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Menetelmd HIV:n replikaation estdmiseksi IL~4:48 kayttam&lli.

- Hamning av HIV-replikation under anvéndning av 1IL-4.

Keksint® koskee menetelmii HIV:n replikaation estdmiseksi

monosyytti/makrofagi-sukuperdn soluissa IL-4:dd k&yttam&alla.

Keksinndn tausta

Ihmisen immuunikatovirus (HIV) tunnistettiin alun perin im-
muunikato-oireyhtyman (AIDS) aiheuttavana aineena vuonna
1983. Sen jdlkeen tamdn viruksen rakenteesta ja toiminnasta
on opittu paljon. Lisdksli HIV:n on osoitettu asuvan T-autta-
jaimusoluissa ja monosyytti/makrofagi~sukuperédn soluissa [Ho
et al., New Engl. J. Med. 321(24):1621 (1989)]. HIV-infektion

hankkimisen ja AIDS:n alkamisen vdlinen aikavédli on noin 8 -

11 vuotta [Lifson et al., J. Infec. Dis. 158:1360 (1988)].

Tamd pitkd inkubointiajanjakso viittaa siihen, ettd is&dntdte-

- kijat rajoittavat HIV-replikaatiota ainakin osaksi.

' Yksitumaisilla fagosyyteilld voi olla huomattava merkitys

... AIDS:n patogeneesissd. Ndm solut ovat ensimmidisten HIV:11&

' infektoituvien solujen joukossa. Ne ovat myds tdrkeitd virus-

varastoja keskushermostossa, keuhkoissa ja imusolmukkeissa;

- mahdollisia vektoreita viruksen leviidmiselle eri kudoksiin
,wﬂ infektoituneen potilaan sis3#lld ja yksil®iden vdlilli; ja
 tirkeimpii sddtelysoluja, jotka kontrolloivat sairauden ete-
 :5nemisen nopeutta ja intensiteettid [Gendelman et al., AIDS
y ''3:475 (1989)]. Isint&tekijit kuten interferoni (IFN), joka

. vaikuttaa viraaliseen replikaatioon yksitumaisen fagosyytin

. 8isdlld, ovat luultavasti t&rkeimpii elementtejd rajallisen

viruskasvun luomisessa ja HIV-sairauden viivytyksessi.

Se seikka, ettd makrofagit ovat térkein virusvarasto keskus-
hermostossa, leuhkoissa ja imusolmukkeissa, viittaa siihen,
ettd terapioilla, jotka estdvit viraalisen replikaation nais-

sd erityisissa soluissa, voi olla tdrked vaikutus viruskuor-
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mitukseen ja sairauden etenemiseen [Gendelman et al., J. Im-
munol. 145: 2669 (1990)].

Interleukiini-4 (IL-4) on lymfokiini, jolla on ominaisuuksia,
jotka ovat esimerkkejid immuunitunnistus-indusoitujen lymfo-
kiinien sarjan useista ominaispiirteistd [Paul, Blood 77(9):
1859 (1991)]. IL~4 on pddasiallisesti vastuussa IgE-tuotan-
nosta hiirissd vasteena erilaisille &drsykkeille, jotka aihe-
uttavat sen, ettd Ig-luokka aloittaa t&@m#n Ig-luokan ekspres-
sion [Finkelman et al., Ann. Rev. Immunol. 8:303 {1990)]. IL-
4 kuvattiin alun perin pohjautuen sen kykyyn lis&td DNA-syn-
"teesid puhdistetuilla, lepotilassa olevilla hiiri-B-imuso-
luilla, joita stimuloitiin anti-IgM-vasta-aineilla [Howard et
al., J. Exp. Immunol. 155:914 (1982)].

IL-4:n on myds osoitettu vaikuttavan lepotilassa oleviin B-

. soluihin indusoiden luokan II MHC-molekyylien ekspressiota

[Noelle et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6149 (1984)),

ja lis#&vdn sellaisten solujen seuraavaa vastetta anti-IgM-

if vasta-aineille [Rabin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:
' 2935 (1985); Oliver et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:

. 2465 (1985)].

Ihmisen IL-4 on glykoproteiini, joka esiintyy muodoissa, joi-

. den molekyylimassat ovat vdlilld 15 000 ja 19 000 Da. On saa-
" tu cDNA‘t, jotka koodittavat sekd hiiri~ ettd ihmis-IL-4:&3
H\ [Lee et al., yll&; Noma et al., ylli; Yokota et al., Proc.

' Natl., Acad. Sci. USA 83:5894 (1986)].

. IL-4:118 on voimakkaat vaikutukset T-imusoluihin samoin kuin

 4 B-soluihin. Lepotilassa olevat T-solut, jotka on kdsitelty

IL-4:114, jaavat eloon viljelméssd jakautumatta [Hu-Li et
al., J. Exp. Med. 165:157 (1987)]. IL-4 vaikuttaa myds ei-
lymfoidisiin hematopoieettisiin soluihin eri tavoilla. Sen on
osoitettu estdvén makrofagien kasvua [McInnes et al., J. Exp.
Med. 167:598 (1988); Jansen et al., J. Exp. Med. 170:577

(1989)1, ja lisddvén sytotoksista aktiivisuutta midrdttyja
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kasvainsoluja kohtaan [Crawford et al., J. Immunol. 139:135
(1987) 1.

Nykyiset menetelmédt HIV-infektion hoitamiseksi, joihin liit-
tyy AZT:n, ddI:n fa ddC:n kiyttd, eivit ole osocittautuneet
kovin tehokkaiksi. Siten on tarvetta paremmiolle menetelmille

HIV-infektion hoitamiseksi.

Keksinndn vhteenveto

Keksintd tdytt&d tamdén tarpeen aikaansaamalla sellaisen mene-
telmdn. Erityisemmin keksintd aikaansaa HIV-infektion hoitoon
tarkoitetun menetelmiin, jossa HIV-infektion saaneelle poti-

laalle annetaan terapeuttisesti tehokas mddrd IL-4:3&.

Piirroksen lyhyt kuvaus

. Keksintd voidaan ymmirtii helpommin oheisen kuvion 1 avulla,

. joka on kaaviomainen esitys HIV-replikaation estosta monosyy-

"+ teissd erilaisilla IL~4-annoksilla.

7. Reksinndn kuvaus

Kaikki tdssd mainitut viitteet liitetdidn kokonaisuudessaan

Z:‘:viitteeksi.

K - Keksintd koskee HIV-infektion ja kaikkien sellaisesta infek-
' tiosta johtuvien tilojen, kuten AIDS:n hoitoa. Tilojen, joita
' voidaan hoitaa t3#mdn keksinn®n mukaisilla menetelmilld, mi&-
:;ritella&n tissid sisdltdvin morbiditeettitilat ja -tasot, jot-

-+ ka tdyttdvat yhden tai useita seuraavista kriteereisti: (1)

seropositiivinen HIV-virukselle (ja/tai HIV-vasta-aineelle),
tali solunsisdisten viruspartikkelien lisndolo, jotka virus-
partikkelit voidaan tunnistaa valkosoluisolaattien sis&lla
mikroskooppisella arvioinnilla; (2) krooninen imusolmukkeiden
sairaus, kuten alalla yleisesti ymmirret#in; (3) veren T-aut-

tajasolumddrd <400/mm’; (4) osoitettavissa oleva viivdstetyn
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liikaherkkyysvasteen osittainen puute; (5) viivdstyneille
liikaherkkyysihotesteille vasteen tdydellinen puute ja/tai
sammastaudin esiintyminen.

Edelld olevat kriteerit tdyttidvien potilaiden sanotaan eden-
neen "AIDS"-luokitukseen, kun edelld olevan lis3ksi ne tule-
vat alttiiksi opportunistisille infektioille, kuten Crypto-
coccus-sienen aiheuttamalle aivokalvontulehdukselle, histo-
plasmoosille, tuberkuloosille, toksoplasmoosille tai PCP:lle
(Pneumocystis carinii-keuhkokuumeelle). [Redfield et al.,
"HIV Infection: The Clinical Picture", The Science of AIDS,
ylla, s. 63-73).

Edelli luetellut oireet ovat kuvaavia spesifisistd valinta-
kriteereists kdytettdvdksi ehdokkaiden mddrityksessd ehdotet~
tua hoitomenetelmdi varten. Hoidon tehokkuus voidaan madrit-
td3 tarkkailemalla edelld mainittuja taudinoireita heikkene-
mistd varten. Lisdksi viraalisen replikaation estoa voidaan
seurata mittaamalla kddnteistranskriptaasitasot infektoitujen
solujen isolaattien supernatanteista, joka ennustaa taudin
etenemistd. On hyvin varmaa, ettd akuutin faasin infektio
ilmenee viruspartikkelien hyvin korkeina seerumitiittereini
[Coombs et al., New Engl. J. Med. 321(24):1626 (1989)].

Tédssd keksinndssd kdytettdessd kdsite "HIV" madritell&&dn si-
sdltédmédn sekd HIV-1l:n ettd HIV-2:n.

Kuten t#ssa osoitetaan, keksinndn mukaiset menetelmdt estiviat
: HIV-replikaation monosyytti/makrofagi-sukuperén soluissa. Voi
kuitenkin olla vaikutuksia viraaliseen replikaatioon muissa
solutyypeissé. Voi myds olla vaikutuksia immuunijirjestelmiin
tai muihin jérjestelmiin. Ei ole vAlttiAmiténtd ymmirtii tis-
ma&llis(t/i)d mekanism(i/ej)a, jo(i)lla IL-4 voi vaikuttaa.

IL-4 on kaupallisesti saatavissa lukuisista lihteist#, kuten
Genzyme Corporation, Cambridge, MA., tai sit# voidaan valmis-
taa tunnetuilla menetelmilld luonnollisia l&hteitd tai yhdis-
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telmd-DNA-menettelytapoja kdyttdmdlld [Sheenan et al., Im-
munol. 142:884 (1989) ja Starnes et al., J. Immunol., 145:
4185 (1990)].

Vaihtoehtoisesti voidaan kayttda tunnettuihin IL-4-nukleoti-
disekvensseihin perustuvia oligonukleotidikoetinseoksia tun-
nistamaan DNA:n, joka koodittaa IL-4:#4 standardimenetelmilla
valmistetuissa genomi- tai cDNA-kirjastoissa. Tdten tunnis-
tettu DNA voidaan leikata kirjastosta restriktioendonukleaa-
sikatkaisulla tai valmistaa kdyttdmdlld sopivia alukkeita ja
polymeraasiketjureaktio(PCR)-menetelmdd [Saiki et al., Scien-
ce 239:487 (1988))}, sekvensdidd ja ekspressoida eukariootti-
sessa ekspressiojirjestelmdssd tai (standardimenetelmilld
tapahtuvan introninpoiston jadlkeen mikdli tarpeen) prokari-
oottisessa tai eukarioottisessa ekspressiojdrjestelmissi.
Sekd c¢DNA- ettd genomi-DNA-kirjastoja voidaan tietysti seuloa
. standardiekspressiokloonausmenetelmid kdyttamdlld oligonukle-
 otidikoettimien tai PCR:n kiytdn sijasta. Titen tuotettu IL-4
havaitaan kdyttdmdlld tunnettuja menetelmid kuten immunoke-

'miallisia - tai biomddritysmenetelmid.

,'iKaytetty I1L-4 on edullisesti ihmisen yhdistelm&-DNA-IL-4:4&,
,f fOn myds edullista kdyttdd glykosyloitua IL-4:83 (esimerkiksi

eukarioottiekspressiojdrjestelmidssd tuotettua yhdistelmd-DNA-
- IL-4:83).

- Tédmdn keksinndn joissain suoritusmuodoissa IL-4:48 annetaan

', yhdistelmdnd yhden tai usean muun aineen kanssa, jonka tiede-

'td8n olevan HIV:t# vastaan tehokasta, kuten 3/-atsido-2‘,3’-

, ngideoksitymidiinin (AZT), 2‘,3’~dideocksisytidiinin (ddC) tai

127,3’~dideoksi-~inosiinin (ddI).

,
Keksinndssd& kayttoddn tarkoitettuja farmaseuttisia koostumuk-
sia voidaan toimittaa lyofilisoidussa muodossa ja sekoittaa
sitten juuri ennen k3dyttdd farmaseuttisesti hyvdksyttdvadn
vdliaineeseen kuten fosfaattipuskuroiutuun suolaliuokseen,

tai mihin hyvinsd muista hyvin tunnetuista vAliaineista. Kek-
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sinndn mukaiset farmaseuttiset koostumukset voidaan injisoida
suoraan verivirtaan laskimonsisdisesti tai laskimonsisdiselli
(i.v.) tiputusliuoksella, kuten Ringerin laktaatilla. Paren-
teraaliset valmisteet, joita voidaan kdyttdd, ovat mm. ste-
riilit liuokset tai suspensiot. Namd valmisteet voidaan val-
mistaa tavanomaisilla farmaseuttisesti hyvaksytt8villid tayte-
aineilla ja lisdaineilla kuten stabilointiaineilla ja vdliai-
neilla. Annettavat liuokset voivat olla liuotettuja lyofili-
soituja jauheita, jotka voivat lis#ksi sisdltiHd esimerkiksi
sdilontdaineita, puskuroimisaineita ja dispergoimisaineita.

Edullisesti koostumukset annetaan i.v.-injektiolla.

Keksinndn mukaisesti HIV-infektion vuoksi hoitoa tarvitsevil-
le potilaille annetaan tehokas m#dri IL-4:84 edelld kuvattu-
jen tulosten saavuttamiseksi. Voidaan antaa pdivittdisannos
noin 0,001 - 50 ug/kg kehonpainoa. Edullisemmin pdivittidisan-
nos on alueella noin 0,01 - 10 ug/kg kehonpainoa. Edullisim-
min pdivittdisannos on alueella noin 0,05 - 2 pg/kg kehonpai-
noa. Tdsmdllisen annettavan IL-4-mddr3dn ratkaisee hoitava
ladkdri ottaen huomioon sairauden étiologian ja vakavuuden,

potilaan tilan, i&n ja muut tekijat.
Esimerkki

Téatd keksintdd voidaan kuvata seuraavalla, ei-rajoittavalla
esimerkilli.

Menetelmdt ja materisalit

Monosyyttejd otettiin talteen HIV- ja hepatiitti-B-seronega-
tiivisten luovuttajien Hireisveren yksitumaisista soluista
(PBMC) valkosolujen erottamisen jdlkeen, ja puhdistettiin
verisolujen yksitumainen leukosyytti-rikkaiden fraktioiden
vastavirtasentrifugihuuhtelulla. Solususpensiot olivat >98-
$:isesti monosyyttejd solumorfologiakriteereilld Wright-vAr-
Jétyilld sytotahroilla, jyvdsperoksidaasilla (granular perok-

sidase) ja epdspesifiselld esteraasilla. Monosyytteji kasva-
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tettiin tarttuneina yksisolukerroksina (7,5 x 107°/24-mm ku-
dosvilijelykaivo) 0,5 ml:ssa DMEM:3& (resepti 78-176AJ, GIBCO,
Grand Island, NY), jota oli tdydennetty 10 %:illa l&mmd1llE
inaktivoitua A+-~ihmisseerumia, 50 mg:lla/ml gentamysiinia
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), ja 1000 U:1lla/ml humaa-
ni-yhdistelmd-DNA-koloniaa stimuloivaa tekijdd (M-CSF) (Cetus
Corp., Emeryville, CA). PBMC:itd, jotka oli eristetty kokove-
restd Ficoll-diatritsoaatti(Pharmacia LKB, Piscataway, NJ)-
tiheysgradienttisentrifugoinnilla, kasvatettiin tasolla 1 x
10° eldvdd solua/ml RPMI 1640-vidliaineessa (GIBCO) kun l&sné
oli 5 pg/ml fytohemagglutiniinia (PHA) (Sigma), 10 % puhdis-
tettua ihmisen IL-2:ta (Advanced Biotechnologies Inc., Colum-
bia, MD), ja 15 % ldmm®lld inaktivoitua naudan sikidn seeru-
mia (FCS) (Sterile Systems, Logan, UT).

PHA/IL-2-késitelty]jd monosyyttejd altistettiin infektiomulti-
plisiteetilla 0,01 kudosviljely-ID.,/kohdesolu 4 kliiniselle

' HIV-kannalle (GG, YU-2, SM ja ADA), jotka alunperin eristet-
" tiin ja kasvatettiin sukupolvien yli monosyyteissd (AIDS Re-

’ search and Reference Reagent Program, AIDS Program, NAID,
' NIH). M-CSF:1l4 kisiteltyji monosyytteji kasvatettiin tart-

..} tuneina yksikerroksina 7 - 10 pdivan ajan ennen kohdesoluina
;1 kAyttdd. Kaikki viljelmdt sybtettiin uudelleen tuoreella vi-

liaineella joka 2. - 3., piivi.

' Kéénteistranskriptaasi(RT) -aktiivisuuden midritystd varten
- kasvatussupernatanttifluidien rinnakkaisndytteitd lis&ttiin

i reaktioseokseen, jossa oli NONIDET P-40®:34 (Sigma), poly(rA)

" 0ligo(dT) :t& (Pharmacia, Piscataway, NJ), ditiotreitolia

(Pharmacia), MgCl,:ta ja (a-**P]-dTTP:td (400 Ci/mmol, Amersham
Corp., Arlington Heights, IL) 24 tunniksi 37 °C:ssa. Seos li-
sittiin kromatografiapaperille, kuivattiin ilmassa, ja ajet-
tiin viidesti 0,3 M NaCl~0,03 M natriumsitraatissa (pH 7,4),
ja vield kahdesti 95-%:isessa etanolissa. Paperi kuivattiin
ja leikattiin, ja radioaktiivisuus laskettiin nestetuike-
spektroskopialla. HTLVIIIB toimi RT-aktiivisuuden positiivi-
sina kontrolleina.
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Infektoimattomia tai HIV:113 infektoituja PBMC’itid kasvatet-
tiin muovialustoilla IL-4:n ldsnd ollessa tai puuttuessa.
HIV-infektion l&sndolo viljelmissd mddritettiin seulomalla
solut plasmamembraaniin liittyneen ja rakkuloidensisiisen
HIV:n suhteen. Myds RT-aktiivisuus mitattiin edelld kuvatulla
tavalla kasvatussupernatanttifluidien erissi.

Himmistyttdvills tavalla keksittiin, ettd HIV:113 infektoitu-
jen solujen IL-4-kdsittely antoi tulokseksi viraalisen repli-
kaation annoksesta riippuvan vidhenemisen infektion jdlkeen. |
Témd voidaan ndhd& kuviosta 1, jossa viraalisen replikaation
esto esitetddn radioleimatun RT:n nakymisen vdhenemisenid su-
pernatanteissa (CPM/ml x 107%) IL-4:113 k#sitellyissi viljel-
missd, verrattuna kisittelemdttdmiin infektoituihin viljel-
miin (Kontrolli). RT-tasot mitattiin lukuisina ajankohtina
2]l~pdivdisen inkubointiajanjakson aikana. Kymmenen yksikkdi
IL-4:88/ml esti RT-aktiivisuuden selvidsti 21 pdivin ajan in-~
fektion jdlkeen. Tdmid vaikutus médritettiin mitattavissa ole-

van RT-aktiivisuuden vihenemiselld kasvatussupernatanteissa.

IL-4:n estovaikutus oli vapaasti reversiibeli. Poistettaessa

1 IL-4:n kasvatusjafjestelmésta viraalisen replikaation (RT-ak-

' tiivisuuden) tasot kohosivat tasoille, jotka saatiin kdsitte-
lemdttomilld, HIV:114 infektoiduilla monosyyteilli.

.+ IL-4-vaikutuksen spesifisyys viraaliseen replikaatioon var-~

- mistettiin monoklonaalisilla anti~IL-4-vasta-aineilla esiki~
: sittelemdlld (tietoja ei nHdytetd). Viraalisen replikation
’; estoa el ndhty ndissd kokeissa viljelmissi, jotka oli esika-
. sitelty anti-IL-4-vasta-aineilla. Havaittiin my®s, ett#d viali-
. ainekomponentti ihmisseerumin korvaus naudan sikidn seerumil-
la antoi tulokseksi anti-viraalisen vasteen vihenemisen, ehki
koska naudan sikidn seerumi sisiltdd joukon muita ainesosia,
joiden tiedetddn yldsséddtelevdn HIV-geeniekspressiota, ja
joita ei esiinny ihmisseerumeissa.
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Keksint6on voidaan tehda useita’modifikaatioita ja muutoksia
sen hengestd ja suoja-alasta poikkeamatta, kuten ammattimie-
het ymmartavat. Téssd kuvatut erityiset suoritusmuodot esite-
téénvvain esimerkkind, ja keksintd& rajoittavat vain oheiset

patenttivaatimukset.



10

Patenttivaatimukset

1. Menetelmd HIV-infektion hoitamiseksi, tunnettu
siita, ettd HIV:118 infektoituneelle potilaalle annetaan te-
hokas maira IL-4:5i.

2. Menetelmid HIV-infektion hoitamiseen tarkoitetun farma-
seuttisen koostumuksen valmistamiseksi, t unnettu
siitd, ettd IL-4:43 sekoitetaan farmaseuttisesti hyvaksytta-

van valiaineen kanssa.
3. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 2 mukainen
menetelmd, t unnettu siitd, ettd IL-4 on humaani-yh-

distelma-DNA-TL-4:34.

4. HIV-infektion hoitoon tarkoitettu farmaseuttinen koostu-

.omus, t unnettu siitd, ettid se sisdltidd IL-4:84 ja

. farmaseuttisesti hyvdksyttdvdd vdliainetta.
... 5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen farmaseuttinen koostumus,
‘tunnettu siitd, ettd IL-4 on humaani-yhdistelm&-DNA-
' IL-4: 4.

6. IL-4:n kdyttd HIV-infektion hoitoon.

7. IL-4:n kdyttd HIV-infektion hoitoon tarkoitetun lidkkeen

. valmistukseen.

8. Joko patenttivaatimuksen 6 tai patenttivaatimuksen 7 mu-

- kainen kdyttd, tunnettu siitd, ettid IL-4 on humaani-

. yhdistelmi-DNA~IL~4 :&4.
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