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Muunnettuja IL-4-muteiinin reseptorin antagonisteja

Ristiviittaus

Tama hakemus vaatii etuoikeushydtya valiaikaisista US-patenttihakemuksista
numeroista 60/498 906, joka on jatetty virastoon elokuun 29. paivana 2003,
60/528 228, joka on jatetty virastoon joulukuun 9. paivana 2003, seka 60/530 182,
joka on jatetty virastoon 17. paivana joulukuuta 2003, joiden hakemusten julkaisut

sisdllytetaan tahan tasmallisesti viitteina.
Keksinnén ala

Tama keksinté koskee IL-4-muteiinireseptorin antagonistia, joka on kytketty
polymeeriin joka ei ole proteiini, kuten esimerkiksi polyetyleeniglykoliin. Lisaksi
saadaan aikaan sen laheisesti yhteenkuuluvia  formulaatioita, annoksia ja
antomenetelmia terapeuttisia tarkoituksia varten. Nama muunnetut IL-4-
muteiinireseptorin antagonistit ja niihin littyvéit koostumukset ja menetelmat ovat
kayttokelpoisia saataessa aikaan hoitomahdollisuus henkilsille, joita vaivaavat
vakava astma, krooninen ahtauttava keuhkosairaus ja niille l&heiset
keuhkosairaudet.

Keksinndn tausta

Astmalle on ominaista epavakaa, palautuva ilmavirtauksen rajoittuminen ja
hengitysteiden yliherkkyys (AHR), niihin liittyva aktivoituneiden T-lymfosyyttien (T-
solujen) ja eosinofilien infiltroituminen keuhkolimakalvoon. Nami solut
hengitystiehyessa  olevien sy6ttdsolujen kanssa erittavit sytokiingja ja
valittajaaineita, jotka esittivat perustavaa laatua olevaa roolia sairauden
patogeneesissa. CD4+ Th2 -solujen on ajateltu organisoivan
sairastumistapahtuman spesifisten sytokiinien (IL-4:n, IL-5:n, IL-9:n sek3 I-13:n)
vapautumisen kautta (1,2). Erityisesti Th2-sytokiinien IL-4:n ja IL-13:n on ajateltu
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oleva avainasemassa hengitysteiden tulehduksen ja hengitysteiden yliherkkyyden
kehittymiselle ja yllapidolle.

My&s joukko in vivo -tutkimuksia tukee IL-4:n ja IL-13:n ratkaiseva roolia astman
patogeneesissd. Kayttamaila elaimia, joilta puuttuu Jompikumpi sytokiini, tai
reagensseja, jotka neutraloivat joko IL-4:n tai IL-13:n toimintaa, havaitaan naiden
sytokiinien tarkea rooli hengitysteiden tulehdukseen taij yliherkkyyteen johtavan
primaarisen seka sekundaarisen immuunivasteen saatelyssa (3,4). Nama tiedot
viittaavat lisaksi siihen, etts 14 ja IL-13 voivat esittaa seka osittain samanaikaisia
etta itsenaisia rooleja hengitysteiden allergisissa vasteissa Ja ettd hyokkaamisells
molempien sytokiinien kimppuun voisi olla merkittavaa lisahystya verrattuna
siihen, etta hyokataan yksindan jompaakumpaa sytokiinia kohtaan.

IL-4:n antagonisteja on raportoitu kirjallisuudessa. Antagonisteina toimiviin 1l.-4:n
mutantteihin sisaltyy IL-4-antagonistimuteiini IL-4/Y124D (Kruse, N, Tony, H. P_,
Sebald, W., Conversion of human interleukin-4 into high affinity antagonist by a
single amino acid replacement, Embo J. 11:3237-3244, 1992) seka
kaksinkertainen muteiini IL-4[R121D/Y124D] (Tony, H., et al., Design of Human
Interleukin-4 Antagonists in Inhibiting Interleukin-4-dependent and Interleukin-13-
dependent responses in T-cells and B-cells with high efficiency, Eur. J. Biochem.,
225:659-664 (1994)).  Yksinkertainen muteiini on tyrosiinin  substituutio
asparagiinihapolla D-kierteen asemassa 124. Kaksinkertainen muteiini on
arginiinin substituutio asparagiininapolla D-kierteen asemassa 121 ja tyrosiinin
asparagiinihapolla D-kierteen asemassa 124. Variaatiot D-kierteen tassa osassa
korreloivat positiivisesti toisessa sitoutumisalueessa tapahtuvien vuorovaikutusten
muutosten kanssa.

Villin tyypin IL-4:n agonismia tai antagonismia osoittavat IL-4:n mutanttivariantit
voivat olla kayttokelpoisia hoidettaessa tiloja, joihin  liittyy  jokinIL-4:n
pleiotrooppisista  vaikutuksista. IL-4:n  antagonistit esimerkiksi  olisivat
kdyttokelpoisia hoidettaessa tiloja, joita IL-4:n tuotto on pahentanut, kuten
esimerkiksi astmaa, allergiaa tai muita tulehdusvasteeseen liittyvia tiloja. IL-4:n

agonistit voivat olla kayttokelpoisia sellaisten tilojen hoidossa, joissa IL-4:n
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lasndolo on liittynyt sairauden parantumiseen tai vaimentumiseen, esimerkiksi
autoimmuunisairauteen, kuten esimerkiksi nivelreumaan, pesakekovettumatautiin,
insuliiniriippuvaiseen sokeritautiin jne. Naitd autoimmuunisairauksia luonnehtii T-
auttajasolupopulaatioiden tyyppien 1 ja 2 (Th1, Th2) tuotannossa tapahtuva
polarisaatio. Luonnolliset CD4+ T-solut erilaistuvat Th1- ja Th2-alasarjoiksi,
stimulaation aikana lasngolevan sytokiinin - mukaan. IL-4-agonisti  siirtiisi
ideaalisesti tuotantoa halutuille T-auttajasoluille, esimerkiksi Th2:ta kohti, milla on

siten terapeuttinen vaikutus.

PCT/US93/03 613 esittas IL-4-variantin, jossa on Phe-Leu- taj Tyr-Leu-sekvenssi
alfakierteisessd domeenissa ja negatiivisesti varattu aminohappo kahden
aminohapon sisapuolella, valittomasti ylavirtaan tai alavirtaan Phe-Leu- tai Tyr-
Leu-sekvenssista, jolla variantilla on lisdantynytta aktiivisuutta IL-4-reseptorin
suhteen sen vuoksi, etta neutraali aminohappo on korvattu negatiivisesti varatulla
aminochapolla. Julkaisu esittad, myos, etta Trp-Leu:n tai Phe-Leu:n spesifinen
substituointi IL-4:n alfakierteen sisalla, negatiivisesti varatun tshteen kahden
tahteen piirissa, johtaa parantuneeseen affiniteettiin.  Variantti on IL-4-

fuusioproteiini (difteriatoksiinin kanssa).

Aiemmin US-patenteissa 6 028 176 ja 6 313 272 raportoitiin yhdistelmamuteiini-
proteiinista (IL-4RA), joka oli peraisin  humaani IL-4:sta joka oli mutatoity
aminohapposekvenssinsid kahdessa asemassa. IL-4RA sitoutuu suurella
affiniteetilla humaani IL-4-reseptorin alfaketjuun, joka on seka IL-4- ja IL-13-
reseptorikompleksien tarke4 toiminnallinen signaalikomponentti. T4lla muteiinilla ei
ole mitaan agonistiaktiivisuutta, ja se toimii tehokkaana kompetitiivisena |L-4- jalL-
13-reseptorin  antagonistina in vitro. (katso US-patentteja 6 028 176 seka
6313 272). IL-4RAn kayton merkittava haitta on sen suhteellisen lyhyt
puoliintumisaika in vivo (suunnilleen 36 tuntia). IL-4RA:n
farmakokineettinen/farmakodynaaminen mallintaminen kadellisten astmamallissa
iimaisee, ettd tehokas, keskimaarainen steady state -pitoisuus terapeuttiselle

optimitehokkuudelle on suunniileen 60 ng/mil.
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Erds lahestymistapa lyhyen puoliintumisajan voittamiseen on antaa potilaalle IL-
4RA-muteiiniproteiinia usein toistuvasti, tama anto (tavallisesti injektiona tai
hengitysputken avulla) luo kuitenkin hyvin huomattavia esteits sille, etta potilas

hyvaksyy hoidon tai hoitoannon sairaalassa.
Keksinnén yhteenveto

Keksintd saa aikaan IL-4RA-muteiineja, joiden puoliintumisaika on pitempi kuin
raportoiduilla muteiineilld. Keksints saa aikaan myés reagensseja ja menetelmia
[L-4- ja IL-13-vilitteisten immuunivasteiden inhibointiin. Tam ja muut keksinngn
nakokohdat saadaan aikaan yhdella tai useammalla, tuonnempana luetellulla
sovellusmuodolla.

Eradssa  sovellusmuodossa keksint6 saa aikaan muunnetun  IL-4-
muteiinireseptorantagonistin puhdistetun  valmisteen, joka kasittaa  IL-4-
muteiinireseptorin antagonistin kytkettyna polymeeriin, joka ei ole proteiini ja joka
on valittu ryhmasts, joka koostuy polyetyleeniglykolista, polypropyleeniglykolista ja
polyalkyleeneista. Tamain sovellusmuodon erasssi nakdkohdassa puhdistettu
valmiste kasittdd muunnetun IL-4-muteiinireseptorin antagonistipolypeptidin, jota
koodaa nukleiinihapposekvenssi, jollainen esitetdaan SEQ ID NO:2:na, SEQ ID
NO:3:na, SEQ ID NO:4:na. SEQ ID NO:5:na, SEQ ID NO:6:na, SEQ ID NO:7:ni
tai SEQ ID NO:8na. toisessa  nakokohdassa polypeptidi  kasittaa
aminohapposekvenssin, jollainen esitetaan SEQ ID NO:10:n4, SEQ ID NO:11:n3,
SEQ ID NO:12:na, SEQ ID NO:13:na, SEQ ID NO:14:na, SEQ ID NO:15:n4 tai
SEQ ID NO:16:na.

Muunnettu IL-4-muteiinireseptorin antagonisti-polypeptidi voi olla eraassi
sovellusmuodossa kytketty  polymeeriin, joka ei ole proteiini, IL-4:n
aminohappotahteessi, asemassa 28, 36, 37, 38, 104, 105 tai 106. Tallaiset
asemat on numeroitu villin tyypin IL-4:n (se on humaani interleukiini-4:n)
aminohapposekvenssin mukaan. Taman sovellusmuodon erasssi nakokohdassa
aminohappotihde asemissa 28, 36, 37, 38, 104, 105 tai 106 on kysteiini.
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Erddssa nakokohdassa keksinnén  muunnettu muteiinireseptorin antagonisti
sitoutuu IL-4-reseptorin alfaketjuun Ky:lla, joka on noin 0,1 nM:sta noin 10 uM:iin,

noin 0,5 nM:sta noin 1 uM:iin tai noin 1,0-100 nM.

Toisessa sovellusmuodossa inhiboi muunnetty IL-4-muteiinireseptorin antagonisti
TF-1-solujen proliferatiivisen vasteen IL-4:lle, siten etts ICs0 on noin 0,1 nM:sta
noin 10 uM:iin, noin 0,5 nM = noin 1 uM tai noin 1,0-100 nM_

Viela eradssa sovellusmuodossa inhiboi muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti TF-1-solujen vasteen IL-13:lle, siten etta ICs50 on valitty alueelta, joka
on noin 0,1 nM:sta noin 10 uM:iin, noin 0,5 nM:sta noin 1 uM:iin tai noin 1,0
nM:sta noin 100 nM:iin.

Lisasovellusmuodossa inhiboi  muunnetty |L-4-muteiinireseptorin antagonisti
humaani B-solujen proliferatiivisen vasteen IL-4:lle, siten etta ICs on valittu
alueelta, joka on noin 0.1 nM:sta noin 10 uMiin, noin 0,5 nM:sta noin 1 pM:iin tai
noin 1,0 nM:sta noin 100 nM:iin.
Toisessa sovellusmuodossa inhiboi IL-4-muteiinireseptorin antagonisti
humaani T-solujen proliferatiivisen vasteen IL-4:lle, siten etta ICs0 On  valitty
ryhmasta, joka koostuu noin 0,1 nM:sta noin 10 eMiiin, noin 0,5 nM:sta noin 1
uMiin, noin 1,0 —100 nM:sta.

Vield eraassi sovellusmuodossa keksinnén muunnetulla IL-4-muteiinireseptorin
antagonistilla puoliintumisaika plasmassa on ainakin noin 2-10 kertaa pitempi kuin
muuntamattomalia IL-4-reseptorin antagonistilla,

Keksinté saa aikaan myds farmaseuttisia koostumuksia, jotka kasittavit (a)
muunnettua IL-4-muteiinireseptorin antagonistia, joka sitoutuy humaani |L-4-
reseptoriin seka (b) farmaseuttisesti hyvaksyttavaa kantaja-ainetta.

Keksints saa aikaan my0s puhdistetun polynukleotidin, joka kasittaa (a)
Nukleotidisekvenssin, ioka esitetaan SEQ ID NO:2:na, SEQ ID NO:3:na, SEQ ID
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NO:4:na, SEQ ID NO:5:na, SEQ ID NO:6:na, SEQ ID NO:7:na tai SEQ ID
NO:8:na; tai (b) nukleotidisekvenssin, joka koodittaa polypeptidid, jolla on
aminohapposekvenssi, jollainen esitetaan SEQ ID NO:10:na, SEQ ID NO:11:na,
SEQ ID NO:12:na. SEQ ID NO:13:na, SEQ ID NO:14:na, SEQ ID NO:15'n3 tai
SEQ ID NO:16:na.

Keksintd saa aikaan ekspressio- el ilmentymisvektoreita, jotka kasittavat
keksinnén polynukleotidia, seka isédntasoluja, jotka kasittavat keksinnén

ekspressiovektorin.

Keksintd saa aikaan lisaksi modifioidun IL-4-muteiinireseptorin antagonistin
valmistukseen menetelmis, jotka kasittavat vaiheita, joissa (a) edella kuvattua
isdntasolua viljellaan olosuhteissa, joissa antagonisti ilmentyy ja (b) antagonisti
puhdistetaan iséntasoluviljelmasta. Erityisessd  nakdkohdassa keksinnén
mukaisella menetelmalla tuotetty antagonisti voi inhiboida IL-4- ja IL-13-vilitteisen
aktiivisuuden, ja se on kytketty polymeeriin, joka ei ole proteiini ja joka on valittu
ryhmésts, joka  kasittas polyetyleeniglykolia, polypropyleeniglykolia ja
polyoksialkyleenejs.

Keksinté saa meneteimiz humaani sairauden hoitoon, johon sairauteen fiittyy IL-
4:n ja IL-13:n lisdéntynytta aktiivisuutta, myos menetelmia, jotka kasittavat
vaiheita, joissa (a) ihmiselld saadaan aikaan tila, jossa IL-4:n ja IL-13:n aktiivisuus
on lisdantynyt, ja (b) mainitulle henkildlle annetaan tehokas maara keksinnén
muunnettua IL-4-muteiinireseptorin antagonistia tai keksinnon farmaseuttista
koostumusta. Eradssa nakdkohdassa sairaus on astma, krooninen ahtauttava
keuhkosairaus (kuten esimerkiksi keuhkolaajentuma tai krooninen bronkiitti) tai

l&heisia keuhkosairauksia.

Keksinté saa aikaan myds menetelman IL-4-muteiinireseptorin antagonistin
valmistukseen aktiivisessa muodossa, menetelmalla valmistettuja antagonisteja,
tallaisia antagonisteja kasittavi koostumuksia sekid humaani sairauksien hoitoon
menetelman, joka késittas tallaisten antagonistien annon, ja tillaisia antagonisteja

sisaltavia farmaseuttisia koostumuksia. Menetelma kasittaa vaiheet, joissa (a)
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edella kuvattua isantasolua viliellaan olosuhteissa, joissa antagonisti ilmentyy, (b)
antagonistin  annetaan laskostua uudelleen ditiotreitolin lasndollessa ja (c)
antagonisti  puhdistetaan isantasoluvilielmasta. Eradssd sovellusmuodossa
menetelma  kasittaa lisaksi vaiheet, joissa (d) antagonisti kytketaan ei-

proteiinipolymeeriin ja (e) ei-proteiinipolymeeriin kytketty antagonisti puhdistetaan.

Esilld olevan keksinnén spesifisia edullisia sovellusmuotoja kay selvasti ilmi
tiettyjen  edullisten sovellusmuotojen Seuraavasta  yksityiskohtaisemmasta
selityksests ja patenttivaatimuksista.

Kuvioiden lyhyt selitys

Kuvio 1 on PEGylaatioreaktion kemian kaaviomainen esitys.

Keksinnén yksityiskohtainen selitys

Tama keksintd koskee muunnettuja IL-4-muteiinireseptorin antagonisteja, jotka
kasittavat lL-4-muteiinireseptorin, joka on kytketty ei-proteiinipolymeeriin,

edullisesti polyetyleeniglykolimolekyyliin.

Jollei lauseyhteys toisin edellytd, yksikkdtermien tulee sisaltda monikot ja
monikkotermien tulee sisaitis yksikkd.

Tassa kaytetyt kappaleotsikot ovat vain organisatorisia tarkoituksia varten, eiki
niitd ole laaditty rajoittamaan kuvattua asia-aineistoa. Kaikki siteeratut viitteet
tédsséd hakemuksessa on siséllytetty tahan nimenomaan viitteina.

Madiritelmia

Termi "polynukleotidi” tai "nukleiinihapposekvenssi” tai ”nukleiinihappomolekyyli”
vittaa DNA- taj RNA-sekvenssiin. Termi sisaltaa molekyyleja, jotka on
muodostettu  mistd  tahansa tunnetuista DNA- taj RNA-sekvenssin
emasanalogeista, kuten esimerkiksi, naihin rajoittumatta, 4-asetyylisytosiinin, 8-
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hydroksi—NG-metnyiadenosidin, atsiridinyylisytosiinin, pseudoisosytosiinin, 5-
(karboksihydroksyylimetyyli)urasiilin, S-fluoriurasiilin, S-bromiurasiilin, 5-
karboksimetyyliaminometyyli-2-tiourasiilin, 5—karboksimetyyliaminometyyliurasiilin,
dihydrourasiilin,  inosiinin, N6-isopentyyliadeniinin, 1-metyyliadeniinin,  1-
metyylipseudourasiilin, 1-metyyliguaniinin, 1-metyyli-inosiinin, 2,2-
dimetyyliguaniinin, 2-metyyliadeniinin, 2-metyyliguaniinin, 3-metyylisytosiinin, 5-
metyylisytosiinin, N6-metyyliadeniinin, 7-metyyliguaniinin, 5-
metyyliaminémetwliurasiilin, 5-metoksiaminometyyli—2-tiourasiilin, beeta-D-
mannosyyliquanosiinin, 5’-metoksikarbonyylimetyyliurasiilin, 5-metoksiurasiilin, 2-
metyylitio—N6-isopentenyyliadeniinin, urasiili-5-oksietikkahapon metyyliesterin,
urasiili-5-oksietikkahapon, oksibutoksiinin, pseudourasiilin, quanosiinin, 2-
tiosytosiinin, S-metyyli-2-tiourasiilin, 2-tiourasiilin,  4-tiourasiilin, N-urasiili-5-
oksietikkahapon metyyliesterin, urasiili-5-oksietikkahapon, pseudourasiilin,
quanosiinin, 2-tiosytosiinin ja 2 .6-diaminopuriinin.

Termi “puhdistettu” tai ‘eristetty” tarkoittaa keksinnén nukleiinihappomolekyylia,
joka (1) on erotettu ainakin 50 prosentista proteiineja, lipideja, hiilihydraatteja tai
muita  materiaaleja, joiden kanssa se esiintyy luonnostaan, kun
kokonaisnukleiinihappo eristetaan lahdesoluista, joka nukleiinihappomolekyyli (2)
ei ole kytketty koko polynukleotidiin tai osaan polynukieotidia, johon “eristetty
nukleiinihappomolekyyli” on luonnossa kytketty, joka nukleiinihappomolekyyli (3)
on toiminnallisesti yhdistetty polynukleotidiin, johon se ei ole kytketty luonnossa,
tai (4) joka nukleiinihappomolekyyli  ei esiinny luonnossa suuremman
polynukleotidisekvenssin osana. Edullisesti esilla olevan keksinnén eristettya
nukleiinihappomolekyylia  eivat kontaminoi luonnonmukaisessa ymparistossa
esiintyvat nukleiinihappomolekyylit tai muut kontaminantit (ei kontaminoi
luonnonmukaisessa ymparistossa  esiintyva nukleiinihappomolekyyli), jotka
hairitsisivat (joka hairitsisi) sen kayttoa polypeptidin tuotannossa tai sen
terapeuttisessa, diagnoosi-, profylaktisessa tai tutkimuskaytossa.

"Numeroinnilla villin tyypin IL-4:n mukaan” tarkoitetaan valitun aminohapon
identifiointia viittaamalla asemaan, jossa aminohappo esiintyy normaalisti villin

tyypin IL-4:ss3.
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Termid "vektori” kaytetaan tarkoittamaan mita tahansa molekyylia (esimerkiksi
nukleiinihppoa, plasmidia tai virusta), jota kaytetdan siirrettaessa koodaavaa

informaatiota isantasoluun.

Termi  "ekspressiovektori” tarkoittaa vektoria, joka soveltuu isantasolun
transformaatioon ja joka sisaltaa nukleiininapposekvensseja, jotka ohjaavat jatai
saatelevat insertoitujen heterologisten nukleiinihapposekvsenssien iImentymista.
limentymiseen sisaltyy, néaihin rajoittumatta, tapahtumia, kuten esimerkiksi

transkriptio, translaatio ja RNA:n pujonta, jos introneita on lasna.

Termi ‘iséntasolu” tassa yhteydessa kaytettyna tarkoittaa solua, joka on
transformoitu tai joka voidaan transformoida nukleiinihapposekvenssilla ja joka
sitten voi iiment&é valittua, kiinnostavaa geenia. Sikali kuin valittu geeni on lasna,
termi sisaltaéd kantasolun jalkeldiset, on jalkelainen sitten alkuperaisen kantasolun

kanssa morfologialtaan tai geenikokoonpanoltaan identtinen tai ei

Termid "transduktio” kaytetaan tarkoittamaan geenien siirtoa yhdestd bakteerista
toiseen, tavallisesti faagilla. "Transduktio” tarkoittaa my6s eukaryoottisolun

sekvenssien hankintaa tai siirtoa retroviruksilla.

Termia "transfektio” kaytetadn tarkoittamaan vieraan tai eksogeenisen DNA:n
ottoa soluun, ja solu on "transfektoitu”, kun eksogeeninen DNA on viety
solumembraanin sisdpuolelle. Tekniikan tason mukaan tunnetaan ennestian
joukko transfektiotekniikoita ja niita esitetdan tassa. Katso esimerkiksi julkaisuja
Graham et al., 1973, Virology 52:456; Sambrook et al., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratories, 1989); Davis et al., Basic
Methods in Molecular Biology (Elsevier, 1986) seka julkaisua Chu et al., 1981,
Gene 13:197. Tallaisia tekniikoita voidaan kayttaa vietiessa yksi eksogeeninen
DNA-osa tai useampia DNA-osia sopivaan isantisoluun.

Termi "transformaatio” tdssa yhteydessa kaytettyna tarkoittaa solun geneettisten

ominaisuuksien muutosta, ja solu on transformoitu, kun se on muunnettu
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sisaltdmaan uutta DNA:ta. Solu on transformoity esimerkiksi, kun se on muunnetty
geneettisesti luonnollisesta tilastaan. Transfektion tai transduktion jalkeen
transformoiva DNA voi yhdistya solun DNA:han fysikaalisesti integroitumalla
soluun, se voi sailya tilapaisesti episomielementtina replikoitumatta tai se voi
replikoitua itsendisesti plasmidina. Solun katsotaan olevan stabiilisti transformoitu,

kun DNA replikoituu solunjakaantumisessa.

Termi "identtisyys tarkoittaa " tekniikan tason mukaan kahden tai useamman
polypeptidimolekyylin tai kahden tai useamman nukieiinihappomolekyylin valista
suhdetta, joka on maaritetty sekvenssejd vertaamalla. Tekniikan tason mukaan
"identtisyys” tarkoittaa myés sekvenssisukulaisuuden astetta
nukleiinihappomolekyylien tai polypeptidien vélilla, asianhaarojen mukaan, kahden
tai useamman nukleotidi- tai kahden tai useamman aminchapposekvenssin
juosteen yhteensopivuudella maaritettyna. “Identtisyys” mittaa identtisten
yhteensopivuuksien prosenttia suoraan linjaan asetettuja aukkoja (jos mitaan)
kasittavista kahdesta tai useammasta sekvenssistd pienempien vililla, mihin
kaytetdan tiettyd matemaattista mallia tai tietokoneohjelmaa (toisin sanoen

"algoritmeja”).

Termi "samanlaisuus” on ldheinen kasite, mutta se on vastakohta "identtisyydelle”,
"samanlaisuus” tarkoittaa sukulaisuuden mittaa, johon sisaltyvat seka identtiset
yhteensopivuudet ettd konservatiivisen substituution yhteensopivuudet. Jos
kahdella polypeptidisekvenssilla on esimerkiksi identtisia aminohappoja 10/20 ja
jaljelle jaavat ovat kaikki ei konservatiivisia substituutioita, silloin identtisyys- ja
samanlaisuusprosentti olisivat molemmat 50 prosenttia. Jos samassa esimerkissa
on viisi useampaa asemaa, joissa on konservatiivisia substituutioita, silloin
identtisyysprosentti pysyy 50 prosenttina mutta samanlaisuusprosentti olisi 75
prosenttia  (15/20). Sen tahden tapauksissa, joissa on konservatiivisia
substituutioita, samanlaisuusprosentti kahden polypeptidin valilla on suurempi kuin
indenttisyysprosentti naiden kahden polypeptidin valilla.

Laheisten nukleiinihappojen ja polypeptidien identtisyys ja samanlaisuus voidaan
laskea helposti tunnetuilla menetelmilla. Tallaisiin menetelmiin kuuluu, naihin
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rajoittumatta, menetelmia, joita on kuvatty julkaisuissa COMPUTATIONAL
MOLECULAR BIOLOGY (Lesk, A. M., julkaisija) 1988, Oxford University Press,
New York; BIOCOMBUTING: INFORMATICS AND GENOME PROJECTS,
(Smith, D. w., julkaisuja); 1993, Academic Press, New York; COMPUTER
ANALYSIS OF SEQUENCE DATA, osa 1 (Griffin, A. M. ja Griffin, H. G.,
julkaisijat), 1994, Humana Press, New Jersey; von Heinje, G. SEQUENCE
ANALYSIS IN MOLECULAR BIOLOGY, 1987, Academic Press; SEQUENCE
ANALYSIS PRIMER, (Gribskov, M. ja Devereux, J., julkaisijat), 1991, M. Stockton
Press, New York: Carillo et al., 1988, SIAM J. Applied Math 48:1073; seka Durbin
etal., 1998, BIOLOGICAL SEQUENCE ANALYSIS, Cambridge University Press.

On suunniteltu edullisia menetelmia antamaan testattujen sekvenssien vilinen
suurin - yhteensopivuus. Identtisyyden maaritysmenetelmia kuvataan Julkisesti
saatavissa tietokoneohjelmissa. Edullisiin tietokoneohjelmiin kahden sekvenssin
valisen indentisyyden maarittamists varten siséaltyy, naihin rajoittumatta, GCG-
ohjelmapakkaus, joka sisaits GAP:n (Devereux et al, 1984, Nucl. Acid. Res.,
12:387; Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison, WI),
BLASTP:n, BLASTN:n ja FASTA:n (Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol, 215:403—
410). BLASTX-ohjelma on julkisesti saatavilla the National Center for
Biotechnology Informationilta (NCBI) sekad muista lahteists (BLAST Manual,
Altschul et al. NCB/NLM/NIH Bethesda, MD 20894: Altschul et al., 1990, supra).
Indenttisyyden maarittamiseen voidaan kayttda myos ennestadn tunnettua Smith
Waterman -algoritmia.

Tietyt suoraan linjaan asettamiskaaviot kahden aminohapposekvenssin suoraan
linjaan asettamista varten voivat johtaa vain kahden sekvenssin lyhyen alueen
yhteensopivuuteen, ja talla pienelld, suoraan linjaan asetetulla alueella voi olla
hyvin suuri sekvenssi-identtisyys siit huolimatta, ettei kahden taysimittaisen
sekvenssin  vililla ole mitdan merkittdvaa suhdetta. Niinpd tietyissa
sovellusmuodoissa valittu suoraan linjaan asettamismenetelms (GAP-ohjeima) voi
johtaa suoraan linjaan, joka yltaa kohdepolypeptidin ainakin 50 perékkaisen
aminohapon yli.
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Kayttamalla esimerkiksi tietokonealgoritmia GAP (Genetics Computer Group,
University of Wisconsin, Madison, WI), kaksi polypeptidia, joiden sekvenssi-
identtisyysprosentti on maaritettava, asetetaan suoraan linjaan niiden vastaavien
aminohappojen parasta mahdollista yhteensovittamista varten ("yhteensopiva
alue” algoritmilla maaritettyna). Tietyissa sovellusmuodoissa kdytetdan yhdessa
algoritmin kanssa aukonmuodostussakkoa (joka lasketaan keskimaaraisen
diagonaalin kolmikertana; kun taas "keskimaarainen diagonaali” on kaytettavan
vertailumatriisin - diagonaalin keskiarvo; “diagonaali” on kullekin taydelliselle
aminohapon yhteensopivuudelle tietyn vertailumatriisin antama pistemaara tai
lukuarvo) ja aukon laajentamissakkoa (joka on tavallisesti yksi kymmenesosa
aukonmuodotussakosta), ja vertailumatriisia, kuten esimerkiksi PAM250:aa tai
BLOSUM 62:ta. Tietyissa sovellusmuodoissa algoritmi kayttda myds
standardivertailumatriisia (katso julkaisua Dayhoff et al., 1978, Atlas of Protein
Sequence and Structure, 5:345-352, PAM 250 -vertailumatriisin suhteen; katso
julkaisua Henikoff et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:10915-10919
BLOSUM 62 -vertailumatriisin suhteen).

Tietyissa sovellusmuodoissa polypeptidisekvenssin vertailuparametreihin sisaltyy
seuraavaa:

Algoritmi: Needleman et al., 1970, J. Mol. Biol., 48:443453;

Vertailumatriisi: BLOSUM 62 julkaisusta Henikoff et al., 1992, edella:

Aukkosakko: 12

Aukon pituussakko: 4

Samanlaisuuden kynnys: 0

GAP-ohjelma voi olla kayttokelpoinen edelld esitettyjen parametrien kanssa.
Edella mainitut parametrit ovat tietyissd sovellusmuodoissa GAP-algoritmia
kaytettdessa polypeptidivertailulle puuteparametreja  (ilman paateaukkojen

sakkoa).

Tassa yhteydessa kaytettyind kaksikymmentsa tavanomaista aminohappoa ja
ndiden lyhenteet noudattavat tavanomaista kaytantoa. Katso julkaisua
IMMUNOLOGY - A SYNTHESIS, toinen laitos (E. S. Golub ja D. R. Gren,
julkaisijat), Sinauer Associates: Sunderland, MA, 1991, siséllytetty tdhan viitteena
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mihin tahansa tarkoitukseen. Keksinndn polypeptidien sopivia komponentteja
voivat olla myés kahdenkymmenen tavanomaisen aminohapon stereoisomeerit
(esimerkiksi D-aminohapot): ei luonnonmukaiset aminohapot, kuten esimerkiksi o-
;a-disubstituoidut aminohapot, N-alkyyliaminohapot, maitohappo ja muut
tavanomaiset aminohapot. Epatavallisten aminohappojen esimerkkeihin sisaltyvat
4-hydroksiproliini, y-karboksiglutamaatti, &-N,N,N-trimetyylilysiini, e-N-
asetyylilysiini, O-fosfoseriini. N-asetyyliseriini, N-formyylimetioniini, 3-
metyylihistidiini, 5-hydroksilysiini, o-N-metyyliarginiini ja muita samanlaisia
aminohappoja ja iminohappoja  (esimerkiksi 4-hydroksiproliini).  Tassa
polypeptidissa  kaytetyssa merkintdtavassa vasemmanpuoleinen suunta on
aminopéatteen suunta ja oikeanpuoleinen suunta on karboksyylipaatteen suunta,

standardikaytannén ja yleisen tavan mukaan.

Luonnossa  esiintyvat  tshteet voidaan  jakaa  |uokkiin tavallisten
sivuketjuominaisuuksien perusteella:

1) hydrofobisia: norleusiini (Nor), Met, Ala, Val, Leu, lle;

2) neutraaleita hydrofiilisia: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

3) happamia: Asp, Glu:

4) emaksisia: His, Lys, Arg;

5) ketjun suuntautumiseen vaikuttavat tahteet: Gly, Pro ja

8) aromaattiset tahteet: Trp, Tyr, Phe.

Tavanomaisiin aminohapposubstituutioihin voi sisaltya naiden luokkien yhden tai
useamman jasenen vaihtaminen saman luokan toiseen jaseneen. Tavanomaiset
aminohapposubstituutiot  voivat kasittdd ei  luonnonmukaisesti esiintyvia
aminohappotanhteita, joita tyypillisesti liitetaan pikemmin  kemialliselia
peptidisynteesilla kuin synteesilla biologisissa jarjestelmissa. Naihin sisaltyy
peptidomimeetteja ja muita aminohappo-osien kaanteisia tai invertoituja muotoja.

Ei konservatiivisiin substituutioihin voi sisdltyd naiden luokkien yhden taj
useamman jasenen vaihto toisen luokan jaseneen. Tallaisia substituutioita voidaan
tuottaa humaani proteiinin alueisiin, jotka ovat homologisia ei humaani proteiinien

kanssa tai molekyylin ei homologisiin alueisiin.
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Tallaisia muutoksia tehtdessd voidaan tiettyjen sovellusmuotojen mukaan
tarkastella aminohappojen hydropaattista indeksia. Kullekin aminohapolle on
annettu hydropaattinen indeksi sen hydrofobisuuden ja varausominaisuuksien
perusteella. Ne ovat: isoleusiiini (+4,5); valiini (+4,2); leusiini (+3,8); fenyylialaniini
(+2,8); kysteiini/kystiini (+2,5), metioniini (+1,9); alaniini (+1,8); glysiini (-0,4);
treoniini (-0,7); seriini (-0,8); tryptofaani (-0,9); tyrosiini (-1,3), proliini (-1,6);
histidiini (-3,2); glutamaatti (-3,5): glutamiini (-3,5); aspartaatti (-3,5); asparagiini (-
3,5); lysiini (-3,9) ja arginiini (-4,5).

Hydropaattisen aminohappoindeksin tarkeys annettaessa proteiinille keskinaisesti
vaikuttava biologinen toiminta on ennestian selvaa (katso esimerkiksi julkaisua
Kyte et al., 1982, J. Mol. Biol. 157:105~131). On tunnettua, etta tietyt aminohapot
voivat korvata muita aminohappoja, joilla on samanlainen hydropaattinen indeksi
tai pistemaara, ja viela sailyttdd samanlaisen biologisen aktiivisuuden.
Hydropaattiseen  indeksiin perustuvia  muutoksia  tehtiessa tietyissa
sovellusmuodoissa on sisallytetty sellaisten aminohappojen substituutioita, joiden
hydropaattiset indeksit ovat + 2:n sisalla. Joissakin sovellusmuodoissa otetaan
mukaan sellaisten aminohappojen substituutiot, joiden hydropaattiset indeksit ovat
+ 1:n sisdlla ja tietyissa sovellusmuodoissa sellaiset, joissa mainitut indeksit ovat
+0,5.n sisalla.

On ennestaan selvaa myos, ettid samankaltaisten aminohappojen substituutio voi
olla tehokkaampaa hydrofiilisyyden perusteella, erityisesti kun talléin  luoty
biologisesti toiminnallinen proteiini tai peptidi on tarkoitettu kaytettaviksi
immunologisissa sovellusmuodoissa, kuten tissd esitetian. Tietyissa
sovellusmuodoissa proteiinin suurin paikallinen keskimé&arainen hydrofiilisyys sen
viereisten  aminohappojen hydrofilisyyden  saatiamana  korreloi  sen
immunogeenisyyden ja antigeenisyyden kanssa, toisin sanoen proteiinin
biologisen ominaisuuden kanssa.

Naille aminohappotéhteille on annettu seuraavat hydrofiilisyysarvot: arginiini
(+3,0); lysiini (+3,0); aspartaatti (+3,0 £ 1), glutamaatti (+3,0 + 1); seriini (+0,3);
asparagiini (+0,2); glutamiini (+0,2); glysiini (0); treoniini (-0,4); proliini (-0,5 + 1);
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alaniini (-0,5); histidiini (-0,5); kysteiini -1,0):; metioniini (-1,3); valiini (-1,5); leusiini
(-1.8); isoleusiini (-1,8); tyrosiini (-2,3); fenyylialaniini (-2,5) ja tryptofaani (-3,4).
Samaniaisiin hydrofiilisyysarvoihin perustuvia muutoksia tehtdessa on tietyissa
sovellusmuodoissa otettu mukaan sellaisten aminohappojen substituutiot, joiden
hydrofiilisyysarvot ovat +2:n sisalla, tietyissa sovellusmuodoissa sellaisten
aminohappojen substituutiot, Joiden hydrofiilisyys on +1:n sisalla ja tietyissg
sovellusmuodoissa sellaisten aminohappojen substituutiot, joiden hydrofiilisyys on
+ 05:n sisalla.  Primaarisista aminohapposekvensseisté peraisin  olevia
epitooppeja voidaan identifioida my6s hydrofillisyyden perusteella. Naita alyeita
pidetaan myds "epitooppisina ydinalueina”.

Aminohapposubstituutioiden esimerkkeja esitetdan taulukossa 1

Taulukko 1
Aminohapposubstituutioita
| Alkupersiset tahtest Esimerkkisubstituutiot Edullisia substituutioita
Ala Val, Ley, lle Val
Arg Lys, Gin, Asn Lys
Asn Gln Gln
Asp Glu Glu
| Cys Ser, Ala Ser
Gin Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, Gin, Lys, Arg Arg
lle Leu, Val, Met, Ala, Phe, | Leu
Norleusiini N
Norleusiini, lie, Val,
Leu Met lle
Ala, Phe
Arg, 1,4-diaminovoihappo,
Lys Gln, Asn Arg
Met Leu, Phe, lle Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Met, Leu, Phe, Ala |Leu
Norleusiini
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Taitava ammattimies pystyy maarittamaan tassa esitettyjen polypeptidien sopivia
variantteja ennestaan  tunnettuja  tekniikoita  kayttamalla. Tietyissa
sovellusmuodoissa taitava ammattimies voi tunnistaa molekyylin sopivia alueita,
joita voidaan muuttaa tuhoamatta aktiivisuutta, kohdistumalla alueisiin, joiden ei
uskota olevan tarkeitd aktiivisuudelle. Muissa sovellusmuodoissa taitava
ammattimies voi identifioida molekyylien tahteita ja osia, jotka ovat sailyneet
samanlaisten polypeptidien piirissa. Lisdsovellusmuodoissa jopa alueet, jotka
voivat olla tarkeitda biologiselle aktiivisuudelle tai rakenteelle voivat olla
konservatiivisten aminohapposubstituutioiden kohteena biologisen aktiivisuuden
tuhoutumatta tai substituutioiden vaikuttamatta haitallisesti
polypeptidirakenteeseen.

Ammattimies voi tarkastella lisdksi rakenne-toimintatutkimuksia, joilla
identificidaan samanlaisten polypeptidien tahteita, jotka ovat aktiivisuudelle tai
rakenteelle tarkeita. Tallaisen vertailun avulla taitava ammattimies voi ennustaa
proteiinin sellaisten aminohappotahteiden tarkeyden, jotka vastaavat samanlaisten
proteiinien aktiivisuudelle tai rakenteelle tarkeita aminohappotahteita. Taitava
ammattimies voi valita tallaisten ennustettujen, tarkeiden aminohappotahteiden
kemiallisesti samaniaiset aminohapposubstituutiot.

Ammattimies  voi  analysoida my6s  kolmiulotteista  rakennetta ja
aminohapposekvenssia suhteessa samanlaisten polypeptidien tdhan
rakenteeseen. Oftamalla huomioon tillaisen informaation ammattimies voi
ennustaa polypeptidin aminohappotahteiden suoraan linjaan asettumisen sen
kolmiulotteisen rakenteen suhteen. Tietyissa sovellusmuodoissa ammattimies voi
valita sen, ettei tee radikaaleja muutoksia aminohappotahteisiin, joiden on
ennustettu sijaitsevan proteiinin pinnalla, koska tillaiset tahteet kytkeytyvat
tarkeisiin vuorovaikutuksiin muiden molekyylien kanssa. Ammattimies voi luoda
ennen  kaikkea koevariantteja, jotka sis3ltavat kussakin  halutussa
aminohappotéhteessa yhden ainoan aminohapposubstituution. Variantit voidaan
seuloa sitten ammattimiehen tuntemia aktiivisuusmaarityksia kayttamalla. Tallaisia
variantteja voitaisiin kayttaa kerattdessa informaatiota sopivista varianteista. Jos

esimerkiksi havaitaan, ettd muutos tietyksi aminohappotahteeksi tuottaa tuhotun,
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el toivotusti vahentyneen tai epasopivan aktiivisuuden, voidaan valttas variantteja,
joissa on tallainen muutos. Toisin sanoen tallaisista rutiinikokeista kerstyn
informaation perusteella ammattimies voi helposti maarittaa aminohapot, joissa

lisasubstituutioita tulisi valttas joko yksindan tai muihin mutaatioihin yhdistettyina.

Joukko tieteellisiz julkaisuja  on  omistautunut sekundaarisen rakenteen
ennustamiselle. Katso julkaisuja Moult, 1996, Curr. Op. In Biotech. 7:422-427:
Chou et al., 1974, Biochemistry 13:222-245: Chou et al., 1974, Biochemistry
113:211-222, Chou et al., 1978, Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol. 47:45-148;
Chou et al, 1979, Ann. Rev. Biochem. 47:251-276, seka Chou et al., 1979,
Biophys. J. 26:367-384. Ennen kaikkea talla hetkellda on saatavissa
tietokoneohjelmia auttamaan sekundaarisen rakenteen ennustamisessa. Eras
sekundaarisen rakenteen ennustusmeneteima perustuu homologiamallitukseen.
Esimerkiksi kahdella polypeptidilla tai proteiinilla, joilla sekvenssin identtisyys on
suurempi kuin 30 prosenttia tai samanlaisuus on suurempi kuin 40 prosenttia,
rakennetopologiat ovat usein samanlaiset. Proteiinirakenteen tietokannan (PDB)
viimeaikainen kasvu on saanut aikaan sekundaarisen rakenteen, mukaan luettuna
poimutusten lukumaara polypeptidin tai proteiinin rakenteessa, lisdantyneen
ennustettavuuden. Katso julkaisua Holm et al., 1999, Nucl. Acid. Res. 27:244-247.
On esitetty (Brenner et al., 1997, Curr. Op. Struct. Biol. 7:369-376), etta tietysss
polypeptidissa tai proteiinissa on rajoitettu lukumaara poimutuksia ja etta kun
rakenteiden kriittinen lukumaara on ratkaistu, rakenteen ennustaminen tulee
dramaattisesti tarkemmaksi.

Sekundaarisen rakenteen ennustamisen lisdmenetelmiin kuuluu “polveilu” (Jones,
1997, Curr. Opin. Struct. Biol. 7:377-387; Sippl et al., 1996, Structure 4:15-19),
“profiilin analyysi” (Bowie et al., 1991, Science 253:164-170: Gribskov et al., 1990,
Meth. Enzym. 183:146-159; Gribskov et al., 1987, Proc. Nat. Acad. Sci. 84:4355~
4358) seké "evolutiivinen kytkenta” (katso julkaisuja Holm, 199, edelld, ja Brenner,
1997, edelld). |

Tietyissa sovellusmuodoissa proteiinivariantteihin sisaltyy glykosylaatiovariantteja,

joissa glykosylaatiokohdan lukumaars jaftai tyyppi on muuttunut kantapolypeptidin



10

15

20

25

30

18

aminohapposekvensseihin  verrattuna. Proteiinivariantit  kasittavit tietyissa
sovellusmuodoissa N-kytkettyja glykosylaatiokohtia suuremman tai pienemman
lukumaaran kuin luonnonmukaisessa proteiinissa. N-kytketylle
glykosylaatiokohdalle on luonteenomaista sekvenssi Asn-X-Ser tai Asn-X-Thr,
jolioin X:lla merkitty aminohappotahde voi olla mika tahansa aminohappotihde
paitsi proliini. Aminohappotahteiden substituutio tdméan sekvenssin luomista varten
voi saada aikaan mahdollisen uuden paikan N-kytketyn hiilihydraattiketjun
lisdamiselle. Tamén sekvenssin eliminoivat substituutiot vaihtoehtoisesti poistavat
olemassa olevan N-kytketyn hillihydraattiketiun. Saadaan aikaan myds N-
kytkettyjen hiilihydraattiketjujen uudelleenjarjestyminen, jolloin eliminoidaan yksi tai
useampia N-kytkettyjd glykosylaatiokohtia (tyypillisesti niita, jotka esiintyvat
luonnonmukaisesti) ja luodaan yksi tai useampia uusia N-kytkettyja kohtia.
Edullisiin  variantteihin  sisaltyy lisaksi kysteiinivariantteja, joista kanta-
aminohapposekvenssiin verrattuna on deletoitu yksi tai useampia kysteiinitahteita
tai toinen aminohappo (esimerkiksi seriini) on substituoitu. Kysteiinivariantit voivat
olla kayttokelpoisia, kun proteiinien taytyy laskostua uudelleen biologisesti
aktiiviseen konformaatioon, kuten esimerkiksi inkluusiokappaleiden eristamisen
jalkeen. Kysteiinivarianteilla on vahemman kysteiinitahteita kuin
luonnonmukaisella proteiinilla, ja tyypillisesti niilla on tasaluku vahentamaan

vuorovaikutuksia, jotka johtuvat parittomista kysteiineista.

Lisdsovellusmuodoissa proteiinivariantit voivat sisaltad mutaatioita, kuten
esimerkiksi substituutioita, additioita, deleetioita tai minka tahansa naiden
yhdistelman, ja tyypillisesti niitd tuotetaan kohdennetulla mutageneesilla
kayttamalla  mutageenioligonukleotidia ~ (mutageenioligonukleotidejd)  tassa
kuvattujen menetelmien seka ennestaan tunnettujen menetelmien mukaan (katso
esimerkiksi julkaisua Sambrook et al, MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, 3. painos, 2001, Cold Spring Harbor, N. Y. , seka
Berger ja Kimmel, METHODS IN ENZYMOLOGY, osa 152, Guide to Molecular
Cloning Techniques, 1987, Academic Press, Inc., San Diego, CA, jotka on
siséllytetty tahan viitteina).
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Tiettyjen sovellusmuotojen mukaan aminohapposubstituutiot ovat sellaisia, jotka
(1) vahentavat proteolyysiherkkyytta, (2) vahentavat hapettumisherkkyytta, (3)
muuttavat sitoutumisaffiniteettia muodostuvien proteiinikompleksien suhteen. (4)
muuttavat sitoutumisaffiniteetteja ja/tai (5) antavat tallaisille polypeptideille muita
fysikokemiallisia tai toiminnallisia ominaisuuksia tai muuntavat naits. Tiettyjen
sovellusmuotojen mukaan voidaan tehdd luonnonmukaisesti esiintyvaan
sekvenssiin  (tietyissa sovellusmuodoissa polypeptidin  osaan, ulkopuolelle
domeenia (domeeneja), joka muodostaa (iotka muodostavat) molekyylisisaisia
yhteyksid) yksinkertaisia tai monia aminohapposubstituutioita (tietyissa
sovelluksissa konservatiivisia aminohapposubstituutioita). Edullisissa
sovellusmuodoissa konservatiivinen aminohapposubstituutio tyypillisesti ei muuta
olennaisesti kantasekvenssin rakenneominaisuuksia (esimerkiksi aminohapon
korvaamisella ei tulisi olla taipumus rikkoa kierretta, joka  esiintyy
kantasekvenssissa, tai hajottaa kantasekvenssille tyypillisia sekundaarisen
rakenteen muita tyyppeja). Esimerkkeja tekniikan tason yleisesti hyvaksytyists
polypeptidin sekundaarisista ja tertiaarisista rakenteista kuvataan julkaisuissa
PROTEINS, STRUCTURES AND MOLECULAR PRINCIPLES, (Creighton,
julkaisija), 1984, W. H. Freeman and Company, New York; INTRODUCTION TO
PROTEIN STRUCTURE (C. Branden ja J. Tooze, julkaisijat), 1991, Garland
Publishing, New York, N.Y.; sekd Thornton et al,, 1991, Nature 354:105, joista
kukin on sisallytetty tahan viitteens.

Peptidianalogeja  kaytetaan yleisesti farmaseuttisessa teollisuudessa ei
peptidiladkkeina, joilla on templaattipeptidille analogisia ominaisuuksia. Naita ej
peptidiyhdisteitd nimitetasn "peptidimimeeteiksi” tai peptidomimeeteiksi”. Katso
julkaisua Fauchhere, 1986, Adv. Drug Res. 15:29; Veber & Freidinger, 1985,
TINS, sivu 392, seki Evans et al., 1987, J. Med. Chem., 30:1229, jotka on
sisdllytetty tahan viitteina kaikkiin tarkoituksiin. Tallaisia yhdisteita kehitetaan usein
molekyylin tietokonemallituksen avulla. Terapeuttisesti kayttokelpoisten peptidien
kanssa rakenteellisesti samankaltaisia peptidimimeetteja kaytetaan tuottamaan
samanlainen terapeuttinen tai profylaktinen vaikutus. Peptidomimeetit ovat
yleensé rakenteellisesti samanlaisia kuin paradigmapolypeptidi (se on polypeptidi,
jolla on biokemiallinen ominaisuus tai farmakologista aktiivisuutta), kuten
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esimerkiksi humaani vasta-aine, mutta yksi tai useampia peptidisidoksia korvataan
ennestadn tunnetuilla menetelmillda valinnaisesti sidoksella, joka valitaan
sidoksista, jotka ovat seuraavat. -CH,-NH-, -CH5-S-, -CH»-CH»-, -CH=CH-(cis ja
trans), -COCH,-, -CH(OH)CH»- seka -CH,SO-. Konsensussekvenssin yhden tai
useamman aminohapon systemaattista substituutiota saman tyypin D-
aminohapolla (esimerkiksi D-lysiinilla L-lysiinin sijaan) voidaan kayttda tietyissa
sovellusmuodoissa stabiilimpien peptidien luomiseen. Konsensussekvenssin
kasittavia tai oleellisesti identtisen konsensussekvenssivariaation kasittavia
pakotettuja peptideja voidaan lisaksi tuottaa ennestddn tunnetuin menetelmin
(Rizo & Gierasch, 1992, Ann. Rev. Biochem. 61:387, joka on siséllytetty tahan
viitteena mihin tahansa. tarkoitukseen), lisddmalla sisaisia kysteiinitahteita, jotka

pystyvat muodostamaan molekyylisisaisia disulfidisiltoja, jotka syklisoivat peptidin.

(a) Muunnettujen IL-4-muteiinireseptoriantagonistien ominaisuuksia

Tassda  yhteydessad  kaytettyihin  "muunnettuihin IL-4-muteiinireseptorin
antagonisteihin” sisaltyy IL-4RA-muteiini, jota kuvataan US-patenteissa 6 028 176
ja 6313272 (kokonaisuudessaan sisallytetty tahan viitteend), lisdksi tulevin
aminohapposubstituutioin, jolloin mainitut substituutiot pystyvat ainakin yhden
polymeerin, joka ei ole proteiini, kuten esimerkiksi polypropyleeniglykolin,
polyoksialkyleenin tai polyetyleeniglykolimolekyylin (PEG), kohdennettuun
kytkemiseen muteiiniin. PEG:n kohdennettu kytkentd mahdollistaa esimerkiksi
luoda muunnetun muteiinin, jolla on polyetyleenilla glykosyloidun (PEGyloidun)
hyédyt, nimittdin kasvanut puoliintumisaika plasmassa ja vahentynyt
immunogeenisuus, samalla kun se sdilyttdd suuremman voimakkuuden
epaspesifisten PEGylaatiostrategioiden, kuten esimerkiksi N-terminaalisen ja
lysiinisivuketjun PEGylaation, suhteen. Tass& keksinndssa on luontaista myds
valita aminohapposubstituution spesifinen kohta, joka mahdollistaa molekyylin
sopivan  laskostumisen, jota ilmentyminen seuraa. Muunnetut [L-4-
muteiinireseptoriantagonistit sitoutuvat IL-4:3an ja IL-13:een affiniteetilla, jonka
havio ei ole suurempi kuin 10-kertainen suhteessa IL-4RA:n affiniteettiin.
Muunnetut |L-4-muteiinireseptorin  antagonistit inhiboivat 1L-4:n ja IL-13:n

valittaman aktiivisuuden, siten ettd voimakkuuden havid ei ole suurempi kuin 10-
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kertainen suhteessa IL-4RA'n aktiivisuuteen. Muunnetuilla IL-4-muteiinireseptorin
antagonisteilla on plasmassa puoliintumisaika, joka on ainakin 1-10 kertaa
suurempi kuin muuntamattomalla IL-4RAlia.

Taman keksinnon IL-4-muteiineja voivat luonnehtia my6s aminohappoinsertiot,
-deleetiot, -substituutiot ja -modifikaatiot luonnonmukaisen IL-4-polypeptidiketjun
muiden tahteiden yhdessa tai useammassa kohdassa tai luonnonmukaisen IL-4-
polypeptidiketiun muissa tahteissi. Taman keksinndn mukaan minka tahansa
tallaisten insertioiden, deleetioiden, substituutioiden ja muunnosten tulisi paatya
IL-4-muteiiniin, joka sailyttaa IL-4:aan liittyvan aktiivisuutensa.

Taman keksinnén lisdnakdkohta saadaan aikaan meneteiméssa, jolla proteiini
iimentyy ja laskostuu uudelleen, kuten kuvataan esimerkissa 2. IL-4-muteiini taytyy
puhdistaa sopivasti, jotta saadaan tehokas PEGylaatio. Puhdistamista kuvataan
esimerkiksi esimerkissg 2 tuonnempana. Kun muteiini on laskostunut uudelleen
sulfhydryylia suojaavan agenssin, kuten esimerkiksi beetamerkaptoetanolin,
glutationin tai kysteiinin, ollessa lasna, puhdistettua muteiinia ej voida PEGyloida,
koska hapettunut suoja-agenssi inaktivoi aktiivisen sulfhydryylin IL-4:484n viedyssa
kysteiinissd. Kovalenttinen disuffidisidos muodostuu  IL-4-muteiinin vapaan
kysteiinin ja suojaavan agenssin vilille. Sita vastoin sulthydryylia suojaavan
agenssin ditiotreitolin (DTT), joka hapettuu, jotta muodostuu stabiili disulfidisidos,
kayttd ei muodosta kovalenttista sidosta IL-4-muteiinin vapaan kysteiinin kanssa
jattden  taten taman sulfhydryyliryhman  vapaaksi reagoimaan PEG-
maleimidireagenssin kanssa. Beetamerkaptoetanolin, glutationin tai kysteiinin
lasngollessa tapahtuneen laskostumisen jalkeen puhdistetut IL-4-muteiinit voivat
reagoida PEG-reagenssin kanssa, jos ne on kasitelty DTT:Ila, mutta myGds mono-
PEGyioitujen ja moni-PEGyloitujen tuotteiden seos muodostuu, mika viittaa siihen,
etta olemassa olevat IL-4-kysteiinit ovat my&s PEGyloituneet. Olemassa olevien
kysteiinien PEGylaatio johtaisi vaarin laskostuneisiin tuotteisiin, jotka ovat
inaktiivisia.

Muunnetun IL-4-muteiinireseptorin antagonistin Ky IL-4-reseptorille voidaan

maarittaa kayttamalld mita tahansa ennestaan tunnettua menetelmaa, kuten
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esimerkiksi  reaaliaikaista bimolekulaarista  vuorovaikutteista analyysia
(Bimolecular Interaction Analysis, BIA), joka on esitetty paapiirteittain esimerkisss
4. BIA on tekniikka biospesifisten vuorovaikutusten tutkimiseen reaaliajassa ilman
mink&an vuorovaikutukseen osallistuvien merkintda (esimerkiksi BlAcore™).
Muutoksia pintaplasmaresonanssin optisessa ilmidssa (SPR) voidaan kayttas

biologisten molekyylien valisten reaaliaikaisten reaktioiden ilmaisuna.

Muunnettujen IL-4-muteiinireseptoriantagonistien kyky inhiboida immuunisolujen
proliferatiivinen vaste voidaan maarittas proliferatiivisia maarityksia kayttamalia,
kuten esitetaan paapiirteittain esimerkissa 5, ja tama kyky ilmaistaan pitoisuutena,
jossa inhibitiopitoisuus on 50-prosenttinen (ICsy).

BIAcoreTM-méérityksessé esilld olevan keksinnén muunnetut IL-4-muteiinin
reseptorin antagonistit sitoutuvat spesifisesti humaani IL-4-reseptoriin, siten etta
edullinen Ky on noin 1,0-100 nM:n alueella. Esilla olevan keksinnén
edullisemmissa sovellusmuodoissa humaani IL-4-reseptoriin sitoutumisen Ky on
noin 05 nM - 10 HM. Esilla olevan keksinnon viels edullisemmissa
sovellusmuodoissa humaani IL-4-reseptoriin sitoutumisen Kg on noin 0,1 nM =10
uM. Esilla oleva keksinnon muunnetut IL-4-muteiinireseptorin antagonistit, kuten
kuvitellaan, liséksi sitoutuvat humaani IL-4-reseptoriin ja neutraloivat sen kyvyn
edistdd immuunisolun proliferaatiota, siten etti edullinen ICs0 on 1,0-100 nM:n
alueella. Edullisemmat humaani antagonistit sitovat IL-4-reseptorin ja neutraloivat
sen Kyvyn immuunisolun proliferaation, siten etts ICsy on alueella, joka on noin 0,5
nM:sta 1 uM:iin, siten etta taman keksinndn edullisimmat antagonistit sitoutuvat IL-

4-reseptoriin ja inhiboivat taman, jolloin ICs on noin 0,1 nM:sta noin 10 uM:iin,

Esilla oleva keksinndn muunnettujen II-4—muteiinireseptoriantagonistien nykyisilla
sovellusmuodoilla on myos plasmassa puoliintumisaika, joka on edullisesti ainakin
2-10 kertaa pitempi kuin muuntamattoman IL4RA:n puoliintumisaika, siten etta
esilla olevan keksinnon  edullisimmilla sovellusmuodoilla  puoliintumisaika
plasmassa on 10-100 kertaa suurempi  kuin muuntamattoman IL-4RA:n
puoliintumisaika (katso esimerkkis 7).
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Edella esitetyilla maaritysmenetelmilla on identifioitu joukko muunnettuja IL-4-
muteiinireseptorin antagonisteja, joilla on edelld kuvatut ominaisuudet. Esilla

olevan keksinnén sovellusmuodoilla on polypeptidisekvenssit, jotka esitetaan

taulukossa 2 (SEQ ID -numerot 10-16.

Taulukko 2

Polypeptidisekvensseja

SEQ ID No.

Nimi

Sekvenssi’

9

IL4ARA

MHKCDITLQENKTLNSLTEQKTLCTELTVIDIFAA
SENTTEKETFCRAATVLRQFYSHHEKDTRCLGAT
AQQFHRHKQLIRFLKRLDRNLWGLAGLNSCPVKE

ANQSTLENFLERLKTIMDEKDSKCSS

10

IL4-RE-T28C

MHKCDITLQEIKTLNSLTEQKTLCTELCVTDIFA
ASKNTTEKETFCRAATVLRQFYSHHEKDTRCLG
ATAQQFHRHKQLIRFLERLDRNLWGLAGLNSCP
VKEANQSTLENFLERLKTIMDEKDSKCSS

11

IL4-RE-S36C

MHKCDITLQEIKTLNSLTEQKTLCTELTVTDIFA
ACKNTTEKETFCRAATVLRQFYSHHEKDTRCLG
ATAQQFHRHKQLIRFLKRLDRNLWGLAGLNSCP
VKEANQSTLENFLERLKTIMDEKDSKCSS

12

IL4-RE-K37C

MHKCDITLQEIKTLNSLTEQKTLCTELTVIDIFA
ASCNTTEKETFCRAATVLRQFYSHHEKDTRCLG
ATAQQFHRHKQLIRFLKRLDRNLWGLAGLNSCY
VKEANQSTLENFLERLKTIMDEKDSKCSS

i3

L4-RE-N38C

MHKCDITLQEIIKTLNSLTEQKTLCTELTVIDIFA
ASKCTTEKETFCRAATVLRQFYSHHEKDTRCLG
ATAQQFHRHKQLIRFLKRLDRNLWGLAGLNSCP
VEKEANQSTLENFLERLKTIMDEKDSKCSS

14

IL4-RE-A104C

MHKCDITLQEIKTINSLTEQKTLCTELTVIDIFA
ASKNTTEKETFCRAATVLRQFYSHHEKDTRCLG
ATAQQFHRHKQLIRFLKRLDRNLWGLAGLNSCP
VKECNQSTLENFLERLKTIMDEKDSKCSS

15

IL4-RE-N165C

MHKCDITLQEIKTLNSLTEQKTLCTELTVIDIFA
ASKNTTEKETFCRAATVLRQFYSHHEKDTRCLG
ATAQQFHRHKQLIRFLKRLDRNLWGLAGLNSCP
VKEACQSTLENFLERLKTIMDEKDSKCSS

16

IL4-RE-Q106C

MHKCDITLQEIKTLNSLTEQKTLCTELTVTDIFA
ASKNTTEKETFCRAATVLRQFYSHHEKDTRCLG
ATAQQFHRHKQLIRFLKRLDRNLWGLAGLNSCP
VKEANCSTLENFLERLKTIMDEKDSKCSS
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(b) Polynukleotideji koodaavat, muunnetut IL-4-muteiinireseptorin
antagonistit

Keksinté saa aikaan myGs polynukieotidejs, jotka koodaavat muunnettuja 1L-4-
muteiinireseptorin antagonisteja.  Naita polynukleotidejs  voidaan kayttaa

esimerkiksi tuottamaan suuria maaria antagonisteja terapeuttiseen kayttoon.

Keksinnén polynukleotidi voidaan saada helposti erilaisilla tavoilla mukaan
luettuina, naihin rajoittumatta, kemiallinen synteesi, cDNA- tai genomikirjaston
seulonta, ekpressiokirjaston seulonta ja/tai cDNA:n PCR-amplifikaatio.

Tassa kuvatut yhdistelma-DNA-menetelmat ovat yleensd menetelmia, joita
esitetddn julkaisuissa Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989) ja/tai Current Protocols in Molecular
Biology (Ausubel et al., julkaisijat, Green Publishers Inc. Seka Wiley and Sons
1994). Keksintd saa aikaan tassd kuvattuja nukleiinihappomolekyylejé seka
menetelmia tallaisten molekyylien saantia varten.

Eras menetelma sopivan nukleiinihapposekvenssin saantiin on
polymeraasiketjureaktio (PCR). Tassa menetelmassa cDNA  valmistetaan
poly(A)+RNA:sta tai kokonais-RNA:sta kéiénteistranskriptaasientsyymié
kéyttamalla. cDNA-han lisdtdan yhdessa polymeraasin, kuten esimerkiksi Taqg-
polymeraasin, kanssa kaksi aluketta, jotka ovat tyypillisesti komplementaarisia
muunnetun lL-4-muteiinireseptoriantagonistin cDNA:n kahdelle erilliselle alueelle,
ja polymeraasi monistaa cDNA-alueen kahden alukkeen valilla.

Keksinnén nukleiinihappomolekyylin muita valmistuskeinoja on kemiallinen
synteesi kayttamallg ammattimiehen ennestaan tuntemia menetelmia, jollaisia
kuvataan julkaisussa Engels et al., 1989, Angew. Chem. Intl. Ed. 28:716-734.
Naihin menetelmiin siséltyy muun muassa fosfotriesteri-, fosforiamidiitti- ja H-
fosfonaattimenetelmis nukleiinihapon synteesia varten. Tallaisen kemiallisen
synteesin edullinen menetelms on polymeerin tukema synteesi normaalia
fosforiamidiittikemiaa kayttamalla. DNA  on tyypillisesti  useiden satojen
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nukleotidien mittainen. Naita meneteimia kayttamalla voidaan syntetisoida
pitempid kuin noin 100 nukleotidin mittaisia nukleiinihappoja useina fragmentteina.

Fragmentit voidaan sitoa sitten yhteen. Yhta hyvin voidaan kayttdd muita

25

ammattimiehen tuntemia menetelmia.

Muunnetun

IL-4-muteiinireseptorin  antagonistien

keksinnén polynukleotideja esitetasn taulukossa 3 (SEQ ID numerot 2-8).

Taulukko 3

Polynukleotidisekvensseja

SEQ ID No.

Nimi

Sekvenssi

IL4RA

ATGCACAAGTGCGATATCACCTTACAGGAGATC
ATCAAAACTTIGAACAGCCTCACAGAGCAGAA

GACTCTGTGCACCGAGTTGACCGTAACAGACAT
CTTTGCTGCCTCCAAGAACACAACTGAGAAGGA
AACCTTCTGCAGGGCTGCGACTGTGCTCCGGCA
GTTCTACAGCCACCATGAGAAGGACACTCGCTG
CCTGGGTGCGACTGCACAGCAGTTCCACAGGCA
CAAGCAGCTGATCCGATTCCTGAAACGGCTCGA
CAGGAACCTCTGGGGCCTGGCGGGCTTGAATTC
CTGTCCTGTGAAGGAAGCCAACCAGAGTACGTT
GGAAAACTI'C'ITGGAAAGGCTAAAGACGATCAT

GGACGAGAAAGACTCAAAGTGITCGAGCTAAT
AA

IL4-RET28C _

] ATGCACAAGTGCGATATCACCTTACAGGAGAT

CATCAAAACTTTGAACAGCCTCACAGAGCAGA
AGACTCTGTGCACCGAGTTGTGCGTAACAGAC
ATCTTTGCTGCCTCCAAGAACACAACTGAGAA
GGAAACCTTCTGCAGGGCTGCGACTGTGCTCC
GGCAGTTCTACAGCCACCATGAGAAGGACACT
CGCTGCCTGGGTGCGACTGCACAGCAGTTCCA
CAGGCACAAGCAGCTGATCCGATTCCTGAAAC
GGCTCGACAGGAACCTCTGGGGCCTGGCGGGC
TTGAA'ITCCTGTCCTGTGAAGGAAGCCAACCA
GAGTACGTTGGAAAACTTCTTGGAAAGGCTAA

AGACGATCATGGACGAGAAAGACTCAAAGTGT
TCGAGCTAATAA

koodaamiseen kaytettivia
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ILA-RE-S36C

ATGCACAAGTGCGATATCACCTTACAGGAGAT
CATCAAAACTTTGAACAGCCTCACAGAGCAGA
AGACTCTGTGCACCGAGTTGACCGTAACAGAC
ATCTTTGCTGCCTGCAAGAACACAACTGAGAA
GGAAACCTTCTGCAGGGCTGCGACTGTGCTCC
GGCAGTTCTACAGCCACCATGAGAAGGACACT
CGCTGCCTGGGTGCGACTGCACAGCAGTTCCA
CAGGCACAAGCAGCTGATCCGATTCCTGAAAC
GGCTCGACAGGAACCTCTGGGGCCTGGCGGGC
TTGAATTCCTGTCCTGTGAAGGAAGCCAACCA
GAGTACGTTGGAAAACTTCTTGGAAAGGCTAA

AGACGATCATGGACGAGAAAGACTCAAAGTGT
TCGAGCTAATAA

IA-RE-K37C

ATGCACAAGTGCGATATCACCTTACAGGAGAT
CATCAAAACTTTGAACAGCCTCACAGAGCAGA
AGACTCTGTGCACCGAGTTGACCGTAACAGAC
ATCTTTGCTGCCTCCTGCAACACAACTGAGAA
GGAAACCTTCTGCAGGGCTGCGACTGIGCTCC
GGCAGTTCTACAGCCACCATGAGAAGGACACT
CGCTGCCTGGGTGCGACTGCACAGCAGTTCCA
CAGGCACAAGCAGCTGATCCGATTCCTGAAAC
GGCTCGACAGGAACCTCTGGGGCCTGGCGGGC
TTGAATTCCTGTCCTGTGAAGGAAGCCAACCA
GAGTACGTTGGAAAACTTCTTGGAAAGGCTAA

AGACGATCATGGACGAGAAAGACTCAAAGTGT
TCGAGCTAATAA

IL4-RE-N38C

ATGCACAAGTGCGATATCACCTTACAGGAGAT
CATCAAAACTITGAACAGCCTCACAGAGCAGA.
AGACTCTGTGCACCGAGTTGACCGTAACAGAC
ATCTTTGCTGCCTCCAAGTGCACAACTGAGAA

GGAAACCTTCTGCAGGGCTGCGACTGTGCTCC

GGCAGTTCTACAGCCACCATGAGAAGGACACT
CGCTGCCTGGGTGCGACTGCACAGCAGTTCCA
CAGGCACAAGCAGCTGATCCGATTCCTGAAAC
GGCTCGACAGGAACCTCTGGGGCCTGGCGGGC
TTGAATTCCTGTCCTGTGAAGGAAGCCAACCA

GAGTACGTTGGAAAACTTCTTIGGAAAGGCTAA
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’ AGACGATCATGGACGAGAAAGACTCAAAGTGT

TCGAGCTAATAA
6 IL4-RE- ATGCACAAGTGCGATATCACCTTACAGGAGAT
Alo4C CATCAAAACTTTGAACAGCCTCACAGAGCAGA
AGACTCT GTGCACCGAGTTGACCGTAACAGAC
ATCTTTGCTGCCTCCAAGA.ACACAACTGAGAA
GGAAACCTTCTGCAGGGCTGCGACTGTGCTCC
GGCAGTTCTACAGCCACCATGAGAAGGACACT

N105C

Q106C

IL4-RE-

I14-RE-

GGCTCGACAGGAA

CGCTGCCTGGGTGCGACTGCACAGCAGTTCCA
CAGGCACAAGCAGCTGATCCGATTCCTGAAAC
GGCTCGACAGGAACCT CTGGGGCCTGGCGGGE

TCGAGCTAATAA
ATGCACAAGTGCGATATCACCTTACAGGAGAT

CATCAAAACTTTGAACAGCCTCACAGAGCAGA
AGACTCT GTGCACCGAGTI‘GACCGTAACAGAC
ATCTTTGCTGCCTCCAAGAACACAACTGAGAA
GGAAACCTTCTGCAGGGCTGC’GACTGTGCTCC
GGCAGTI‘CTACAGCCACCATGAGAAGGACACT
CGCTGCCTGGGTGCGACTGCACAGCAG’ITCCA
CAGGCACAAGCAGCTGATCCGATTCCTGAAAC

TCGAGCTAATAA
ATGCACAAGTGCGATATCACCTTACAGGAGAT

CATCAAAACTTTGAACAGCCTCACAGAGCAGA
AGACTCTGTGCACCGAGTTGACCGTAACAGAC

CCTCTGGGGCCTGGCGGGC
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Keksintd saa aikaan myds ilmentymisvektoreita, jotka kasittavat keksinnédn

polynukleotidid, ja isé&ntasoluja, jotka kasittavat keksinnén ilmentymisvektorin.

Keksinndn  polynukleotidi  voidaan insertoida sopivaan ilmentymisvektoriin
standardisitomistekniikoita kayttamalla. Vektori valitaan tyypillisesti, siten ettd se
toimii tietyssa kaytetyssa isanndssa (toisin sanoen vektori sopii yhteen iséntasolun
koneiston kanssa, siten ettd geenin amplifikaatio ja/tai geenin ilmentyminen voi
tapahtua). Keksinnon polynukleotidi voi ilmentya prokaryootti- hiiva-, hyénteis-
(bakulovirusjérjestelmat) ja/tai eukaryootti-isdntasoluissa. Isaénsolu valitaan
erilaisten tekijoiden, kuten esimerkiksi haluttujen ilmentymistasojen mukaan. Katso
ekspressiovektoreita koskevaa katsausta julkaisusta Meth. Enz., osa 185 (D.V.
Goeddel, julkaisija Academic Press 1990).

Isdntasolussa kaytetyt ilmentymisvektorit sisaltavat tyypillisesti sekvensseja
plasmidin ylldpitoa ja eksogeenisten nukleotidisekvenssien kloonausta ja
ilmentymista varten. Tallaiset sekvenssit, tietyissa sovellusmuodoissa yhteisesti
nimitetty = kohdesekvenssin  viereisiksi alueiksi, sisdltavat  tietyissa
sovellusmuodoissa yhden tai useampia nukleotidisekvensseista, jotka ovat
seuraavat: promoottori, yksi tai useampia voimistajasekvensseja, replikaation alku,
transkription lopetussekvenssi, tdydellinen intronisekvenssi, joka sisaltaa donorin
ja akseptorin pujontakohdan, polypeptidin erittymista varten johtosekvenssia
koodaava sekvenssi, ribosomin sitoutumispaikka, polyadenylaatiosekvenssi,
polylinkkkerialue  ilmennettavaa polypeptidia  koodaavan  nukleiinihapon
insertointiin  sekd valittava leimaelementti. Kutakin naista sekvensseista

tarkastellaan tuonnempana.

Kohdesekvenssin viereiset alueet voivat olla homologisia (toisin sanoen peraisin
samasta lajista ja/tai kannasta kuin isantasolu), heterologisia (toisin sanocen
muusta lajista kuin isantasolulaji tai -kanta), hybrideja (toisin sanoen
kohdesekvenssin viereisten alueiden yhdistelmad useammasta kuin yhdesti
lahteestd) tai synteeftisia, tai kohdesekvenssin viereiset alueet voivat olla
luonnonmukaisia sekvensseja, jotka toimivat normaalisti, niin etta ne saatelevat IL-

4-muteiinireseptorin antagonistin ilmentymistd. Kohdesekvenssin viereinen alue
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voi olla sellaisenaan mika tahansa prokaryootti- tai eukaryoottiorganismi, mika
tahansa selkdrankainen tai selkdrangaton organismi tai mika tahansa kasvi,
edellyttaen ettd kohdesekvenssin viereinen alue toimiin isantasolukoneistossa tai

voi aktivoitua talia.

Keksinndn vektoreissa kayttokelpoiset kohdesekvenssin viereiset alueet voidaan
saada milla tahansa ennestdan tunnetulla menetelmélla. Tassa kayttokelpoiset
kohdesekvenssin ‘viereiset alueet, muut kuin  IL-4-muteiinireseptorin
antagonistigeenin viereiset alueet, on identificitu aiemmin kartoittamalla jattai
restriktioendonukleaasikasittelylla ja voivat olla taten eristetyt sopivasta
kudoslahteestd sopivia restrikstioendonukleaaseja  kayttamalla.  Joissakin
tapauksissa kohdesekvenssin viereisen alueen taydellinen nukleotidisekvenssi voi
olla tunnettu. Kohdesekvenssin viereinen alue voidaan syntetisoida téssa

nukleiinihapon synteesille tai kloonaukselle kuvattuja menetelmia kayttamalla.

Kun kohdesekvenssin koko viereinen alue tai vain taman osa tunnetaan, se
voidaan saada PCR:aa kayttamalla jatai seulomalla genomikirjastoa sopivan
oligonukleotidin ja/tai kohdesekvenssin viereisen alueen fragmentilla, joka on
peraisin samasta lajista tai muusta lajista. Silloin kun kohdesekvenssin viereista
aluetta ei tunneta, DNA:n fragmentin sisaltava kohdealueen viereinen sekvenssi
voidaan eristid DNA:n suuremmasta palasta, joka voi sisaltaa esimerkiksi
koodaavan sekvenssin tai jopa muun geenin tai muita geeneji. Eristaminen
voidaan toteuttaa restriktioendonukleaasikasittelyild, jotta tuotetaan sopiva DNA-
fragmentti, mita - seuraa eristdminen agaroosigeelipuhdistusta, Qiagen-
pylvaskromatografiaa (Chatsworth, CA) tai muita taitavan ammattimiehen tuntemia
menetelmia kayttamalla. Tahan tarkoitukseen sopivien entsyymien valinta selviaa

nopeasti ammattimiehelle.

Replikaation  alku  (ori-alue) on tyypillisesti  kaupallisesti myytyjen
prokaryoottiekspressiovektoreiden osa, ja alku auttaa vektorin amplifikaatiossa
isantasolussa. Jos valittu vektori ei sisilla replikaatiokohdan alkua, se voidaan
syntetisoida kemiallisesti tunnetun sekvenssin perusteella ja sitoa vektoriin.

Esimerkiksi replikaation alku plasmidista pBR322 (New England Biolabs, Beverly,
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MA) soveltuu useimmille gram-negatiivisille bakteereille ja erilaiset alut
(esimerkiksi SV40. polyooma, adenovirus, vesikulaarinen stomatiittivirus (VSV) tai
papillomavirukset, kuten esimerkiksi HPV tai BPV) ovat kayttokelpoisia
nisdkassolujen kloonausvektoreita varten. Replikaatiokomponentin  alkua ej
yleensa tarvita nisdkasekspressiovektoreita varten (kaytetdan usein esimerkiksi

vain SV40-alkua, koska se sisiltaa aikaisen promoottorin).

Transkription lopetussekvenssi sijaitsee tyypillisesti polypeptidin koodausalueen
3'-padssa, ja se lopettaa transkription.  Transkription lopetussekvenssi on
prokaryoottisoluissa tavallisesti G-C:ta runsaasti sisaltava fragmentti, jota poly-T-
sekvenssi seuraa. Vaikka sekvenssi kioonataan helposti kirjastosta tai sita jopa
myydaan kaupallisesti vektorin osana. se voidaan syntetisoida helposti kayttamalla

nukleiinihapposynteesimenetelmia, jollaisia tdssa kuvataan.

Valittava markkerigeenielementti koodaa proteiinia, joka on valtamaton
selektiivisessa elatusalustassa kasvatetun iszntisolun sailymiselle elossa ja
kasvulle. Tyypilliset selektion markkerigeenit koodaavat proteiineja, jotka (a)
antavat prokaryootti-iséantasoluille resistenssia antibiootteja tai muita toksiineja,
esimerkiksi ampisilliinia, tetrasykliinia tai kanamysiinia, kohtaan, (b) taydentavat
solun auksotrofisia puutteita tai (c) antavat kriittisia ravinteita, jotka eivat ole
saatavissa yhdisteimaalustasta. Edullisia valintamarkkereita ovat
kanamysiiniresistenssigeeni, ampisilliiniresistenssigeeni seka
tetrasykliiniresistenssigeeni. Prokaryoottj- ja eukaryootti-isantasoluissa voidaan

kayttaa valintaan myos neomysiiniresistenssigeenia.

limentyvén geenin amplifikaatioon voidaan kayttad muita selektiogeeneja.
Amplifikaatio on tapahtuma, jossa yhdisteimasolujen perakkaisten sukupolvien
kromosomeissa lisadtaan kasvulle kriittisen proteiinin valmistukseen suuremmassa
madrin tarvittavia geeneja perakkain. Sopiviin valintamarkkereihin nisdkassoluja
varten sisdltyvat dihydrofolaattireduktaasi (DHFR) seka tymidiinikinaasi.
Nisdkassolutransformantit asetetaan valintapaineen alle, jolloin vektorissa
lasnéolevan valintageenin Iasnaolon vuoksi vain transformantit adaptoituvat

ainoastaan  henkiinjaamiselle. Valintapaine saadaan aikaan viljelemaila
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transformoituja  geeneja olosuhteissa, joissa muutetaan selektioagenssin
pitoisuutta elatusaineessa perakkain, mika johtaa taten seka selektiogeenin etta
muunnettua IL-4-muteiiniresptorin antagonistia koodaavan DNA:n amplifikaatioon.
Tamén seurauksena syntetisoidaan amplifikoidusta DNA:sta lisdantyneita maaria

muunnettua IL-4-muteiinireseptorin antagonistia.

Ribosomin sitoutumispaikka on tavallisesti valttdmatén mRNA:n translaation alulle,
ja sille on ominaista Shine-Dalgarno-sekvenssi (prokaryootit) tai Kozak-sekvenssi
(eukaryootit).  Elementti paikannetaan  tyypillisesti  muunnetun IL-4-
muteiinireseptoriantagonistin promoottorin 3'-paahan ja koodaavan sekvenssin 5'-
paahan. Shine-Dalgarno-sekvenssi on vaihteleva, mutta se on tyypillisesti
polypuriini (tosin sanoen siind on suuri A-G-pitoisuus). On identifioitu monia Shine-
Dalgarno-sekvensseja. joista kukin syntetisoidaan helposti kayttamalla tassa
esitettyjd  menetelmis ja joista kutakin  voidaan kayttda  helposti
prokaryoottivektorissa.

Signaalisekvenssia tai RNA:n johtojaksoa voidaan kayttaa ohjaamaan muunnettu
IL-4-muteiinireseotorin antagonisti  ulos isantasolusta  Signaalisekvenssia
koodaava nukleotidisekvenssi sijaitsee  tyypillisesti  muunnetun  IL-4-
muteiinireseptorin antagonistin  koodaavassa alueessa. On identifioitu monia
signaalisekvensseja, ja naistd kutakin  valitussa isdnndssa toiminnallista
signaalisekvenssia voidaan kayttaa modifioidun IL-4-muteiinireseptoriantagonistin
nukleiinihappomolekyylin kanssa yhdessa. Signaalisekvenssi voi olla sen tahden
homologinen  (luonnossa esiintyvd) tai heterologinen muunnetulle  IL-4-
muteiinireseptorin antagonistinukleiinihappo-molekyylille. Signaalisekvenssi
voidaan lisdksi syntetisoida kemiallisesti tissa kuvattuja menetelmia kayttamalla.
Useimmissa tapauksissa muunnetun IL-4-muteiinireseptoriantagonistin
erittymisesta isantisolusta seuraa signaalipeptidin poisto eritetystd muunnetusta
muteiinireseptorin antagonistista. Signaalisekvenssi voi olla vektorin komponentti,
tai se VoI olla muunnetun IL-4-muteiinireseptorinantagonistin

nukleiinihappomolekyylin osa, joka on lisatty vektoriin.
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Yhden tai useamman intronin lasnéolo vektorissa lisds nukleiinihappomolekyylin
transkriptiota monissa tapauksissa, tama patee erityisesti silloin, kun polypeptia
tuotetaan eukaryootti-isantasoluissa, erityisesti nisdkaisantasoluissa. Kaytetyt
intronit voivat esiintya luonnollisesti muunnetun IL-4-
muteiinireseptoriantagonistigeenin sisapuolella, erityisesti silloin kun kaytetty geeni
on sen taysimittainen genomisekvenssi tai taman fragmentti. Jos introni ei esiinny
luonnollisesti geenin sisapuolella. introni voidaan saada muusta lahteesta. Intronin
asema  kohdesekvenssin  viereisten  alueiden ja  muunnetun  IL-4-
muteiinireseptoriantagonistin geenin suhteen on yleensa tarkeaa, koska intronin
transkription taytyy olla tehokas. Taten kun keksinnén nukleiinihappomolekyyli
transkriboidaan, edullinen asema intronille on 3 transkription aloituskohta ja 5'
poly-A-transkription lopetussekvenssi. Inroni tai intronit sijoitetaan cDNA:n yhdelle
tai toiselle puolelle (toisin sanocen 5'- taj 3'-), siten ettd ei katkaista koodaavaa
sekvenssid. Taman keksinnén toteuttamiseen voidaan kayttaa mita tahansa
intronia mistd tahansa lahteestd, mukaan luettuina virus-, prokaryootti- ja
eukaryoottiorganismit (kasvi tai eldin), edellyttaen etta se sopii yhteen isantasolun
kanssa, johon se sisdllytetaan. Tahan sisdltyvat myds synteettiset intronit.
Vektorissa voidaan kayttaa valinnaisesti useampia kuin yhta intronia.

Esilla olevan keksinnén ekspressio- ja kloonausvektorit sisaltavat tyypillisesti
promoottorin, jonka isantaorganismi tunnistaa ja joka on toiminnallisesti kytketty
keksinnén nukleiinihappomolekyyfiin. Promoottorit ovat sekvensseja, joita ei
transkriboida ja jotka sijoittuvat edeltavaan sekvenssikohtaan eli geenin ylavirtaan
(toisin sanoen 5'-suuntaan) rakennegeenin aloituskodonista (yleensa noin 100-
1 000 emasparin sisilla), joka kontrolloi rakennegeenin transkriptiota. Promoottorit
ryhmitelldan sovitusti yhteen kahdesta luokasta: indusoituviin promoottoreihin ja
konstitutiivisiin  promoottoreihin. Indusoituvat promoottorit alkavat transkriboida
DNA:sta lisaantynein tasoin kontrollinsa alla vasteena jollekin muutokselle
vilielyolosuhteissa, kuten esimerkiksi ravinteen lasnaollessa tai puuttuessa tai
l@ampétilan muutoksena. Konstitutiiviset promoottorit aloittavat toisaalta jatkuvan
geenituotteen tuotannon, toisin sanoen geenin ilmentymistd saadellaan vahan tai
ei ollenkaan. Tunnetaan ennestaan suuri joukko promoottoreita, jotka suuri maara

mahdollisia isdntasoluja tunnistaa. Sopiva promoottori voidaan kytkes
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toiminnallisesti keksinnén nukleiinihappomolekyyliin poistamalla promoottori Iahde-
DNA:sta restriktioentsyymin toiminnalla ja sijoittamalla haluttu
promoottorisekvenssi vektoriin. Keksinnon nukleiinihappomalekyylin amplifikaation
jaftai ilmentymisen ohjaamiseen voidaan kayttaa natiivin IL-4-muteiinireseptorin
antagonistin promoottorisekvenssid. Edullinen on kuitenkin  heterologinen
promoottori, jos se sallii suuremman transkription seka iimentyneen proteiinin
suurempia saantoja natiiviin promoottoriin verrattuna ja jos se sopii yhteen

isdntasolujarjestelman kanssa, joka on valitty kayttoon.

Prokaryootti-isdntien kanssa kayttéon  soveltuviin promoottoreihin  sisaltyy
beetalaktamaasi- ja laktoosipromoottorijérjestelmié, alkalinen  fosfataasi,
tryptofaanipromoottorijérjestelmé (trp-promoottorijarjestelméi) seka
hybridipromoottoreita,  kuten esimerkiksi  tac-promoottori,  Muut tunnetut
bakteeripromoottorit soveltuvat myos. Niiden sekvenssit on julkaistu, mika auttaa
taten ammattimiesta kytkemaan ne haluttuun DNA-sekvenssiin linkkereit eli
kytkyfragmentteja tai adaptereita eli liittimia kayttamalla, joita tarvitaan
jarjestamaan mita tahansa kayttokelpoisia restriktiokohtia.

Ennestdan tunnetaan myo0s sopivia promoottoreita kayttéon hiivasoluiséntien
kanssa. Hiivapromoottoreiden kanssa kaytetaan edullisesti hiivan voimistaijia.
Ennestdan tunnetaan sopivia promoottoreita nisdkassolujen kanssa toteutettavaan
kayttoéon, ja niihin sisaltyvat promoottorit, jotka on saatu virusten, kuten esimerkiksi
polyoomaviruksen, fowlpox-viruksen adenoviruksen, sytomegaloviruksen,
retrovirusten, hepatiitti B -viruksen ja edullisimmin Simian virus40:n (SVv40),
genomeista, mutta naihin rajoittumatta. Muihin sopiviin nisdkaspromoottorein
sisdityy heterologisia nisakdspromoottoreita, esimerkiksi lampd&sokkipromoottoreita
ja aktiinipromoottori.

Geeniekspression sdatelyssd mahdollisiin, kiinnostaviin lis&promoottoreihin
sisdltyy, naihin rajoittumatta, SV40:n varhainen promoottorialue (Bernoist ja
Chambon, 1981, Nature 290:304-310), CMV-promoottori, Rousin sarkooma
-viruksen 3'-paatteen pitkaan toistoon sisaltyvd promoottori (Yamamoto, et al.,
1980, Cell 22:787-797), herpes tymidiinikinaasin promoottori (Wagner et al., 1981,
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Proc. Natl. Acad. Sc. USA. 78:1444-1445)  metallotioniinigeenin
sadtelysekvenssit (Brinster et al. 1 982, Nature 296:39-42) prokaryoottiperiisia
ekspressiovektoreita, kuten esimerkiksi  beetalaktamaasipromoottori (Villa-
Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci USA. 75:3727-3731), tai tac-
promoottori (DeBoer et al., 1983, Proc. Natl Acad. Sci. USA, 80:21-25).
Mielenkiintoa on myés eldinperaisilla transkription saatelyalueilla, joilla on
kudosspesifisyytta ja joita on kaytetty transgeenisissa elaimissa ja jotka ovat
seuraavat: elastaasi I: -geenin saatelyalue, joka on aktivinen haiman
rauhasrakkulasoluissa (Swift et al., 1984, Cell 38:639~-646; Ornitz et al 19886,
Cold Sring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409 (1986); MacDonald, 1987,
Hepatology 7:425-515); insuliinigeenin saatelyalue, joka on aktiivinen haiman
beetasoluissa (Hanahan, 1985, Nature 315:115-122); immunoglobuliinigeenin
saatelyalue, joka on aktiivinen lymfoidisoluissa (Grossched! et al., 1984, Cell
38:647-658: Adames et al., 1985, Nature 318:533-538; Alexander et al., 1987,
Mol. Cell. Biol, 7:1436-1444); hiiren nannin tuumoriviruksen saatelyalue, joka on
aktiivinen testikulaarisissa, rinta- lymfoidi- ja syéttdsoluissa (Leder et al., 1986,
Cell 45:485-495): albumiinigeenin saatelyalue, joka on aktiivinen maksassa
(Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 1:268-276): alfafetoproteiinigeenin
saatelyalue, joka on aktiivinen maksassa (Krumiauf et al.. 1985, Mol. Cell. Bio.,
5:1639-1648; Hammer et al, 1987, Science 235:53-58); alfa;-antitrypsiinigeenin
saatelyalue, joka on aktiivinen maksassa (Kelsey et al., 1987, Genes and Devel.
1:161-171); beetaglobiinigeenin saatelyalue, joka on aktiivinen valkosoluissa
(Mogram et al., 1985, Nature 315:338-340; Kollias et al., 1986, Cell 46:89-94),
myeliinin eméksisen proteiinin geenin saatelyalue, joka on aktiivinen aivojen
oligodendrosyyttisoluissa (Readhead et al., 1087, Cell 48:703-712): myosiinin
kevyen ketjun 2 geenin saatelyalue, joka on aktiivinen luurankolihaksessa (Sani,
1985, Nature 314:238-286), seki gonadotropiineja vapauttavan hormonin geenin
kontrollialue, joka on aktiivinen hypotalamuksessa (Mason et al., 1986, Science
234:1372-1278).

Voimistajasekvenssi voidaan insertoida korkeammilla eukaryooteilla vektoriin
lisddmaan keksinnon nukleiinihappomolekyylin transkriptiota. Voimistajat ovat cis-

asemassa vaikuttavia, tavallisesti noin 10—300 emasparin mittaisia DNA:n
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elementteja, jotka vaikuttavat promoottoriin, niin etta transkriptio lisdantyy.
Voimistajat ovat orientaatiosta Ja asemasta suhteellisen rippumattomia. Niiden on
havaittu olevan 5'- ja 3'-asemassa transkriptioyksikkd6n nahden. Tunnetaan useita
voimistajasekvensseja, jotka ovat saatavissa tunnetuista nisdkasgeeneists
(esimerkiksi globiini-, elastaasi-, albumiini- alfafetoproteiini- ja insuliinigeeneists).
Tyypillisesti kaytetadn kuitenkin voimistajaa, joka on viruksesta peraisin.
Eukaryoottipromoottoreiden aktivoitumista voimistavien elementtien esimerkkejé-
ovat SV40-voimistaja, sytomegaloviruksen varhaisen promoottorin  voimistaja,
polyoomavoimistaja seka adenovirusvoimistajat. Vaikka voimistaja voi silmukoitua
vektoriin keksinnén nukleiinihappomolekyyliin nahden 5'- tai 3-asemassa, se
sijaitsee tyypillisesti S'-puolella promoottorista.

Keksinnon  ekspressiovektorit voidaan konstruoida aloitusvektorista, kuten
esimerkiksi kaupallisest saatavasta vektorista. Tallaiset vektorit voivat sisaitas tai
voivat olla sisadltamatta kaikki halutut kohdesekvenssin viereiset alueet. Silloin kun
yhtd tai useampaa tassa kuvattua kohdesekvenssin viereista alueitta ei ole jo
vektorissa, ne voidaan saada yksitellen ja kytkea vektoriin. Alan ammattimies
tuntee ennestian menetelmid, joita kaytetaan kohdesekvenssin viereisten

sekvenssien saantiin.

Taman keksinnén kaytantdon soveltamiseen edullisia vektoreita ovat vektorit, jotka
sopivat yhteen bakteeri-, hyénteis- ja nisakdsisantasolujen kanssa. Tallaisiin
vektoreihin kuuluu muun muassa PCRIl, pCR3 ja pcDNA3.1 (Invitrogen, San
Diego, CA), pBSiI| (Stratagene, La Jolla, CA), pET15 (Novagen, Madison, WI),
pGEX (Pharamacia Biotech, Piscataway, NJ), pEGFPN2 (Clontech, Palo Alto,
CA), pETL (BlueBacl!, Invitrogen), pDSR-alfa (PCT-julkaisu nro WO 90/14 363)
sekd pFastBacDual (Gibco-BRL, Grand Island, NY).

Liséksi tuleviin, sopiviin vektoreihin sisaltyy, naihin rajoittumatta, kosmideja,
plasmideja tai muunnettuja viruksia, mutta ammattimies kasittda, ettay
vektorijarjestelman taytyy sopia yhteen valitun iséntajariestelman kanssa. Tallaisiin
vektoreihin siséltyy, naihin rajoittumatta, plasmideja, kuten esimerkiksi Bluescript®-

plasmidijohdannaisia (ColE1-pohjainen fagemidi, jolla on suuri kopioluku,
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Stratagene Cloning Systems, La Jolla CA), PCR-kloonausplasmidit, jotka on
suunniteitu kloonaamaan Tag-amplifikoituja PCR-tuotteita (esimerkiksi TOPQ™
TA Cloning® Kit, PCR2.1®-plasmidijohdannaisia, Invitrogen, Carlsbad, CA) seka
nisakas-, hiiva- ja virusvektoreita. kuten esimerkiksi

bakulovirusilmentymisjérjestelmié (pBacPAK-pIasmidijohdannaisia, Clontech, Palo
Alto, CA).

Sen jalkeen kun vektori on konstruoitu ja keksinnén nukleiinihappomolekyyli on
sijoitettu  vektorin sopivaan paikkaan, taydennetty vektori voidaan sijoittaa
sopivaan isantaan amplifikaatiota ja/tai polypeptidin  ekspressiota varten.
Keksinnén ilmentymisvektori voidaan transformoida valittuun iséntdan ennestaan
tunnetuin menetelmin, mukaan fuettuina transfektio-, infektio-, kalsiumkloridi-,
elektroporaatio-, mikroinjektio-, lipofektio-, DEAE-dekstraanimenetelma tai muut
tunnetut tekniikat. Valitty menetelma tulee osaksi kaytettavan iséntasolutyypin
toimintaa. Ammattimies tuntee nama meneteimat ja muita sopivia menetelmia, ja
ne esitetdan esimerkiksi julkaisussa Sambrook et al. , edella.

Isantasolut voivat olla prokaryootti-isdntasoluja (kuten esimerkiksi E. coli) tai
eukaryootti-iséntésoluja (kuten esimerkiksi hiiva-, hyénteis- taj selkarankaissolu).
Vilieltdessa isantasolua sopivissa olosuhteissa se syntetisoi muunnettua 1L-4-
Mmuteiinireseptorin antagonistia, joka voidaan kersts myShemmin viljelyalustasta
(jos isantasolu erittas sty elatusaineeseen) tai suoraan sits tuottavasta
isdntésolusta (jos se ei erity). Sopivan isansolun valinta on erilaisten tekijsiden,
kuten esimerkiksi halutun iimentymistason, haluttujen tai aktiivisuudelle
valttamattdmien polypeptidimodifikaatioiden (kuten esimerkiksi glykosylaation tai
fosforylaation) seka biologisesti aktiiviseksi molekyyliksi laskostumisen mukainen.

Tunnetaan ennestaan joukko sopivia isantasoluja, ja monia on saatavissa the
American Type Culture Collectionista (ATCC), Manassas, VA. Esimerkkeihin
sisaltyy, naihin rajoittumatta, nisdkassoluja, kuten esimerkiksi kiinalaisen
hamsterin munasarjasolut (CHO), CHO DHFR(-) -solut (Urlaub et al., 1980, Proc.
Natl. Acad. Sci. US.A. 97:4216-4220), humaani embryon munuaisen (HEK) 293
tai  293T -soluja tai 3T3 -solut.  Tunnetaan ennestiin sopivien
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nisakasisantasolujen valinta seka transformaatio-, viljely-, amplifikaatio-, seulonta-,
tuotteen valmistus- ja puhdistusmeneteimia. Muita sopivia nisakassolulinjoja ovat
apinan COS-1- ja COS-7-solulinjat seka solulinja CV-1. Nisakasisantasolujen
lisaesimerkkiin  sisaltyy kadellisten solulinjoja  seka jyrsijdiden  solulinjoja,
transformoidut  solulinjat mukaan Iluettuina. Sopivia ovat my6s normaalit
diploidisolut, solukannat, jotka ovat peraisin primaarikudoksen in vitro -viljelmasta
seka primaarieksplantaateista. Ehdokassoluilta voi puuttua genotyypiltdan
puutteellinen valintageeni, tai ne voivat sisaltaa vallitsevasti vaikuttavan
valintageenin. Muihin sopiviin nisakassolulinjoihin sisaltyy, néihin rajoittumatta,
hiiren neuroblastooma N2A soluja, Hela, hiiren L-929 -soluja, 3T3-linjoja, jotka
peraisin Swiss-, Balb-c- tai NIH-hiirelta, BHK- tai HaK-hamsterisolulinjoista.
Proteiinin ilmentamistekniikan ammattimies tuntee kunkin naista solulinjoista, ja ne

ovat heidan saatavillaan.

Isantasoluina kayttdkelpoisia, esilla olevaan keksintdén sopivia, ovat samoin
bakteerisolut. Esimerkiksi £. colin erilaiset kannat (esimerkiksi HB101, DH52,
DH10 ja MC1061) ovat biotekniikan alalla isantasoluina ennestaan tunnettuja.
Tassd menetelmassa voidaan kayttaa myds B. subtiliksen, Pseudomonas-lajien,

muiden Bacillus-lajien, Streptomyces-lajien ynna muiden tallaisten erilaisia kantoja

Monia ammattimiehen tuntemia hiivasolujen kantoja myds on saatavissa
isantasoluiksi esilla olevan keksinnén polypeptidien ilmentymista varten. Edullisiin

hiivasoluihin kuuluvat esimerkiksi Saccharomyces cerevisiae ja Pichia pastoris.

Esilla olevan keksinnén menetelmissa voidaan kayttaa haluttaessa lisaksi
hyonteissolujériestelmia. Tallaisia jarjesteimia kuvataan esimerkiksi julkaisuissa
Kitts et al., 1993, Biotechniques, 14:810-817; Lucklow, 1993 Curr. Opin.
Biotechnol. 4:564-572, sekd Lucklow et al, 1993, J. Virol., 67:4566—4579.
Edullisia hydnteissoluja ovat Sf-9 ja Hi5 (Invitrogen).

Isantasolussa lasnaolevia keksinnén polynukleotideja voidaan eristaa siten. ettei
niissa ole muita solukomponentteja, kuten esimerkiksi membraanikomponentteja,

proteiineja ja lipideja. Polynukleotidejd voidaan eristaa soluista kayttamalla
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nukleiinihappojen standarditekniikoita tai niita voidaan syntetisoida kayttamalla
monistamistekniikkaa,  esimerkiksi polymeraasiketjureaktiota (PCR) tai
automaattista  syntetisaattoria. Polynukleotidien eristdimismenetelmat  ovat
rutiinimaisia ja ennestaan tunnettuja. Mita tahansa tallaista polynukleotidin
saantitekniikkaa voidaan kayttaa eristettyjen, keksinnon antagonisteja koodaavien
polynukleotidien saantiin. Antagonisteja koodaavien polynukieotidien eristamiseen
voidaan kayttaa esimerkiksi restriktioentsyymeja ja koettimia. Eristettyja
polynukleotideja on eduilisesti valmisteissa, joista muut molekyylit puuttuvat
ainakin 70,-, 80- tai 90-prosenttisesti.

Ammattimiehet ymmartavat taysin, ettd tassi kuvattuja nukleiinihappo- ja
polypeptidimolekyyleja  voidaan valmistaa yhdistelms- ja muilla keinoilla,
Keksinnén muunnetut IL-4-muteiinireseptoriantagonisti-cDNA—moleknyit voidaan
valmistaa normaaleiila molekyylibiologian tekniikoilla kayttamalla templaattina
mRNA:ta. Taman jalkeen cDNA-moiekyylit voidaan kopioida ennestaan tunnetuin
ja esimerkissa 1 kuvatuin molekyylibiologian tekniikoin. Esimerkki 2 kuvaa
spesifisida rekombinantin imentymis- ja puhdistustekniikoita, joita kaytetaan

luotaessa keksinnon muunnettuja muteiiniantagonisteja.

(¢) Humaani antagonistien terapeuttisen kéyttokelpoisuuden arviointi

Tietyn antagonistin mahdollisen tehon maarittamista varten allergisessa astmassa
voidaan antagonisti tutkia in vitro solun proliferaatiomaarityksilla, kuten kuvataan
yksityiskohtaisesti esimerkeissi S ja 6. Muunnetun IL-4-muteiinireseptorin
antagonistin puoliintumisaika plasmassa voidaan mitata lisdksi in vivo rotalla
farmakokineettisella tutkimuksella esimerkin 6 mukaan.

(d) Farmaseuttisia koostumuksia

Mitéd tahansa edellj kuvattuja muunnettuja IL-4-muteiinireseptorin antagonisteja
voidaan saada aikaan farmaseuttiseen koostumukseen, joka kasittad
farmaseuttisesti hyvaksyttavaa kantaja-ainetta. Farmaseuttisesti hyvaksyttava
kantaja-aine on edullisesti pyrogeenitén. Koostumuksia voidaan antaa yksindan tai
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yhdistettyind ainakin yhteen muuhun agenssiin, kuten esimerkiksi stabiloivaan
yhdisteeseen, jota voidaan antaa jossain steriilissa, biokompatiibelissa kantaja-
aineessa, mukaan luettuina, naihin rajoittumatta, keittosuolaliuos, puskuroitu
keittosuolaliuos, dekstroosi ja vesi. Voidaan kayttaa suurta maara vesipitoisia
kantaja-aineita, esimerkiksi 0.4-prosenttista keittosuolaliuosta, 0,3-prosenttista
glysiinida ynna muita sellaisia. Nama liuokset ovat sterillejéd ja yleensa ilman
hiukkasia. Nama liuokset voidaan steriloida tavanomaisesti, ennestasn tunnetuin

sterilointitekniikoin (esimerkiksi suodattamaila).

Koostumukset voivat sisiltas tarvittaessa farmaseuttisesti hyvaksyttavia
apuaineita. Hyvaksyttavat apuaineet ovat kaytettyind annoksina edullisesti
vastaanottajalle myrkyttémia. Farmaseuttinen koostumus voi sisaltis apuaineita
muuntamaan, pitamaan ylla tai sailytthmaan esimerkiksi koostumuksen pH:n,
osmolariteetin, viskositeetin, kirkkauden, varin, isotonisuuden, tuoksun, steriiliyden
stabiiliuden, liukenemisen tai vapautumisen nopeuden, adsorption tai lapaisyn.
Sopiviin formulaatiomateriaaleihin siséltyy, naihin rajoittumatta, aminohappoja,
(kuten  esimerkiksi glysiini,  glutamiini, asparagiini, arginiini  tai lysiini)
antimikrobiaineita, antioksidantteja  (kuten  esimerkiksi askorbiinihappoa,
natriumsulfiittia tai natriumvétysulfiittia), puskureita (kuten esimerkiksi boraattia,
bikarbonaattia, Tris-HCl:a, sitraatteja, fosfaatteja tai muita orgaanisia happoja),
bulkkiaineita (kuten esimerkiksi mannitolia tai glysiinid), kelatointiaineita (/kuten
esimerkiksi etyleenitetraetikkahappoa (EDTA), kompleksinmuodostajia (kuten
esimerkiksi  kofeiinia, polyvinyylipyrrolidonia, beetasyklodekstriinia tai
hydroksipropyylibeetasyklodekstriinié), tayteaineita, monosakkarideja,
disakkarideja tai muita hiilihydraatteja (kuten esimerkiksi glukoosia, mannoosia tai
dekstriineja), proteiineja (kuten esimerkiksi seerumin albumiinia, gelatiinia tai
immunoglobuliineja), variaineita, aromiaineita ja ohentimia, emulgointiaineita,
hydrofiilisia polymeereja (kuten esimerkiksi polyvinyyliprrolidonia),
pienimolekyylipainoisia polypeptideja, suolan muodostavia vastaioneja (kuten
esimerkiksi natriumia), sailontsaineita (kuten esimerkiksi bentsalkoniumkloridia,
bentsoehappoa, salisyylihappoa, tiomersaalia, fenetyylialkoholia,
metyyliparabeenia, propyyliparabeenis, klooriheksidiinig, sorbiinihappoa tai

vetyperoksidia), liuottimia (kuten esimerkiksi glyseriinid, propyleeniglykolia tai
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polyetyleeniglykolia), sokerialkoholeja (kuten esimerkiksi mannitolia tai sorbitolia),
suspendointiaineita, pinta-aktiivisuusaineita tai kostutusaineita (kuten esimerkiksi
Pluronicsia, PEG:ta, sorbitaaniestereita, polysorbaatteja, kuten polysorbaatti 20:ta
tai polysorbaati 80:t4, tritonia, trometamiinia, lesitiinia, kolesterolia tai tyloksapalia)
stabiiliutta lisaavia aineita (kuten esimerkiksi sakkaroosia tai sorbitolia), toonisuutta
lisdavia aineita (kuten esimerkiksi alkalimetallihalogenideja, edullisesti natrium- tai
kaliumkloridia, tai mannitolisorbitolia), vapauttamisen apuaineita, ohentimia,
tayteaineita ja/tai farmaseuttisia apuaineita. Katso julkaisua Remington's
Pharmaceutical Sciences (18. painos, toimittaja A. R. Gennaro, julkaisija Mack
Publishing Company 1990).

Keksinnén antagonistin pitoisuus tallaisessa farmaseuttisessa formulaatiossa voi
vaihdella paljon, toisin sanoen vdhemmasti kuin noin 0,5 painoprosentista,
tavallisesti 1 painoprosentista tai ainakin noin 1 painoprosentista, jopa 15 tai 20
painoprosenttiin, ja pitoisuus valitaan etupadssa nestetilavuuksien, viskositeettien
jne.  perusteella valitun, tietyn antotavan mukaan. Farmaseuttiseen
koostumukseen voidaan sisailyttaa haluttaessa useampia kuin yhta antagonistin
tyyppid esimerkiksi antagonisteja, joiden IL-4-reseptoriin sitoutumisella on
erilainen Ky.

Koostumuksia voidaan antaa potilaalle yksinddn tai muihin agensseihin,
la&kkeisiin tai hormoneihin yhdistettyind. Aktiivisten ainesosien lisiksi nama
farmaseuttiset koostumukset voivat sisaitas sopivia farmaseuttisesti hyvaksyttavia
kantaja-aineita, jotka kasittavat tayteaineita ja apuaineita, jotka helpottavat
aktiivisten yhdisteiden prosessointia valmisteisiin, joita voidaan kayttaa
farmaseuttisesti.

Hyvaksyttavat formulointimateriaalit ovat kaytettyind annoksina ja pitoisuuksina
edullisesti vastaanottajalle myrkyttémia

Farmaseuttinen koostumus voi sisaltas formulaatiomateriaaleja muuntamaan,
pitamaan ylla tai sailyttamaan esimerkiksi koostumuksen pH:n, osmolariteetin,
viskositeetin, kirkkauden, varin isotonisuuden, tuoksun, steriiliyden stabiiliuden,
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liukenemisen tai vapautumisen nopeuden, adsorption tai lapaisyn. Sopiviin
formulaatiomateriaaleihin sisaltyy, naihin rajoittumatta, aminohappoja (kuten
esimerkiksi  glysiinia,  glutamiinia, asparagiinia arginiinia  tai  lysiinid)
antimikrobiaineita, ~ antioksidantteja  (kuten  esimerkiksi askorbiinihappoa,
natriumsulfittia tai natriumvetysulfiittia), puskureita (kuten esimerkiksi boraattia,
bikarbonaattia, Tris-HCl:a, sitraatteja, fosfaatteja tai muita orgaanisia happoja),
bulkkiaineita (kuten esimerkiksi mannitolia tai glysiinia), kelatointiaineita (kuten
esimerkiksi etyleenitetraetikkahappoa (EDTA), kompleksinmuodostajia (kuten
esimerkiksi kofeiinia, polyvinyylipyrrolidonia, beetasyklodekstriinia tai
hydroksipropyylibeetasyklodekstriinia), tayteaineita, monosakkarideja,
disakkarideja tai muita hiilihydraatteja (kuten esimerkiksi glukoosia, mannoosia tai
dekstriinejd), proteiineja (kuten esimerkiksi seerumin albumiinia, gelatiinia tai
immunoglobuliingja), variaineita, aromiaineita ja ohentimia, emuligointiaineita,
hydrofiilisia polymeereja (kuten esimerkiksi polyvinyylipyrrolidonia),
pienimolekyylipainoisia polypeptideja, suolan muodostavia vastaioneja (kuten
esimerkiksi natriumia), sailontdaineita (kuten esimerkiksi bentsalkoniumkloridia,
bentsoehappoa, salisyylihappo, tiomersaalia, fenetyylialkoholia,
metyyliparabeenia, propyyliparabeenia, klooriheksidiinid, sorbiinihappoa tai
vetyperoksidia), liuottimia (kuten esimerkiksi glyseriinia, propyleeniglykolia tai
polyetyleeniglykolia), sokerialkoholeja (kuten esimerkiksi mannitolia tai sorbitolia),
suspendointiaineita, pinta-aktiivisuusaineita tai kostutusaineita (kuten esimerkiksi
Pluronicsia, PEG:t4, sorbitaaniestereita, polysorbaatteja, kuten polysorbaatti 20:t5
tai polysorbaati 80:ta, tritonia, trometamiinia, lesitiinia, kolesterolia tai tyloksapalia)
stabiiliutta lisdavia aineita (kuten esimerkiksi sakkaroosia tai sorbitolia), toonisuutta
lisadvia aineita (kuten esimerkiksi alkalimetallihalogenideja, edullisesti natrium- tai
kaliumkloridia, tai mannitolisorbitolia), vapauttamisen apuaineita, ohentimia,
tayteaineita ja/tai farmaseuttisia apuaineita. Katso julkaisua Remington's
Pharmaceutical Sciences (18. painos, toimittaja A. R. Gennaro, julkaisija Mack
Publishing Company 1990).

Parhaan mahdollisen farmaseuttisen koostumuksen ammattimies voi maarits
esimerkiksi aiotun antotein, antoformaatin ja halutun annostuksen mukaan. Katso

esimerkiksi julkaisua Remington's Pharmaceutical Sciences, edelld. Tallaiset
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koostumukset voivat vaikuttaa keksinnén nukleiinihappomolekyylin  tai luun
tiheyden modulaattorin fysikaaliseen tilaan, stabiiliuteen, vapautumisen nopeuteen
in vivo seka puhdistuman nopeuteen in vivo.

Farmaseuttisen koostumuksen primaarinen vehikkeli tai kantaja-aine voi olla
luonteeltaan joko vesipitoinen tai vedetén. Injektioon sopiva vehikkeli voi olia vesi,
fysiologinen keittosuolaliuos  tai keinotekoinen aivo-selkaydinneste, joka on
taydennetty mahdoilisesti muilla materiaaleilla, jotka ovat yleisia koostumuksissa
parenteraalista antoa varten. Lisdesimerkkivehikkeleiti ovat neutraali, puskuroitu
keittosuolaliuos tai keittosuolaliuos, joka on sekoitetty seerumin albumiinin kanssa.
Muut farmaseuttiset esimerkkikoostumukset kasittavit Tris-puskuria, jonka pH on
noin 7,0-8,5, tai asetaattipuskuri, jonka pH on noin 4,0-55, joka voi sisaltas
edelleen sorbitolia tai sopivaa korviketta. Keksinnén erasssa sovellusmuodossa
voidaan valmistaa keksinnén farmaseuttisia koostumuksia sekoittamalla valittu,
puhtausasteeltaan halutty koostumus valinnaisen formulointiaineen kanssa
(Remington’s Pharmaceutical Sciences, edella) lyofilisoidun kakun tai vesipitoisen
liuoksen muodossa varastointia varten. Lisaksi koostumus voidaan formuloida

lyofilisaatiksi kayttamalla sopivia tayteaineita, kuten esimerkiksi sakkaroosia.

Farmaseuttiset  koostumukset voidaan valita parenteraaliseen antoon.
Koostumukset voidaan valita vaihtoehtoisesti inhalointiin tai ruoansulatuskanavan
kautta, kuten oraalisesti, toteutettavaan antoon. Ammattimies taitaa tallaisten
farmaseuttisesti hyvéksyttavien koostumusten annon.

Formulaation komponentit ovat pitoisuuksina, jotka ovat antokohdalle otollisia.
Voidaan kayttdaa esimerkiksi puskureita pitamaan koostumus fysiologisessa

pH:ssa tai vahan matalammassa pH:ssa, tyypillisesti pH-alueella, joka on noin 5-
8.

Kun tarkastellaan parenteraalista antoa, terapeuttiset koostumukset keksinnén
kayttoéon voivat olla pyrogeenittémana, parenteraalisesti otollisena vesiliuoksena,
joka kasittdd keksinndn  haluttua molekyylid farmaseuttisesti sopivassa
vehikkelissa. Parenteraaliseen injektioon erityisen sopiva vehikkeli on steriili
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tislattu vesi, johon molekyyli on formuloitu steriiliksi, isotoniseksi liuokseksi,
sopivasti sailytettyna. Vield toiseen valmisteeseen voi siséltya halutun molekyylin
formulaatio agenssin, kuten esimerkiksi injektoitavien mikropallojen, biosyépyvien
partikkeleiden, polymeeriyhdisteiden (kuten esimerkiksi polymaitohapon tai
polyglykolihapon), helmien tai liposomien kanssa, jotka saavat aikaan saddellyn tai
pitkittyneen vapautumisen tuotteelle, joka sitten voidaan antaa depot-injektiona.
Voidaan kéyttdad myods hyaluronihappoa, joka voi edistaa pitkittyneen vaikutuksen
kestoa verenkierrossa. Halutun molekyylin muihin sopiviin kayttéénottokeinoihin

kuuluu implantoitavia ladkkeen antolaitteita.

Eradssd sovellusmuodossa farmaseuttinen koostumus voidaan formuloida
inhalaatiota varten. Keksinnén nukleiinihappomolekyyli tai luun tiheyden muuntaja
voidaan formuloida kuivaksi jauheeksi inhalaatiota varten. Voidaan formuloida
myds inhalaatioliuoksia ponneaineen kanssa aerosoliantoon. Viela eraidssa
sovellusmuodossa liuoksia voidaan sumuttaa. Antoa keuhkoihin kuvataan
edelleen PCT-julkaisussa numerossa WO 94/20 069, joka kuvaa kemiallisesti

muunnettujen proteiinien antoa keuhkoihin.

Muissa sovellusmuodoissa voidaan antaa tiettyja formulaatioita suun kautta.
Keksinndn erddssa sovellusmuodossa voidaan formuloida taila tavalla annettavia
nukleiinihappomolekyyleja tai luun tiheyden muuntajia yhdessa niiden kantaja-
aineiden kanssa tai ilman n&ita kantaja-aineita, joita kaytetdaan seostettaessa
kiinteita annosmuotoja, kuten tabletteja ja kapseleita. Kapseli voidaan suunnitella
vapauttamaan formulaation aktiivinen osa maha-suolikanavan alueessa, jossa
hyotyosuus on suurimmillaan ja systeemid edeltdva hajoaminen pienimmill&an.
Voidaan sisdllyttad lisdagensseja helpottamaan keksinnén molekyylin  tai
muuntajan absorptiota. Voidaan kayttda myés ohentimia, maunparannusaineita,
vahoja, joilla on matala sulamispiste, kasviséljyja, liukuaineita, suspentointiaineita,

tabletin hajotusaineita ja sideaineita.

Toinen farmaseuttinen koostumus voi sisaltad tehokkaan maaran keksinnén
nukleiinihappomolekyyleja tai luun tiheyden muuntajia sellaisten myrkyttémien

tayteaineiden kanssa, jotka soveltuvat tablettien valmistukseen. Liuottamalla
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tabletteja steriiliin veteen tai muuhun sopivaan vehikkeliin voidaan valmistaa
liuoksia yksikkéannoksen muotoon. Sopiviin  tdyteaineisiin  kuuluu, naihin
rajoittumatta, inerttejd ohentimia, kuten esimerkiksi kalsiumkarbonaatti,
natriumkarbonaatti tai bikarbonaatti, laktoosi tai kalsiumkarbonaatti, tai sideaineita,
kuten esimerkiksi tarkkelys, gelatiini tai akaasia, tai liukuaineita, kuten

magnesiumstearaatti, steariinihappo tai talkki.

Ammattimiehelle ovat selvia lisaksi tulevat farmaseuttiset koostumukset, joihin
kuuluu keksinnén nukletinihappomolekyyleja tai luun tiheyden muuntajia sisaltavia,
hitaasti tai saadellysti vapauttavia formulaatioita. Monien muiden hitaasti tai
saadellysti vapauttavien keinojen, kuten liposomien kantajien, biosydpyvien
mikropartikkeleiden tai huokoisten helmien ja depot-ruiskeiden formulointitekniikat
ovat ammattimiehen myds ennestaan tuntemia. Katso esimerkiksi julkaisua
PCT/US93/00 829, joka kuvaa huokoisten polymeerimikropartikkeleiden siadeltya

vapautumista farmaseuttisten koostumusten antoa varten,

Hitaasti vapauttavien valmisteiden muihin esimerkkeihin siséityy puolilapaisevia
polymeerimatriiseja muotoiltujen artikkeleiden, kuten esimerkiksi kalvojen tai
mikrokapseleiden muodossa. Hitaasti vapauttaviin - matriiseihin voi sisaltya
polyestereitd, hydrogeeleja, polylaktideja (US-patentti numero 3 773 919 seka
eurooppalainen patentti numero 058 481) L-giutamiinihapon ja gammaetyleeni-L-
glutamaatin kopolymeereja (Sidman et al. 1983, Biopolymers 22:547-556),
poly(2-hydroksietyylimetakrylaatti (Langer et al., 1981, J. Biomed. Mater. Res.
15:167-277, ja Langer, 1982, Chem. Tech. 12:98-105), etyleenivinyyliasetaatti
(Langer et al., edelld) tai poly-D(-)-3-hydroksivoihappo (eurooppalainen patentti
numero 133 988). Hitaasti vapauttaviin  koostumuksiin  voi sisdltyd myos
liposomeja, jotka voidaan valmistaa mill4 tahansa useista ennestaan tunnetuista
menetelmista, katso esimerkiksi julkaisuja Eppstein, et al., 1985, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82:3688-3692, seka eurooppalaisia patentteja numeroita 036 676,
088 046 ja 143 949.

Antoon in vivo kaytettdvan farmaseuttisen koostumuksen taytyy olia tyypillisesti

steriili. Tama voidaan toteuttaa suodattamalla se steriilien suodatusmembraanien
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lapi. Kun koostumus lyofilisoidaan, tata menetelimas kaytettdessa voidaan
steriloida ennen lyofilisointia ja liuoksen uudelleen muodostamista tai taman
jalkeen. Parenteraalista antoa varten koostumus siilytetadan lyofilisoituna tai
liuoksessa. Lisdksi parenteraaliset koostumukset sijoitetaan yleenss sailieodn,
jossa on steriili sisaanpaasyikkuna, esimerkiksi laskimoon antoa varten liuospussi

tai -pullo, jossa on injektioruiskun neulalla puhkaistava korkki.

Keksinnon farmaseuttisia koostumuksia voidaan antaa milld tahansa lukuisista
teistd, kuten tassi kuvataan, mukaan luettuina, naihin rajoittumatta, anto suun
kautta, laskimoon, lihakseen valtimoon, intramedullaarisesti eli selkaytimen
sisdan, intratekaalisesti eli aivokalvojen  sisaan, intraventrikulaarisesti,
transdermaalisesti eli  ihon lapi, ihonalaisesti, intraperitoneaalisesti  eli
vatsakalvonsisaisesti, intranasaalisesti, parenteraalisesti, topikaalisesti el

paikallisesti, kielen alle tai rektaalisesti eli perdsuolen kautta.

Sen jélkeen kun farmaseuttiset koostumukset on valmistettu, ne voidaan sijoittaa
sopivaan séilioén ja merkita imoitetun tilan hoitoa varten. Tallainen merkinta

sisaltaisi annon maaran, taajuuden ja antomenetelman.

(d) Hoitomenetelmii

Esilla oleva keksinté saa aikaan menetelmid sairauden oireiden helpottamiseen
sitomalla IL-4-reseptorin alfaketjun ja inhiboimalla IL-4- ja IL-13-vilitteisen
aktiivisuuden. Naihin  sairauksiin sisaltyvat ilman rajoitusta hengitysteiden
yliherkkyys ja hengitysteiden tulehdus, mukaan luettuina sy6ttdsolujen,
eosinofiilien ja lymfosyyttien lisaéntyminen ja aktivoituminen, mika liittyy astmaan

ja muihin immunologisiin tai allergisiin sairauksiin.

Keksinndn eradssa sovellusmuodossa annetaan terapeuttisesti tehokas annos
keksinnén muunnettua IL-4-muteiinireseptorin  antagonistia jaftai  keksinnén
farmaseuttista koostumusta potilaalle, jolla on sairaus, jolle lisdantynyt IL-4- ja IL-

13-aktiivisuus on luonteenomaista kuten edells esitetyissa sairauksissa.
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(e) Terapeuttisesti tehokkaan annoksen méirittiminen

Alan ammattimiehet pystyvat hyvin maarittamaan terapeuttisesti tehokkaan
annoksen. Terapeuttisesti tehokas annos tarkoittaa antagonistin maaraa, jota
kdytetdan kasittelemaan astmaa tehokkaasti verrattuna tehokkuuteen, joka on

selva terapeuttisesti tehokkaan annoksen puuttuessa.

Terapeuttisesti tehokas annos voidaan madarittaa aluksi eldinmalleilla, tavallisesti
rotilla, kaneilla, porsailla tai kadellisilla, jotka eivat ole ihmisi&. Eldinmallia voidaan
kayttad myos sopivan antotien ja antotavan maarittamiseen. Tallaista
informaatiota voidaan kayttaa sitten maaritettaesss kayttokelpoisia annoksia ja
antoteita ihmisilla.

Terapeuttinen teho ja toksisuus, esimerkiksi humaani antagonistin  EDs,
(terapeuttisesti tehokas annos 50 prosentilla populaatiota) ja LDsy (50 prosentille
populaatiosta letaalinen annos) voidaan maarittaa normaaleilla farmaseuttisilla
menetteiytavoilla soluvilieimissa tai koe-eldimissa. Annoksen toksisten vaikutusten
suhde terapeuttisiin vaikutuksiin on terapeuttinen indeksi, ja se voidaan ilmaista
suhteena LDso/EDs.

Edullisia ovat farmaseuttiset koostumukset, joilla on suuret terapeuttiset indeksit.
Eldintutkimuksilla saatuja tuloksia kaytetdan formuloitaessa annosaluetta humaani
kayttéon. Tallaisin koostumuksiin sisaltyvd annos on edullisesti verenkierron
pitoisuuksien alueella, joihin pitoisuuksiin kuuluy EDsy vahaisin toksisuuksin tai
iiman toksisuutta. Annos vaihtelee alueella, joka on kaytetyn annosmuodon,
potilaan herkkyyden ja antotien mukainen.

Laakari maaraa tarkan annostuksen hoitoa vaativaa potilasta koskevien tekijdiden
valossa. Annostus ja anto sdadetian saamaan aikaan antagonistin riittavia tasoja
tai halutun vaikutuksen ylldpitoon. Huomioon otettaviin tekijéihin - kuuluvat
sairauden asteen vakavuus, kohteen yleinen terveystila, ika, paino ja kohteen
sukupuoli, dieetti ja antoaika ja antotaajuus, laakeyhdistelma (l&dkeyhdistelmat),
reaktioherkkyys (reaktioherkkyydet) seki hoidon sieto/vaste. Pitkavaikutteisia
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farmaseuttisia koostumuksia voidaan antaa joka 3:ntena tai 4:ntena paivana, joka
viikko tai kerran joka kahdessa viikossa tietyn formulaation puoliintumisajan ja
puhdistumisnopeuden mukaan.

Keksinnén muunnetun  IL-4-muteiinin reseptorin  antagonisteja koodaavia
polynuklectideja voidaan konstruoida Ja vieda soluun joko ex vivo tai in vivo
kayttdmalla ennestaan tunnettuja tekniikoita, joihin sisdltyy, naihin rajoittumatta
transferriinipolykationin valittAma DNA:n siirto, transfektio paljailla tai
kapseloiduilla nukleiinihapoilla,  liposomivalitteinen solufuusio, DNA:lla
paallystettyjen lateksihelmien kuljetus solun sis3an, protoplastifuusio, virusinfektio,
elektroporaatio, “geenikanuuna” seka DEAE- tai kalsiumfosfaattivalitteinen
transfektio.

Antagonistin tehokkaat annokset in vivo ovat potilaan kehon painoa kohti alueella,
joka on noin 5-50 ng/kg, noin 50 pg/kg—5 mg/kg, noin 100-500 ug/kg ja noin 200-
250 pg/kg. Antagonistia koodaavien polynukleotidien antoon tehokkaat annckset
in vivo ovat alueilla, jotka ovat noin 100-200 ng, 500 ng - 50 mg, noin 1 ug —2 mg,
noin 5-500 ug ja noin 20-100 1g DNAta.

Keksinnén  muunnettua IL-4-muteiinireseptorin antagonistia  sisaltavien
koostumusten antotapa voi olla mika tahansa sopiva reitti, joka luovuttaa
antagonistin  isdnnalle. Keksinnén farmaseuttisia  koostumuksia kaytetaan
erityisesti parenteraaliseen, toisin sanoen ihonalaiseen, lihaksensisdiseen,
laskimonsiséaiseen, henkitorvensisaiseen tai nenasisaiseen antoon, tai keuhkoihin

toteutettaviin muihin antotapoihin.

Taman julkaisun kaikki patentit ja patenttihakemukset on sisallytetty tahan
nimenomaan viitteina. Edella esitetty selitys kuvaa esilli olevaa keksintss
yleisesti. Taydellisemman ymmartamisen saavuttamista varten viitataan seuraaviin
spesifisin esimerkkeihin, jotka annetaan kayttéén vain valaisutarkoituksessa eiké
niitd ole tarkoitettu rajoittamaan keksintéa
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Esimerkkeja
Esimerkki 1
IL-4-RA- ja IL-4-RE-kysteiinimuteiinien yhdistelmatuotanto

pET-suuntaava TOPO®—iImentymisjérjestelmé (Invitrogen)  valittin  IL4:n
yhdistelmailmentymista  varten. Jarjestelma  kayttaa  erittdin  tehokkaasti
yksivaiheista ”TOPO®—hoonausstrategiaa” kloonaamaan suunnatusti tylppapaista
PCR-tuotetta seka T7/ac-promoottoria kiinnostavan geenin korkeaa tasoa seka
IPTG:lla indusoituvaa ilmentymista varten E. colissa. Lisapiiteisiin sisaltyy fac/-
geeni  perustason transkription vahentdmiseen, pBR322-alku plasmidin
replikaatiota eli kopioitumista varten seka ampisilliniresistenssigeeni valintaa
varten.

IL-4 kloonattin pET101/D-TOPQ-vektoriiin yhdistelma-IL-4-proteiinin vaimistusta
varten. Oligonukleotidialukkeet esitetdan taulukossa 4. Suunniteltiin forward-PCR-
aluke 5’CACC-ulokkeen kera helpottamaan suuntaavaa kloonausta, jota aluketta
seurasi  ainutlaatuinen Ndel-restriktioentsyymikohta alakloonaukseen seka
ensimmaéinen ATG-aloituskodoni. Reverse-PCR-aluke sisdlsi kaksi
pysaytyskodonia varmistamaan sen, ettei yhtaan c-terminaalista kaistaa liittynyt, ja
ainutlaatuisen BamHl-restriktioentsyymikohdan alakloonausta varten. Luotiin
tylppapédinen IL-4-PCR-tuote kayttamalla templaattina aiemmin kloonattua
humaani IL-4:3a. Tuote puhdistettiin geelilla ja sita inkuboitiin suolaliuoksen ja
TOPO®-vektorin kanssa viiden minuutin ajan huoneenlampétilassa, jotta sallittiin
suunnattu kioonaus pET101/D-TOPO-vektoriin. Yhdistelmavektori transformoitiin
kemiallisesti kelvolliseen One Shot TOP10 E.coliin. Yhdistelmi plasmidi-DNA
lahetettiin DNA:n sekvensointiin oikean sekvenssin varmistamista varten.
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Oligonukleotidialukkeita IL-4-RE-kysteiinimuteiinien muodostamiseen

SEQID No. | Oligot IL4’ Sekvenssi
RE:t & varten

17 T28C Fwd GAAGACTCTGTGCACCGAGTTGTGCGTAACA
GACATCTTTGC

i8 T28C Rev GCAAAGATGTCTGTTACGCACAACTCGGTGC
ACAGAGTCTTC

19 S36C Fwd GTAACAGACATCTTTGCTGCCTGCAAGAACA
CAACTGAG

20 S36C Rev CTCAGTTGTGTTCTTGCAGGCAGCAAAGATGT
CTGTTAC ‘

21 K37C Fwd CCGTAACAGACATCTTTGCTGCCTCCTGCAAC
ACAACTGAGAAGG

22 K37C Rev CCTTCTCAGTTGTGTTGCAGGAGGCAGCAAA
GATGTCTGTTACGG

23 N38C Fwd GACATCTTTGCTGCCTCCAAGTGCACAACTGA
IGAAGGAAACC

24 N38C Rev GGTTTCCTTCTCAGTITGTGCACTTIGGAGGCAG
CAAAGATGTC

25 A104C Fwd GAATTCCTGTCCTGTGAAGGAATGCAACCAG
AGTACGTTGG

26 [A104C Rev CCAACGTACTCTGGTTGCATTCCTTICACAGGA
CAGGAATTC

27 N105C Fwd CCTGTGAAGGAAGCCTGCCAGAGTACGTTGG
AAAACTTC

28 N105C Rev GAAGTTTTCCAACGTACTCTGGCAGGCTTCCT
TCACAGG

29 Q106C Fwd CCTGTCCTGTGAAGGAAGCCAACTGCAGTAC ‘
GTTGGAAAACTTC ‘

30 Q106C Rev GAAGTTTTCCAACGTACTGCAGTIGGCTTCCT

TCACAGGACAGG
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IL-4/pET101/D-TOPO toimi templaattina IL-4-RE-kysteiinimuteiinien tuottamista
varten Stratagenen QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kitin kanssa. Kukin
kysteiinimuteiini valmistettiin kayttamalla oligonukleotidialukkeita, joista kukin oli
komplementaarinen vektorin vastakkaisille saikeille ja sisalsi kodonin TGC tai GCA
halutun kysteiinimutaation sisallyttamista varten. Taulukossa 4 luetelfaan alukkeet,
joita kaytettin IL-4-RE-muteiinien tuottamiseen. Tuotettiin vuoroittaisia lovia
sisdltava mutatoitu plasmidi kayttamalla kierratysparametreja ja olosuhteita, jotka
on maaritelty valmistajan ohjeissa. Tuotetta kasiteltiin Dpnl-endonukleaasilla
yhden tunnin ajan 37 °C:ssa, metyloidun, mutatoitumattoman parentaalisen DNA-
templaatin pilkkomista varten. Dpnl:lla kasitelty DNA transformoitiin ylikykeneviin
XL-1Blue-soluihin, jolloin mutatoidun plasmidin lovet korjattiin. Mutageeninen
plasmidi-DNA  analysoitin  standardisekvenssitekniikoin  oikean sekvenssin

varmistamista varten.
Esimerkki 2
Rekombinantin ilmentyminen & puhdistus

Proteiinia sisaltavilld plasmideilla transformoituja BL21 Star (DE3) One Shot -
soluja (Invitrogen) luonnehdittiin optimi-ilmentymisen suhteen ja niitd kasvatettiin
37 °C:ssa, kunnes ODgqg saavutti noin arvon 0,4, ja indusoitiin 1 mmoolilla IPTG:t
(Invitrogen) kolmen tunnin ajan 37 °C:ssa. Yksi litra soluja sentrifugoitiin pelletiksi
nopeudella 13 000 kierrosta minuutissa 10 minuutin ajan, solut punnittin ja niita
sailytettiin -80 °C:ssa. Jaadytetty solupelletti lietettiin uudelleen 8 millilitraan soluja
hajottavaa puskuria (0,1 M fosfaattipuskuri pH 7.3, 0,1 % Triton X100:aa, 1 mM
EDTA:ta) solujen grammaa kohti ja niita sonikoitiin neljd kertaa yhden minuutin
ajan yhden minuutin véalein. Soluhajote poistettiin sentrifugoimalla 35 000 g:lla 10
minuutin ajan. Solupelletit pestiin sitten 2-3 kertaa liettamalla ne uudelleen 30
millilitraan soluja hajottavaa puskuria, sonikoimalla niita yhden minuutin ajan, mita
seurasi sentrifugointi. Hieno solupelletti, inkluusiokappaleet, sailytettiin -20 °C:ssa.
Inkluusiokappaleet lietettiin uudelleen 5 miliilitraan solubilisaatiopuskuria (0,2 M
Tris, pH 9, 7 M guanidiinihydrokloridi) solujen grammaa kohti. Lisattiin
sulfotolyysireagensseja (0,16 grammaa natriumsuffiittia, 0,08 g
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kaliumtetrationaattia solujen grammaa kohti) ja inkluusiokappaleita sekoitettiin
huoneeniampétilassa kahden tunnin ajan. Liukenemattomat aineosat poistettiin
sitten sentrifugoimalla 35 000 g:lla 20 minuutin ajan, mika jatti jaljelle solubilisoituja
inkiuusiokappaleita. Inkiuusiokappaleet ajettiin  kokoekskluusiokromatografialla
(Akta) proteiinin eristamista varten. Pylvés tasapainotettin  kahdella pylvaan
tilavuudella 6-molaarista guanidiininydrokloridia/PBS:44, pH 7; virtausnopeudella 1
ml/min ja proteiini eluoitiin 1,5 CV:ssa. Koottiin huippujakeet (kukin 1,5 ml) ja ne
tutkittiin 12-prosenttisella tai 4-20-prosenttisella Bis-Tris-SDS-
geelielektroforeesilla. Proteiinia sisaltavat jakeet koottiin ja lisattiin lopullinen
pitoisuus 7,5 mmolaarista DTT 4, jotta vahennettiin proteiinimolekyyleja. Kahden
tunnin mittaisen, huoneenlampétilassa toteutetun inkuboinnin jalkeen laimennettiin
seos viisi kertaa vedelld ja dialysoitiin 4,5 litralla 3-mmolaarista NaH;POg4:a, 7-
mmolaarista Na;HPQO,:a, 2-mmolaarista KCl.a, 120 mmolaarista NaCl a. Dialyysia
jatkettin  3—4 pdivan ajan vaihtamalla tuore puskuri ainakin kolme kertaa.
Dialysoitu materiaali suodatettiin sitten 0.2 pm:n suodattimen |&pi ja pH saadettiin
videksi etikkahapolla. Pylvas tasapainotettin 10 CV:lia puskuria 1 (24-
mmolaarinen ammoniumasetaatti, pH 5), mit4 seurasi 20 minuutin gradientti 100-
prosenttiseen puskurin B (25-mmolaarinen ammoniumasetaatti, pH 5/1-
molaarinen NaCl) injektion jalkeen. Huippujakeet (0,5 mi kukin) koottiin ja ne
tutkittiin 12-prosenttiselia tai 4-20-prosenttisella Bis-Tris-SDS-
geelielektroforeesilla. Tuotetta sisaltavat jakeet yhdistettiin ja ne laimennettiin
kaksi kertaa puskuriin A (0,1 prosenttia TFA vedessd). Proteiini kromatografoitiin
sitten C4-kaanteisfaasi-HPCXL:ll4 (Beckman-jarjestelma, Gold), kayttamalla viiden
millilitran naytesilmukkaa ja virtausnopeutta 1 ml/minuutti ja seuraavaa ohjeimaa:
10-prosenttinen puskuri A injektion keston ajan, 10 minuutin gradientti 40-
prosenttiseen puskuriin B (0,1 prosenttia TFA:ta/ACN), 30 minuutin gradientti 50-
prosenttiseen puskuriin B seka viiden minuutin gradientti 100-prosenttiseen
puskuriin B. Koottiin huippujakeet (0,5 mi kukin) ja ne tutkittiin 12-prosenttisella tai
4-20-prosenttiseila Bis-Tris-SDS-geelielektroforeesilla. Proteiinia sisaltavit jakeet
kuivattiin ja lietettin uudelleen 0,1-molaariseen MES:@an, pH 6,1 analyysia ja
maarityksia varten.
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Esimerkki 3

Paikkaspesifinen kysteiinin PEGylaatio ja puhdistaminen

Saatiin aikaan ohje kysteiinia sisaitavien IL-4-muteiinien PEGylaatiolle proteiinin
sulhydryyliryhman ja lineaarisen 22 kD:n
metoksipolyetyleeniglykolimaleimidijohdannaisen (Nektar Therapeutics)
maleimidiryhman  vilisen,  stabiilin tioeetterisidoksen  kautta.  Lisattiin
kaksinkertainen molaarinen ylimaara mPEG-MAL 22 kD -reagenssia 600 mooliin
proteiinia, joka oli reaktiopuskurissa (0,1 M MES, pH 6). Puolen tunnin kuluttua
huoneenlampétilassa reaktio lopetettin mMPEG-MAL 22kD:n suhteen kysteiinin
kaksikertaisella molaarisella ylimaaralia (kuvio 1). PEGyloitu proteiini puhdistettiin
reagoimattomasta mPEG-MAL 22 kD:sti (tukahdutettu kysteiinilla) ja reagoimaton
IL-4 RA -kysteiinimuteiinista kationinvaihdolla ja kokoekskluusiokromatografialla.
Raa'at reaktioseokset pantiin Vivapure Mini S -kationinvaihtopylvaisiin
(Vivascience), jotka oli tasapainotetty 0,4 mililitralla 0,1-molaarista MES:44, pH 6.
Pylvaat pestiin kaksi kertaa 0.4 millilitralla 0,1-molaarista MES:4a, pH 6, kunkin
pesun jalkeen seurasi sentrifugointi 2 000 x g:lla. Naytteet eluoitiin sentrifugoimalila
ne pylvaasta 0,4 millilitralla 0 6-molaarista NaCl.a/0,1-molaarista MES:44, pH 6.
Eluutiot (0,4 ml) pantin koon mukaan lajittelevaan pylvdadseen TSK-GEL
2000SWXL HPLC (Tosoh Biosep) kayttamalla Beckmannin HPLC Gold -
jarjestelmaa. Néytteet  erotettiin kayttamalla  fosfaatilla puskuroitua
keittosuolaliuosta (Dulbeccon PBS) likkuvana faasina virtausnopeudella 1
mi/minuutti 30 minuutin ajan. Koottiin huippujakeet (0,5 ml) ja ne arvioitiin
PEGyloidun proteiinin suhteen 4-12-prosenttisella Bis-Tris-SDS-
geelielektroforeesilla. Koottiin tuotteen sisaltavat jakeet ja ne vikevéitiin Ultrafree
Biomax-5 -aitetta kayttamallda noin 60 umooliin (eli noin 1 miligrammaan
millilitrassa) analyysia ja in vitro -maarityksia varten .Madritettiin lopulliset
pitoisuudet PEGyloitujen proteiinien suhteen aminohappoanalyysia kayttamalla.
Lopulliset saannot kuvataan taulukossa 5.
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Taulukko 5

Puhdistuksen saannot PEGyloitujen IL4RA-kysteiinimuteiinien suhteen

Muteiini PEGyloitu (mg, | PEGyloitu (mg, | % saanto
ensimmainen lopullinen)

IL4RA ND ND ND
T28C 0,267 0,064 240
S36C 0,392 0,057 14,5
K37C 0,264 0,011 42
N38C 0,387 0,083 214
A104C 0,213 0,010 4,7
N105C 0,289 0,044 15,2
106C 0,125 0,023 18,4
Keskiarvo 0,176 0,042 14,6
Esimerkki 4

BiaCore IL-4-reseptori -sitoutumismairitys

IL-4-reseptori  immobilisoitiin amiinikytkennalld tutkimustason BlAcore CM5
-anturilastuun. Sensorin  pinta  aktivoitiin EDC/NHS-pulssilla.  IL-4-reseptori
liuotettiin -~ 10-millimolaariseen asetaattipuskurin  (pH 5,0) ja injektoitiin
virtauskyvettiin 2, mita seurasi 1,0-molaarisen etanoliamiini-HCI:n pulssi pinnan
deaktivointia varten. Reseptorille immobilisaatiotaso oli  noin 300 RU.
Virtauskyvetti1 aktivoitin myés ilman ligandia, jotta tama toimii nollakokeena.
Kinetikan analysointiin kaytettin the Biacore Wizardia. IL4RE-antagonistien
ehdokas laimennettin HBS-.EP:hen (ajopuskuri) ja injektoitiin virtausnopeudella
30 pl minuutissa kolmen minuutin ajan ja 15 minuutin dissosioitumisajan. Lastu
regeneroitin 10 mmolaarisen glysiinin, pH 2,5, kahdella 30 sekunnin injektiolla
(virtaus 100 ul/min) perustasoon ennen pitoisuussarjojen toista injektiota. Suoran

sitoutumiskinetiikan perusteella laskettiin kullekin ehdokkaalle
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dissosioitumisvakion (Kp) arvot (taulukko 5). Tulokset osoittavat, ettid rakenteet
IL4-RE-A104C,  IL4-RE-N105C  seka IL4-RE-Q106C  tuottivat  kaikki

dissosioitumisvakioita, jotka olivat pienempia kuin 0,6 nmoolia.
5 Esimerkki 5
TF-1-solun proliferaation mairittiminen

TF-1-solujen proliferatiivista vastetta [L-4 lle (0,5 ng/mi, 0,033 mM) tai IL-13:lle (5
10 ng/mi, 0,416 nM) kaytettiin IL-4RE-molekyylien toiminnallisen
antagonistiaktiivisuuden maarittamiseen. Tassi maaritysmeneteimassa viljeltiin
TF-1-soluja 2—4 p&ivan ajan 96-kammioisissa levyissa (1 x 10*kammio, 100 uln
tilavuus) RPMI:ss4, jossa oli 10 prosenttia seerumia {L-4- tai IL-13- seka IL-4Re-
molekyylien kanssa ja ilman naita. Positiivisena kontrollina kaytettin GM-CSF-
15 kasittelya. Kaksikymmentaneljg tuntia ennen lopullista luentaa lisattin kuhunkin
kammioon 10 ul AlamarBlueta (10 tilavuusprosenttista). Fluoresenssi maaritettiin
530/590 nm:ssa kayttamalla laitetta WALLAC Victor 2. Pitoisuus, jossa inhibointi

oli 50 prosenttinen (ICsg), laskettiin IL-4RE-ehdokasmolekyylien annostitrauksen

. perusteella. TF-1:lla toteutettujen IL-4- ja IL-13-inhibition biomé&aritystulosten
:'::: 20 yhteenveto esitetaan taulukossa 6. Tulokset iimaisevat, etti konstruktiot IL4-RE-
vgeet K37C, IL4-RE-N38C seka IL4-RE-A104C havainnollistivat IL-4-RA:han verrattavia

: ICso-arvoja IL-4:n tai II-13:n lasnidollessa.
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Taulukko 6

PEGyloitujen muteiinien PEG-ILARE BlAcore -sitoutumismairitys ja
bioaktiivisuuden arviointi ILARA:han verrattuna TF-1-solun

proliferaatioméarityksissi

Muteiini BlAcore TF-1/1L-4 TF-1/1L-13
Affiniteetti, |Cs0, nM [Cs0, "M
NM |
Bay 16-9996 IL-|0,11 056 + 086 (n ={1,17+1,77 (n=6)
4RA 17)
IL4-RE-T28C 0,89 235+075(n=2) 287+0(n=1)
IL4-RES36C 1,15 120+002(n=2) [1.21+0(n=1)
IL4-RE-K37C 0,74 082+001(n=2) {1,22+058(n=2)
[L4-RE-N38C 0,77 0,70+0,18(n=2) |1,24 +058 (n = 2)
IL4-RE-A104C 0,56 055+010(n=2) {1,34+121(n=2)
IL4-RE-N105C 0,59 226+020(n=2) 1211+0(n=1)
IL4-RE-Q106C 0,52 244+068(n=2) (1,95+0(n=1)
Esimerkki 6

Primaarisolun proliferaatiomaaritys

Humaani primaarisolujen (T- ja B-solujen) proliferatiivinen vaste IL-4:lle arvioitiin
IL-4RE-molekyyliesikasittelyn jalkeen. Eristettiin perifeerisen veren
mononukleaarisia soluja (PBMC:it4) perifeerisestd veresta ja joitakin kasiteltiin
PHA!lla neljan paivan ajan T-solublastin muodostumisen indusointia varten,
PBMC:ita kasiteltiin my&s anti-CD40:lla B-soluaktiivisuuden aktivointia varten jane
kaytettiin valittdmasti. Solut ympattiin 96-kammioisiin levyihin (10° solua kammiota
kohti). PHA T -solublasteja seka B-soluvalmisteita stimuloitiin kolmen pdivan ajan
{L-4:lla (10 ng/mi, 0,667 nM), siten ettd lasna oli IL-4RE-molekyylien vaihtelevia

pitoisuuksia. Tritioidun tymidiinin liittymista inkuboinnin viimeisten 20 tunnin aikana
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kéytettiin proliferaation indikaattorina. Maaritysten tulokset esitetasn taulukossa 7.
Tulokset ilmaisevat etta PEGyloidut rakenteet havainnollistivat ICgo:n, joka oli
vahemman kuin viisi kertaa suurempi  kuin IL-4RA:n ICsy molemmille
primaarisolumaarityksille.

Taulukko 7

PEG-ILARE:n biologisen aktiivisuuden arviointi B-solun ja T-solublastin
proliferaation méadrityksissi

Muteiini B-solu ICsq, nM T-solublasti, ICsg, nM
BAY 16-9996 IL-4RA 0,86 + 0,42 (n = 10) 3,22 + 3,26 (n = 16)
IL4-RE-K37C 373+2,15(n=2) 13,86 + 12,77 (n = 2)
IL4-RE-N38C 3,33+268(n=2) 994+899 (n=2)
&4—RE-A104C 329+1,46 (n=2) 467+465(n=2)

Esimerkki 7

Farmakokineettiset tutkimukset rotalla

Kaytettiin taysikasvuisia, koiraspuolisia Sprague-Dawley-rottia, jotka painoivat
250-300 grammaa. Rottien kaulasuoni kanyloitiin verinaytteen kokoamista varten.
Lisdksi ladkkeenantoa varten kanyloitiin reisilaskimokatetreillla ryhma rottia, jotka

saivat laskimonsisaisen (1V) annoksen,.

Rotille annettiin joko IL-4RA:ta tai muunnettua IL-4-muteiinireseptorin antagonistia
vastaavasti annoksina, jotka olivat 1 ja 0,5 mg/kg. Kaytettin seka IV- etta SC-
(ihonalaista) antotieta. IV-annos annettiin injektiona suoraan paikallaan olevaan
reisilaskimokatetriin. SC-annos annettiin injektiona dorsaaliseen torakaaliseen
alueeseen. Kuhunkin annosryhmaan kaytettiin kolme rottaa.
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Yhden laékepulloinjektion jalkeen (IV tai SC) koottiin verinaytteet ennen annosta ja
ennalta mdaéritettyina aikoina aina 168 tuntin saakka annoksen jalkeen.
Naytteiden sentrifugointi alkoi yhden tunnin kuluttua keraamisesta. Koottiin plasma

ja se asetettiin kuivajaahan, ennen kuin sita sailytettiin noin -70 °C:ssa.

IL-4RA:n ja muunnetun muteiinin plasmapitoisuudet kvantitoitin - entsyymi-
immunologisella maaritysmenetelmalla. Reagenssien paallystamiseen ja ilmaisuun
kaytettin anti-IL-4-vasta-ainetta. Kvantitoinnin alaraja talle maaritykselle oli 0,2
ng/ml. Farmakokineettiset parametrit johdettiin "non-compartmental’-analyysills
(ei-allasanalyysilla) kayttamalla WinNonlinia (Pharsight, Mountain View, CA).
Erityistd mielenkiintoa on maarittaa absorptio ja eliminaatiokinetiikka,

jakaumatilavuudet seka absorboitunut maara.
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Patenttivaatimukset

1. Puhdistettu polynukleotidi. joka kasittaa

a) nukleotidisekvenssin, joka on esitetty SEQ ID NO: 2:ssa, SEQ D NO: 3:ssa,
SEQ ID NO: 4:s53, SEQ ID NO: 5- ssa, SEQ ID NO: 6:ssa, SEQ ID NO: 7:ss4 tai
SEQ ID NO: 8:ssa, tai
b) nukleotidisekvenssin, joka koodaa polypeptidia, jolla on aminohapposekvenssi,
joka on esitetty SEQ ID NO: 10 ssa, SEQ ID NO: 11:ss4, SEQ ID NO: 12: ssa,
SEQ ID NO: 13:ssa SEQ ID NO: 14- ssd, SEQ ID NO: 15:ss4, SEQ ID NO: 16°ss3.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen iimentymisvektori.
3. Iséntasolu, joka kasittaa patenttivaatimuksen 2 mukaisen vektorin.
4. Menetelma muunnetun IL-4- -muteiinireseptoriantagonistin

valmistukseen, joka meneteima kasittaa vaiheet, joissa
a) vilielldan patenttivaatimuksen 3 mukaista isantasolua olosuhteissa,
joissa antagonisti iimentyy, ja

b) antagonisti puhdistetaan is&ntdsoluviljelmasta.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukaisella menetelmalld tuotetty muunnettu IL-
4-muteiinireseptorin antagonisti, jolloin antagonisti inhiboi Il-4- ja IL-13-vilitteista
aktiivisuutta.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, joka on kytketty polymeeriin, joka ei ole proteiini, joka polymeeri on
valittu ryhmasta, joka koostuu polyetyleeniglykolista, polypropyleeniglykolista ja
polyoksialkyleeneista.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnetty muteiinireseptorin  antagonisti  sitoutuu  1L-4-
reseptorin aifaketjuun Ky:lla, joka on noin 0,1 nM - 10 1M, noin 0,5 nM — 1 uM tai
noin 1,0—-100 nM.
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8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnetty IL4-muteiinireseptorin antagonisti inhiboi TF-1-
solujen proliferatiivisen vasteen IL-4:44 kohtaan, siten etts ICs0 on noin 0,1 nM —
10 uM, noin 0,5 "M ~ 1 &M tai noin 1.0~100 nM. |

9. Patenttivaatimuksen 6 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnetty IL-4-muteiinireseptorin antagonisti inhiboi TF-1-
solujen proliferatiivisen vasteen IL-13'a kohtaan, siten ettd ICs, on noin 0,1 nM:sta
noin 10 uM:iin, noin 0,5 nM-sta noin 1,0 uM:iin tai noin 1,0~100 nM.

10. Patenttivaatimuksen 6 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnetty IL-4-muteiinireseptorin antagonisti inhiboi humaani
B-solujen proliferatiivisen vasteen IL-4:3a8 kohtaan, siten etta ICs0 on noin 0,1

nM:sta noin 10 pM:iin, noin 0,5 nM:sta noin 1,0 uM:iin tai noin 1,0—~100 nM.

11. Patenttivaatimuksen 6 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnettu IL-4-muteiinireseptorin antagonisti inhiboi humaani
T-solujen proliferatiivisen vasteen IL-4:34 kohtaan, siten etts ICs0 on noin 0,1

nM:sta noin 10 1M:iin, noin 0,5 nM:sta noin 1,0 uM:iin tai noin 1,0-100 nM.

12. Patenttivaatimuksen 6 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti,  jolloin muunnetulla IL-4-muteiinireseptorin antagonistilla
puoliintumisaika plasmassa on ainakin noin 2-10 kertaa suurempi  Kuin
muuntamattomalla IL-4-reseptorin antagonistilla.

13. Patenttivaatimuksen 6 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnetty IL-4-muteiinireseptorin antagonisti on kytketty
polymeeriin, joka ei ole proteiini, I1L-4:n aminohappotihteessi, asemassa 28, 36,
37, 38, 104, 105 tai 106.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen muunnettu (L-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin aminohappotahde asemassa 28, 36, 37, 38, 104, 105 tai 106
on kysteiini.
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15. Menetelma ihmisen sairauden hoitoon, johon sairauteen liittyy 1L-4:n
jaIL-13:n lisdantynyt aktiivisuus, joka meneteima kasittaa vaiheet, joissa

a) edellytetdan henkiléa, jolla on sairaus, jossa IL-4:n tai IL-13n
aktiivisuus on lisdantynyt, ja

b) mainitulle henkilélle annetaan tehokas maara patenttivaatimuksen
mukaista muunnettua IL-4-muteiinireseptorin antagonistia.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelma, jossa sairaus on

astma, krooninen ahtauttava keuhkosairaus tai niille laheisia keuhkosairauksia.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmad, jossa krooninen
ahtauttava keuhkosairaus on keuhkolaajentuma tai krooninen bronkiitti

18. Farmaseuttinen koostumus joka kasittaa
a) patenttivaatimuksen 6 mukaisen muunnetun IL-4-muteiinireseptorin
antagonistin ja

b) farmaseuttisesti hyvaksyttavan kantaja-aineen.

19. Menetelma ihmisen sairauden hoitoon, johon sairauteen fittyy IL-4:n
ja IL-13:n lisaantynyt aktiivisuus, joka menetelma kasittaa vaiheet, joissa

a) edellytetadn henkiloa, jolla on sairaus, jossa IL-4:n tai IL-13n aktiivisuus on
lisdéntynyt, ja

b) mainitulle henkildlle annetaan tehokas maara patenttivaatimuksen 18 mukaista
farmaseuttista koostumusta.

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen menetelm&, jolloin sairaus on

astma, krooninen ahtauttava keuhkosairaus tai naille |aheisia keuhkosairauksia.

21 Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmd, jolloin ahtauttava
keuhkosairaus on keuhkolaajentuma tai krooninen bronkiitti.

22 Muunnettu IL-4-muteiinireseptorin antagonisti, joka on kytketty

polymeeriin, joka ei ole proteiini IL-4'n aminohappotéahteesss, asemassa 28, 36,
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37, 38, 104, 105 tai 106, jolloin polymeeri, joka ei ole proteiini, on
polyetyleeniglykoli, polypropyleeniglykoli tai polyoksialkyleeni.

23. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin

antagonisti, joka kasittda SEQ ID NO: 10-ss3 esitetyn aminohapposekvenssin.

24. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin

antagonisti, joka kasittaa SEQ ID NO: 11-ss3 esitetyn aminohapposekvenssin.

25. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, joka kasittda SEQ ID NO: 12:ssa esitetyn aminohapposekvenssin.

26. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, joka kasittaa SEQ ID NO: 13-ssa esitetyn aminohapposekvenssin.

27. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnettu 1L-4-muteiinireseptorin
antagonisti, joka kasittaa SEQ ID NO: 14:ss3 esitetyn aminohapposekvenssin.

28. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnettu lL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, joka kasittaa SEQ ID NO: 15:ss3 esitetyn aminohapposekvenssin.

29. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnettu |L-4-muteiinireseptorin
antagonisti, joka kasittaa SEQ ID NO: 16:ssa esitetyn aminohapposekvenssin.

30. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnettu |L-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnettu muteiinireseptorin antagonisti sitoutuu IL-4-reseptorin
affaketjuun Kq:lla, joka on noin 0,1 nM ~ 10 #M, noin 0,5 nM — 1 uM tai noin 1,0—100
nM.

31. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnetty IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, joka inhiboi TF-1-solujen proliferatiivisen vasteen IL-4-43 kohtaan,
siten etta ICso on noin 0.1 nM = 10 1M, noin 0,5 nM — 1 uM tai noin 1,0~100 nM.
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32. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnettu IL-4-muteiinireseptorin antagonisti inhiboi TF-1-
solujen proliferatiivisen vasteen IL-13:a vastaan, siten etta ICsy on noin 0,1 nM:sta

noin 10 uM:iin, noin 0,5 nM:sta noin 1,0 uM:iin tai noin 1,0-100 nM.

33. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnetty IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnettu IL-4-muteiinireseptorin antagonisti inhiboi humaani
B-solujen proliferatiivisen vasteen |L-4:34 kohtaan, siten ettad ICso on noin 01

nM:sta noin 10 uM:iin, noin 0,5 nM:sta noin 1,0 uM:iin tai noin 1,0-100 nM.

34. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnetty IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnettu IL-4-muteiinireseptorin antagonisti inhiboi humaani
T-solujen proliferatiivisen vasteen IL-4:33 kohtaan, siten ettd 1Cso on noin 0 1

nM:sta noin 10 uM:iin, noin 0,5 nM:sta noin 1,0 uM:iin tai noin 1,0-100 nM.

35. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti,  jolloin muunnetulla IL-4-muteiinireseptorin antagonistilla
puoliintumisaika plasmassa on ainakin noin 2-10 kertaa suurempi kuin

muuntamattomalla IL-4-reseptorin antagonistilla.

36. Patenttivaatimuksen 22 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin aminohappotiahde asemassa 28, 36, 37, 38, 104, 105 tai 106
on kysteiini.

37. Farmaseuttinen koostumus, joka kasittaa
a) muunnetun IL-4-muteiinireseptorin antagonistin seka

b) farmaseuttisesti hyvaksyttavan kantaja-aineen.

38. Menetelma ihmisen sairauden hoitoon, johon sairauteen liittyy IL-4:n
ja IL-13:n lisaantynyt aktiivisuus, joka menetelma kasittas vaiheet, joissa
a) edellytetaan henkilé4, jolla on sairaus, jossa IL-4:n tai IL-13:n aktiivisuus on

lisdantynyt, ja
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b) mainitulle henkilélle annetaan tehokas maara patenttivaatimuksen 37 mukaista

farmaseuttista koostumusta.

39. Patenttivaatimuksen 38 mukainen menetelma, jolloin sairaus on

astma, krooninen ahtauttava keuhkosairaus tai naille ldheisia keuhkosairauksia.

40. Patenttivaatimuksen 39 mukainen menetelma, jolloin ahtauttava

keuhkosairaus on keuhkolaajentuma tai krooninen bronkiitti.

41. Menetelma muunnetun [L-4-muteiinireseptorin antagonistin
valmistukseen, joka menetelma kasittaa vaiheet, joissa

a) vilielladn patenttivaatimuksen 3 mukaista isantasolua olosuhteissa,
joissa antagonisti ilmentyy,

b) annetaan antagonistin laskostua uudelleen ditiotreitolin ollessa lasna ja

c) antagonisti puhdistetaan isantasoluvilielmasta.

42. Patenttivaatimuksen 41 mukainen menetelma, joka kasittaa edelleen
vaiheet, joissa
d) antagonisti kytketaan polymeeriin, joka ei ole proteiini ja

e) puhdistetaan antagonisti, joka on kytketty polymeeriin. joka ei ole proteiini.

43. Patenttivaatimuksen 41 tai 42 mukaisella menetelmalia tuotettu
muunnettu IL-4-muteiinireseptorin antagonisti, jolloin antagonisti inhiboi IL-4- ja
IL-13-vilitteists aktiivisuutta.

44 Patenttivaatimuksen 43 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, joka on kytketty polymeeriin, joka ei ole proteiini, joka polymeeri on

polyetyleeniglykoli, polypropyleeniglykoli tai polyoksialkyleeni.

45 Patenttivaatimuksen 44 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnettu muteiinireseptorin antagonisti sitoutuu  IL-4-
reseptorin alfaketjuun Kq:ll4, joka on noin 0,1 nM - 10 uM, noin 0,5 nM — 1 uM tai
noin 1,0-100 nM.
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46. Patenttivaatimuksen 44 mukainen muunnetty IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnettu IL-4-muteiinireseptorin antagonisti inhiboi TF-1-
solujen proliferatiivisen vasteen IL-4:44 kohtaan, siten ettd ICsy on noin 0,1 nM -

10 uM, noin 0,5 NM — 1 M tai noin 1,0—-100 nM.

47. Patenttivaatimuksen 44 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnettu IL-4-muteiinireseptorin antagonisti inhiboi TF-1-
solujen proliferatiivisen vasteen IL-13'a kohtaan, siten etta I1Csg on noin 0,1 nM:sta

noin 10 uM:iin, noin 0,5 nM:sta noin 1 uM:iin tai noin 1,0—100 nM.

48. Patenttivaatimuksen 44 mukainen muunnetty IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnettu IL-4-muteiinireseptorin antagonisti inhiboi humaani
B-solujen proliferatiivisen vasteen IL-4'34 kohtaan, siten ettd I1Cs; on noin 0,1

nM:sta noin 10 pM:iin, noin 0,5 nM:sta noin 1,0 uM:iin tai noin 1,0—-100 nM.

49 Patenttivaatimuksen 44 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnettu IL-4-muteiinireseptorin antagonisti inhiboi humaani
T-solujen proliferatiivisen vasteen IL-4'a3 kohtaan, siten ettd ICs; on noin 0,1

nM:sta noin 10 pM:iin, noin 0,5 nM:sta noin 1,0 uMtiin tai noin 1,0—100 nM.

50. Patenttivaatimuksen 44 mukainen muunnetty IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnetulla IL-4-muteiinireseptorin antagonistilla
puolintumisaika plasmassa on ainakin noin 2-10 kertaa suurempi kuin
muuntamattomalla IL-4-reseptorin antagonistilla.

51. Patenttivaatimuksen 44 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin muunnettu IL-4-muteiinireseptorin antagonisti on kytketty
polymeeriin, joka ei ole proteiini. aminohappotahteess4, asemassa 28, 36, 37, 38,
104, 105 tai 106.
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52. Patenttivaatimuksen 51 mukainen muunnettu IL-4-muteiinireseptorin
antagonisti, jolloin aminohappotahde asemassa 28, 36, 37, 38, 104, 105 tai 106
on Kysteiini.

53. Menetelma ihmisen sairauden hoitoon, johon sairauteen liittyy IL-4:n

ja IL-13:n lisaantynyt aktiivisuus, joka menetelma kasittaa vaiheet, joissa

a) edellytetddn henkilda, jolla on sairaus, jossa IL-4:n tai 1L-13:n aktiivisuus on
lisdéntynyt, ja

b) mainitulle henkilélle annetaan tehokas maira patenttivaatimuksen mukaista

muunnettua IL-4-muteiinireseptorin antagonistia.

54. Patenttivaatimuksen 53 mukainen menetelma, jolloin sairaus on

astma, krooninen ahtauttava keuhkosairaus tai naille liheisia keuhkovaivoja.

55. Patenttivaatimuksen 54 mukainen meneteim&, jolloin krooninen

ahtauttava keuhkosairaus on keuhkolaajentuma tai krooninen bronkiitti.

56. Farmaseuttinen koostumus, joka kasittaa
a) patenttivaatimuksen 43 mukaista muunnettua  IL-4-muteiinireseptorin
antagonistia ja

b) farmaseuttisesti hyvaksyttavaa kantaja-ainetta.

57. Menetelméa ihmisen sairauden hoitoon, johon sairauteen liittyy IL-4:n

ja IL-13:n lisddntynyt aktiivisuus, joka menetelma kisittas vaiheet, joissa

a) edellytetaan henkilda, jolla on sairaus, jossa IL-4:n taj IL-13:n aktiivisuus on
lisdantynyt, ja

b) mainitulle henkilélle annetaan tehokas masrs patenttivaatimuksen 56 mukaista

farmaseuttista koostumusta.

58. Patenttivaatimuksen 57 mukainen menetelma, jolloin sairaus on

astma, krooninen ahtauttava keuhkosairaus tai néille laheisia keuhkosairauksia.
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59. Patenttivaatimuksen 58 mukainen meneteimd, jolloin ahtauttava

keuhkosairaus on keuhkolaajentuma tai krooninen bronkiitti.
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