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TNF-muteiinit

Kasvaimen nekroosifaktori, tai spesifisemmin kas-
vaimen nekroosifaktori-alfa (TNF-a), on sytokiini, jota
tuottavat paddasiassa stimuloidut makrofagit, joka tekija

ei ainoastaan sis&lla tavatonta sytotoksisuutta eri kas-

_vainsoluja vastaan [Carswell et al., Proc. Natl. Acad.

Sci. USA, 72, 3666 - 3670, (1975)] vaan sillad on my®ds
useita rooleja tulehduksen ja immuunivasteen vé&littajana
[yleiskatsausta varten katso Beutler ja Cerami, Ann. Rev.
Immunol. 7, 625 - 655 (1989); Bonavista ja Granger'
(toim. ), "Tumor Necrosis Factor: Structure, Mechanism of
Action, Role in Disease and Therapy," Kagger, Basel
(1990)]. Ihmisen kasvaimen nekroosifaktori-alfan (hTNF-a)
primaarirakenne on paatelty cDNA:n nukleotiéisekvenssisté,
joka on klg)onattu ja ekspressoitu E. coli -bakteerissa
[Pennica et al., Nature 312, 724 - 729 (1984); Marmenout
et al., Eur. J. Biochem. 152, 515 - 522 (1985); Wang et
al., Science 228, 149 - 154 (1985); Shirai et al., Nature
313, 803 -~ 806 (1985)]. Silmddnpistdvd homologia (30 %)
1loydettiin hTNF-a-proteiinin ja ihmisen lymfotoksiinin,
jota usein kutsutaan ihmisen kasvaimen nekroosifaktori-
beetaksi (hTNF-B), joka on sytokiini, jota tuottavat paa-
asiassa lymfosyytit, aminohapposek&énssien valilla [Gray
et al., Nature 312, 721 - 724 (1984); Fiers et al., Cold
Spring Harbour Symp. 51, 587 - 595 (1986)].

Modifioituja aminohapposekvenssejd sisdltdvat hTNF-
a-proteiinit, joita kutsutaan TNF-a-muteiineiksi, on my&s
kuvattu alalla [katso esimerkiksi Yamagishi et al., Pro-
tein Engineering 3, 713 - 719 (1990) tai Fiers teoksessa
"Tumor Necrosis Factors: Structure, Function and Mechanism
of Action,"” Aggarwal ja Vilcek (toim.), Marcel Dekker,
Inc., New York, painoésa, tai Fiers et al. teoksessa
Bonavista ja Granger, sivut 77 - 81 (katso yll&a)]. TNF-a-

muteiinit ovat lisdksi-olleet my®s aiheina useissa poti-
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lassovellutuksissa, esim. kansainvdliset patenttihakemus-
julkaisut WO 86/02 381, WO 86/04 606, WO 88/06 625 ja EP-
patenttihakemusjulkaisut 155 549, 158 286, 168 214,
251 037 ja 340 333, ja Deutsche Offenlegungsschrift numero
3 843 534. -

Lymfotoksiinin muteiinit on myds kuvattu alalla,
esim. EP-patenttihakemusjulkaisut 250 000, 314 094 ja
336 383. .

TNF-proteiinin biologiset vaikutukset vidlittyvéat
spesifisten reseptorien kautta, nimitté8in reseptorin, jon-
ka ilmeinen molekyylipaino on 55 kD (p55-TNF-R) natriumdo-
dekyylisulfaatti-polyakryyliamidigeelielektroforeesissa
(SDS-PAGE), ja reseptorin, jonka ilmeinen molekyylipaino
on 75 kD (p75-TNF-R) SDS-PAGE:ssa. Molemmat TNF-resepto-
rimuodot on Kkloonattu, nimittdin p55-TNF-R-reseptorin
Loetscher et al. [Cell 61, 351 - 359 (1990)] ja p75-TNF-R-
reseptorin esimerkiksi Dembic et al. [Cytokine 2, 53 - 58
(1990)] (molempien reseptorien osalta katso myds EP-pa-
tenttihakemus 90 116 707,2) ja &dskettd@in havaittiin, etta
molemmat reseptorit eivét sido ainoastaan TNFja—proteiinia
vaan myos TNF-B-proteiinia suurella affiniteetilla
[Schénfeld et al., J. Biol. Chem. 266, 3863 - 3869
(1991)]. _

Alalla tiedetd&n hyvin, ett#d biologisista aktiivi-
suuksistaan johtuen TNF-a voi olla arvokas yhdiste eri
h&iridtilojen hoitamiseksi. Esimerkiksi TNF-a yksinddn tai
vhdessd interferonin kanssa voi olla tehokas kasvaimen
vastainen aine [Brouckaert et al., Int. J. Cancer 38,
763 - 769 (1986)]. Sen koko elimistddn vaikuttava tok-
sisuus on kuitenkin pd&ddasiallinen rajoittava tekijd sen
laajemmalle terapeuttiselle k&ytdlle [Taguchi, T. Jja
Sohmura, Y., Biotherapy 3, 177 - 186 (1991)].

On osoitettu, ettd hiirissd ihmisen TNF-a (hTNF-a),
joka sitoutuu ainoastaan hiiren pienemp&&n TNF-reseptoriin

(jyrsijan p55-TNF-R), on paljon vahemmdn toksinen Kkuin
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jyrsij&n TNF-a (mTNF-a), joka sitoutuu molempiin p55-TNF-
R- ja p75-TNF-R-reseptoreihin. Esimerkiksi C57Bl16-hiirissa
LD50-arvo on noin 10 pg/hiiri ja 500 pg/hiiri mTNF-a-pro-
teiinilla ja hTNF-a-proteiinilla, vastaavassa jarjestyk-
sessa [Brouckaert et al., Agents and Actions 26, 196 -~ 198
(1989); Everaerdt, B.r et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 163, 378 - 385 (1989); Lewis, M. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88, 2830 (1991)]. Sen vuoksi p75-TNF-
R-reseptorilla tuntuu olevan spesifinen rooli koko elimis-
tb66n vaikuttavassa toksisuudessa.

hTNF~a ja mTNF-a sitoutuvat melkein samalla tavalla
ihmisen p55-TNF-R- ja ihmisen p75-TNF-R-reseptoreihin.
Kuitenkin hTNF-a-mutantit, joiden hp55-TNF-R-reseptorin
valittéma biologinen aktiivisuus on sdilynyt, mutta joiden
aktiivisuus hp75-TNF-R-reseptoria kohtaan on hdvinnyt mel-
kein kokonaan, ovat hTNF-a-proteiinin toiminnallisia ek-
vivalentteja jyrsij&n systeemissd ja niiden oletetaan si-
sdltdvan alentuneen koko elimistd6n vaikuttavan toksisuu-
den kadellisissa.

— Ihmisen kasvaimen nekroosifaktorimuteiinit, joiden
sitoutumisaktiivisuudessa ihmisen kasvaimen nekroosifakto-
rireseptoriin p75 (hp75-TNF-R) ja ihmisen kasvaimen nek-
roosifaktorireseptoriin p55 (hp55-TNF-R) on huomattava
ero, on kuvattu EP—patenttihakeﬁhsjulkaisussa~486 908.

On havaittu, ettd@ hTNF-muteiinit tai niiden farma-
seuttiset suolat, joilla on ihmisen kasvaimen nekroosifak-
torin aminohapposekvenssi, joka on muutettu ainakin koh-
dassa 86 (jossa on treoniini seriinitd@hteen tilalla), sd&di-
lyttavat sitoutumisaktiivisuutensa hp55-TNF-R-reseptoria
kohtaan, mutta niistd hdvidada lahes kaikki sitoutuminen
hp75-TNF-R-reseptoriin. Lisdksi on havaittu sellaisia
hTNF-muteiineja, joiden - hp55-TNF-R-reseptorin valittama
biologinen aktiivisuus on sdilynyt, mutta jotka eivat enaa
sitoudu hp75-TNF-R-reseptoriin. Esilld olevan keksinndon

mukaiset hTNF-muteiinit eivdt kuitenkaan rajoitu t&dman
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tyyppiseen muteiiniin. Muun tyyppiset muteiinit, jotka yha
sitoutuvat yksinomaan hp55-TNF-R-reseptoriin, mutta joiden
kyky saada aikaan toiminnallinen soluvaste on h#vinnyt,
kuuluvat myds keksinnén piiriin.

Esilld oleva keksint®d esittdd sen vuoksi sellaiset
ihmisen kasvaimen nekroosifaktorimuteiinit fai niiden far-
maseuttisesti hyvaksyttivat suolat, jotka sis&dltdvat se-
lektiivisen sitoutumisaffiniteetin ihmisen kasvaimen nek-
roosifaktorireseptoriin p55 (hp55-TNF-R), joille mute-
iineille on ominaista, ettd ihmisen kasvaimen nekroosifak-
torin aminohapposekvenssi on muuttunut ainakin kohdassa
86, jossa onftreoniini seriinit&hteen tilalla.

Ihmisen TNF-~a-proteiinin aminohapposekvenssi, jonka
ovat kuvanneet Pennica et al. (katso ylld), on seuraava:

1 10
VAL ARG SER SER SER ARG THR PRO SER ASP LYS PRO VAL ALA HIS
20 30
VAL VAL ALA ASN PRO GLN ALA GLU GLY GLN LEU GLN TRP LEU ASN

- 40
ARG ARG ALA ASN ALA LEU LEU ALA ASN GLY VAL GLU LEU ARG ASP

S0 60
ASN GLN LEU VAL VAL PRO SER GLU GLY LEU TYR LEU ILE TYR SER

70
GLN VAL LEU PHE LYS GLY GLN GLY CYS PRO SER THR HIS VAL LEU

80 90
LEU THR HIS THR ILE SER ARG ILE ALA VAL SER TYR GLN THR LYS

100 -
VAL ASN LEU LEU SER ALA ILE LYS SER PRO CYS GLN ARG GLU THR

110 120
PRO GLU GLY ALA GLU ALA LYS PRO TRP TYR GLU PRO ILE TYR LEU

130
GLY GLY VAL PHE GLN LEU GLU LYS GLY ASP ARG LEU SER ALA GLU

. 140 150
ILE ASN ARG PRO ASP TYR LEU ASP PHE ALA GLU SER GLY GLN VAL

157
TYR PHE GLY ILE ILE ALA LEU
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tai sellainen, jonka ovat Kuvanneet Marmenout et al.
(katso ylla) tai Wang et al. (katso ylld) tai Shirai et
al. tai vield erikoisemmin sellainen, jota koodittaa plas-
midissa pDS56/RBSII,SphI-TNFa (katso Kkuviot la ja 1b ja
esimerkki I) olevan insertin nukleotidisekvenssi, joka
koodittaa kypsd@d TNF-a-proteiinia.

Y1lld mddritellyissd hTNF-muteiineissa voi hTNF-pro-
teiinin aminohapébsekvenssi olla muuttunut yhdess& tai
useammassa lisdkohdassa, suositeltavasti yhdessd tai kah-
dessa lisdkohdassa, jolloin kohdat 29, 31, 32, 29 ja 32,
tai kohdat 31 ja 32 ovat erikoisen suositeltévia. Mita
tahansa aminohappoa, suoriteltavasti mita tahansa luonnol-
lisesti esiintyvd&d aminohappoa, voidaan k&ayttd8 n&issa
lisdkohdissa. Kohdassa 29 tapahtuvia substituutioita var-
ten seriini, glysiini tai tyrosiini ovat suositeltavia,
kun taas seriini on erikoisen suositeltava. Kohdassa 31
tapahtuvia substituutioita varten glutamiinihappo tai as-
paragiini ovat suositeltavia. Kohdassa 32 tapahtuvia subs-
tituutioita wvarten tyrosiini, +tryptofaani tai treoniini
ovat suositeltavia, jolloin tryptofaani ja treoniini ovat
erikoisen suositeltavia. _

Esilld olevan keksinnén mukaiset hTNF-muteiinit
voivat sisdltdd lisdaminohapposubstituutioita, jos sellai=
set substituutiot eivét muuta niiden selektiivistd sitou-
tumisaffiniteettia p55-TNF-R-reseptoria kohtaan. Aminohap-
posubstituutiot proteiineissa ja polypeptideissd, jotka
substituutiot eivdt oleellisesti muuta biologista aktii-
visuutta, tunnetaan alalla ja ne ovat Kkuvanneet esim. H.
Neurath ja R. L. Hill teoksessa "The Proteins", Academic
Press, New York (1979), erikoisesti sivulla 14 olevassa
kuviossa 6. Useimmin havaitut aminohapposubstituutiot ovat
Ala/Ser, Val/Ile,  Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr,
Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg,
Asp/Asn, Leu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu, Asp/Gly ja painvas-

toin. Esillid olevan keksinndn mukaiset hTNF-muteiinit voi-



10

15

20

25

30

35

vat lisdksi sisaltdd useiden aminohappojen sekvensseja,
joita koodittavat "liittdjasekvenssit". Namd sekvenssit
voivat muodostua johtuen ekspressiovektoreista, jéita kdy-
tetddn hTNF-muteiinien ekspressoimiseksi, kuten ylld on
madritelty.

Esilld olevan keksinnén mukaiset hTNF-muteiinit
voivat myds sisdltdsd spesifisid sekvenssejd, jotka parem-
min sitoutuvat affiniteettikantajamateriaaliin. Esimerkke-
jé sellaisista sekvensseistd ovat sekvenssit, jotka sisdl-
tdvat ainakin kaksi. vierekk&in olevaa histidiinit&hdetta
(katso téssa suhteessa EP-patenttihakemusjulkaisu
282 042). Sellaiset sekvenssit sitoutuvat selektiivisesti
niEfilotrietikkahappo—nikkelikelaatti—resiineihin(Hochuli
ja D&beli, Biol. Chem. Hoppe-Seyler 368, 748 (1987); EP-
patenttihakemusjulkaisu 253 303). hTNF-muteiineissa, jotka
sisdltiaviat sellaisen spesifisen sekvenssin, se voidaan
liittasa hTNF-muteiinin aminohapposekvenssin C-p&d&dhidn tai
N-pd&dhédn tai molempiin p&ihin.

Esilld olevan Keksinnén mukaiset hTNF-muteiinit

“voidaan myds yhdistaa immunoglobuliinien eri raskasketju-
tai kevytketjupolypeptidien kanssa. Tamad johtaa kimeeri-
siin hTNF-muteiini-immunoglobuliinipolypeptideihin, joilla
voi olla kohonnut puoliaika in vivo. Kohonnut puoliaika in
vivo on osoitettu esim. kimeerisilla polypéptideillé, jot-
ka koostuvat nisdkkaddn immunoglobuliinin raskasketjun tai
kevytketjun vakioalueiden kahdesta ensimméisestd domeenis-
ta [katso Traunecker et al., Nature 331, 84 - 86 (1988). ja
EP-patenttihakemusjulkaisu 394 827].

hTNF-muteiinit voidaan myds koplata polymeereihin,
esim. polyetyleeniglykoliin tai polypropyleenigl&koliin,
joiden molekyylipaino on 500 - 20 000 daltonia. Té&ma joh-
taa suojattuihin hTNF-muteiinikoostumuksiin, jotka voivat
olla oleellisesti ei-immunogeenisi&. Useita tapoja koplata
polymeeri polypeptidin kanssa on saatavissa ja kuvattu,

esim. US-patentti 4 179 337.
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Erikoisen suositeltavia esilld olevan keksinndn
mukaisia hTNF-muteiineja ovat Thr®*~-TNF-a, Ser®’’-Thr®*-TNF-a,
Glu*'-Thr®-TNF-a, Trp**-Thr®-TNF-a, Ser®-Trp®*-TNF-a tai
Asn’'-Thr**-Thr®*-TNF-a.

Esillé olevan Kkeksinntn mukaiset hTNF-muteiinit
voidaan tuottaa menetelmill&, jotka. alalla tunnetaan ja
jotka ovat kuvanneet esim. Sambrook et al. [Molecular
Cloning, X Laboratory Manual, 2. painos, Cold Spring
Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour Laboratory Press,
USA (1989)] tai jotka on kuvattu seuraavissa kappaleissa.
Se, onko sellaisilla hTNF-muteiineilla eaelleen selektii-
vistd& sitoutumisaffiniteettia pb55-TNF-R-reseptoria koh-
taan, voidaan méarittaa, kutéh seuraavissa esimerkeissd on
kuvattu. Vaihtoehtoisesti esilld olevan keksinnén mukaiset
hTNF-muteiinit wvoidaan s&ntetisoida my®s kemiallisesti
kdyttéden standardeja alalla tunnettuja menetelmid, suosi-
teltavasti kiintedn faasin menetelmid, kuten menetelmié;
jotka on kuvannut Merrifield [J. Am. Chem. Soc. 85, 2149 -
2154 (1963)]. Lisdksi sellaisten muteiinien suolat ovat
mybs esilld olevan Keksinndn aiheena. Sellaiset suolat
voidaan tuottaa alalla tunnetuilla menetelmilla.

Uskotaan, ettd strategioita, Jjoissa erotellaan
edulliset ja ei-toivotut TNF-a-aktiivisuudet toisistaan
kayttamdlla yhdisféité, jotka sitoutuvat spesifisesti yh-
teen tai toiseen TNF-reseptoriin, kuten esilla olevan kek-
sinnén mukaisia hTNF-muteiineja, voidaan kayttdd yleisesti
muissa tautitiloissa, joissa TNF-proteiinilla on rooli.

DNA-sekvenssit, jotka sisdltavat DNA-sekvenssin,
joka koodittaa tissd aiemmin kuvattuja hTNF-muteiineja,
ovat my®és esilld olevan keksinndn aiheena. Sellaiset DNA-
sekvenssit voidaan rakentaa aloittaen genomisista tai
CDNA-sekvensseistd, jotka koodittavat hTNF-proteiinia,
kuten alalla on kuvattu (katso ylld), kéayttden tunnettujé
in vitro -mutageneesimenetelmid (katso esim. Sambrook et

al., 1989). Sellainen mutageneesi voidaan suorittaa sat-
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tumanvaraisesti niin, ettd saadaan suuri md&drd mutantteja,
jotka sitten voidaan testata niiden haluttujen ominaisuuk-
sien suhteen sopivissa testisysteemeissa fai niin, etta
mutatoidaan annetun DNA-sekvenssin mdadritellyt kohdat niin
kutsutulla kohdennetulla mutageneesilla (katso esim.
Sambrook et al., 1989, 15.51 - 15.113) tai mutageneesill,
jossa kaytetd@sn polymeraasiketjureaktiota [katso esim.
White et al., Trends in Genetics 5, 185 - 189 (1989)].
Yksi kemiallinen mutageeni, jota usein kadytetdan
sattumanvaraisessa mutageneesissd, on natriumbisulfiitti,
joka muuttaa sytosiinijd@dnndksen urasiilijddnnokseksi ja
ndin ollen johtaa "C"-tdhteen muuttumiseen "T"-tdhteeksi
(nukleotidien standardilyhenteet)[menetelmdsd varten katso
esim. Shortle ja Nathans, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75,
2170 - 2174 (1978) tai Pine ja Huang, Meth. Enzym. 154,
415 - 430 (1987)]. Tamd@ mutageeni toimii ainoastaan yksi-
juosteisella DNA:lla, kun taas mutatoidun DNA-kohdesek-
venssin ekspressio saadaan aikaan kaksijuosteisessa plas-
midivektorissa. Yksi mahdollisuus uusintakloonauksen valt-
tamiseksi mutageneesissa ja ekspressiovektorien tapaukses-
sa on kayttda niin kutsuttuja "phasmideja”. N&m& ovat vek-
toreita, jotka sis&ltavat plasmidin replikaatio-origon
lisdksi replikaatio-origon, joka on perdisin filamentti-
faagista. Esimerkit sellaisista phasmideista ovat pMa- ja
pMc-phasmidit, kuten ovat kuvanneet Stanssen et al. [Nuc-
leic Acids Res. 17, 4441 - 4454 (1989)]. T&ta ekspressio-
systeemii k&yttden voidaan rakentaa niin kutsutut "gap-
duplex"-rakenteet [katso myds Kramer et al., Nucleic Acids
Res. 12, 9441 - 9456 (1984)], joissa ainoastaan TNF-pro-
teiinia koodittava sekvenssi (katso yl1l4a) on yvksijuostei-
sessa muodossa ja ndin ollen altis spesifiselle kemialli-
selle mutageenille. "Gap-duplex'"-rakenteet sattumanvarai-
sessa mutageneesissd kaytettdviksi voidaan rakentaa, kuten
ovat kuvanneet kohdennettua mutageneesid varten Stanssen

et al. (katso ylld) silla poikkeuksella, etta (-)-juoste
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sisdltdd saman aktiivisen antibioottiresistenssigeenin
kuin (+)-juoste. Kayttam&lld hyvdaksi hTNF-a-proteiinia
koodittavassa DNA-sekvenssissd olevia eri restriktiokoh-
tia, vaihtelut yksijuosteisen aukon laajuudessa ovat mah-
dollisia. Esimerkit sellaisista restriktiokohdista -ovat
Clal-Sall-kohdat (470 nukleotidia), BstXI-BstXI-kohdat
(237 nukleotidia) tai StyI-StyI-kohdat (68 nukleotidia).
Sié%en sellaisia gap-duplex-rakenteita wvoidaan ké&sitella
kohoavilla konsentraatioilla (aina 4 M asti) bisulfiittia,
jonka jalkeen suoritetaan useita dialyysivaiheita, kuten
ovat kuvanneet Shortle ja Nathaﬁs (katso ylla). Sitten
sopiva prokaryoottinen isdntdsolu voidaan transformoida
sellaisilla phasmidirakenteilla menetelmilld, jotka ovat
alalla tunnettuja ja jotka ovat kuvanneet esim. Sambrook
et al. (katso yllé). Sopiva prokaryoottinen is&antésolu
tarkoittaa tédssd yhteydessd& isd@ntdsolua, jolta puuttuu
spesifinen korjausmekanismitoiminta niin, etta uiasiili—
tdhde sdilyy DNA:ssa replikaation aikana ja joka isantaso-
lu kykenee ekspressoimaan vastaavaa mutatoitua TNF-pro-
teiinia. Sellaisia sopivia isantd@soluja tunnetaan alalla,
esimerkiksi E. coli -kannat, esim. E. coli BW 313 [Kunkel,
T.A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 488 - 492 (1985)].
Tuloksena syntyneet kloonit voidaan sitten seuloa niiden
suhteen, jd%ka ekspressoivat haluttua hTNF-muteiinia, so-
pivilla testisysteemeillda. Kukin pes&ke voidaan esimerkik-
si ymp#dtd mikrotiitterilevylle sopivaan alustaan, joka
sisdltaa asiaankuuluvaa antibioottia. Solut voidaan lyy-
sata lisdamalla lysotsyymi&d, jonka j&dlkeen suoritetaan
perédkkaiset jéédytys—sulatus-syklit. Kun nukleiinihapot on
saostettu ja sentrifugoitu, kunkin pesdkkeen supernatant-
tia voidaan suoraan kayttdd sopivissa testeiss&, kuten on
kuvattu esimerkiksi esimerkeissd IIa ja IIb tai esimerkis-
sd8 VIII, jossa mitataan sitoutumista eldvien solujen pin-
nalla tai puhdistetussa muodossa oleviin p75-TNF-R- _ja

p55-TNF-R-reseptoreihin.
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Jos halutaan, spesifiset mutaatiokohdat voidaan
maarittaa esimerkiksi restriktiofragmenttianalyysilla
[katso esim. Sambrook et al. (katsoiyllé)]. Sellaisten
fragmenttien DNA-sekvenssin mdarittédmiselld voidaan mutaa-
tion tarkka kohta maaritt&dd ja jos sellainen mutaatio joh-
taa aminohapon ,korvautumiséen, uusi aminohappo voidaan
saada selville md&ritetystd& DNA-sekvenssistd. DNA:n sek-
vensointi voidaan suorittaa alalla tunnetuilla menetelmil-
13, esim. kayttden T7-polymeraasia supercoil-muodossa ole-
van DNA:n kanssa kaupallisesti saatavissa olevan sekvens-
sointikayttopakkauksen muodossa (Pharmacia, Uppsala, Ruot-
si). _
Kuten yl11ld on jo mainittu, toinen mahdollisuus an-
netun DNA-sekvenssin mutatoimiseksi on "kohdennettu muta-
geneesi". Sellaisen mutageneesin laajasti kéytetty stra-
tegia, jonka kuvasivat ensimmdisind Hutchinson ja Edgell
{J. Virol. 8, 181 (1971)], sisdaltad synteettisen oligonuk-
leotidin, jossa on haluttu nukleotidisubstituutio, hybri-
disoimisen yksijuosteisen DNA-sekvenssin kohdealueelle,
johon mutaatio tulisiﬁtehdé [yleiskatsausta varten katso—
Smith, Annual Rev. Genet. 19, 423 (1985) ja parannettuja
menetelmid varten katso viitteet 2 - 6 artikkelissa
Stanssen et al. (1989)]. _

Yksi sellainen suositeltéva menetelmd on menetelmi,
jonka ovat kuvanneet Stanssen et al. (1989), jossa kayte-
tdidn "gap-duplex-muodossa" olevaa DNA:ta, kuten alunperin
kuvasivat Kramer et al. (1984) fkatso yvllda ja Kramer ja
Fritz, Methods in Enzymology (1987), Academic Press, Inc.,
USA], mutta k&yttden antibioottiresistenssigeenejad M13-
faagin toiminnallisten geenien sijasta selektoimaan mutaa-
tion sis&altdva juoste k&ayttden lisdksi phasmidi-menetel-
mi&, kuten my6s ovat kuvanneet Stanssen et al. (1989)
(katso ylld). T&mdn menetelmé&n etu on myds se, ettd sen
avulla voidaan suorittaa peré&kkdisid mutageneesisykleja

ilman, ettd tarvitsee siirt&ad geeni uuteen mutageneesivek-



10

15

20

25

30

11

toriin; toinen mutageneesikierros eroaa ainoastaan siina,
ettd selektio suoritetaan toisen antibiottimerkkigeenin
suhteen (Stranssen et al., katso ylld). Kontrollina voi-

daan kdayttda mutantin kohdennettua mutageneesia takaisin

~villityypin TNF-proteiiniksi. Lisdksi oligonukleotidin

kaytto, restriktiokohdan luominen tai tuhoaminen TNF-gee-
Eissé sallivat mutantin kontrolloimisen ei ainocastaan hyb-
ridisoimalla kohdennetussa mutageneesissd kaytettyn oli-
gonukleotidin kanssa vaan myds restriktiokohdan l&sndolon
tai poissaolon avulla. Sellaisen hTNF-muteiiniryhm&n luo-
miseksi, jossa niiden aminohapposekvenssin maaritellyssa
kohdassa villityypin aminohappo on korvattu milld tahansa
luonnollisesti esiintyv&l1la aminohapolla, kaytetddn ryhmda
oligonukleotideja, joissa mddritellyssd kohdassa on kaikki
mahdolliset kodonit.

Kuten yll& on jo mainittu, toinen mahdollisuus mu-
tatoida annettu DNA-sekvenssi on mutageneesi kéyttéén po-
lymeraaéiketjureaktiota (PCR). Tamé&n menetelmdn periaat-
teet ovat hahmotelleet esim. White et al. (1989), kun taas
parannetut menetelm&t ovat kuvanneet esim. Innis et al.
[PCR Protocols: A Guide _to Methods and Applications,
Academic Press, Inc. (1990)].

PCR on in vitro -menetelmd, jolla tuotetaan suuria
mdaria mgéritellyn pituuden ja sekvenssin sisdltéavidid spe-
sifistd DNA-fragmenttia pienestd DNA~templaattimddrdsta.
PCR perustuu siten sellaisen DNA-fragmentin entsymaat-
tiseen amplifikaatioon, jota reunustaa kaksi oligonukleo-
tidialuketta, jotka hybridisoituvat kohdesekvenssin vas-
takkaisiin juosteisiin. Alukkeet sijoittuvat niin, etta
niiden 3'-pd&t osoittavat toisiaan kohti. Toistetut syk-
1lit, jotka sisdltdvat wvaiheet, joissa templaatti denatu-
roidaan ldmmdlld, alukkeet hybridisoidaan niiden komple-
mentaarisiin sekvensseihin ja hybridisoidut alukkeet pi-
dennetddn DNA-polymeraasilla, johtavat PCR-alukkeiden 5'-

pdiden vdlissd olevan alueen amplifioitumiseen. Koska kum-
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mankin alukkeen pidennystuote voi toimia templaattina toi-
selle alukkeelle, kukin sykli oleellisesti kaksinkertais-
taa aiemmassa syklissa tuotetunr DNA-fragmentin maaran.
Koska alukkeet sisdltyvdat fyysisesti amplifioituun tuot-
teeseen ja koska emdserot alukkeen 5'-p&dn ja templaatin
valilla eivat merkittavasti vaikuta amplifikaatiotehokkuu-
teen, on mahdollista muuttaa amplifioitu sekvenssi né&in
muodostaen haluttu mutaatio amplifioituun DNA:han. Kayt-
tden lampostabiilia Taqg DNA -polymeraasia, joka on eris-
tetty termofiilisest&@ Thermus aquaticus -bakteerista, on
o0llut mahdollista valttda polymeraasin denaturoituminen,
joka denaturoituminen teki tarpeelliseksi entsyymin 1i-
sdyksen kunkin denaturaatiovaiheen j&lkeen. T&md kehitys
johti PCR-reaktion automatisoimiseen useita erilaisia yk-~
sinkertaisia lamp&étilaa muuttavia kojeita kdyttden. Lisdk-
si, amplifikaatioreaktion spesifisyys kohoaa, kun voidaan
kayttda korkeampia lampdtiloja alukkeen hybridisoimisekéi
ja pidentédmiseksi. Kohonnut spesifisyys parantaa ampli-
fioitujen tuotteiden kokonaissaantoa minimoimalla ei-koh-
defragmenttien kilpailua entsyymistd ja alukkeista.

Oligonukleotidien suunnittelu ja synteesi voidaan
suorittaa, kuten alalla tunnetaan ja kuten ovat kuvanneet
esim. Sambrook et al. (1989) tai kuten on kuvattu yhdessa
v1llad lainatuista viitteistd, joka koskee kohdennettua mu-
tageneesia.

Heti, kun esilld olevan keksinnén mukaista hTNF-
muteiinia koodittava DNA—seﬁvenssi on . luotu, ekspressio
voidaan suorittaa phasmidimenetelm&ll&, kuten yll& on Kku-
vattu, tai kayttden mit& tahansa sopivaa prokaryoottista
tai eukaryoottista ekspressiosysteémié, jotka alalla hyvin
tunnetaan (katso esim. Sambrook et al., katso ylla).

Ekspressio suoritetaan suositeltavasti prokaryoot-
tisissa soluissa, esim. E. coli-, Bacillus subtilis- jne.
soluissa siten, ettd E. coli, erikoisesti E. coli K12

-kannat, esim. M15 [kuvanneet nimell& DZ 291 Villarejo et
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al., J. Bacteriol. 120, 466 - 474 (1974)], HB 101 (ATCC-
numero 33694), WK6 (Stranssens et al., katso ylld) tai E.
coli -kanta SG13009 [Gottesmann et al., J. Bacteriol. 148,
265 - 273 (1981)] ovat suositeltavia. Esilld olevan Kek-
sinndn mukaisten hTNF-muteiinien ekspressio voidaan myos
suorittaa alemmissa tai korkeammissa eukaryoottisissa so-
luissa, kuten esimerkiksi hiivasoluissa (kuten Saccharo-
myces, Pichia jne.), filamenttihomeissa (kuten Aspergillus
jne.) tai solulinjoissa (kuten marsun munasarjaso-
lulinjoissa jne.) siten, etta ekspressio hiivasoluissa on
suositeltavaa [katso Sreekrishna et al., Biochem. 28,
4117 - 4125 (1989); Hitzeman et al., Nature 293, 717 - 722
(1981); EP-patenttihakemusjulkaisu 263 311]. Esilléd olevan
keksinndén mukaisten hTNF-muteiinien ekspressio voi tapah-
tua sellaisissa systeemeissd8 joko solunsisdisesti tai,
geenin sopivan muokkauksen j&lkeen, solunulkoisesti [katso
Leemans et al., Gene 85, 99 - 108 (1989)].

Sopivat vektorit E. coli -bakteerissa ekspressoi-
miseksi ovat maininneet esim. Sambrook et al. (katso ylla)
tai Fiers et al. teoksessa "Procd. 8th Int. Biotechnology
Symposium" [Soc. Franc. de Microbiocl., Paris, (Durand et
al., toim.), sivut 680 - 697 (1988)] tai, ja vield spesi-
fisemmin, pDS-ryhmdn vektorit [Bujard et al., Methods in
Enzyﬁglogy, toim. Wu ja Grossmann, Academic Press, Inc.,
osa 155, 416 ~ 433 (1987); Stiber et al., Immunological
Methods, toim. Lefkovits ja Pernis, Academic Press, Inc.,
osa 1V, 121 - 152 (1990)], kuten esimerkiksi pDS56/
RBSII,SphI-TNFa(Thr86) (katso esimerkki I) tai pDS56/
RBSII,SphI—TNFa(Trp32Thr86) (katso esimerkki III) tai
pDS56/RBSII, SphI-~-TNFa(Ser29Thr86) tai pDS56/RBSII,SphI-
TNFa(Ser29Trp32Thr86) tai pDS56/RBSII, SphI-TNFa(Asn31-
Thr32Thr86) tai pDS56/RBSII,SphI-TNFa(Glu31Thr86) (katso
esimerkki IV). Koska ndillé spesifisilld pDS56/RBSII-plas-
mideilla voidaan saada aikaan korkean tason ekspressio

johtuen niiden spesifisistd s&ddeltédvista promoottori/ope-
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raattorielementeistd ja ribosomin sitoutumiskohdista,
plasmidit voidaan yll&apitdda E. coli -soluissa ainoastaan
silloin, kun promoottori/6peraattorielementin aktiivisuus
on repressoitu operaattoriin sitoutuneen lac-repressorin
toimesta. Promoottorin aktiivisuus voidaan saada uudelleen
aikaan halutussa solutiheydessd lisaamslla IPTG:td, joka
inaktivoi repressorin ja paljastaa promoottorin. Koska
useimmat E. coli -kannat eivat sisallad tarpeeksi repres-
sorimolekyylej& niin, ettd ndissd korkean kopioluvun omaa-
vissa plasmideissa l&snd olevien promoottorisekvenssien
toiminta olisi téysin repressoitu, sellaiset E. coli -kan-
nat, kuten E. coli M15 tai S$G13009 on transformoitava en-
sin plasmidilla, kuten pREP4 (katso kuviot 2a ja b), joka
koodittaa 1lac-repressoria, ennenkuin ne transformoidaan
spesifisilla keksinndn mukaisilla pDS56/RBSII-plasmideil-
la, jotka sitten voidaan stabiilisti yllépitéénE. coli
-soluissa. Sen lisdksi, ettd pREP4 koodittaa lac-represso-
ria, se sisdltdd myods plasmidin pACYC1l84 [Chang ja Cohen,
J. Bacteriol. 134, 1141 - 1156 (1978)] alueen, joka sis&l-
t&& kaiken informaation, joka tarvitaan replikaatioon ja
stabiiliin siirtoon tyté&rsoluihin [lis&informaatiota wvar-
ten katso myOs Stiiber et al., "System for high level pro-
duction in E. coli and rapid purification of recombinant
proteins: application to epitope mapping, preparation of
antibodies and structure function analysis"” teoksessa
Immunological Methods, osa IV, sivut 121 - 152, Lefkovits
ja Pernis (toim.), Aéademic Press, New York (1990)].
Isé&ntdsolujen transformaatio yll& Kkuvatuilla vek-
toreilla voidaan suorittaa milléd tahansa tavanomaisella
menetelmdlla [katso esimerkiksi Sambrook et al. ({katso
v1l1ld)]. Kun is&ntdsolu on prokaryootti, kuten E. coli esi-
merkiksi, valmistetaan DNA:n sisda&nottoon kykenevdt kom-
petentit solut soluista, jotka kerdtdan eksponentiaalisen
kasvuvaiheen jédlkeen, ja sen jdlkeen kdsitell&adn tunnetun

CaCl,-menetelmén mukaisesti. Transformaatio voidaan myd8s
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suorittaa sen jalkeen, kun on muodostettu isdntdsolusta
protoplasti, tai muilla alalla tunnetuilla menetelmills,
jotka ovat kuvanneet esim. Sambrook et al. (katso ylla).
Sen vuoksi wvektori, erikoisesti prokaryoottisessa tai
alemmassa eukaryoottisessa isdntdsolussa ekspressointia
varten, joka sisdiltdd DNA-sekvenssin, joka koodittaa hTNF-
muteiinia, Kkuten yll& on kuvattu, ja is&@ntadsolu, erikoi-
sesti prokaryoottinen isadntdsolu, kuten E. coli, tai alem-
pi eukaryoottinen isdntdsolu, joka on transformoitu sel-
laisella vektorilla, ovat myds esilld olevan keksinndn
aiheena. 7

Isdntaorganismit, jotka sisdltdvadt halutun ekspres-

siovektorin, kasvatetaan tavallisesti olosuhteissa, jotka

-ovat optimaalisia niiden kasvulle. Prokaryoottisen isadnndn

tapauksessa eksponentiaalisen kasvuvaiheen lopussa, jol-
loin solumddrdn kohoaminen per aikayksikké laskee, halutun
hTNF-muteiinin ekspressio indusoidéan, se on, haluttua
hTNF-~muteiinia koodittava DNA transkriptoidaan ja trans-
kriptoitu mRNA transloidaan. Induktio voidaan suorittaa
lisd&8mdlla kasvualustaan indusoijaa tai derepressoria tai
muuttamalla fysikaalista parametrid, esim. lampotilaa.

Esilla olevan keksinndn mukaisissa suositeltavissa suori-

- tustavoissa kdytetyissd ekspressiovektoreissa ekspressiota

sdddellddn-lac-repressorin avulla. Lis&&8mdlla isopropyyli-
B-D-tiogalaktopyranosidia (IPTG) ekspression sdadtelysek-
venssi derepressoidaan ja n&in halutun hTNF-muteiinin syn-
teesi indusoituu.

Esilld olevan keksinndn mukaiset hTNF-muteiinit,
jotka y1l1& mainitut transformoidut is&nté&@solut ovat tuot-
taneet, voidaan saada talteen viljelyalustasta tai solujen
hajotuksen jalkeen ja/tai uuttamalla milla tahansa sopi-
valla menetelm&dlld, jotka tunnetaan proteiini- ja peptidi-
kemian alalla, kuten esimerkiksi saostamalla ammoniumsul-
faatilla, dialysoimalla, -ultrasuodatuksella, geelisuoda-

tuksella tai ioninvaihtokromatografialla, geelielektrofo-
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reesilla, isoelektriselld fokusoinnilla, affiniteettikro-
matografialla, kuten immunoaffiniteettikromatografialla,
HPLC:118 tai niiden kaltaisilla menetelmilld. Erikoisen
suositeltavia menetelmid ovat saostus ammoniumsulfaatilla
ja/tai polyetyleeni-imiinillé&, dialysointi, affiniteetti-
kromatografia esim. fenyyliagaroosissa, erikoisesti fenyy-
li-sepharoosissa, tai ioninvaihtokromatografia, erikoises-
ti MONO-Q- ja/tai MONO-S-matriksissa (Pharmacia, Uppsala,
Ruotsi) tai wvield erikoisemmin, kuten ovat kuvanneet
Tavernier et al. [J. Mol. Biol. 211, 493 - 501 (1990)] ja
kuten on kuvattu esimerkissa V.

Ndin ollen esilld olevan keksinndn aiheena on myds
esittdd menetelmd yl1la spesifioitujen hTNF-muteiinien val-
mistamiseksi, joka menetelmd sisdltaa vaiheet, joissa vil-
jelldan yl1& kuvattua transformoitua isdntdsolua sopivassa
alustassa ja eristetdédn muteiini viljelmdn supérnatantista
tai isdnt&dsolusta itsestaidn ja jos halutaan, muutetaan
mainittu muteiini sen farmaseuttisesti hyvaksyttavédksi
suolaksi. Yhdisteet, kun ne on valmistettu sellaisen me-
netelmdn mukaisesti, ovat my6s esilléd olevan keksinndn
aiheena.

Esilléd olevan keksinnon mukaisille hTNF-muteiineil-
le on ominaista se, ettd ne sisdltavadt selektiivisen si-
toutumisen ihmisen p55-TNF-R-reseptoriin. Sellainen omi-
naisuus voidaan mdarittdd alalla tunnetulla testilld, jos-
sa mitataan sitoutumisaffiniteetteja. Esimerkiksi TNF-pro-
teiinin itsensa ja esilld olevan keksinndn mukaisten mu-
teiinien sitoutuminen voidaan mitata k&dytt8en soluvil-
jelmd&n soluja, jotka ekspressoivat kahta TNF-reseptori-
tyyppi& eri tasoina, kuten esimerkiksi Hep-2-soluja, jotka
ekspressoivat yksinomaan ihmisen pS55-TNF-R-reseptoria, ja
U937- tai HL60-soluja, jotka ekspressoivat lisdksi myds
ihmisen p75-TNF-R-reseptoria [katso Brockhaus et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3127 - 3131 (1990); Hohmann
et al., J. Biol. Chem. 264, 14927 - 14934 (1989);-
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Loetscher et al. (1990); Dembic et al. (1990)]. Sitoutu-
misaffiniteetit voidaan tietysti m&&rittdd mybs suoraan
kayttden puhdistettuja luonnollisia p55-TNF-R- ja p75-TNF-
R-reseptoreita tai p55-TNF-R- ja p75-TNF-R-rekombinantti-
reseptoreita, Kuten erikoisesti on kuvattu esimerkeissa,

tai kayttam&lla sellaisten reseptorien vastaavia liukoisia

analogeja. ,
Termi "selektiivinen sitoutumisaffiniteetti ihmisen
kasvaimen nekroosifaktorin p55-reseptoriin" viittaa esilla
olevan keksinntn yhteydessa& eroon kahden TNF-reseptorityy-
pin sitoutumisaffiniteeteissa, joka on, mitd tulee kaytet-
tyyn testisysteemiin, riitt&vén merkitt&vd niin, ettd voi-
daan sanoa, etta esilla olevan keksinndtn mukaiﬁén muteiini
‘sitoutuu selektiivisesti p55-TNF-R-reseptoreihin samaan
tapaan kuin wvillityypin TNF, mutta siitd on kadonnut
ocleellisesti toiminnallisesti asiaankuuluva sitoutuminen
hp75-TNF-R-reseptoriin. Erikoiéemmih tamd termi tarkoittaa
esimerkkien testisysteemin yhteydessa, ettd esilld olevan
keksinndn mukaisen spesifisen hTNF-muteiinin K -arvo on
ainakin 10 kertaa tai enemmdn, erikoisen suositeltavasti
ainakin 10° kertaa tai enemmadn, suurempi kuin villityypin
TNF~a-proteiinin arvo mddritettynd kayttd8en in vitro -si-
toutumistestida liukoisella hp75-TNF-R-rekombinanttiresep-
torilla, kun taas saman hTNF-muteiinin K,-arvo mdaritettyna
kdyttden in vitro -sitoutumistestid liukoisen hp55-TNF-R-
rekombinanttireseptorin kanssa ei eroa enemp&d kuin 2 ker-
taisesti verrattuna villityypin TNF-a-proteiiniin. On kui-
tenkin ymmarrettdvd@, ettd nadmd spesifiset K,-arvot on an-
nettu kuvauksen vuoksi eikd niitd pidd pitda mill&&n ta-
voin rajoittavina.

Esilld olevan keksinnén mukaiset hTNF-muteiinit
voidaan karakterisoida niiden kasvaimen vastaisen aktii-
visuuden suhteen alalla tunnetuilla menetelmillé. -

hTNF-muteiineja voidaan antaa yksinddn tai yhden

tai useamman esillad olevan keksinndn mukaisen lisayhdis-
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teen kanssa farmaseuttisesti hyvaksyttdvind suun kautta
annettavina, injektoitavina tai ulkoisesti annettavina
koostumuksina jé tapoina. Anto tapahtuu sellaisena annok-
sena, ettd@ koostumuksen mddrd potilaassa on tehokas modi-
fioimaan biologista toimintaa, joka liittyy hTNF-muteiinin
toimintaan.

Farmaseuttiset koostumukset, jotka sisaltavat hTNF-
muteiineja yhdessd yhteensopivan farmaseuttisesti hyvé;—
syttd@vén kantajamateriaalin kanssa, ovat sen vuoksi esilléa
olevan keksinnén lisdaihe. Mitd tahansa tavanomaista kan-
tajamateriaalia voidaan kayttdd. Kantajamateriaali voi
olla orgaanista tai epdorgaanista, joka sopii suolen kaut-
ta tapahtuvaan, ihon kautta tapahtuvaan tai parenteraali-
seen antoon. Sopivat kantajat sisaltavat veden, gelatii-
nin, arabikumin, laktoosin, térkkelyksgn, magnesiumstea-
raatin, talkin, kasvisdljyt, polyalkyleeniglykolit, vase-
liinin ja niiden kaltaiset. Lis&ksi farmaseuttiset valmis-
teet voivat sisdltdd muita farmaseuttisesti aktiivisia
aineita. Lisdaineita, kuten makuaineita, s&ildntdaineita,
'stabiloivia aineita, emulsifioivia aineita, puskureita ja
niiden kaltaisia voidaan lis&atéd farmaseuttisten koostumus-
ten hyvaksytyn valmistuksen mukaisesti.

- Farmaseuttiset valmisteet voidaan tehd& mihin ta-
hansa tavanomaiseen muotoon sisdltden: a) kiintedn muodon
suun kautta antoa varten, kuten tabletit, kapselit, pille-
rit, jauheet, jyvéset ja niiden kaltaiset; b) nestemdisen
muodon suuﬁ kautta antoa varten, kuten liuokset, siirapit,
suspensiot, eliksiirit ja niiden kaltaiset; c) valmisteet
parenteraalista antoa wvarten, kuten steriilit liuokset,
suspensiot tai emulsiot; ja d) valmisteet ulkoista antoa
varten, kuten liuokset, suspensiot, voiteet, ihovoiteet,
geelit, mikrojauheet, aerosolit ja niiden kaltaiset. Far-
maseuttiset valmisteet voidaan steriloida ja/tai ne voivat

sisdaltdd adjuvantteja, kuten sdildntdaineita, stabiloivia
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aineita, kosteutusaineita, emulsifioivia aineita, suoloja
osmoottisen paineen muuttamiseksi ja/tai puskureita.

Parenteraaliset annosmuodot voivat olla infuusioita
tai injektoitavia liuoksia, jotka voidaan injektoida las-

5 kimonsisdisesti tai lihaksensisdisesti. Nadm& valmisteet
voivat sis&dltdd myds muita ld8kinn&llisesti aktiivisia
aineita. Lisdaineita, kuten sdildntdaineita, stabiloivia
aineita, emulsifioivia aineita, puskureita ja niiden kal-
taisia voidaan lisdtd farmaseuttisten koostumusten hyvak-

10 sytyn valmistuksen mukaisesti.

Sen mukaisesti esilld olevan keksinntn aiheena on
myds esittdd menetelmd sellaisen farmaseuttisen koostumuk-
sen valmistamiseksi, joka menetelmi on tunnettu siita,
ettd se sisdltda wvaiheen, jossa esilld olevan keksinndn

15 mukaisella menetelmdll& saatu yhdiste, ja jos halutaan,
farmaseuttisesti aktiiviset lis8aineet, sekoitetaan myr-
kyttdmén, inertin, terapéuttisesti yhteensopivan kantaja-
materiaalin kanssa ja seos saatetaan kasvisl&ddkeannosmuo-
toon.

20 Lis#dksi esilld olevan keksinndén mukaisella menetel-
mé&lld valmistetun yhdisteen kayttd ylld kuvatun farmaseut-
tisen koostumuksen valmistamiseksi on my®ts esill&d olevan

keksinnén aihe. -~ _
- Lopuksi, vasta-aineita voidaan valmistaa esilla

25 olevan keksinnén mukaisia hTNF-muteiineja vastaan. Naita
vasta-aineita voidaan k&ayttd& hyvin tunnetulla tavalla
diagnostisiin tai terapeuttisiin tarkoituksiin kuin myos
puhdistustarkoituksiin. Sellaiset vasta-aineet voidaan
tuottaa injektoimalla nisdkds- tai lintueldin riittdvalla

30 madradlla rokoteformulaatiota, joka sis&ltidad esilld olevan
keksinndn mukaista hTNF-muteiinia ja yhteensopivan farma-
seuttisen kantajan niin, ett& saadaan aikaan vasta-ainei-
den tuotto mainittua hTNF-muteiinia vastaan. Sopiva maara
hTNF-muteiinia-, joka tarvitaan, on alan asiantuntijan tun-

35 tema tai se voidaan mddrittdad rutiinikokeilla. T&man kek-
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sinndn yhteydessd8 kdytettynd termi "farmaseuttinen kan-
taja" voi tarkoittaa joko standardeja koostumuksia, jotka
ovat sopi&ia ihmiselle annettaviksi, tai tyypillisia ad-
juvantteja, joita kdytetdan eldinrokotuksissa.

TNF on vahva pleiotrooppinen sytcokiini. Sen monet

" erilaiset aktiivisuudet, kuten esimerkiksi kasvutekijidak-

tiivisuus immuunisoluille, tulehduksen valitysaktiivisuus
tai endoteelin geenien indusoija-aktiivisuus, voiaaan ha-
vaita is&nndn puolustuksen yhteydessd& infektiota ja vam-
moja vastaan. TNF sis&ltdda myds korkean koko elimistodn
vaikuttavan toksisuuden; bakteremian ja septisen sokin tai
bakteerin aiheuttaman aivokalvontulehduksen tuhoisat vai-
kutukset valittyv&t suurelta osin endogeenisten sytokii-
nien valitykselld, joista TNF-proteiinilla on aikainen ja
tarked rooli. Lisdksi monet solut ja solulinjat ovat
herkkid TNF-proteiinin suoralle sytoksisuusaktiivisuudel-
le. Erilaiset koko elimist&d6n vaikuttavat vaikutukset ja
solutoksisuus luultavasti yhdistyvadt TNF-proteiinin kas-
vaimen vastaisessa aktiivisuudessa, joka on havaittu
eldinkokeissa. -
N&ma tosiasiat muodostavat j&rkevan perustan uusien
terapeuttisten strategioiden Kkehitykselle, joissa Kkdyte-
tddn esilla olevan keksinndén mukaisia hTNF-muteiineja,
joissa strategioissa erikoisesti mahdollisuus erottaa mo-
net erilaiset hTNF-aktiivisuudet kéadytet&ddn taysin hyvaksi
niin, ettd erotetaan ei-toivotut toksiset aktiivisuudet
halufuista aktiivisuuksista. Yksi esimerkki on kayttaa
esilléd olevan keksinnén mukaisia hTNF-muteiineja kasvaimen
vastaisina aineina korkeina annoksina, jotka luultavasti
tekee mahdolliseksi alempi koko elimistddn vaikuttava tok-
sisuus ja ndin pddstddn eroon annoksia rajoittavasta tok-
sisuudesta, joka luultavasti vakavasti rajoittaa villityy-
pin hTNF-proteiinin kdyttdd syOpdpotilailla. Esilld olevan
keksinndn mukaisten hTNF-muteiinien mahdcollinen kaytto ei

kuitenkaan ole rajoittunut sybpéterapiaan. Mik& tahansa
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tauti, jossa TNF is&nndn puoclustustekijinad bakteeri-infek-
tiossa [esimerkiksi Kindler, V. et al., Cell 56, 731 - 740
(1989); Nakano, Y. et al., J. Immunol. 144, 1935 (1990)]
tai tulehduksen valittdjé@nd esittdd edullista roolia, voi
hyotya 55 kD:n TNF-reseptorityyppispesifisestsd lddkkeests,
kuten esilla olevan keksinndn mukaisista hTNF-muteiineis-
ta. TNF-proteiinin on osoitettu myds sisdltdvdan roolin
ndivetystaudissa [esim. Beutler, B. ja Cerami, (katso yl-
1ad)] ja esilla olevan keksinndén mukaisia TNF-muteiineja,
joilla on matala koko elimistddn vaikuttava toksisuus,
voidaan ehka kdyttdd liikalihavuuden vastaisessa terapias-
sa. Jopa tautitilat, joille on ominaista liiallisen vapau-
tuneen TNF-proteiinin toksiset aktiivisuudet, kuten sep-
tinen sokki tai bakteerin aiheuttama aivokalvontulehdus,
voivat hyotya 55 kD:n TNF-reseptorispesifisistd agonis-
teista, kuten ylla olevista esilld olevan keksinntn mukai-
sista muteiineista, tai yhdessé TNF-antagonistien kanssa.

Lyhyt yhteenveto TNF-proteiinin esiintulevasta roo-
lista uusissa terapioissa, joissa p55-TNF-reseptorityyp-
pispesifisten agonistien, joilla on alempi koko elimist&én
vaikuttava toksisuus ja jotka selektiivisesti laukaisevat
ainocastaan joitain monista erilaisista TNF-aktiivisuuksis-
ta, joilla voidaan odottaa olevan merkittavat edut verrat-
tuna wvillityypin TNF-proteiiniin, on julkaistu (Tumor
Necrosis Factors, The Molecules and their Emerging Role in
Medicine, B. Beutler, toim., Raven Press, 1992, ISBN O-
88167-852-X). Se sisdltdd TNF-proteiinin aktiivisuudet
endoteelisen solun homostaattisten ominaisuuksien ja neut-
rofiilien kiinnittymisen, kudoksen hapenpuutteen ja reper-
fuusiovamman moduloimisessa, aktiivisuudet luun imeytymi-
seen osaa ottaviin osteoblasteihin ja osteoklasteihin,
aktiivisuudet Kkasvutekijédnd monissa soluissa yleensd ja
hematopoieesissa kuin my®6s metaboliset ja ravitsemusvaiku-
tukset. Spesifisten geenien induktio, jotka muodostavat

solun suojamekanismit, kuten Mn-superoksididismutaasin
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induktio, joiden tiedetddn olevan p55-TNF-R-reseptorin
sddtelyn alaisuudessa [Lewis et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 88, 2830 (1991); Tartaglia et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88, 9292 (1991)] tai TNF-proteiinin suora
sytotoksisuus joissain soluissa kaikki muodostavat jarke-
van perustan uusille terapeuttisille stratégioille, joissa
kdytetddn reseptorityyppispesifisid TNF-agonisteja. TNF-
proteiinin rooli kasvu/erilaistumisfaktorina lymfokiinill¥
aktivoitujen tappajasolujen (LAK) muodostuksessa tuntuu
mybtédvaikuttavan TNF-proteiinin kasvaimen vastaiseen ak-
tiivisuuteen.

Tdarked nakodkohta on, ettd kaikkia n&ditd aktiivi-
suuksia voidaan tehostaa tai moduloida yhdessd muiden re-
kombinanttisyfokiinien, kuten esimerkiksi gamma-interfe-
ronin, kanssa. -

Kun keksint6 on kuvattu tédss8 aiemmin yleisesti,
seuraavien esimerkkien on tarkoitettu kuvaavan keksinnén
vyksityiskohtia ilman, ettd ne ndin rajoittavat keksinto6a
mill&&n tavalla, yhdessd seuraavien kﬁvioiden kanssa.

Seuraavia lyhenteitéhﬁa symboleita on kdytetty: B,
E, H, S, Xb ja X osoittavat katkaisukohtia restriktioent-
syymeille BglI, EcoRI, HiﬁdIII, SalI, Xbal ja XhoI, vas-
taavassa jirjestyksessd. _

edustaa s#dddeltdvdd promoottori/operzattori-
elementti8 N250PSN250P29, [FE5] edustaa synteettistd ribo-
somin sitoutumiskohtaa RBSII,Sphl, P edustaa TNFa-
(TNFa), B-laktamaasi- (bla), kloramfenikoliasetyylitrans-
feraasi- (cat), lac-repressori- (lacl) ja neomysiinifos-.
fotransferaasigeenejéd (neo), Eﬂﬂﬂﬂedustaa;lambdafaagini%—

transkriptioterminaattoria (t,) ja E. coli -bakteerin rrnB-
‘-—-

operonin Tl-transkriptioterminaattoria (T1), /o
edustaa plasmidien pBR322 ja pREP4 replikaatibalueita
(repl.), mesmelpe- cdustaa N250PSN250P29- ja RBSII, SphI-

alueiden séddtelyn alaisuudessa olevaa koodittavaa aluetta.
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Kuvio la on kaavakuva plasmidista pDS56/RBSII, Sphl-
TNFa.

Kuvio 1b kuvaa plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa t&dy-
dellisen nukleotidisekvenssin. Tédssd sekvenssiss& on osoi-
tettu kuviossa la kuvattujen restriktioentsyymien tunnis-
tuskohdat. Esitetty aminohapposekvenssi edustaa Kkypséan
TNFa-proteiinin (157 aminohappoa) sekvenssin kolme-
kirjaimisella koodilla esitettyna.

Kuvio 2a on kaavakuva plasmidista pREP4.

Kuvio 2b esitt&8a plasmidin pREP4 tdydellisen nuk-
leétidisekvenssin. Tassd sekvenssissd on osoitettu kuvios-
sa 2a kuvattujen restriktioentsyymien tunnistuskohdat.

Kuvio 3 esitt88 TNFa-muteiinia Thr®®-TNFa kooditta-
van EcoRI-HindIII-fragmentin valmistuksen. _

Kuvio 4 esittdd plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa-
(Trp32) fragmentin 1 nukleotidisekvenssin.

Kuvio 5 esitt#s plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa-
(Ser29) fragmentin 1 nukleotidisekvenssin.

Kuvio 6 esittdd plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa-
(Ser29Trp32) fragmentin 1 nukleotidisekvenssin.

Kuvio 7 esittdd ihmisen villityypin TNFa-proteiinin
ja Thr®-, Trp**-Thr®- ja Ser®-Trp**-Thr®*-muteiinien kilpai-
levan sitoutumisen ihmisen p75- ja p55-TNF-R-rekombinant-
tireseptoreihin.

Mikrotiitterilevyjd, jotka oli pd&llystetty ihmisen
p75-TNF-R-rekombinanttireseptori~IgGy3-fuusioproteiinilla
(paneeli A) ja ihmisen p55-TNF-R-rekombinanttireseptori-
IgGy3-fuusioproteiinilla (paneeli B), inkuboitiin ihmisen
radioaktiivisesti leimatun TNFa-proteiinin kanssa niin,
ettd l1l8snd oli eri konsentraatiot villityypin TNFa-prote-
iinia (suljetut ympyrédt), Thr®*-muteiinia (avoimet ympy-
rat), Trp’’-Thr**-muteiinia (avoimet nelidt) ja Ser®’-Trp*’-
Thr®®-muteiinia (avoimet kolmiot). Kun oli inkuboitu kolme
tuntia huoneenléd@mpdtilassa, sitoutunut radioaktiivisuus

laskettiin gammalaskurilla.
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Kuvio 8 esittdd ihmisen villityypin TNFa-proteiinin
ja Ser®”-Thr®-, Glu®*-Thr®- ja Asn®*"hr*?-Thr®*-muteiinien
kilbailevan sitoutumisen ihmisen p75- ja p55-TNF-R-rekom-
binanttireseptoreihin.

Mikrotiitterilevyja, jotka oli pddllystetty ihmisen
pP75-TNF-R-rekombinanttireseptori-IgGy3-fuusioproteiinilla
(paneeli A) ja_ ihmisen p55-TNF-R-rekombinanttireseptori-
IgGy3-fuusioproteiinilla (paneeli B), inkuboitiin ihmisen
radioaktiivisesti leimatun TNFa-proteiinin Kkanssa niin,
ettd 1ldsnd oli eri Kkonsentraatiot wvillityypin TNFa-pro-
teiinia (suljetut ympyrat), Ser”-Thr®®-muteiinia (avoimet
ympyrat), Asn’-Thr*’-Thr®-muteiinia (avoimet nelidt) ja
Glu*'-"Thr®*-muteiinia (avoimet kolmiot). Kun oli inkuboitu
kolme tuntia huoneenlémpétilassa, sitoutunut radioaktii-
visuus laskettiin gammalaskurilla.

Jollei muuta ole speéifioitu, alla kiinteissa seok-
sissa oleville kiinteille aineille, nesteissd oleville
nesteille ja nesteissd oleville kiinteille aineille anne-
tut prosentit ovat w/w-, v/v- ja w/v-prosentteja, vastaa-
vassa jarjestyksessa.

Esimerkki I

Thr®®-TNFa-proteiinin valmistus

Plasmidi pDS56/RBSII,SphI-TNFa

Ihmisen TNFa-ekspressioplasmidi pDS56/RBSII,SphI-
TNFa (katso kuvio 1) oli TNFa-geenin l&hde valmistettaessa
té&mén keksinndn mukaiset eri TNFa-muteiinit. Transformoitu
E. coli -kanta M15 (pREP4; pDS56/RBSII,SphI-TNFa) on tal-
letettu Budapestin sopimuksen mukaisesti patenttitarkoi-
tuksia varten kokoelmaan Deutsche Sammlung von Mikrobrga—
nismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Braunschweig, Saksa,
8.9.1991 koodinumerclla DSM 6713.

TNFa-geenin mutageneesi PCR-reaktiota kayttden

Kaksi PCR-reaktiota suoritettiin niin, ettd DNA-
templaattina o0li plasmidi pDS56/RBSII,SphI-TNFa (kuvio 1)
kayttden Perkin-Elmer Cetus GeneAmp'"- DNA Amplification
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Reagent Kit -kdyttopakkausta ja AmpliTag™ Tagq DNA -rekom-
binanttipolymeraasia (katso kuvio 3).

Reaktio I suoritettiin alukkeilla 17/F (5'-GGCGTA-
TCACGAGGCCCTTTCG-3'; aluke 17/F sis&ltsd plasmidin pDS56/
RBSII,SphI-TNFa nukleotidit 3949 - 3970) ja 29/M22 (5-GTA-
GGTGACGGCGATGCGGCTGATGGT-3'; aluke 29/M22 sisdltad nukleo-
tidit, jotka ovat komplementaarisia plasmidin pDS56/
RBSII,SphI-TNFa nukleotideille 378 - 352, mutatoitu emis
on alleviivattu).

Reaktio II suoritettiin alukkeilla 29/MR1 (5'-
CAGACCAAGGTCAACCTCCTC-3'; aluke 29/MR1 sisdltaa plasmidin
pDS56/RBSII, SphI-TNFa nukleotidit 379 - 399) ja 17/0 (5'-
CATTACTGGATCTATCAACAGG-3'; aluke 17/0 sis&altdd nukleoti-
dit, jotka ovat komplementaarisia plasmidin pDS56/
RBSII,SphI-TNFa nukleotideille 748 - 727).

Tyypillisessad kokeessa sekoitettiin 10 pl DNA-temp-
laattia (10 né), 5 pl kumpaakin kahta aluketta (100 pmoo-
lia kumpaakin), 16 pl dNTP-secsta (1,25 mM dATP:n, d4dGTP:n,
dCTP:n ja dTTP:n suhteen), 10 pl 10 x reaktiopuskuria
(100 mM Tris-HCl1l, pH 8,3, 500 mM KC1, 15 mM MgCl, ja 0,1 %
gelatiini), 1 pl (5 yksikkod) AmpliTaq™ DNA -polymeraasia
ja 53 pl H,0:ta Eppendorf-putkessa ja p&dlle laitettiin
80 pl mineraalidljyad (Perkin-Elmer Cetus). Putket siirret-
tiin DNA:n l&mpdtilaa muuttavaan laitteeseen (TRIO-
Thermoblock, Biometra) ja pidettiin 1 minuutti 94 °C:ssa
ennen kuin tehtiin 35 syklid, joissa DNA denaturoitiin (1
minuutti 94 °C:ssa), hybridisoitiin alukkeiden kanssa (1
minuutti 50 °C:ssa) ja pidennettiin alukkeita (3 minuuttia
72 °C:ssa). Kun oli pidetty lisdksi 2 minuuttia 72 °C:ssa,
reaktiot jadhdytettiin huoneenl@mpdtilaan ja uutettiin
kloroformilla. Vesifaasissa l&dsndoleva DNA saostettiin
etanolilla ja sille suoritettiin elektroforeesi 6-%:isessa
polyakryyliamidigeelissad (Sambrook et al., 1989). Kun DNA
oli-varjatty etidiumbromidilla, fragmentit I ja II (katso



10

15

20

25

30

26

kuvio 3) eristettiin geelistd& ja puhdistettiin (Sambrook
et al., 1989).
7 Thr®®-TNFa-proteiinia koodittavan DNA-fragmentin

valmistus

Fragmentit I ja II fosforyloitiin entsymaattisesti
ennen niiden ligoimista toisiinsa (Sambrook et al., 1989).
Kun ligaasi  0li inaktivoitu lamm6lld ja oli suoritettu
digestio EcoRI- ja HindIII—entsyymeillé,7bNA:lle suoritet-
tiin elektroforeesi 6-%:isessa polyakryyliamidigeelissa.
Kun DNA o0li vdrjatty etidiumbromidilla, EcoRI-HindIII-
fragmentti A (katso kuvio 3) eristettiin geelist&d ja puh-
distettiin (katso ylla).

Thr®®-TNFa-proteiinia koodittavan plasmidin valmis-

tus -

EcoRI-HindIII-fragmentti A insertoitiin standardién
menetelmien (Sambrook et al., 1989) mukaisesti EcoRI-
HindIII-entsyymeilléa avattuun.plasmidiin pDS56/RBSII, SphI-
TNFa muodostaen plasmidi pDS56/RBSII,SphI-TNFa(Thr86).
Plasmidi-DNA valmistettiin (Birnboim et al., 1979) ja
TNFa-muteiinia koodittavan alueen identiteetti varmistet-
tiin kaksijuosteisen DNA:n sekvensoinnilla (Sambrook et
al., 1989).

Thr®*-TNFa-proteiinin tuotto ~

Plasmidi pDS56/RBSII, Sphl-TNFa(Thr86) transformoi-
tiin E. coli M15-soluihin, jotka sis&dlsivat jo plasmidin
pREP4, standardeilla menetelmilla (katso ylla). Transfor-
moituja soluja kasvatettiin 37 °C:ssa LB-alustassa
(Sambroock et al., 1989), joka sisdlsi 100 mg ampisillii-
nia/l ja 25 mg kanamysiini&d/l. Kun optinen tihéys 600
nm:ssa oli noin 0,7 - 1,0, IPTG:t& lis&dttiin niin, etta
lopullinen konsentraatio oli 2 mM. Kun o0li kasvatettu li-

s88 2,5 - 5 tuntia 37 °C:ssa, solut kerdttiin sentrifugoi-

malla.
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Esimerkki II

Glu’-TNFa- ja Asn®'Thr?’-TNFa-proteiinien valmistus

Periaatteet

TNFa-muteiinit Glu®'-TNFa ja Asn’’Thr’’-TNFa valmis-
tettiin seuraten menetelmdd, joka on kuvattu yksityiskoh-
taisesti esimerkissd I Thr®®-TNFa-proteiinin valmistamisek-
si. N&in ollen yllé& mainittujen TNFa-muteiinien valmistuk-
sen kuvauksessa on ainoastaan PCR-reaktioissa I ja II kéay-
tetyt alukkeet spesifioitu. Lis8ksi on annettu eri TNFa-
muteiineja koodittavien ekspressioplasmidien nimet.

Glu’-TNFa-proteiinin valmistus

PCR~reaktio I suoritettiin alukkeilla 17/F (5'-GGC-
GTATCACGAGGCCCTTTCG-3'; aluke 17/F sisdltdd plasmidin
pDS56/RBSII,SphI-TNFa nukleotidit 3949 - 3970) ja 21/M5
(5'-ATTGGCCCGCTCGTTCAGCCACTGGAGCTGCCCCTC-3"'; aluke 21/M5
sisdltdd nukleotidit, jotka ovat komplementaarisia plas-
midin pDS56/RBSII,SphI-TNFa nukleotideille 219 - 184, mu-
tatoidut emdkset on alleviivattu). PCR-reaktio II suori-
tettiin alukkeilla 21/MR (5'-GCCCTCCTGGCCAATGGCGTGG-3';
aluke 21/MR sisdltdd plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa nuk-
leotidit 220 - 241) ja 17/0 (5'—CATTACTGGATCTATCAACAGG:3';
aluke 17/0 sis&@ltd@a nukleotidit, jotka ovat komplementaa-
risia plasmidin pDS56/RBSII, SphI-TNFa nukleotideille 748 -
727).

Tuloksena syntynyttd ekspressioplasmidia pDS56/
RBSII,SphI-TNFa(Glu3l) kaytettiin Glu®’~-TNFa-proteiinin
tuottamiseen ja plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa(Glu3l-
Thr86) rakentamiseen (katso esimerkki 1IV)..

Asn*'Thr?’~-TNFa-proteiinin valmistus 7

PCR-reaktio I suoritettiin alukkeilla 17/F (5'GGC-
GTATCACGAGGCCCTTTCG-3'; aluke 17/F sisadaltdda plasmidin
pDS56/RBSII,SphI-TNFa nukleotidit 3949 - 3970) ja 21/M6
(5-ATTGGCAGTGTTGTTCAGCCACTGGAGCTGCCCCTC~-3'; aluke 21/M6
sis&dltaa nukleotidit, jotka ovat komplementaarisia plas-

midin pDS56/RBSII,SphI-TNFa nukleotideille 219 - 184, mu-
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tatoidut emdkset on alleviivattu). PCR-reaktio I1 suori-
tettiin alukkeilla 21/MR (5'-GCCCTCCTGGCCAATGGCGTGG-3';
aluke 21/MR sis&ltdad plasmidin pDS56/RBSII, SphI-TNFa nuk-
leotidit 220 - 241) ja 17/0 (5'-CATTACTGGATCTATCAACAGG-3';
aluke 17/0 sisdltda nukleotidit, jotka ovat komplementaa-
risia plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa nukleotideille 748 -
727) ..

Tuloksena syntynytté ekébressioplasmidia pDS56/
RBSII,SphI-TNFa(Asn31Thr32) kidytettiin Asn’'Thr’*’-TNFa-pro-
teiinin tuottamiseen ja plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa-
(Asn31Thr32Thr86) rakentamiseen (katsoc esimerkki 1IV).

Esimerkki IIIX

Trp**Thr®®~TNFa-proteiinin valmistus

Periaatteet .
Trp’’Thr®®-TNFa-proteiinin valmistamiseksi rakennet-

tiiJlekspressioplésmidi pDS56/RBSII, SphI-TNFa(Trp32Thr86),
jota sen jalkeen kaytettiin Trp’’Thr®*-TNFa-proteiinin tuot-
tamiseksi E. coli -soluissa.

Plasmidin pDSSG/RBSii,SphI—TNFa(TrpnThr“) rakenta-

minen —

Kaikki esimerkeiss& I ja II kuvatut ekspressioplas-
midit sisaltavat samat kaksi BglI-restriktioentsyymin kat-
kaisukohtaa kuin plasmidi pDS56/RBSII,SphI-TNFa (katso
kuvio 1). Toinen n&istd kohdista sijaitsee B-laktamaasi-
geenissd, kun taas toinen kohta sijaitsee TNFa-geenissa.
Ta&m& jalkimmdinen kohta erottaa TNFa-proteiinia kooditta-
van alueen kahteen osaan: toinen osa koodittaa TNFa-pro-
teiinin aminohappoja 1 - 36, toinen osa koodittaa TNFa-
proteiinin aminohappoja 37 - 157 (katso kuvio 1b).

Plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa(Trp32Thr86) raken-
tamiseksi DNA-fragmentit 1 ja 2 valmistettiin standardien
menetelmien (Sambrook et al., 1989) mukaisesti. Fragmentti
1 (sekvensseja& varten katso kuvio 4) oli plasmidin pDS56/
RBSII,SphI-TNFa(Trp32) pieni BglI-fragmentti, jossa oli
sgdéddeltdvd promoottori ja koodittava alue Trp’*’-TNFa-pro-
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teiinille aminohappoon 36 asti. Fragmentti 2 oli plasmidin
pDS56/RBSII,SphI-TNFa(Thr86) suuri BglI-fragmentti, jossa
oli koodittava alue Thr?°*~-TNFa-proteiinille aminohaposta 37
lahtien ja plasmidin replikaatioalue. Fragmentti 1 ja ent-
symaattisesti defosforyloitu fragmentti 2 ligoitiin yhteen
(Sambrook et al., 1989), joka johti plasmidin pDS56/
RBSII, SphI-TNFa(Trp32Thr86) syntyyn.

M15-solut [pREP4; pDS56/RBSII,SphI-TNFa(Trp32)] on
talletettu Budapestin sopimuksen mukaisesti patenttitar-
koituksia varten kokoelmaan Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Braunschweig, Sak-
sa, 19.11.1990 koodinunierolla DSM 6241.

Trp>*Thr®®~-TNFa-proteiinin tuotto

Plasmidi pDS56/RBSII,SphI-TNFa(Trp32Thr86) trans-
formoitiin E. coli M15-soluihin, jotka sisdlsiv&t jo plas-
midin pREP4, standardeilla menetelmillda (katso y11l4a).
Trénsformoituja soluja kasvatettiin 37 °C:ssa LB-alustassa -
(katso yl1d), joka sisédlsi 100 mg ampisilliinia/l ja 25 mg
kanamysiinid/l. Kun optinen tiheys 600 nm:ssa o0li noin
0,7 - 1,0, IPTG:t& 1lisdttiin niin, ettéa lopull%pen kon-
sentraatio oli 2 mM. Kun oli kasvatettu lis&d 2,5 - 5 tun-
tia 37 °C:ssa, solut kerattiin sentrifugoimalla.

"~ Esimerkki IV -
Ser”Thr“—TNFa—,Ser”Trp”Thr“-TNFa-,Glu“Thr“-TNFa—7
ja Asn*Thr*’Thr?-TNFa-proteiinien valmistus
Periaatteet
TNFa-muteiinit Ser®Thr®®-TNFa, Ser®’’Trp’’Thr®®-TNFa,

Glu®'Thr®*-TNFa ja Asn®'Thr*’Thr®-TNFa valmistettiin seuraten
menetelmdd, joka on kuvattu yksityiskohtaisesti esimerkis-
sd III Trp**Thr®®-TNFa-proteiinin valmistamiseksi. N&in ol-
len ylld mainittujen TNFa-muteiinien valmistuksen kuvauk-
sessa on ainoastaan esimerkin III fragmenttia 1 vastaavat
DNA-fragmentit spesifioitu.- Lisd&ksi on annettu eri TNFa-
muteiineja koodittavien ekspressioplasmidien nimet.

Ser®’’Thr®*-TNFa-proteiinin valmistus
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Fragmentti 1 (sekvenssejd varten katso kuvio 5) oli
plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa(Ser29) pieni BglI-frag-
mentti, jossa o0li s&adeltdvd promoottori ja koodittava
alue Ser?’’-TNFa-proteiinille aminohappoon 36 asti. Frag-
mentti 1 ja entsymaattisesti defosforyloitu fragmentti 2
(katso esimerkki III)~ligoitiin yhteen (Sambrook et al.,
1989), joka johti plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa(Ser29-
Thr86) syntyyn, jota sen j&lkeen kaytettiin Ser®Thr®®-TNFa-
proteiinin tuottamiseksi E. coli -soluissa.

M15-solut [pREP4; pDS56/RBSII,SphI-TNFa(Ser29)] on
talletettu Budapestin sopimuksen mukaisesti patenttitar—>
koituksia varten kokoelmaan Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Braunsc%weig, Sak-
sa, 19.11.1990 koodinumerolla DSM 6240.

Ser®Trp*Thr®®-TNFa-proteiinin valmistus

Fragﬁéntti 1 (sekvenssejéd varten katso kuvio 6) oli
plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa(Ser29Trp32) pieni BglI-
fragmentti, jossa oli sd&deltéava promoottori ja koodittava
alue Ser®Trp*’-TNFa-proteiinille aminohappoon 36 asti.
Fragmentti 1 ja entsymaattisesti defosforyloitu fragmentti
2 (katso esimerkki III) ligoitiin yhteen (Sambrook et al.,
1989), joka johti plasmidin pDS56/RBSII,SphI-TNFa(Ser29-
Trp32Thr86) syntyyn, jota sen jadlkeen kdytettiin Ser®’Trp-
S2Thr®_TNFa-proteiinin tuottamiseksi E. coli -soluissa.

Glu*'Thr®-TNFa-proteiinin valmistus

Fragmentti 1 oli plasmidin pDS56/RBSII, SphI-TNFa-
(Glu3l) pieni BglI-fragmentti, jossa oli saadeltavd pro-
moottori ja koodittava alue Glu’’-TNFa-proteiinille amino-
happoon 36 asti. Fragmentti 1 ja entsymaattisesti defosfo-
ryloitu fragmentti 2 (katso esimerkki III) ligoitiin yh-
teen (Sambrook et al., 1989), joka johti plasmidin pDS56/
RBSII,SphI-TNFa(Glu31Thr86) syntyyn, jota sen jdlkeen kay-
tettiin Glu’’hr®®-TNFa-proteiinin tuottamiseksi E. coli

~soluissa.
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Asn’'Thr**Thr®®-TNFa-proteiinin valmistus

Fragmentti 1 o©li plasmidin pDS56/RBSII,Sphl-TNFa-
(Asn31Thr32) pieni BglI-fragmentti, jossa o0li s&adeltava
promoottori ja koodittava alue Asn*'Thr’?’NFa-proteiinille
aminohappoon 36 asti. Fragmentti 1 ja entsymaattisesti
defosforyloitu fragmentti 2 (katso esimerkki III) ligoi-
tiin yhteen (Sambrook et al., 19839), joka johti plasmidin
pDS56/RBSII, SphI-TNFa(Asn31Thr32Thr86) syntyyn, jota sen
jalkeen kaytettiin Asn®'Thr*’Thr®®-TNFa-proteiinin tuottami-
seksi E. coli -soluissa.

Esimerkki V

Ihmisen TNFa-muteiinien puhdistus

Yksi litra E. coli -solujen, jotka oli transfor-
moitu ja indusoitu, kuten y1l1ld on kuvattu, yli yon kasva-
neita viljelmi& kerattiin sentrifugoimalla ja suspen-
doitiin uudelleen 20 ml:aan liuosta, jossa oli 50 mM Tris-
puskuria, pH 7,2, 200 mM-KCl:a, 50 mM MgCl,:a, 5 % glyse-
rolia. Solut hajotettiin French press ~laitteella paineel-
la 20 000 psi:ta. Kun oli kirkastettu sentrifugoimalla
(70 000 x g, 30 minuuttia, 4 °C), lis&ttiin kiinte&& am-
moniumsulfaattia niin, ettd lopullinen koﬁsentraatio oli
30 3. Liuosta sekoitettiin huoneenlé&mpdtilassa yhden tun-
nin ajan ja sitten sentrifugoitiin 10 000 x g 20 minuutin
ajan 4 °C:ssa. Supernatantti suodatettiin O, 45 pm:ﬁ suo-
dattimen l&pi ja s&ddettiin 70-prosenttiseksi ammoniumsul-
faatin suhteen. Saostuneet proteiinit kerdttiin sentrifu-
goimalla, liuotettiin 20 ml:aan 20 mM Tris—liuosta; pH
9,0, ja dialysoitiin samaa puskuria vastaan yIi yOn
4 °C:ssa. Dialysoitujen ndytteiden 1 ml:n madrat lis&ttiin
MonoQ-pylvadseen (HR 5/5, LKB-Pharmacia), joka oli tasa-
painotettu 20 mM Tris-liuoksella, pH 9,0, ja eluoitiin
lineaarisella NaCl-gradientilla (0 - 400 mM 20 mM Tris-
liuoksessa, pH 9,0) -virtausnopeudella 0,5 ml/minuutti.
Kerdttiin 0,5 ml fraktiot ja ne analysoitiin TNFa-muteii-

nien ldsndolon suhteen natriumdodekyylisulfaatti-polyak-



. 10

15

20

25

30

35

32

ryyliamidigeelielektroforeesilla (SDS-PAGE). Positiiviset
fraktiot yhdistettiin, dialysoitiin 20 mM 2-morfolinocetaa-
nisulfonihappoa (MES), pH 6,0, vastaan ja lisdttiin MonoS-
pylvadseen (HR 5/5, LKB-Pharmacia), joka oli tasapainotet-
tu 20 mM MES-puskurissa, pH 6,0. Proteiinit eluoitiin li-
neaarisella NaCl-gradientilla (O - 400 mM 20 mM MES-pusku-
rissa, pH 6,0) virtausnopeudella 0,5 ml/minuutti. Eri
TNFa-muteiinit eluoituivgt elektroforeettisesti puhtaina
proteiineina NaCl-konsentraatioiden 250 mM ja 350 mM va-
1il11&a. Kun oli dialysoitu fosfaatilla puskuroitua suola-
liuosta (PBS) vastaan, proteiinikonsentraatio mééritettiin
BCA-proteiinitestillda (Pierce Chemical Comgany) kédyttéen
ihmisen villityypin TNFa-proteiinia standardina.

Esimerkki VI -

Ihmisen TNFa-proteiinin ja muteiinien kilpaileva

sitoutuminen ihmisen p75-TNF-R- ja p55-TNF-R-rekom-

binanttireseptoreihin

Kilpailevaa sitoutumistestid varten mikrotiitteri-
levyt pddllystettiin ihmisen p75-TNF-R-rekombinanttiresep-
tori=ihmisen IgG 3 ja p55-TNF-R-ihmisen IgG 3 -fuusiopro-
teiineilla, jotka oli liuotettu PBS:44n konsentraatioiksi
0,3 pg/ml ja 0,1 pg/ml, vastaavassa jarjestyksessd (100
pl/kuoppa, yli yon 4 °C:ssa)[Loetscher, H. et al., J.
Biol. Chem. 266, 18324 - 18329 (1991); Lesslauer, W. et
al., Eur. J. Immunol. 21, 2883 - 2886 (1991)]. Kun oli
blokeerattu blokeerauspuskurilla (50 mM Tris, pH 7,4,
140 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,02 % NaN,;, 1 % rasvaton maitojau-
he), mikrotiitterilevy pestiin PBS:11&8 ja sitd inkuboitiin
niin, etta lasnd oli 10 ng/ml ihmisen '2*I-TNFa-proteiinia
[leimattu Iodogen-menetelmdlla (Pierce Chemical Company)
niin, ettd spesifinen aktiivisuus oli noin 30 upCi/pgl] ja
eri konsentraatiot muteiineja. Tilavuus oli 100 pl/kuoppa
ja kukin konsentraatio testattiin kolmena rinnakkaisena.
Kun o0li inkuboitu kolme tuntia huoneenlamp&tilassa, Kuopat
pestiin perusteellisesti PBS:114 ja laskettiin gammalas-

Kurissa.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd ihmisen kasvaimen nekroosifaktorire-
septoriin pb5 selektiivisen sitoutumisaffiniteetin sisdl-
tdvan ihmisen kasvaimen nakroosifaktorimuteiinin tai sen
farmaseuttisesti hyvaksyttavan suolan valmistamiseksi,
jolle muteiinille on ominaista se, ettd@ ihmisen kasvaimen
nekroosifaktorin aminohapposekvenssi on muuttunut ainakin
kohdassa 86, jossa on treoniini seriinitdhteen tilalla,
tunnettu siitd, ettd menetelmd sisdltda vaiheet,
joissa viljell&adn isantasolua, joka on transformoitu eks-
pressiovektorilla, joka sis&ltdd DNA-sekvenssin, joka koo-
dittaa sellaista muteiinia, sopivassa alustassa ja eris-
tetddn tdmd muteiini viljelmdn supernatantista tai isantéa-
solusta itsestddn, ja jos halutaan, muutetaan tdma muteii-
ni sen farmaseuttisesti hyvaksyttavadksi suolaksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&; t u n-
nettu siitd, ettd mainittu aminohapposekvenssi on
muuttunut yhdessda tai useammassa lisdkohdassa, suositel-
tavasti yhdess& tai kahdessa lisdkohdassa.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainenAEenetelmé, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu aminohapposekvenssi on
muuttunut kohdissa 29 ja 86, 31 ja 86, 32 ja 86, 29, 32 ja
86, ja 31, 32 ja 86.

4. Minka& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen
menetelmd, tunnet tu siitd, ettd mainittu muteiini
on Thr®-TNFa, Ser?’-Thr®-TNFa, Glu®'-Thr?-TNFa, Trp*’-Thr®®-
TNFa, Ser®”’-Trp*’-Thr®®*-TNFa tai Asn’’-Thr?’-Thr®*-TNFa.

5. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen
menetelmd, t un ne t tu siitd, ettd isdntdsolu on pro-
karyoottinen tai alempi eukaryoottinen isd&ntdsolu.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t u n-

nettu siitda, ettd mainittu is&ntdsolu on E. coli.
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7. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 6 mukainen
menetelmd, t unnet tu siitd, ettd8 ekspressiovektori
on pDS-ryhmé&n vektori.

8. Yhdisteen Kkayttd farmaseuttisen koostumuksen
valmistamiseksi, t unnettu siita, ettda yhdiste on
valmistettu minkd@ tahansa patenttivaatimuksen 1.- 7 mukai-
sella menetelmdlld.

9. DNA-sekven;Si, tunnettu siitda, ettd se
sisaltaa DNA-sekvenssin, joka koodittaa yhdistettd, joka
on valmistettu mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 7 -
mukaisella menetelmdlld. 7

10. Vektori, erikoisesti prok§ryoottisessa tai
alemmassa eukaryoottisessa isdntdsolussa ekspressoimista
varten, tunnettu siitd, ettd sellainen vektori
sisdltdd patenttivaatimuksen 9 mukaiéen DNA-sekvenssin.

i 11. Isantdsolu, erikoisesti prokaryoottinen tai
alempi eukaryoottinen is&ntdsolu, tunne t t u siits,
etta se on transformoitu patenttivaatimuksen 10 mukaisella

vektorilla.
- 12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen is&ntdsolu,

tunnettu siitda, ettd se on E. coli.
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TTTTTATIGG TGAGAATCCA AGCTAGCTTG GCGAGATTTT CAGGAGCTAA

GGAAGCTAAA ATGGAGAAMA AAATCACTGG ATATACCACC GTTGATATAT

CCCAATGGCA TCGTAAAGAA CATTTTGAGG CATTTCAGTC AGTTGCICAA

TGTACCTATA ACCAGACCGT TCAGCTGGAT ATTACGGCCT

CGTAAAGAAA AATAAGCACA AGTTTTATCC GGCCTITTATT

CCCGCCTGAT
GAGCTGGTGA
GCARACTGAA
GGCAGTTTCT
CTGGCCTATT
CAATCCCTGG
ACAACTTCTT
GACAAGGTGC

TGGCTTCCAT

ACGCCTGGGG

CTCAGTCGAA

GCTCTCCTGA

CGGTGATGAC

TCAGCGGGIG

CGATAGCGGA

GAAAATACCG
CGCTCGGTCT
AATACGGTTA

CAAAAGGCCA

GAATGCTCAT

TATGGGATAG

ACGTTTTCAT

ACACATATAT
TCCCTAAAGG
GTGAGTTTCA
CGCCCCCGTT
TGATGCCGCT
GTCGGCAGAA
CGGGGCGTRA
TAATGACTCT

AGACTGGGCC

GTAGGACAAA
GGTGAAAACC
GTAAGCGGAT
TTGGCGGGTG
GIGIATACTG
CACCATATGC
CATCAGGCGC
GTCGGCTGEG
TCCACAGAAT

GCAAAAGGCC

TTTTAAAGAC
CACATTCTTIG
CCGGAATTTC GTATGGCAAT GAAAGACGGT
TGTTCACCCT TGTTACACCG TTTTCCATGA
CGCTCTGGAG TGAATACCAC GACGATTTCC
TCGCAAGATG TGGCGTGTTA CGGTGAAAAC
GTTTATTGAG AATATGTTTT TCGTCTCAGC
CCAGTTTTGA TTTAAACGTG GCCAATATGG
TICACCATGG GCAAATATTA TACGCAAGGC
GGCGATTCAG GTTCATCATG CCGTCTGTGA
TGCTTAATGA ATTACRACAG TACTGCGATG
TTTTTTTAAG GCAGTTATTG GTGCCCTTAA
CIAGCTTGAG GCATCAAATA AAACGAAAGG
TTTCGTTTTA TCTGTTGTTT GTCGGTGAAC

Xbal
TCCGCCGCTC TAGAGCTGCC TCGCGCGTIT

TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA
GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGLG
TCGGGGCGCA GCCATGACCC AGTCACGTAG
GCTTAACTAT GCGGCATCAG AGCAGATTGT
GGTGTGAAAT ACCGCACAGA TGCGTAAGGA
TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTIG
GCGAGCGGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGGT
CAGGGGATAA CGCAGGAAAG AACATGIGAG

AGGAACCGTA AMAAGGCCGC GITGCIGGLG
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CTACGATACG GGAGGGCTTA
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Bgll
CGGAAGGGCC GAGCGCAGAA

AGTCTATTAA TTGTTGCCGG
AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC
GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT
TTACATGATC CCCCATGTIG
CCGATCGTTG TCAGAAGTAA
GGCAGCACTG CATAATTCTC

CIGTGACTGG TGAGTACTCA
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CCCTGACGAG CATCACAAAA ATCGACGCTC
CGACAGGACT ATAAAGATAC CAGGCGTTIC
CGCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCGCTTACC
CCCTTCGGGA AGCGTGGCGC TTTCTCAATG
GTTCGGIGTA GGTCGTTCGC TCCAAGCIGG
GTTCAGCCCG ACCGCTGCGC CTTATCCGGT
CCCGGTAAGA CACGACTTAT CGCCACTGGC
TTAGCAGAGC GAGGTATGTA GGCGGTGCTA
c_crAAc'iACG GCTACACTAG AAGGACAGTA
GAAGCCAGTT ACCTTCGGAA AAAGAGTIGG
AMACCACCGC TGGTAGCGGT GGITTTITTG
CGCAGAAARA AAGGATCTCA AGAAGATCCT
TGACGCTCAG TGGAACGAAA ACTCACGTTA

TATCAAAAAG GATCTTCACC TAGATCCTTT
AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT
CTTAATCAGT GAGGCACCTA TCTCAGCGAT
TAGCTGCCTG ACTCCCCGTC GIGTAGATAA
CCATCTGGCC CCAGTGCTGC AATGATACCG

TCCAGATTTA TCAGCAATAA ACCAGCCAGC

GTGGTCCIGC AACTTITATCC GCCTCCATCC
GAAGCTAGAG TAAGTAGITC GCCAGTTAAT
CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC
TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG
TGCAAAAMAG CGGTTAGCTC CT&CGGTCCT
GTTGGCCGCA GIGTTATCAC TCATGGTTAT
TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTIT

ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GIGTATGCGG



Fig. 1b (jatk.)
3501 (CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA
3551 TAGCAGAACT TTAAAAGTGC TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA
3601 AACTCTCAAG GATCTTACCG CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT
3651 CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTTTCIGCG
3701 GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AARATGCCGC AAAAAAGGGA ATAAGGGCGA
‘3751 (CACGGRAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTICRATA TTATTGAAGC
3801 ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA
3851 GAAAAATAAA CAMATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA ARAGTGCCAC
3901 CTGACGTCTA AGAARACCATT ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG

3951 CGTATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCAC
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GCAGGTTCTC CGGCCGCTTIG

ATGACTGGGC ACAACAGACA ATCGGCTGCT
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CAGCTGCTGC CTGAGGCTGG ACGACCTCGC GGAGTTCTAC CGGCAGTIGCA
AATCCGTCG& CATCCAGGAA ACCAGCAGCG GCTATCCGCG CATCCATGCC

Sall
CCCGAACTGC AGGAGTIGGGG AGGCACGATG GCCGCTTIGG TCGACAATTC

GCGCTAACTT ACATTAATIG CGTTGCGCIC ACTGCCCGCT TTCCAGTCGG
GAAACCTGTC GTGCCAGCTG CATTAATGAA TCGGCCAACG CGCGGGGAGA
GGCGGTTTGC GTATTGGGCG CCAGGGTGGT TTTTCTTTIC ACCAGTGAGA
CGGGCAACAG CTGATTGCCC TTCACCGCCT GGCCCTGAGA GAGTTGCAGC
AAGCGGTCCA CGCTGGTTTG CCCCAGCAGG CGAAMATCCT GTTTGATGGT
GGTTAACGGC GGGATATAAC ATGAGCTGTC TTCGGTATCG TCGTATCCCA
CTACCGAGAT ATCCGCACCA ACGCGCAGCC CGGACTCGGT AATGGCGCGC
ATTGCGCCCA GCGCCATCTG ATCGTTGGCA ACCAGCATCG CAGTGGGAAC
GATGCCCTCA TTCAGCATTT GCATGGTTTG TTGAAAACCG GACATGGCAC
TCCAGTCGCC TTCCCGTTCC GCTATCGGCT GAATTTGATT GCGAGTGAGA
TATTTATGCC AGCCAGCCAG ACGCAGACGC GCCGAGACAG AACTTAATGG
GCCCGCTAAC AGCGCGATTT GCTGGTGACC CAATGCGACC AGATGCTCCA
CGCCCAGTCG CGTACCGTCT TCATGGGAGA AMATAATACT GTTGATGGGT
GTCTGGTCAG AGACATCAAG AAATRACGCC GGAACATTAG TGCAGGCAGC
TTCCACAGCA ATGGCATCCT GGTCATCCAG CGGATAGTTA ATGATCAGCC
CACTGACGCG TTGCGCGAGA AGATTGTGCA COGCCGCTTT ACAGGCTTCG
ACGCCGCTTC GTTCTACCAT CGACACCACC ACGCTGGCAC CCAGTTGATC
GGCGCGAGAT TTAATCGCCG CGACAATTTG CGACGGCGCG TGCAGGGCCA
GACTGGAGGT GGCAACGCCA ATCAGCAACG ACTGTTTGCC CGCCAGTTGT
TGTGCCACGC GGTTGGGAAT GTAATTCAGC TCCGCCATCG CCGCTTCCAC
TTTTTCCCGC GTTTTCGCAG ARACGTGGCT GGCCTGGTTC ACCACGCGGG
ARACGGTCTG ATAAGAGACA CCGGCATACf CTGCGACATC GTATAACGTT
ACTGGTTTCA CATTCACCAC CCTGAATTGA CTCTCTTCCG GGCGCTATCA

TGCCATACCG CGAMAGGTTT TGCGCCATTC GATGGTGTCA ACGTAAATGC
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ATGCCGCTTC
GCTACTGACG
CTAGCGGAGT
TGAAGTGCTT
GAATATGTGA
GCTCGGTCGT
GATTTCCTGG
GCGGCAAAGC
AATCTGACGC
ACCAGGCGTT
TTCGGTTTAC
ACGCCTGACA
MCGAACC
CGTICTTGAGT
CACTGGTAAT
GGCTRAACTG

ACCTCGGTTC

Fig. 2b (jatk.)
Sall
GCCTTCGCGE GCGAATTGTC GACCCTGTCC
GGGTIGGTGCG TAACGGCAAA AGCACCGCCG
GTATACTGGC TTACTATGTT GGCACTGATG
CATGTGGCAG GAGAARRAAG GCTGCACCGG
TACAGGATAT ATTCCGCTTC CTCGCTCACT
TCGACTGCGG CGAGCGGAAA TGGCTTACGA
AAGATGCCAG GAAGATACTT AACAGGGAAG
CGTTTTTCCA TAGGCTCCGC CCCCCTGACA
TCAAATCAGT GGTGGCGAAA CCCGACAGGA
"rccccrqc;cs GCTCCCTCGT GCGCTCTCCT
CGGTGTCATT CCGCTGTTAT GGCCGCGTTT
CTCAGTTCCG GGTAGGCAGT TCGCTCCAAG
CCCCGTTCAG TCCGACCGCT GCGCCTTATC
CCAACCCGGA AAGACATGCA AAAGCACCAC
TGATTTAGAG GAGTTAGICT TGAAGTCATG
AAAGGACAAG TTTTGGTGAC TGCGCTCCTC
AAAGAGTTGG TAGCTCAGAG AACCTTCGAA

CTCCTGTTCA
GACATCAGCG
AGGGTGTCAG
TGCGTCAGCA
GACTCGCTAC
ACGGGGCGGA
TGAGAGGGCC
AGCATCACGA
CTATAAAGAT
GTTCCIGCCT
GTCTCATTCC
CTGGACTGTA
CGGTAACTAT
TGGCAGCAGC
CGCCGGTTAA
CAAGCCAGTT

AAACCGCCCT

GCAAGGCGGT TTITTCGTTT TCAGAGCAAG AGATTACGCG CAGACCAAAA

CGATCTCARAG AAGATCATCT TATTAATCAG ATAAAATATT TCTAGATTTC

AGTGCAATTT ATCTCITCAA ATGTAGCACC TGAAGTCAGC CCCATACGAT

ATAAGTIGTT

AATTCTCATG TTTGACAGCT TATCATCGAT
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Bgll
GGAAGGGCC GAGCGCAGAA

AGTCTATTAA TTGTTGCCGG
AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC
GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT
TTACATGATC CCCCATGTTG
CCGATCGTTG TCAGAAGTAA
GGCAGCACTG CATAATTCTC
CIGTGACTGG TGAGTACTCA
CGACCGAGTT GCTCTTGCCC
TAGCAGAACT TTAAAAGTGC
AACTCTCAAG GATCTTACCG
CGTGCACCCA ACTGATCTTC
GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC
CACGGAAATG TTGRATACTC
ATTTATCAGG GTTATTGTCT
GPAAPAATAAA CAAATAGGGG
CTGACGTCTA AGARACCATT
CGTATCACGA GGCCCTTTCG
XhoI
~CTCGAGAAAT CATAAAAAAT
AATAGATTCA ATTGTGAGCG
AGGAGAAATT AAGCATGGTC
val
1

CCTGTAGCCC ATGTTGTAGC
_ProvalAlaH isvValValal

GCTGAACCGC TGGGCCAATG
pLeuAsnArg TrpAlaAsnA
31

Fig. ¢

GTGGTCCTGC AACTTTATCC GCCTCCATCC
GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT
CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC
TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG
TGCAAAAAAG CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT
GTTGGCCGCA GIGTTATCAC TCATGGTTAT
TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTTT
ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG
GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA
TCATCATTGG ABBACGTTCT TCGGGGCGAA
CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT
AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTTTCTGG
AAMATGCCGC AAAAAAGGGA ATAAGGGCGA
ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC
CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA
TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC
ATTATCATGA CATTAACCTA TAARAATAGG

TCTTCAC~

TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT

EcoR1
GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAARG

AGATCATCTT CTCGAACCCC GAGTGACAAG
ArgSerSerS erArgThrPr oSerAsplys
11

AAACCCTCAA GCTGAGGGGC AGCTCCAGTG
aAsnProGln AlaGluGlyG lnLeuGlnTr
21 -

Bgll
CCCTCCIGGC
laLeu

36
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Fig. 5
BglI

GGAAGGGCC GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC GCCTCCATCC
AGTCTATTAA TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT
AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC
GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG
TTACATGATC CCCCATGTTG TGCAAAAAAG CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT
CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA GIGTTATCAC TCATGGTTAT
GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTTT
CTGTGACTGG TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG
CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA
TAGCAGAACT TTAAAAGTGC TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA
AACTCTCAAG GATCTTACCG CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT
CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTTTICIGG
GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AAAAAAGGGA ATAAGGGCGA-
CACGGAAATG TTGAATACTC ATACTCTTICC TTTTTCAATA TTATTGAAGC
ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA
GAAAMATAAA CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC
CTGACGTCTA AGAAACCATT ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG
CGTATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCAC- _

Xhol
~CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTIGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT

EcoRI
AATAGATTCA ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG

AGGAGAAATT AAGCATGGTC AGATCATCIT CTCGAACCCC GAGTGACAAG
Val ArgSerSerS erArgThrPr oSerAspLys
1 11

CCTGTAGCCC ATGTTGTAGC AAMACCCTCAA GCTGAGGGGC AGCTCCAGTG
ProvalAlaH isValValAl aAsnProGln AlaGluGlyG lnLeuGlnTr
21

BglI
GTCCAACCGC CGGGCCAATG CCCTCCTGGC
pSerAsnArg ArgAlaAsnA laLeu
31 36
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Fig. 6

BglI
GGAAGGGCC GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC GCCTCCATCC

AGICTATTAA TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT
AGTTTGCGCA ACGTTGTIGC CATTGCTACA GGCATCGIGG TGTCACGCTC
GTCGTTTGGT ATGGCTICAT TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG
TTACATGATC CCCCATGTTG TGCAARAAAG CGGTTAGCIC CTTCGGICCT -
CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA GTGTTATCAC TCATGGTTAT
GGCAGCACTG CATAATTCIC TTACTGICAT GCCATCCGTA AGATGCTTTT
CTGTGACTGG TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG
CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA
TAGCAGAACT TTAAAAGTGC TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA
AACTCTCAAG GATCTTACCG CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT
CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTTTCIGG
GTGAGCAARA ACAGGAAGGC AARATGCCGC AAABAAGGGA ATAAGGGCGA
CACGGAAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC
ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGCGGA TACATATTIG AATGTATTTA
GAAARATAAA CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC
CTGACGTCTA AGAAACCATT ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG
CGIATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCAC-

Xhol
~CTCGAGAAAT CATAAARAARAT TTATTIIGCIT ﬂanKKIEA TAACAATTAT

EcoRI
AATAGATTCA ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG

AGGAGAAATT AAGCAIGGTC AGATCATCIT CTCGRACCCC GAGTGACARG
Val ArgSerSerS erArgThrPr oSerAspLys
1 11

CCTGTAGCCC ATGTTGTAGC AAACCCTCAA GCTGAGGGGC AGCTCCAGTG
ProvalAlaH isValvalAl aAsnProGln AlaGluGlyG lnLeuGlnTr
21

Bgll
GTCCAACCGC TGGGCCAATG CCCTCCTGGC
pSerAsnArg TrpAlaAsnA laleu
31 36
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