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PATENTTIVAATIMUKSET

1. PiggyRac-transposaasi:

(i) Jjoka kasittaa isoleusiinin substituution

leusiinilla SEQ ID nro 2:n kohdassa 147, iso-

leusiinin substituution leusiinilla SEQ ID nro

2:n kohdassa 247 Jja seriinin substituution

treoniinilla SEQ ID nro 2:n kohdassa 533;

ja/tai

(ii) jolla on SEQ ID nro 4:n, SEQ ID nro 6:n,

SEQ ID nro 8:n, SEQ ID nro 10:n, SEQ ID nro

12:n, SEQ ID nro 1l4:n tai SEQ ID nro 16:n ami-

nohapposekvenssi.

2. Muokattu nukleiinihappomolekyyli, joka koo-
dittaa patenttivaatimuksen 1 mukaista piggyBRac-transpo-
saasia, valinnaisesti jossa nukleiinihappomolekyyli on
valittu DNA:sta tali mRNA:sta.

3. Vektori, Jjoka kasittda nukleiinihappomole-
kyylin, joka koodittaa patenttivaatimuksen 2 mukaista
piggyBac-transposaasia.

4. Vektori, Jjoka kasittda nukleiinihappomole-
kyylin, joka koodittaa patenttivaatimuksen 3 mukaista
piggyBac-transposaasia, vektorin késittdessa lisdksi
ainakin yhtad tutkittavaa proteiinia koodittavan ainakin
vhden nukleiinihapposekvenssin, Jjota reunustaa ainakin
piggyBac-transposonin kadnteiset 5'- ja 3'-toistojak-
sot, valinnaisesti jossa vektori kasittada yvhden tai use-
amman nukleiinihapposekvenssin, Jjoka koodittaa (jotka
koodittavat) yhtd tai useampaa tutkittavaa proteiinia.

5. Solu, joka on transfektoitu patenttivaati-
muksen 3 tai patenttivaatimuksen 4 mukaisella vektorilla
tai patenttivaatimuksen 2 mukaisella muokatulla nukle-
iinihappomolekyylilla.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen solu, Jjossa
solu on: (i) isé&ntasolu; (ii) CHO-solu; tai (iii) im-
muunisolu.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen solu:
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(i) joka on kotransfektoitu muokatulla nukle-
iinihappomolekyylilla, Jjoka koodittaa patent-
tivaatimuksen 2 mukaista piggyBac-transpo-
saasia, Jja vektorilla, Jjoka kasittada ainakin
vhta tutkittavaa proteiinia koodittavan aina-
kin yhden nukleiinihappomolekyylin, Jjota reu-
nustaa ainakin piggyBac-transposonin k&antei-
set 5'- ja 3'-toistojaksot;
(ii) Jjoka on kotransfektoitu wvektorilla, Jjoka
kasittdaad muokatun nukleiinihappomolekyylin,
joka koodittaa patenttivaatimuksen 3 mukaista
piggyBac-transposaasia, Jja vektorilla, Jjoka
kasittaa ainakin yhtd tutkittavaa proteiinia
koodittavan ainakin yhden nukleiinihappomole-
kyylin, jota reunustaa ainakin piggyBac-trans-
posonin kdanteiset 5'- ja 3'-toistojaksot; tai
(iii) joka on kotransfektoitu vektorilla, joka
kasittdaad muokatun nukleiinihappomolekyylin,
joka koodittaa patenttivaatimuksen 3 mukaista
piggyBac-transposaasia Ja k&dsittda ainakin
vhta tutkittavaa proteiinia koodittavan aina-
kin yhden nukleiinihappomolekyylin, Jjota reu-
nustaa ainakin piggyBac-transposonin k&antei-
set 5'- ja 3'-toistojaksot;

valinnaisesti Jossa tutkittavan proteiinin,
jota ekspressoi muokatulla piggyBac-transposaasilla
transfektoitu solu, tiitteri on parantunut verrattuna
saman tutkittavan proteiinin, jota ekspressoi villityy-
pin piggyBac-transposaasilla transfektoitu solu tai
piggyBac-transposaasilla transfektoimaton solu, tiitte-
riin.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen solu, Jjossa
tutkittava proteiini on antigeenia sitova proteiini,
valinnaisesti jossa antigeenia sitova proteiini on wva-
littu T-solureseptorista, bispesifisestda T-solusito-

jasta, bispesifisesta T-solusitoja-hetero-Fc:sta,
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fuusioproteiinista, IgG-scFv:std tai monoklonaalisesta
vasta—-aineesta.

9. Menetelmd isantasolun ekspressoiman tutkit-
tavan rekombinanttiproteiinin tiitterin parantamiseksi,
menetelmdn kasittidessa

patenttivaatimuksen 1 mukaista piggyBac-trans-

posaasia koodittavan nukleiinihappomolekyylin

muokkaamisen stabiilisuuden parantamiseksi
isantasolussa;
isantasolun kotransfektoimisen muokatulla

nukleiinihappomolekyylilla, Jjoka koodittaa
piggyBac-transposaasia, Jja vektorilla, Jjoka
kasittaa tutkittavaa proteiinia koodittavan
nukleiinihapposekvenssin, jota reunustaa aina-
kin piggyBac-transposonin kaanteiset 5'- Ja
3'"-toistojaksot; ja
solujen viljelemisen tutkittavan rekombinant-
Ttiproteiinin ekspressoimiseksi,
Jjossa tutkittavan rekombinanttiproteiinin,
jota ekspressoili muokatulla piggyBac-transpo-
saasilla transfektoitu isantasolu, tiitteri
paranee verrattuna tutkittavan rekombinantti-
proteiinin, Jjota ekspressoi villityypin pig-
gyBac-transposaasilla transfektoitu solu tai
piggyBac-transposaasilla transfektoimaton
solu, tiitteriin.

10. Menetelmd rekombinanttiproteiinin tuoton
parantamiseksi rekombinanttiproteiinia ekspressoivassa
nisakédssoluviljelmassa, menetelman kasittaessa

soluviljelmé&n muodostamisen bioreaktorissa

kayttamalla isantasolua, Jjoka on kotransfek-
toitu nukleiinihappomolekyylilla, joka koodit-
taa patenttivaatimuksen 1 mukaista piggyBac-
transposaasia, Jjota on muokattu stabiilisuuden
parantamiseksi isantasolussa, Jja vektorilla,
joka kasittaa tutkittavaa proteiinia kooditta-

van nukleiinihappomolekyylin, Jjota reunustaa
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ainakin piggyBac-transposonin kaanteiset tois-
tojaksot; ja

tutkittavan rekombinanttiproteiinin ekspres-
solmisen;

Jjossa tutkittavan rekombinanttiproteiinin,
Jjota ekspressoi muockatulla piggyBac-transpo-
saasilla transfektoitu isantasolu, tiitteri
paranee verrattuna tutkittavan rekombinantti-
proteiinin, Jjota ekspressoi villityypin pig-
gyBac-transposaasilla transfektoitu solu tai
piggyBac-transposaasilla transfektoimaton
solu, tiitteriin.

11. Menetelmd eristetyn, puhdistetun tutkitta-

van rekombinanttiproteiinin tuottamiseksi, menetelman

kasittaessa

soluviljelmé&n muodostamisen bioreaktorissa
tutkittavaa rekombinanttiproteiinia ekspres-
soivalla isantasolulla, Jjossa solulinja on ko-
transfektoitu nukleiinihapposekvenssilla, joka
koodittaa patenttivaatimuksen 1 mukaista pig-
gyBac-transposaasia, Jjota on muokattu stabii-
lisuuden parantamiseksi isantadsolussa, ja vek-
torilla, joka kasittaa tutkittavaa proteiinia
koodittavan nukleiinihapposekvenssin, Jjota
reunustaa ainakin piggyBac-transposonin kaan-
teiset 5’- ja 3’'-toistojaksot;

solujen viljelemisen tutkittavan rekombinant-
Ttiproteiinin ekspressoimiseksi;

tutkittavan rekombinanttiproteiinin keraami-
sen,

tutkittavan rekombinanttiproteiinin kadsittele-
misen vyhdelld tail useammalla yksikkooperaati-
olla, ja

eristetyn, puhdistetun tutkittavan rekom-
binanttiproteiinin saamisen.

12. Jonkin patenttivaatimuksista 9 - 11 mukai-

nen menetelma, jossa:
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jossa:

(i) 1isantadsolu transfektoidaan ensimmd&isella
vektorilla, Jjoka kasittda muokatun nukleiini-
happomolekyylin, Jjoka koodittaa piggyBac-
transposaasia, Jja toisella wvektorilla, Jjoka
kasittaa tutkittavaa proteiinia koodittavan
nukleiinihapposekvenssin, jota reunustaa aina-
kin piggyBac-transposonin kaanteiset 5'- Ja
3'"-toistojaksot; tai

(ii) isdntédsolu transfektoidaan yhdella vekto-
rilla, Jjoka kasittda muokatun nukleiinihappo-
molekyylin, Jjoka koodittaa piggyBac-transpo-
saasia, Jja tutkittavaa proteiinia koodittavan
nukleiinihapposekvenssin, jota reunustaa aina-
kin piggyBac-transposonin kaanteiset 5'- Ja
3'"-toistojaksot.

13. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmi,

(i) ainakin yksi vyksikkooperaatio on sitova
kromatografiavaihe, joka wvalitaan affiniteet-
tikromatografiasta, ioninvaihtokromatografi-
asta, anioninvaihtokromatografiasta, kationin-
vaihtokromatografiasta, multimodaalisesta kro-
matografiasta, hydrofobisesta interaktiokroma-
tografiasta Jja hydroksiapatiittikromatografi-
asta;

(ii) ainakin yksi yksikkboperaatio on viimeis-
telvkromatografiavaihe, Jjoka wvalitaan ionin-
vaihtokromatografiasta, anioninvaihtokromato-
grafiasta, kationinvaihtokromatografiasta,
multimodaalisesta kromatografiasta, hydrofobi-
sesta interaktiokromatografiasta Jja hydrok-
siapatiittikromatografiasta;

(iii) ainakin yksi yksikkooperaatio wvalitaan
virusinaktivaatiosta, virussuodatuksesta, ker-
rossuodatuksesta ja UF/DF:sta; tai

(iv) tutkittavan rekombinanttiproteiinin, Jjota

ekspressoil muokatulla piggyBac-transposaasilla
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transfektoitu isantasolu, tiitteri ©paranee
verrattuna tutkittavan rekombinanttiproteii-
nin, Jjota ekspressoi villityypin piggyBac-
transposaasilla transfektoitu solu tai pig-
gyBac-transposaasilla transfektoimaton solu,
tiitteriin.

14. Kitti solun transfektoimiseksi, kitin ka-

sittaessa

patenttivaatimuksen 1 mukaista piggyBac-trans-
posaasia koodittavan nukleiinihapposekvenssin,
jota on muokattu stabiilisuuden parantamiseksi
isantasolussa; Ja

vektorin, joka kasittaa ainakin piggyBac-
transposonin kaanteiset 5'- Jja 3'-toistojak-
sot, johon ainakin yhta tutkittavaa proteiinia
koodittava ainakin vyksi nukleiinihapposek-
venssi insertoidaan.

15. Menetelmd nonviraalisten geneettisesti mo-

difioitujen solujen generoimiseksi, menetelman kasitta-

essa:

jossa:

(a) vektorin muodostamisen, Jjoka kasittaa ai-
nakin yhta tutkittavaa proteiinia koodittavan
ainakin vhden nukleiinihapposekvenssin, Jjota
reunustaa ainakin piggyBac-transposonin kaan-
teiset 5'- ja 3'-toistojaksot;

(b) luovuttajasta tai kohteesta eristettyjen
natiivien immuunisolujen aikaansaamisen;

(c) solujen transfektoimisen vektorilla ja pa-
tenttivaatimuksen 1 mukaista piggyBac-transpo-
saasia koodittavalla nukleiinihapposekvens-
silla, jota on muokattu stabiilisuuden paran-
tamiseksi solussa ja;

(d) solujen lisdamisen soluviljelylla nonvi-
raalisten geneettisesti modifioitujen solujen
suuremmaksi populaatioksi.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmi,



(i) solut transfektoidaan vektorilla, Jjoka ka-
sittdaa ainakin yhta tutkittavaa proteiinia
koodittavan ainakin vhden nukleiinihapposek-
venssin, jota reunustaa ainakin piggyBac-
transposonin kaanteiset 5'- Jja 3'-toistojak-
sot, ja vektorilla, Jjoka kasittada patenttivaa-
timuksen 1 mukaista piggyBac-transposaasia
koodittavan nukleiinihapposekvenssin, jota on
muokattu stabiilisuuden parantamiseksi so-
lussa; tai
(ii) solut transfektoidaan vektorilla, Jjoka
kasittaa ainakin yhtd tutkittavaa proteiinia
koodittavan ainakin vhden nukleiinihapposek-
venssin, jota reunustaa ainakin piggyBac-
transposonin kaanteiset 5'- Jja 3'-toistojak-
sot, Jja nukleiinihapposekvenssilla, joka koo-
dittaa patenttivaatimuksen 1 mukaista pig-
gyBac-transposaasia, Jjota on muokattu stabii-
lisuuden parantamiseksi solussa.

17. Nonviraalinen geneettisesti modifioitu
solu kaytettavaksi menetelmédssa kohteen hoitamiseksi,
jossa menetelma kasittaa:

(a) vektorin muodostamisen, Jjoka kasittaa ai-

nakin yhta tutkittavaa proteiinia koodittavan

ainakin vhden nukleiinihapposekvenssin, Jjota
reunustaa ainakin piggyBac-transposonin kaan-
teiset 5'- ja 3'-toistojaksot;

(b) natiivienimmuunisolujen eristé@misen koh-

teesta tai luovuttajasta;

(c) solujen transfektoimisen vektorilla Jja

nukleiinihapposekvenssilla, joka koodittaa pa-

tenttivaatimuksen 1 mukaista piggyBac-transpo-
saasia, Jjota on muokattu stabiilisuuden paran-
tamiseksi solussa;

(d) solujen lisdamisen soluviljelyllad geneet-

tisesti modificitujen solujen suuremmaksi po-

pulaatioksi;
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(e) transformoituneiden solujen eristamisen
soluviljelmasta solupopulaation saamiseksi,
joka késittadd geneettisesti modifioituja so-
luja; Jja

(f) nonviraalisten, geneettisesti modifioitu-

jen solujen palauttamisen kohteeseen.

18. Nonviraalinen geneettisesti modifioitu
solu kaytettavaksi patenttivaatimuksen 17 mukaisesti,
jossa:

(i) solut transfektoidaan vektorilla, Jjoka ka-
sittdaa ainakin yhta tutkittavaa proteiinia
koodittavan ainakin vhden nukleiinihapposek-
venssin, jota reunustaa ainakin piggyBac-
transposonin kaanteiset 5'- Jja 3'-toistojak-
sot, ja vektorilla, Jjoka kasittada patenttivaa-
timuksen 1 mukaista piggyBac-transposaasia
koodittavan nukleiinihapposekvenssin, jota on
muokattu stabiilisuuden parantamiseksi so-
lussa; tai
(ii) solut transfektoidaan vektorilla, Jjoka
kasittaa ainakin yhtd tutkittavaa proteiinia
koodittavan ainakin vhden nukleiinihapposek-
venssin, jota reunustaa ainakin piggyBac-
transposonin kaanteiset 5'- Jja 3'-toistojak-
sot, Jja nukleiinihapposekvenssilla, joka koo-
dittaa patenttivaatimuksen 1 mukaista pig-
gyBac-transposaasia, Jjota on muokattu stabii-
lisuuden parantamiseksi solussa.

19. Nonviraalinen geneettisesti modifioitu
solu kaytettavaksi patenttivaatimuksen 17 mukaisesti,
jossa:

(1) natiivi dmmuunisolu on mononukleaarinen

solu;

(ii) natiivi immuunisolu on T-solu;

(iii) ainakin vksi tutkittava proteiini on an-

tigeenireseptori, T-solureseptori tai kimeeri-

nen antigeenireseptori; tai
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(iv) solu on transfektoitu myds nukleiinihap-
pomolekyylilld, Joka koodittaa i1tsemurhagee-
nia, indusoitavaa herdtys- tai kiihdytyskyt-
kintad tai molempia.

20. Geneettisesti modifioitu solu kaytetta-
vaksi taudin tail h&iridn hoitamisessa tal ehkdisemisessa
sen tarpeessa olevassa luovuttajassa tai kohteessa, joka
kasittaa geneettisesti modifioidun solun tehokkaan maa-
ran antamisen luovuttajalle tai kohteelle, Jjossa ge-
neettisesti modifioitu solu on jonkin patenttivaatimuk-

sista 5 - 8 mukainen solu.
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