeskin il B WhRsRin ipoiggrygfic cells_ang fn Dﬂ%‘&fo‘% -fPhgretugedcesAipsls
(Acta haerréie"s 17, 237, 1957), pI asm nogen and [err] antl pI asm n were

nmeasur ed spectro hot onetri cal | s de cr .

| nvest . sl ?333@ in i i) gg .eﬁg‘?ﬁ){ g%mafo wed

e o 3; iy $..a B t"c‘;rz (.
l 1

renatur:
Organ vVenos as
Res. 27, Zf The statisti caI corrparl son of the measured vaI ues
after | “hgv%cge aeﬂctat?nemféaamﬁ rv%eréiﬁ ﬁm#a%rfa{uet.anruz@% EABonBiSd if e rbrafrafbH
with the LenBlal cHed FaIREC Pirification & gﬁﬁedt Sut BySmbdnb f tahiflity
t hr omypl ytlép,,.oﬁ,fmt, he nunber reperfused ani mal s per dose-group (=

reperfusion rate as vveII as the tlne up to the reperfusion (= reperfusion

time) wags,opedesiths claitned GHdidich @2) whiskbth ok twok® ingtil préxbncl I0£10rt6 3000 Wvirhol/K Lndrgiliel S
still present 2 h after injection was neasured and the nunber of aninmals
Wit h. a 14. Process as claimed in claim 13, whereln the chromatographic purification with the concentrate of the
S 20 renaturation preparation, which contains 10 to 1000 mmol/, preferably 600 to 800 mmol/l L-arginine, is
carried out over an ETI adsorber column.

15. Process as claimed in claim 14, whereln the concentrate used for the chromatographic purification is
adjusted to a pH value of 7.5 to 8.6.
25
16. Process as claimed in claim 14 or 15,
wherein the elution is carried out at a pH value of 3 to 5.5.

17. Pharmaceutical agent for fibrinolytic treatment containing a t-PA derivative as claimed in claim 1.

Claims for the following Contracting States : ES, GR

1. Process for the production of a derivative of tissue-type plasminogen activator (-PA) which is not
glycosylated and consists of the following amino acid sequence:
35

(M)
S& 1 SYQONSDCYT GNCSAYRCTH SLTESCASCL PUNSKILICK VYTAQNPSAQ
40 S1  ALGLOXHNYC RNPDGDAXPY CHVLKNRRLT VEYCDVPSCS TCGLRQYSQP
101 QFRIKCCLFA DIASHPUQAA IFAXHRRSPC ERFLCCGILL SSCUILSAAM
151 CPQERFPPHH LTVILGRTYR VVPGEEEQKF EVEKYIVHKE FDODTYDNDI
4 _ 201 ALLQLXSDSS RCAQESSVVR TVCLPPADLQ LPDWTECELS GYCKHEALSP
251 FYSERLXEAN VRLYPSSRCT SQHLLNRIVT DIMLCAGDTR SGGPQANLKD
301 ACQEDSGGEL VCLNDCRHTL VGI1SWGLEC CQDVPGVYT XVINYLDVIR

50 351 DNMRP

which can be extended by M at the amino terminal end,
wherein
55 an expression plasmid which contains the DNA sequence
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re-occlusion after reperfusion (= re-occlusion rate) was :
the aid of a sem-logarithmc regreseize21ayBiysi s of the,ﬂ“ﬂ ,mm"nm"i, 5
(reperfusion rates) relationships, the effective dose for *a 50 %
reperfusion rate (= EQ err]) was det erm ned for each substance The
statistical conparison_of th '% of the residual hc(rig Waso carried
out using the WI cbxbﬁ“%?‘fﬁ*c\?Wf I3 “F&'&“FS‘?“%H?&%&‘#&%’?% “SHdom Sanpl es.
The pl asma C0nCentsliafch@.ﬁc&ﬁiactd).ercf:ccEh%mfdcwctqmmﬂmwcadamdch a20
spectrophotonetric test accordin o Verheijen et al Thronbh. Haenost.

48, 266° 1982) mothif ﬁé‘if‘é’éa‘}f‘ﬁr‘%g”ﬁfcﬁfi’?“’( CACTREEMTECART RS, AP 478,
1987) . A cal cul at {@@n 1PEcREH TR TcOEATERRNCEAEREcchBEREACOBcomRgttfd eduqaccor di ng
to H Y. Huang (Aero- Astronautics-Report 64, Rice University, USA 1-30,
1969) was used to2'd~aI*éiﬂca%ﬁéT@%G'ﬁW&FmWPFéﬁ‘FTécc““g“cz?““"c #¥ret’® s. The
paranet grs were cgl,cyl

phar macg’kl netic rrgac}e C?#'\?g‘-rr & C%r"gdé?‘%c%ﬁ:ﬁ{?E{&ﬂ%ﬂg%hocgéﬁgd&g&%gfg IBé(\)/eI of
t-PA activity fropasu msc:smbsezqwmumencwcmtme'srccmc‘fcmquhg Resul ts
wer e obtained: 1. Phar macodynamics in the dog K2P resulted in a

dose- dependent reperfusion rate after intravenous injection. The maxi num
ef fect {greperfusion rate of 100 % was achieved after an injection of 200
kU kg body wei ght. The 00% success reperfusion W|th Actilyse
w600 KU kg btdl FERERET AT e Mo ST R el 8

11.5-fol d | over vl ueadctdacdsRRrérrbdoeNchlcatacEodotebhdetrobalstavaat@bim t ban
LA, . .
Ly 20 1541 mCMGTCCMAMTAFAT‘!GTCCM'MCCMT’I'CGATCATCACACTTACCACMTCAC._ .600

601 ATTCCCCICCTCCACCICAMTCCCATTCCTCCCCCTCECCCCACCACAGCAGECTCETE 660

661 CCCACTCTCTGCCTTCCCCCCCCCOACCTCCACCTCCCOGACTCCACCCAGTCTCACCTE 720

25 721 TCCGGCTACCCCAAGCATCACGCCTIGTCTCCTTTCTATTCCCAGCCGCTCAAGCAGCCT 7 86

781 CATCTCACACTGTACCCATCCAGCCGCTGCACATCACAACATTTACTTAACACAACACTC 840

841 ACCCACAACATCCTCTCTCCTGCACACACTCCCACCCGCCCGCCCCAGGCAMCTTGCAC . %00

— 30 901 GACCCCTGCCACGG&GMTCCCGAGGCCCCC'ICCT CT GT!:'IGMCC:\TCGCCCCATGAC‘I’ 960
961 TfGGTGGGCATCATCAGCI CGCCCCTGCCCTCTCCACACAACCATCTCCCGCCTCTCTAC 1020

1021 ACAAAGGTT ACCA_A.CTACCIAGQCTGGATICCTCACMCA’IGCG-AC.CC 1068

35
or a DNA sequence which differs within the scope of the degeneracy of the genetic code which codes
for a respective t-PA derivative, is incorporated into suitable host cells and the expression product |s
isolated from the culture medium or after lysing the host cells.

40 2. Process as claimed in claim 1,
wherein
plasmid pA27.3 which is shown schematically in Figure 1 is used.

3. Process as claimed in claim 1,
45 wherein
' plasmid pA27fd, prepared as described in example 5, is used.

4. Process as claimed in claim 1, 2 or 3,
wherein
s0 prokaryotic cells, in particular E. coli, are used as the host cells.

5. Process as claimed in claim 4,
wherein :
the vield of active protein is increased by isolating the "inclusion bodies" that form and solubilizing
55 them by treatment with guanidine hydrochioride, followed by derivatization with oxidized glutathione
and finally renaturation of the t-PA derivative by addition of L-arginine and GSH.
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for Actilyse (ED50 = 961 kU kg body weight). The adm ni stma,
pl acebo did not result in a repeEpusssanzaBie wei ght of theMl w
thronbus in the placebo animals was 9.6 + 1.6 ng (nean + SBEV¢ I’MI!!!(

as Actilyse resulted in a statistically significant reduction in th& wei

of the rBsiRierass asisleimedinclaid 0 i ncr easi ng doses in conparison to the placebo’
control . THéheralerfysi on occurred with both fibrinolytic agents, as an

aver age ovéifterghe repguaignsthe LPA dprivatiye ds qongentyated i the, fenplyrptiop preppralign apd sybsg- g
mn (Acti | yluenty agiemategranhic gurfisgion is,cardedeyt by pesneisfighy cheomelogaRyr e occl uded
after ﬁhg 2;$erfus' on ﬁﬁTqb' 3) 2. Phar macoki netics in the dog After

i nt r avenBud YRS B CIBE kU kg K2P or Actilyse it was seen that the

fast phase e "‘rﬁ% . r ' : centration, expressed as -
ot prace ML aAedguiasns ol 6 We i gapeerl e o, expressed s o
with Act gl V&e@tasbiafhed ifasimPl N (Tab. 4). The plasma concentration of K2P
determ ned yee&igll ately after the end of the injection was about tw ce as

hi gh as t hahe Hronfddgiabiie Burifickliéh vith &R AReRRS of iFPerdaluftidd fi6patalichS WRcH deh@ikd 1o

cl earance =o 4300 @imol\\Brforabli €00 tb 8OCMHIP LVBGInkE) A8 \caftfod O lobdr WS BTI afidFdesamindi Ngl y,
the area under the plasnma concentration-tinme curve of K2P was approxi mately
9.5 tiwes. |At@syastchiddinadimef Actilyse. 3. Fibrin specificity in the dog
Two hours afteesini nj ecti on of K2P there was a dose- dependent slight

reduct i on ithe ¢cdneeniraie iisdd for the ohivareatbgraphic urification is adjusted to a pH value of 7.5 to 8.6.

v 10. Process as claimed in claim 8 or 9,
d 20 wherein
the elution is carried out at a pH value of 3 to 5.5.

11. Process for the construction of an expression plasmid which contains the DNA sequence

25
b ATGTCTTACCKAGCAA&CACTCACTCCfACTTTGCGAATCGGTCAGCCTACCCTCGCACC, 60

-6} CACAGCCTCACCCAGTCCC?TGCCTCCTCCCTCCCGTGCAATTCCATGATCCTGATAGCQ 120

O 121. f&CCTTTACACAOCACAOAACCCCAGTGCCCAGGCACTGGGCCTCCGCAAACATAATTAC 180
* 181 TCCCCCAATCCTGATCGGCATGCCAACCCCTCCTGCCACGICCTCAAGAACCCCACCCIC 240

'261  ACCIGGCAGTACTGICATCTGCCCTCCTCCTCCACCTCCCCCCTCACACACTACAGCCAC 300

301  CCTCACTTTCCCATCAAACGACCGCTCTTCCCCCACATCCCCTCCCACCCCTCCCAGCET 360
35 :

361 GCCATCTTICCCAACCACACCACCTCCCCCCCACAGCCCTTCCTCTCCCCCCCCATACTE 420
| 421 ATCAGCTCCTGCTCCATICTCTCTCCCGCCCACTGCTTCCACCACACCTTICCOCCCCAC 430
oo 481  CACCTCACCCTCATCTICCCCACAACATACCCGCTCGTCCCTCGCCACCACCAGCACAAL 540
“ 341 TITCAAGTCOAAAMATACATIGTCCATAAGGAATTCGATCATCACACTTACCACAATCAC 600
501.-fTTCbCCTGCT?SﬁE;?CAAéTﬁCééfISG%FQCCE?GTCCCCACGACACCACCCTCCTC 660
861 CCCACICICTCCCTTCCCCCCCCCCACCTGCACCTCCCCEACTCOACCEAGTGTGACCTE 720

45

21 TCCGGCTACGGCAAGCATGAGGCCTTCTCTCCTITCTATTCGCAGCGGCTCAAGGAdCCT 780

781 CATGTCAGACTGTACCCATCCAGCCCCTCCACATCACAACATTTACTTAACAGAACAGTC 840

841 ACCCACAACATGCTGTCTCCTCGACACACTCCCACCCCCCCCCCCﬁkGGCAAACTTGCAC. 500
50 901 OACGCCTCCCAGGGéCATTCCGCAGCCCCCCTCGTCTCTCTGAACCATGCCCCCATCACT 960
961 TTCGTCCCCATCATCACCTCCCCCCTGCGCTCTCOACACAACCATCTCCCCGCTCTCTAC 1620

1021 ACAAAGGTTACCAACTACCTAGACTGGATTCGTCACAMCATGCGACCG 1068
55 '

or a DNA sequence which differs therefrom within the scope of the degeneracy of the genetic code
which codes for a t-PA derivative which is not glycosylated and has the following amino acid sequence

26



of fibrinogen to 81 + 10 % at the highest dose (200 kU/k @m wei ht)

contrast, the fibrinogen concentr aEp 0r382a®4 BI nost conpl e ,uﬂl
0 %after adm nistration of the highest dose of Actil yse

wei ght) (Tab. 5). If one carries out a sem-logarithmc regr essi on aﬁal ysi s
of the dose side- eff (fibrinogen reduction) rel ationship and determ nes
t he residual concentr |on of fibrinogen whi-ch corresponds to the ED50 for
thrombol ytic effect, if PERSHIDCEF FW&%’“%r“-Eﬁ&}sﬁbMﬂ‘ub%s‘gg“qNﬁsé Q esi dual
content of fibrinogen &s ,02:5ud WebtbakRrowQias Abrchs@Br@uiairt h Acti | yse.
There i & also a dose-dependent |owering of the residual contents of

pl asm nogen and [ err] @ntFRIKEEIAs ATASHIVQA ITAXHRRSEF ERTLECRRLIVRCETSME nore

pronounced wi th Actilyse -haRM nfaBm CRkitsbd DA HLBHAML Of Dl ael ots

is virtually uninfluence stances : I nfl uence
on the pleeding time a2n thax.dngs REAQESSNYR TMELRTARIQ LPPHTEGELS BYFKHRLIR2P di d not
result in a statistically SI fIC n | Pl IF&&!" g tine in
conparison with the céth 1P é?sﬁteg#“g%gct |J§?1 g{» f our doses
investigated. In cont raa:stmﬁeearhmammx ecx3 agLdchaxiveeert KVmIVRe whi ch was

statlstlcal |y significant at doses of 1130 and 1600 kU kg bgdy weight (Fig.
6 and 7j. 5. Over al 35%as¥®¥¥ent I n the described nodel for coronary

artery thronb05| s in dogs, K2P proved to be a thronbol ytic agent which can
achi eve a 10@r 196 theapredugtion obplasmid pA26H acoording tet Figurenagr@A271d prepared according to example

N whereln
B 20 a DNA sequence which codes for the whole {-PA protem or a derivative thereof containing further
regions of the t-PA protein in addition to the kringle Il and the protease domains is incorporated into a

plasmid and those regions which code for amino acids which are not present in the t-PA derivative are
deleted by site-directed mutagenesis.

25 12. Process as claimed in claim 11,
wherein

the corresponding cDNA is used as the DNA sequence for the t-PA protein or a derivative thereof.

_ Revendications
N\ 30 Revendications pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH, L], DE, DK, FR, GB, IT, LU, NL, SE

1. Dérivé de l'activateur tissulaire du plasminogéne (t-PA), caractérisé en ce qu'il n'est pas glycosylé et
consiste en la séguence d'acides aminés suivante:

35 (M) _ _
1 SYQUNSDCYF GNGSAYRGTH SLTESCASCL PWNSMILIGK VYTAQNPSAQ

O S1 ALCLCXHNYC RNPDGDAXPW CHVLXNRRLT WEYCDVPSCS TCGLRQYSQP
40 101 QFRIKCGLFA DIASHPWQAA IFAXHRRSPG ERFLCCGILI SSCWILSAAH
151 CFQERF?PHR LTVILORTYR VVPGEEEQKF EVEKYIVHKE FDODTYDNDI
201 ALLQLXSDSS RCAQESSVVR TVCLPPADLQ LPDUTECELS CYCKREALSP
45 251 FYSERLXEAN VRLYPSSRCT SQHLLNRTVT DNMLCAGDTR SGCPQANLHD
301 ACQGDSGCPL VCINDGRMTL VGIISWGLGC GQRDVPGWT KVINYLOWIR
351 DNMRP

50
qui peut &tre prolongée encore par M A I'exirémité amino.

2. Séquence d'ADN caractérisée en ce qu'elle code un dérivé du t-PA selon la revendication 1 et contient
la séquence suivante:
]
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T »

i nfl uence on the fibrinogen concentration and w thout a gggny ki
increase in the bleeding tinme. KHpo0@s2tM®Ir |y superior Eﬂﬁm ‘ML H!UI n
its thrombol ytic potency after an intravenous bolus inje on

with Actilyse as state of the art. Furthernore, the investigation of the
phar macoki netic R QitdeprebwiRRaaYaatelcHbg: rb{b EQEBAELSORM o
Actilyse[err], the clearance of K2P was ni ne"f J sl ower as an expression
of the sl ower c|eearcamec"r:lrcsmctmmpmsms:ctcccc[rmqrccmw{rem}npmo 120 [err]
- - -33 - DerJj,v ' - £ ' PA)
whereith the der |{J\}a?‘|& J\:/c\é-?{"gicﬁ%éfé%ﬁ%%@sﬁ\g 5 ?éé\géé;ﬁ%%gﬁ%‘:?s y'\q;'\oft 1(.’)?AI oW ng
am no acid sequmcenc(cMndn&YWc@mmmE&mmmcﬂAN% LI CK

VWYTANPSAQ 51 ALCCKHNYC RNPDGDAKPW CHVLXNRRLT WEYCDVPSCS TCGL
261 ACGTGCCAGTACTSTCATCTCCCCTCCTCCTCCACCTCCCGCCTCAGACAGTACAGCCAC

10 301 CCTCAGTTIICCCATCAAACCACCSCTCTTCCCCCACATCCCCTCCCACCCLTCCCAGCCT 360
361 CGCCATCTTICCCAACCACAGCAGCTCCCCCCCACACCCCTTCCTCTCCGLCCCCATACTC 420
421 ATCACCTCCTGCTCOATTCTCTCTCCCCCCCACTCCTICCAGCACGACGTTTICCCCCCCAC 480
15 481 CACCTCACGGTCATCTTCCGCACAACATACCCGGTCCTCCCTCCCCAGCAGCAGCAGAAA 540
S41 TTTCAAGTCCAAAAATACATTCTCCATAACCAATTCCATCATCACACTTACCACAATCAC 600

601 ATTGCCCTCCTICCAGCTCAAATCCCATTCCTCCCCCTCTCCCCACCAGAGCAGCCTCECTE 660

—

¢ 20

8§61 COCCACTCTCTCCCTICCCCCCCCOCACCTCCACCTCCCCCACTCCACCCACTCTCAGCTC 120
721 TCCCCCTACCGCAAGCATCACCCCTTICTCTICCTTTCTATTCGCACCGGCTCAACCAGCCT 180
2
5 781  CATCTCACACTCTACCCATCCAGCCGCTCCACATCACAACATITACTTAACAGAACACTC 840
841 Acccacucxrccrcfc'rcczcm.c:.c.\crcccm:ccccccccccc}\cccmcn‘cc.\c 900
901 CACCCCTCCCACGCCCATTCCCCAGCCCCCCTGCTCTICTCTCAACCATCCCCCCATCACT 960
N 961 TTCCTCCGCATCATCAGCTCCCCCCTCCGCTCTGCACACAACCATGTCCCCECTCICTAC 1020
1021 ACAAAGCTTACCAACTACCTAGACTCCATTCCTGACAACATCCCACCC 1068
35
3. Plasmide d'expression caractérisé en ce qu'il contient la séquence d'ADN selon la revendication 2, ou
une séquence d'ADN différente de celle-ci dans le cadre de la dégénérescence du code génétique, qui
L code une protéine selon la revendication 1.

40 4. Plasmide pA27.3 contenant une séquence d'ADN sslon la revendication 2 et représenté schématique-
ment sur la figure 1.

5. Plasmide pA27id contenant une séquence d'ADN selon la revendication 2 ligaturée dans un vecteur qui
est présent en un grand nombre de copies dans des cellules hbtes et qui est préparé de la maniére
45 décrite dans I'exesmple 5.

6. Procédé de production d'un plasmide selon I'une des revendications 3 & 5, caractérisé en ce que I'on

introduit dans un plasmide une séquence d'ADN qui code la protéine t-PA fotale ou un dérivé de celle-

ci qui, outre les domaines kringel Il et de protéase, présente encore d'autres domaines de la protéine t-

50 PA et on élimine par mutagenése dirigée les domaines qui codent des acides aminés qui ne sont pas
présents dans le dérivé du t-PA selon la revendication 1.

7. Procédé selon la revendication 6, caractérisé en ce que I'on utilise I'ADNc correspondant comme
séquence d'ADN pour la protéine t-PA ou un dérivé de celle-ci.
56
8. Procédé selon la revendication 6 ou 7, caractérisé en ce que I'on utilise le plasmide pA27.3 selon la
revendication 4 ou le plasmide pA27fd selon la rovendication 5.
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TYCLPPADLQ LPDWECELS GYCKHEALSP 251 FYSERLKEAH VRLYPSSRET

DNMLCAGDTR SGGPQANLHD 301 ACQCDSGGPL VCLNDCRMIL VA | SWELGC CQKDVPGVYT
KVTNYLDW R. 3BrbcdobiNaFproduiciioh diunnddrieé g @A dselin by rdvbraication el, aariactérisé en enque llemd.
DNA sequenc etransformetdes cellules hotes appropridecayed wy plasmide Pelomituné destrpwpadications B Srddni n
claim1 and teowsillgilepiodutt d'exnmssiong pritir de iliew decultyre ou aprés lyse des cellules h6tes
ATGTCTTACCAAGGCAAACAGT CACTCCTACT TTGCCAAT GGEGT CAGCCTACCGT CCCACG

CACACCCY CAGCPraesdé celendereverdication Oy careotérissroncerave RancAiisecsonme seliules hﬁtzsz@s fglwles
NGGTTTACACAGHA@WAM@A@%MRACTG@GCCTGCGCAACATAATTAC 180 181

101 QFRI KCGLFA DI ASHPWQAA | FAKHRRSPG ERFLCCG LI SSCW LS
LTVI LCRTYR WPGEEEQKF EVEKY! VHKE FEDRER¥MA 201 ALLQ.KSDQ%W

TOCCCCAAT T TOCAA CCTCAAGAACCE A 240 2
ACGTGOGAGT! r \elery %‘c‘:“ 8:‘ i ine
CCTCAGTTOCCATCAA, sty
GOCATCTfTGOCE oe's O

ATCACCTCCTCT CCAGGAGAGGTTTCCCCCCCAC 460 481
CACCT GACCGE%SEEZ%%&%I& - I

oir-dd-Gde 4 m&%ncenﬂg@ dans 941
TTTAAGTCGAAARA], AltioNdnke cKrEiRatéyflbhie
ATTCCCTLCT CCAdfirtite TCGCATT CCCCCTGTCCCCAGCACACCA CGIC .660 661
CCc ACTGT CTCCCTTCCCCCCCCACCTCCACCT Ce CCCACT CGACCGACTGTCAGCTC 720 721
TCCGGCT ACHECErot¥38 B6ib laévéndickiioh G2 IchrCigvsE boceAds] Xrd\OCdésaksTde 108010T@hmoll
CATGTCACACT Gah\Gaigitine CACCCCCTCCACATCACAACATTTACT TAACAGAACACT C 840 841
AGCGACAACATGCTGI CTCCTGGACACACT CCCACCCGECCCGECCCCCACCCAAACT TCCAC 900 901
CACECCTHCOACBEBEINA FIGUZCAORRARAaTCIRCHISE @ Co AuREARBEHOR
Tt GGTCC&ATCMM@@M@W@W@@WW@A@@@%@MO
ACAAAGGT TACCReht st ranineToCup Feiame A ERNRIRbacG 1068 3. Expr essi on
pl asm d, wher ein

15. Procédé selon la revendication 14, caractérisé en ce que I'on ajuste 2 un pH de 7,5 2 8,6 le concentré

25 utilisé pour la purification chromatographique.

16. Procédé selon la revendication 14 ou 15, caractérisé en ce que I'on réalise I'élution & un pH de 3 & 5.,5.

17. Médicament pour le traitement fibrinolytique contenant un dérivé du t-PA selon la revendication 1.

O
Revendications pour les Etats contractants sulvants : ES, GR
1. Procédé de préparation d'un dérivé de l'activateur tissulaire du plasminogéne (t-PA) qui n'sst pas
glycosylé et qui consiste en la séquence d'acides aminés suivante:
35
{M) _
1 SYQCNSDCYF CNGSAYRCTH SLTESGCASCL PUNSMILICK VYTAQNPSAQ
40 S1  ALCLCIGINYC RNPDGDAXPW CHVLXNRALT WEYCDVPSCS TCGLRQYSQP
101 QFRIKGCGLFA DIASHPUQAA IFAKHRRSPG ERFLCCCILI SSCWILSAAH
151 CFQERFPPHH LYVILGRTYR VVPCEEEQKF EVEKYIVRKE FDODTYDNDI
45 201 ALLQLKSDSS RCAQESSVVR TVCLPPADLQ LPDVTECELS GYCKRHEALSP
251 TYSERLKEAM VRLYPSSRCT SQHLLNRTVT DNMLCAGDIR SGGPQANLHD
301 ACQCDSCGPL VCLNDGRMIL VGIISWGLLC CQXDVPGVYT KVINYLDVWIR
50 351 DNMRP

qui peut étre prolongée encore par M & I'extrémité amino, caractérisé en ce que I'on introduit dans des
cellules hbtes appropriées un plasmide d'expression qui contient la séquence d'ADN:
56 _
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1 .

It contains the DNA sequence as clainmed in claim?2 or
differs within the scope of the ¢Gpoegex faBof the genetlc Tmﬁm %«1
for a protein as clained in claiml. 4. Pl asm d- pA27. 3 whi ch dontrai

DNA sequence as clainmed in claim2 and is shown schematically in Fig. 1. 5
Plasnid pA27 fd ¢onfaiRihEs@dabiRTeReEeRNEGTREMTbaTERECTR ELcEdcaidm, 2 s00hi Ch i s
ligated in a vector which is present in host cells in a high copy nunber
and is prepar ed s4s CHASEFASEMCTRCISERTATECCTCCCQT GCMW%E‘&E‘:’F’E)‘P“‘{‘he °
construction of S 3 BBastdco 3sow h er e
in 5 aDNA se%%ﬁ'c‘é\g"ca‘saﬁ %c?g%gc fc?)?&t é‘e’f\ﬁﬁ%&?fé’%i pr ot ej nsor a
derivative thermaf rcchaamrngccmmmaqcegmgac@rcmmcwmﬂﬁfﬁm eitfl in
addition to the_krin e ck r dinto a
pl asm d and t ho¥é dﬁ%é ‘ﬁ‘g ‘“ Tm%%p%%g&g’\rﬁcn(g&&cngrgk%n '\Qﬁ g&e) ?l%f? present

in thg,t-PA der3diatclc‘r/@cﬁ&crm}.ﬂkaedccwcﬂ'racmﬂcamecudedaecasﬂccb‘)ccsl t e36d| rect ed
nmut agenesi s. -35 - 7. Process as clained in claim I n

the correspondi M} CORACTECGEMEGAACCAPFTECISRIEACARGERIAEE TS ccf?f'“"tcr%A "6? ot e| n or

a derivative thegpeohe,BrecrecfécRFREE cRRccelcTRGTédActcAcPrebocoicad, aoh e r e |
n pl asm d pA27. 3 as cfalrre Iin claim4 or plasmd pA27 fd as clained in

cl ai M are usedst XKACCTCRICOTSATITACORACIMEATASEGSGIRSTEETCGFACAACAGOACMA | 38t i ve as
$41  TTTGAAGTCCAAAMMATACATTCTCCATAAGGAATTCCATCATCACACTTACCACAATCAC 600

601 ATTGCCCTICCICCAGCTCGAAATCGCATTCCTCCCGCTCTGCCCACCACAGCAGCCTCCTE 660

i 20
661 CGCACTCICTCCCTTCCCCCCCCECACCTCCACCTCCCCCACTCCACCCACTCTCACCTE 720
25 721 TCCCCCTACCCCAAGCATCACCCCTTICTCTCCTTTCTATTCGCACCGCCTCAACCACGET 780
781  CATCTCACACTGTACCCATCCAGCCCCTGCACATCACAACATITACTTAACAGAACAGTC 840
841 ACCCACAACATGCTCTCTGCTCCAGACACTCCCACCCGCCCCCCCCCAGCCAMMETTCCAC 900
U 30 901 GACGCCTCCCACGCCCATTCCGCACCCCCCCTCCTCTCTCTCAACCATCCCCCCATCACT 960
961 TTCGTCCCCATCATCACCTGCCGCCTCCSCTCTOCACACAAGCATCTCCCECCTCTCTAC 1020
1021 ACAAAGCTTACCAACTACCTACACTCCATICCTCACAACATCCGACCS 1068
35
ou une séquence d'ADN différente de celle-ci dans le cadre de la dégénérescence du code génétique,
qui code un dérivé du t-PA correspondant et on recusille le produit d’expression & partir du milieu de
&,,, culture ou aprés lyse des cellules hétes.

40 2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que l'on utilise le plasmide pA27.3 représenté
schématiquement sur la figure 1.

3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que I'on utilise le plasmide pA27id préparé de la
maniére décrite dans l'exemple 5.

4. Procédé selon la revendication 1, 2 ou 3, caractérisé en ce que I'on utilise comme cellules hdtes des
cellules procaryotes, en particulier E. coli.

5. Procédé selon la revendication 4, caractérisé en ce que, pour augmenter le rendement en protéine
50 active, on sépare les "inclusion bodies” formés, on les solubilise par traitement avec le chlorhydrate de
guanidine, puis on les transforme en dérivé avec du glutathion oxydé et enfin on renature le dérivé du

t-PA par addition de L-arginine et de GSH.

6. Procédé selon la revendication 5, caractérisé en ce que, aprés la renaturation, on concentre le dérivé

55 du +PA dans le mélange de renaturation puis on réalise une purification chromatographique par
chromatographie d'affinité.
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© . .

claimed in claim1, wher ein a plasm d according
claime 3 to 5 is transforned into gppBsphm™ Bpst cells and ”mEmE}H 'l ”III
product is isolated fromthe culture mediumor after

IyS|s
cells. 10. Process as clainmed in claim9, wher n prokaryotic

cel I's and 7 nPioefds iselon la revendicgiioini6, aar@téugée@ cesaun et ondesl qnspfésim.e de PP éd@%mmsl/l
clai med in cHal-proinige. Wher I n the yleld of active protein is

i ncreased by | solatin the "i ncl u5| on bod| es" that form and sol ub| I I Zi ng

them by t réaPieeise 39\'P’t %q'ﬁaEH“r?e S0P 67 49 ‘ﬁg’ g‘g %‘éﬂ"? on
wi th oxPdi zef® &?é‘t" %H'Ge £9 Py 1"' S t}'P%*t‘PérW?“rme?"' FnGR,§00\2cP0
addition of [ P 'awg“"g’rﬂi”@gl?bﬂ'? o ERadsolatt o claimed in claim 11, W h

er ei nafpark oJ E’Fé‘te ihdn ) J%%ntéen &”@S”M %ﬁs?e% tnP o &eﬁ § 33LY b
preparat i on g'p\ Vfats g ogr aphi

FIf1cati on'm s carri ec?
by nean Nty cHrorra%ﬁo Gl {16 bo! -36- 13. . Process as clained in

claim1Z, 4o ppcds §e|6n I rdverldictioR 8 W 6 Karaktbrish Qﬁcpaimsma.sm;]éuﬂ@n % Gn P63 ml /1

L-arginine. 14. Process as claimed in claim I n the

chr omat 0grapkioesds'dé bisharaioh @tn MhshitieldtRpresaian Gil chrtbrit 1.0k queh® d'mwt uration
.preparatlon whi ch contains 10 to 1000 nmol /|, preferably 600 to 800 mmol /|

-arginisne, is canr 'A‘?E’:C?HEcAQ&’c‘ihci’d}cﬁ;&'ﬂgﬁ?&c@ﬂtcé‘&&kﬂéﬁaccrccucc 60

81 CACACCCTCACCCACTCCCCTCCCTCCTCCCTCCCCTCCAATTCCATCATCCTCATAGCE 120

v 121 AAGCTTTACACAGCACACAACCCCAGTCCCCACCCACTGCCCCTCOCCAAACATAATTIAC 180
ot 20 181 TGCCCGAATCCTCATCGCCATCCCAAGCCCTCGTGCCACGTGCTCAACAACCCCACCCTG 2.0
r13Y ACGTCGGAGTACTCTCATCTCCCCTCCTCCTCCACCTCCCGCC?CACACAG?ACACCCA& 300

30 CQTCACTTTCGCATCAAAGCACCCCTCTTCCCCCACATCCCCTCCCACCCCTCCCACGCT 360

2 361 CCCATCTTTCCCAACCACACCAGGTCCCCCCCAGAGCCCTTCCTCTCCCCCCECATACTC 420

421 ATCACCTCCTCCTCCATTCICTCTCCCCCCCACTGCTICCAGCACAGETTTCCGLLLCAC 430

481 CACCTCACCGTCATCTTCCCCACAACATACCCCGTCCTCCCTCCCCACCAGCAGCACAAM 540

— $41 TTTCAACTCCAAAAATACATTIGTCCATAAGGAATTCGATCATGACACTTACCACAATCAC 600
601 ATTCCCCICCTCCACCTCAAATCCCATTCCTCCCCCTCTCCCCAGCACAGCACCCTCCTC 660
661 CCCACTCTCTCCCTTCCCCCCCCCCACCTCCAGCTCCCGEACTCOACGGACTCTCAGETE 720
36 721 TCCGCCTACCCCAAGCATCAGGCCTIGTCTCCTTICTATTCCCAGCCCCTCAAGCAGGLT 780
131 CA‘!'CTCACACTG‘I‘ACCCATCCAGCCGCTGCACATCACMCA‘IT!‘ACTTMCAGMCAGTC- 840
x,,( 841 ACCCACAACATGCCTGTCTGCTCCAGACACTCCCAGCCGCCCGCCCCAGGCAMCTTGCAC 900
“0 901 GACCCCTCCCAGCGCCATTCCCCAGCCCCCCTGGTCTCTCTCAACCATGCCCCCATCACT 960
961 TICGICGCCATCATCAGCTGCCCCCTCCGCTCTCCACAGAAGCATCTCCCCCGTGTCTAC 1020
1021 ACAAAGGTTACCAACTACCTAGACTCCATTCGTGACAACATGCGACCG 1068
45

ou une séquence d'ADN différente do celle-ci dans le cadre de la dégénérescence du code génétique,

qui code un dérivé du t-PA qui n'est pas glycosylé et qui présente la séquence d'acides aminés
suivante:

50

55
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15.

[

Process as clained in claiml1l4, wher ei n t'he concentrate used
for the chromat ographic purlflcatamsszsﬁacbusted toap

8.6. 16. Process as claimed in claim14 or 15, wh er gmmmm“"Hmﬁ”mon

is carried out at a pHvalue of 3 to 5.5. 17. Pharnaceutfcat dgemt For*
fibrinolytic treatnment containing a t-PA derivative as clained in claim1l.

10

15

20

25

35

50

55

12.

(M)
1

51
10
15)
201
251
3ol
s

SYQGNSDCYF CNGSAYRGTH SLTYESGASCL PWNSMILIGK VYTA.QNPSAQ
ALGLGKHNYC RNPDGDAKPW CHVLKNRRLT WEYCDVPSCS TCGLRQYSQP
QFRIKGGLFA DIASHFWQAA IFAXHRRSPG ERFLCCCILI SSCWILSAAH
CPQERTPPHH LTVILCRTYR VVPCEEEQKF EVEXYIVHKE FDODTYDNDI
ALLQLXSDSS RCAQESSVVR TVCLPPADLY LPDVTECELS GYCRHEALSP
FYSERLXEAY VRLYPSSRCT SQHLLNRTVT DNMLCAGDTR SGGPQANLHD
ACQCDSCCPL VCLNDCRMTL VGIISWCLGC GQRDVPGVYT KVINYLDWIR

DNMRP

ou de préparation du plasmide pA27.3 selon la figure 1 ou pA27id préparé selon I'exemple 5,
caractérisé en ce que I'on introduit dans un plasmide une séquence d'ADN qui code la protéine t-PA
totale ou un dérivé de celle-ci qui, outre les domaines kringel Il et de protéase, présente encore
d'autres domaines de la protéine t-PA et on élimine par mutagendse dirigée les domaines qui codent
des acides aminés qui ne sont pas présents dans le dérivé du t-PA.

Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que I'on utilise I'ADNc correspondant comme
séquence d'ADN pour la protéine t-PA ou un dérivé de celle-ci.
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