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Menetelmd geneettisten rakenteiden valmistamiseksi hermokas-
vutekijdn ekspressoimiseksi eukoryoottisissa soluissa

T&m&n keksinndn kohteena on menetelmd8 hermokasvutekijdksi
(B-NGF) kutsutun polypeptidin muodostamiseksi transformoi-
duista soluista, etenkin menetelmd ihmisen biologisesti ak-
tiivisen t8ysin kehittyneen muodon (f-alayksik&n) muodosta-
miseksi yhdistelm&-DNA-teknologialla kdytt&m&l1l8 geneettisid
rakenteita, jotka voidaan siirt#8 sopiviin eukskaryoottisiin

solulinjoihin.

A. Hermokasvutekijd (NGF)

Hermokasvutekijd (NGF) on havaittu ensiksi hiiren sarkooma-
tuumoreissa (tukikudossy8pd) (Levi-Montalcini R. et al., J.
Exp. Zool. 116:321, 1951) ja sitten se on puhdistettu ja
saatettu homogeeniseksi koiraspuolisten hiirien leuanalus-
sylkirauhasista (Varon S. et al., Biochemistry 6:2202, 1967)
ja k8&rmeenmyrkyst& (Angeletti R.H., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 65:668, 1970). On esitetty myds useita muita suhteelli-
sen rikkaita NGF-l1&8hteit&, mukaanlukien marsun eturauhanen
(Harper G.P. et al., Nature 279:160, 1979) ja ihmisen istuk-
ka (Goldstein L.D. et al., Neurochem. Res. 3:175, 1978, Wal-
ker, P. et al., Life Science 26:195, 1980, Fidia-patentti
47745A88). Pieni¥d NGF-m&&rid on todettu esiintyv&n myds
muissa kudoksissa, kuten esimerkiksi nis&dkk&iden keskusher-
mostossa (Varon S., Discussions in Neuroscience, osa II, n:o
3, 1985; Hefti F. et al., Neuroscience 14:55, 1985). N&iden
mahdollisten NGF-l&hteiden v&linen fysiologinen suhde ja
selvdt toimintapaikat eiv&dt ole hyvin selvid, mutta yleises-
ti oletetaan, ettd NGF erittyy erilaisista perifeerisistd
kudoksista, jotka vaativat hermotusta niist8 soluista, jotka

reagoivat NGF:&8&n.

Koiraspuolisten hiirien leuanalussylkirauhasista saatua
NGF:84 kdytetddn useimmissa tutkimuksissa tutkittaessa NGF:n
aktiivisuutta in vitro ja in vivo. NGF:n biologisen in vit-
ro-aktiivisuuden alue on m&&ritetty sekd8 primaarisilla her-
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mosoluilla ettd kloonatuilla solulinjoilla. Primaarisia her-
mosoluja, jotka reagoivat NGF:ddn in vitro, ovat sikidn sen-
soriset neuronit (embryon 8. - 23. pdiv8) spinaaliganglion
(selk8ydinhermosolmun) tyvissd, autonomiset noradrenergiset
fetaaliset (siki®n) neuronit sympaattisessa gangliossa (si-
sdlmyshermosolmussa), kolinergiset fetaaliset neuronit v&li-
seindssd (septum) ja lis8munuaisen kromaffiinisolut kehitys-
vaiheessa. Samalla kun sensoriset ja sympaattiset neuronit
riippuvat NGF:st& eloonjd&misen ja kehityksen suhteen, ko-
linergiset neuronit eivdt n&8ytd tarvitsevan NGF:88 eloonjaé&-
mistd, vaan ainoastaan differentioitumistaan varten, s.o.
fenotyyppisten ominaisuuksien ekspressiota varten, jotka
ovat sitoutuneet neurotransmitteriin (hermov&litt&j&ainee-
seen). NGF:n lis8ys lis&munuaisen kromaffiinisoluihin (so-
luihin, jotka ovat per8isin hermostopienasta) niiden kehi-
tyksen ensimméisessd vaiheessa saa aikaan hermofenotyyppien
ekspression. Solulinjoja, jotka reagoivat NGF:8&n in vitro,
kuten kirjallisuudessa on esitetty, ovat lis&munuaisen kro-
maffiinisolut, jotka ovat perdisin hermostopienan tuumo-
reista ja jotka tunnetaan feokromosytoomasoluina (PCl12), ja
ihmisen neuroblastoomasolut. B-NGF-k&sittelyn j&lkeen n&mi
solut muuttavat kéyttéYtymistéén ja siirtyvé&t erittdin 1li-
s8d8ntyv&std vaiheesta postmitoottiseen tilaan.

Hiiren leuanalussylkirauhasista saatua NGF:834 on luonnehdit-
tu eniten, my8Ss sen kemiallisen ja immunokemiallisen profii-
lin suhteen. Hiiren rauhasista per&isin oleva NGF toimii ku-
ten 7S-tyyppinen proteiinikompleksi (molekyylipaino n.
140.000 daltonia), joka muodostuu kolmesta alayksikéstd (a,
B, y), jotka koordinoivat Znt-atomin.

7S-molekyylin mielenkiintoisin osa biologisen aktiivisuuden
suhteen on muodostettu kahdesta polypeptidiketjusta, joiden
kummankin molekyylipaino on 13.250 ja jotka on muodostettu

118 aminohapolla. Kummassakin ketjussa tai monomeeriss# on

kolme sulfidisiltaa, jotka muodostavat kovalenttisia sidok-
sia kahden kysteiinit&hteen v&lille, jotka antavat proteii-
nin kolmidimensionaaliselle rakenteelle vahvan stabiiliuden.



NGF:n n&m& kaksi monomeerid, jotka ovat liittyneet toisiinsa
heikoilla sidoksilla, muodostavat dimeerin, jonka molekyyli-
paino on 26.500. On osoitettu, ettd biologinen aktiivisuus
liittyy dimeeriin, jota kutsutaan nimelld 2.5S tai tavan-
omaisesti B-yksikk8. Ei ole tunnettua, onko t&m& l&snd mybs

monomeerissad.

Geneettisen manipuloinnin menetelmdt ovat mahdollistaneet
sen geenin tunnistamisen, joka koodaa NGF:n B-alayksikdn
(B-NGF) (Scott J. et al., Nature 302:538, 1983; Ulrich A. et
al., Nature 303:821, 1983; EP-patenttijulkaisu n:o

0 121 338). Ihmisen geeni, joka koodaa molekyylin, sijaitsee
kromosomin I lyhyess& varressa ja koodaa molekyylin syntee-
si8, joka on paljon suurempi kuin se, jonka molekyylipaino
on 26.500 ja joka muodostaa biologisesti aktiivisen molekyy-
lin. Siten geeni ohjaa aluksi suuremmat dimensiot omaavan
NGF-esiasteen tai pro-NGF:n synteesi8. Edelleen on osoitet-
tu, ettd geeni, joka koodaa NGF:n B-alayksikdn, on hyvin
sdilynyt eri lajeissa, linnuista ihmiseen (Meier, R. et al.,
EMBO J. 5:1489, 1986).

Hiiren, ihmisen, naudan ja kananpojan B-NGF:n nukleotidi-
sekvenssien selvitys on mahdollistanut n&iden molekyylien
sdilyneiden ja ei-s&dilyneiden paikkojen ja niiden biologisen
aktiivisuuden ja antigeenisyyden suhteen v&lisen vertailun.
B-NGF:n kokonaiss#ilyvyys kehityksen aikana on yll&tt&vé&n
korkea. Koiraspuolisen hiiren leuanalussylkirauhasista puh-
distetun NGF:n kehittyneen muodon 118 aminohaposta ainoas-
taan 16 aminohappoa ovat erilaisia naudan B-NGF:ss&, 19 ka-
nanpojan B-NCF:ss& ja 11 ihmisen B-NGF:ssd, kun taas ihmisen
ja naudan B-NGF:n v&lilld on ainoastaan 6 aminohapon eroa-
vaisuus. Kaikki kysteiinit&hteet ovat s&ilyneet tarkasti
kaikissa lajeissa. B-NGF:n kolmen S-S-sillan v&hennys saa
aikaan sen biologisen aktiivisuuden t8ydellisen menetyksen.
Aminohapposekvenssien kokonaiss&ilymisen korkean tason ja
immunokemiallisen tyypin alhaisen ristireaktiivisuuden v&1li-
nen ilmeinen ristiriita johtuu siit¥ seikasta, ett& amino-
happojen muutokset lajien v&81ill8 sijaitsevat erityisissi



"kasaumissa". Hydropaattisilla seurannoilla on mahdollista
osoittaa, ettd ndmd muutokset tapahtuvat l8hes t8ydellisesti
hydrofiiliss& paikoissa, joita pidet&&n potentiaalisina an-
tigeenideterminantteina (m&8&r&dvind tekijdind). Ainoastaan
yhden hydrofiilisen alueen n&htiin olevan tarkasti s&ilynyt
kaikkien t&h&n asti tutkittujen lajien NGF-molekyyleissé&.

B. Yhdistelm&-DNA-teknologia

Yhdistelm8-DNA-teknologia mahdollistaa vektoriryhmien muo-
dostamisen, jotka pystyvdt ekspressoimaan kiinnostavia pro-
teiineja suurina m&&rind. T&md8 teknologia mahdollistaa mole-
kyylibiqiggif}g}lle DNA-sekvenssin kokoamisen hybridimole- e
kyylien muodostamiseksi, jotka pystyv&t tuottamaan kyseessd
olevaa proteiinia. Menetelmiss& kdytetd8n erilaisia reak-
tioita, kuten leikkaamista restrikticentsyymeills, n8in saa-
tujen fragmenttien liitt&mistd ligaasilla, koottavien oligo-
nukleotidien kemiallista synteesid sek8 muita alan eri labo-
ratorioiden kéytett8vissd olevia menetelmid (Ma?iatis, T. /
et al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Laboratory NY, 1982). Eks-
pression korkeiden tasojen aikaansaamiseksi koottavien DNA-
elementtien on muodostettava olennainen informaatio, esimer-
kiksi replikaatiocalkuperd, antibioottien valinta, ekspres-
siopromoottori, kyseessd olevan geenin transkription akti-
vaattorit ja muut ominaisuudet, jotka ovat tunnettuja maini-
tun aineen viljelij8ille. N&iden elementtien yhdist&minen
sopivalla tavalla saa aikaan plasmidin, jos kyseessd oleva
geeni siirret&&n luonnollisesti transkription ja translaa-
tion s&&8telysekvenssien suhteen ja muodostunut plasmidi on
mé8ritelty ekspression suhteen. Plasmidi tai ekspressiovek-
tori pystyy siten ekspressoimaan proteiinin is&nt&soluissa.
Proteiini voidaan sitten saada puhdistusjdrjestelmdn avulla.
Elementit (promoottorit), jotka valvovat luonnollisesti
useiden geenien ekspressiota, kuten esimerkiksi kasvuteki-
j&t, eiv&t ole kovin vahvoja ekspressiossaan ja ne aktivoi-
tuvat ainoastaan luonnollisissa sopivissa olosuhteissa, jot-
ka ovat usein tuntemattomia. T&t& tarkoitusta varten ké&yte-



t48n promoottoreita, joiden aktiivisuus on tunnettu, esimer-
kiksi papovavirus-ryhm&n virusta, tai muita tunnettuja pro-
movoivia geenisekvenssejd. Elementit, joita kdytetd&n eks-
pression korkeita tasoja varten, ovat siten eri l&hteistd
(eukaryoottisen, bakteeri-, virus- jne.) olevan DNA:n yhdis-
telmd, joka muodostuu eri geeniosien p&8ssd, jotka on 1lii-
tetty yhteen hybridin muodostamiseksi. Geenin transkriptio-
ja translaatioaktiivisuus riippuu sd&dtely- ja koodaussek-

venssien v8lisistd sopivista védleistd.

T&mdn johdannon mukaisesti er8s parhaimmista tavoista k&si-
telld sopivasti s&&telysekvenssejd on sellainen, jossa 1lii-
tetty geeni sijoitetaan samaan asemaan kuin luonnollisessa
geenissd., Erds jdrjestelm&, jota kdytetddn, on sellainen,
jossa s8&telysekvenssit k&sittdvdt myds muutamia koodaussek-
venssien aminohappoja. Yhtyminen liitetyn geenin kanssa saa
sitten aikaan fuusioidun proteiinin. Jos toisaalta fuusioitu
osa poistetaan, on mahdollista saada aikaan parempia biolo-
gisia arvoja. Jos ei k&dytetd fuusioproteiinien tekniikkaa,
tavanomaiset tekniikat geenien aikaansaamiseksi, jotka si-
jaitsevat sd&telysekvenssien l8heisess8 l&heisyydessd, riip-
puvat sopivien restriktiopaikkojen olemassaolosta, jotka
mahdollistavat niiden kloonauksen. Jos yhteensopivia paikko-
ja ei ole l&hialueilla, vaan eri paikoissa, on mahdollista
saada aikaan segmenttien yhtyminen oligonukleotidin tai yh-
distdj&n (linker) synteesills, joka sis&l1t8& halutun res-
triktiopaikan. Jos l&heisyydessd ei ole olemassa yhdist&j&n
kdyt8n mahdollistavia restriktiopaikkoja, silloin k&ytetddn
DNA:n deleetiotekniikkaa Bal 31:11& tai S1:114. T&md mahdol-
lisuus ei mahdollista tarkkaa deleetiota ja on aina tarpeen
tarkastaa sekvensoimalla eri kloonit, jotta n&hd&&n, mikd on
sopivin. N&m& j&rjestelmdt ovat hyvin rajoittavia molekyyli-
biolqgi§§;n kannalta ja siten on tarpeen kehitt#dd vaihtoeh-
toisia strategioita uusien tekniikkojen esiintymisen mukai-
sesti, kuten polymeraasiketjureaktion (PCR) tekniikka (Saiki
et al., Science 239:487, 1988; Scharf, S. J., Science
233:1076, 1986).



T&81148 tekniikalla on mahdollista laajentaa geenisegmenttid
aina arvoon 10°. Periaate perustuu kahden oligonukleotidin
kd8ytt&8n, jotka voidaan yhdist&88 pareittain, kulloinkin yksi
toiseen laajennettavista DNA-sdkeistd. v8li, joka tulee kah-
den oligonukleotidin v&liin tutkittavan geenisekvenssin suh-
teen, m88rd8 valmistettavan molekyylin dimensiot. N&m& kaksi
oligonukleotidi¥ on muodostettu siten, ettd niiden sekvens-
sin sisdpuolella on restriktiopaikka, joka mahdollistaa nii-
den myShemm&n kloonauksen. T&8md restriktiopaikka on l&sné
luonnollisesti tai se muodostetaan ad hoc degeneroimalla
emdsten vdhimm&ism&&rd. T&md l8hestymistie, joka voidaan
m&8ritt88 paikka-kohdistettuna mutageneesind, mahdollistaa
restriktiopaikkojen muodostamisen asemiin, jotka molekyyli-
biologisti m&&ritt88 teoreettisesti. Paikkojen muodostami-
neﬁ, jotké sopivat yhteen muiden geenisegmenttien kanssa,
mahdollistaa toisaalta helpon kloonauksen, mutta saa aikaan
etenkin eri geenisegmenttien yhdist&mismahdollisuuden aio-
tulla tavalla. T&m& tekniikka voidaan m8&ritt&& kloonauksek-
si suoran mutageneesin avulla. K8yt&nndssd yhdistelm&-DNA-
tekniikalla on mahdollista expressoida t#8ydellisid heterolo-
gisia polypeptidejd suoran expression avulla tai vaihtoeh-
toisesti voidaan ekspressoida heterologinen polypeptidi, jo-
ka on fuusioitu samanlaisen polypeptidin aminohapposekvens-
siosan kanssa. Yleensd t&l11l& tavalla saadut tuotteet eivit
ole biologisesti aktiivisia (brittil8inen hakemusjulkaisu
n:o 2007676A; Wenzel, American Scientist 68, 664, 1980).

Kyky eristd8 hermokasvutekij&n B-alayksikdn ihmisen geeni
tarjoaa tdrkedn mahdollisuuden. On mahdollista tuottaa yh-
distelmd-DNA-tekniikalla riittdvd m88rd t4td harvinaista
proteiinia. Itse asiassa hermokasvuproteiini voidaan hyv&k-
syd kliiniseen k8yttd8n erilaisten neurodegeneratiivisten
sairauksien hoidossa. T4ss8 mieless¥ on olemassa dokumentte-
ja koskien NGF:n B-alayksikdn muodostamista yhdistelm&-DNA-
tekniikalla (eurooppalainen patenttijulkaisu n:o 0121388;
Bruce, G. et al., Neurobiology of Aging 10:89, 1989; Hu, G.
et al., Nucleic Acid Research 70:57, 1988; Edwards, R. H.,



Mol. Cell. Biol. 8:2456, 1988; Emfors, P., Proc. Natl. Acad.
Sci. 86:4756, 1989). Valmistusta varten valitaan mieluummin
nisdkkdiden soluja kuin ainoastaan bakteereita niissd ta-
pauksissa, joissa ei voida toteuttaa halvempaa expressiota
mikrobisoluissa. Itse asiassa on paljon taloudellisempaa
valmistaa m8drdttyjd proteiineja bakteerilinjoissa, kuten E.
colissa, mutta yleensd tdmd isdntd/vektori-jdrjestelmd
j&ljent88 uskollisesti ainoastaan proteiinin muodostavien
aminohappojen linaarisen sekvenssin, jolloin bakteerissa
saadaan er&&nlainen liukenematon massa. Olettaen, ettd m&&-
rdtty tuote voidaan valmistaa t8std materiaalista taloudel-
lisesti edullisella tavalla, E. coli voisi olla valittu j&r-
jestelmd, kuten m&dr&ttyjen pienempien molekyylien, kuten
interferonien ja joidenkin el&inkasvuproteiinin kohdalla,
joissa voidaan toteuttaa molekyylin oikea kd&&ntd in vitro.
N&m& j&rjestelmdt ovat erittéin tuottaviaL£25;G;;issa, jotka
yleensd koskevat niit& proteiineja, joissa on yksittdinen
disulfidisidos ja peptidejd, tai proteiinia, jonka k&yttd
(diagnostisina antigeenein& tai rokotekomponentteina) ei

vaadi hyvin m&&riteltyd konformaatiota.

Terapeuttiset proteiinit, joihin hermokasvutekij& (B-NGF)
kuuluu, vaativat oikeaa konformaatiota ollakseen aktiivisia
ja kdyttSkelpoisia ja niiden on oltava my8s vapaita antigee-
nisestd reaktiosta. Valmistusmenetelmdt voisivat k&sitt&s
yhdistelm&-DNA:sta saadun proteiinin kohdalla glykosyloin-
nin, oikeiden disulfidisidosten muodostamisen ja muita post-
transduktio-modifikaatioita. Bakteerilinja E. coli ei pysty
tdyttdmd&n t4td vaatimusta, kun taas nis&kk&8n eukaryootti-
set solut ja hiivat pystyvdt. Ihmisen B-NGF:n mahdollisen
kdyt8n bioteknologialla aikaansaatuna farmaseuttisena ainee-

na tulisi ottaa huomioon n&m& ongelmat.

NGF:n aktiivisuuden on osoitettu riippuvan dimeerisestd muo-
dosta, s.o. 118 aminohapon kahden samanlaisen polypeptidin
ryhméstd. Pelkistys merkaptoetanolilla alentaa biologisen
aktiivisuuden k&yt&nnsllisesti katsoen nollaksi. Yritykset
renaturoida kolme disulfidisiltaa saavat aikaan kysteiinin



uudelleenyhdistymisen, statistisesti katsottuna, molekyylik-
si, jolla on oikea rakenne ja joka on samanlainen kuin se,
joka vastaa luonnollista molekyylid, mahdollisuuden ollessa
yhdestd viiteentoista. Siten molekyylin aikaansaaminen E.
colissa ei takaa rakenteen homologiaa ja sen sovellutusta
farmaseuttisena aineena ihmisessd. Itse asiassa sen jdlkeen,
kun E. colista tuotettu ihmisen NGF on puhdistettu homogee-
niseksi, se osoittaa immunoblot-menetelm&ssd hiiren
B-NGF:1lle spesifisilld polyklonaalisilla vasta-aineilla
kaistan ryhm&n, joiden ei voida katsoa johtuvan biologisesti
aktiivisesta dimeerisestd muodosta. Edelleen t&m&n rakentei-
den ja muotojen seoksen biologisen aktiivisuuden on osoitet-
tu olevan 10 kertaa v8h8isemm8n verrattuna samanlaiseen ih-
misperédiseen muotoon, joka on puhdistettu luonnollisista
ldhteistd, kuten plasentakudoksesta (istukkakudoksesta).

T&md l&hestysmistie, jossa hermokasvutekij& kloonataan ja
aikaansaadaan E. colissa, vaikkakin se toisaalta tuottaa ky-
seessd olevan proteiinin korkeita ekspressiotasoja, tuottaa
sarjan epdtarkkoja molekyylejd, jotka annettaessa in vivo
voisivat aiheuttaa sekundaarisia vaikutuksia, esimerkiksi
vasta-aineita, jotka tunnistaisivat ja salpaisivat luonnol-
lisesti 1&snd olevan molekyylin biologisen aktiivisuuden.
Samanaikaisesti t&8ysin kehittyneen molekyylin kloonaus E.
colissa tuo esiin aloitusmetioniinin, jota on mahdoton pois-
taa ja joka on varmasti immunogeeninen, koska se on sijoi-

tettu molekyylin avoimeen osaan.

Er&s toinen léhestxsmistie koskee prepro-NGF:n kloonausta
eukaryoottisissa soluissa ja siind k&dytet8&n hyvdksi euka-
ryoottisissa soluissa luonnollisesti 1&sn8 olevien spesifis-
ten peptidaasien vaikutusta tdysin kehittyneen molekyylin
aikaansaamiseksi. Etenkin kloonaus suoritetaan Chinese-hams-
terin munasarjojen (CHO) soluissa. Nykyisessd kirjallisuu-
dessa ihmisen NGF:n koko genomista kloonausta ei ole vield
sekvenssoitu, mutta on osoitettu, ettd8 geeni laajenee yli

10 kda:n osalle (Ullrich, A. et al., Nature 303:821, 1983).
Ndin laajennettu geeni ei mahdollista tavanomaista kloonaus-



ta, joka ldhtee koko t&std genomisesta sekvenssistd. L3hes-
tymistiend on, ettd kloonataan cDNA:n osa, joka sisdltdd ai-
noastaan proteiinin koodausosat. Td11l8 hetkelld ihmisen
NGF:n tdydellistd cDNA:ta ei ole vield eristetty (muutamia
sekvenssejd puuttuu 5'-asemassa), mutta tunnetaan paljon in-
formaatiota NGF:n l&heteistd, jotka ovat perdisin muista
18hteistd (hiiri, nauta, kana, jne.) (Meier, R. et al., EMBO
J. 51489, 1986; Selby, H. J., J. of Neuron Research 18:293,
1987) ja jotka voivat johtaa mielenkiintoisiin johtop&d&t&k-
siin. Hiiren NGF-geeni on 1l8snd yksinkertaisena kopiona ja
se tuottaa v&hintddn neljs erilaista, erilaiset dimensiot
omaavaa l&hettid (Selby, M. J. et al., Mol. Cell. Biol.
7:3057, 1987). N&m8 erilaiset dimensiot heijastuvat etenkin
erilaisessa 18ht8-AUG-kodonissa, tdrkeimm&t ovat asemissa
-187 ja -121 tdysin kehittyneen proteiinin suhteen. N&m# 1&-
hetit ovat l&snd erilaisessa runsaussuhteissa erilaisten ku-
dosten suhteen. Sellaiset, jotka alkavat asemassa -187, ovat
10 kertaa runsaampia leuanalussylkirauhasessa verrattuna
sellaisiin, jotka alkavat asemassa -121. Kuitenkin eri to-
disteet ovat osoittaneet, ettd aivoissa ekspressoitujen NGF-
l&hettien yhdenmukaisin prosenttim8&rd k&ytt&8 tdsmidlleen
AUG:ta, joka on asemassa -121.

Tdm&d keksintd koskee siten menetelm&d ihmisen NGF:n B-alayk-
sikdn aikaansaamiseksi ekspressiovektoreilla, niin ett&
luonnollinen v&li esiintyy s8&telypaikkojen ja mainittua
proteiinia koodaavien paikkojen v&1illd, vektoreilla, joita
kdytetd8n eukaryoottisissa solulinjoissa, esimerkiksi
CHO:ssa ja jotka mahdollistavat ihmisen hermokasvutekijé&n
B-alayksikdn (hp-NGF) t8ysin kehittyneen muodon aikaansaami-
sen viljelyalustalla yhden tai useamman aminohapon puuttues-
sa, jotka on fuusioitu polypeptidiin ja jotka poikkeavat
niistd, joita on l&sn& sen luonnollisessa sekvenssissd. N&in
saadulla polypeptidill& on biologinen aktiivisuus sopivissa
kohdesoluissa k&ytettyni.

Td8ssd keksinndss8 selitettyd hp-NGF:88 voidaan kdyttd3 her-
motoiminnan ylldpitidmiseksi tai sen menetyksen estdmiseksi,
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sen regeneroimiseksi kroonisissa tai akuuteissa patologisis-
sa tiloissa, neurodegeneratiivisissd tilanteissa jopa akuut-
tien patologioiden tardiivisissa vaiheissa, kuten serebro-
vaskulaarisissa (aivo-verisuoni), infektiivisissd, inflamma-
torisissa, kompressiivisissd, metabolisissa puutteellisuuk-
sissa ja immuunijdrjestelm8n modulaatiotilanteissa. Saadusta
polypeptidistd puuttuu edelleen ihmisper#iset muut epdpuh-

taat proteiinit, joilla voisi olla ei-toivottu biologinen

aktiivisuus.

Keksintd koskee edelleen geneettisid rakenteita, joita voi-
daan k8ytt8& solutransfektioita varten, mukaanlukien sellai-
set, jotka voidaan implantoida (istuttaa) in vivo. Muutamat
nédistd rakenteista voivat tuottaa paikallisella tasolla spe-
sifisesti ihmisen kasvutekij&n aktiivisen muodon annetun

ruokavalion funktiona, s.o. geeni on mahdollista pitdd val-

vonnassa.

Keksintd koskee edelleen transformoitua solukantaa, joka si-
s8lt8d8 mainittuja vektoreita, ja sen viljelm&&, joka tuottaa
hB-NGF:48. T8m8n keksinndén kohteena ovat edelleen farmaseut-
tiset valmisteet, jotka sis&ltdv&t aktiivisina aineina yhtd
tai useampaa neurotrofisen tekij&n B-yksikdn ja luonnollisen
gangliosidin tai sen johdannaisen tai semisynteettisen ana-
login tai suolan uutta kompleksia.

Piirustuksissa

kuvio 1 on ihmisen hermokasvutekij&n p-alayksik&n polypepti-
din hydropatisiteettiprofiili,

kuvio 2 esittdd kaaviomaisesti pMSGphNGF-ekspressiovektorin

rakennetta,
kuvio 3 esittdd kaaviomaisesti pMSGphNGF-ekspressiovektoria,

kuvio 4 esittdd kaaviomaisesti pSV4OMTphNGF-ekspressiovekto-

rin rakennetta,

kuvio 5 esitt&8 kaaviomaisesti pSV40MTphNGF-ekspressiovekto-

ria,
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kuvio 6 esittd84 kaaviomaisesti pSV40phNGF-ekspressiovektorin

rakennetta,

kuvio 7 esittd8 kaaviomaisesti pSV40phNGF-ekspressiovekto-

ria, ja

kuvio 8 esitt848 kaaviomaisesti pSV40hNGF-ekspressiovektorin

rakennetta.

L&htem81]18 n&distd todisteista t&m&n keksinnSn mukainen ihmi-
sen P-NGF kloonattiin l&dhtemdlld tarkasti -12l-asemassa ole-
vasta metioniinistd. Hydropatisiteettiprofiilin analyysit
ovat osoittaneet, ett8 asemien -121 ja -104 vdliset aminoha-
pot voivat toimia alkupeptidins, mik& osoittaa, ettd pro-
teiini voidaan erittd&. Kuviossa 1 on esitetty t&md profii-
1i, ihmisperdisen hermokasvutekij&n alayksikdn polypeptidin
hydropatisiteettiprofiili, menetelm&n mukaisesti, jonka ovat
esitt&neet Hopp et al. julkaisussa Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 78:3824, 1981. Asema, joka on merkitty -121/-104:nd,
esitt88 alkupeptidid, kun taas asema, joka on merkitty
+1/+118:na, esitt84 ihmisperdisen hermokasvutekij#n B-alayk-
sikén polypeptidin aminohapposekvenssid (Ullrich et al., Na-
ture 303:821, 1983). Tdysin kehittyneen proteiinin tuottami-
seksi on olemassa spesifinen peptidaasi, joka mahdollistaa
aminohapposekvenssin tuottamisen asemasta +1 ja asemassa
+118, joka vastaa biologisesti aktiivista peptidid. T&mdn
peptidaasin, joka sis&dltyy soluihin, jotka normaalisti syn-
tetisoivat NGF:8&, osoitettiin sisdltyvdn myds AT-20-solui-
hin. Itse asiassa 1iitt&m&118 n&ihin soluihin vektori, joka
koostuu hiirestd per&isin olevasta vacciniavirus-prepro-
NGF:std, ne pystyvdt eritt&md&n t&8ysin kehittynyttd NGF:&&
mahdollistaen 14 kda:n molekyylin valmistamisen geeliss¥
denaturointi- ja pelkistysolosuhteissa (Edwards, R. H., Mol.
Cell. Biol. 8:2456, 1988).

Aikaisempien kokemusten mukaisesti valmistettaessa ylld esi-
tettyd hermokasvutekijdn p-alayksikkétd tdmén keksinndn kek-
sijdt vertasivat innovatiivisesti yhden tai useamman vekto-
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rin rakennetta, joita voidaan k&yttdd eukaryoottisissa so-
luissa. Prepro-NGF:n kloonauksen suorittamiseksi kdytettiin
PCR-tekniikkaa, jolla saatiin aikaan paikat, jotka olivat
yhteensopivia erilaisten ekspé@hsiovektoreiden kanssa, ja
ndmd restriktiopaikat sijoitettiin siten, ettd s&ilytettiin
mahdollisimman luonnollisina s&ddtelysekvenssien ja koodaus-
sekvenssien v&liset v&8lit, tilanne, joka on melko poikkeava
aikaisemmin kirjallisuudessa esitetyistd geneettisistd ra-
kenteista B-NGF-alayksik&n ekspressoimiseksi. Prepro-NGF:n
osa liitettiin ihmisen t&8ysin kehittyneeseen modifioituun
NGF- (hB-NGF) sekvenssiin (valmistaja British Technology
Ltd., Oxford, Iso-Britannia), johon muodostetaan restriktio-
paikat myShemm&n mutageneesin mahdollistamiseksi. Keksinndn
tarkoitusta varten n#diden restriktiopaikkojen l&sn&oloa ei
ole pidett&vd rajoittavana, koska geenin alkuper&&kdin ei
ole pidettdvd rajoittavana.

L&hdett&8essd t&dstd8 olettamuksesta t&m&n keksinnén keksijit
kloonasivat sitten prepro-hp-NGF:n erilaisten promoottorei-
den SV40 (Simian-virus 40), MTTV (hiiren nisdtuumorivirus),
hMTIIa (ihmisen metallotioneiini ITa) valvonnassa. N&m& ge-
neettiset sekvenssit, jotka liitettiin plasmideihin, siir-
rettiin sitten CHO-soluihin, mik8 osoitti, ettd jopa ndmi
solut pystyv&t tuottamaan viljelyalustassa h-NGF-polypepti-
di& sen biologisesti aktiivisessa muodossa. Td&m8 prepro-
NGF on osoittautunut olennaiseksi molekyylin kokoonpanossa
mahdollistaen ainoastaan B-alayksikén ekspression ja osoit-
taen, ettd koko geneettistd rakennetta oli pidett&vd oikea-

na.

A. Kdytetyt yleiset menetelmit

DNA-ketjujen k&sittelyt restriktioentsyymeill¥ suoritetaan
valmistajayhtiSiden ohjeiden mukaisesti. Yleens8 1 ug plas-
midia leikataan 1 U:1la entsyymid 20 pl:ssa liuosta. L3mp&-
tila ja inkubaatioaika riippuvat k&ytetystd entsyymistd,
yleens8 1 tunti 37°C:ssa. Inkubaation j&lkeen plasmidi ja
geneettiset segmentit puhdistetaan agaroosigeeliss& LMP Aga-
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rose (BRL, USA) 40 mM:ssa tris/HCl:88, 20 mM:ssa natriumase-
taattia, 1 mM:ssa EDTA:ta ja sitten eluoidaan agarocosista
GENECLEAN™-varusteilla (BIO 101 Inc., La Jolla, CA, USA).
Kopiontireaktioita varten 5'-p8dss8 DNA:ta k8sitelld&n 15
minuutin ajan 15°C:ssa 10 U:1la polymeraasia (Klenow). Li-
gaaseja varten ligaasia T4 kdytetd&n 1 U:n konsentraatios-
sa/0,5 ug DNA:ta 20 ug:n reaktiossa 13°C:ssa 12 tunnin ajan.

Analyysit plasmidin oikeiden sekvenssien vahvistamiseksi
suoritetaan transformoimalla HB10l-soluihin ja valitut
transformantit kasvatetaan agaroosi-levyilld LB- (Luria Ber-
tani) alustassa, joka sis&lt88 ampisilliini-antibioottia (50
ug/ml). HBlO0l-soluihin sisdltyvd plasmidi kasvatetaan
LB:ssd, joka sis&1t&8 100 pg/ml ampisilliinis, ja puhdiste-
taan, joko pieni& tai suuria valmistuksia varten, Quiagen-
varusteilla (DIAGEN GmbH, DUsseldorf, Saksan Liittotasaval-
ta). Ekspressiovektorit valmistetaan bakteerisoluista Quia-

gen-menetelm&lls.

PCR-reaktioiden DNA valmistetaan seuraavalla tavalla ihmisen
plasentasta (istukasta) m&8r8ajassa. 0,4 cm3:n pala suoni-
kalvon lis&kkeist#d leikataan saksilla ja suspendoidaan 700
ul:aan, joka sisdltid8 50 mM tris/HCl:84, pH 7,8, 100 mM
EDTA:ta, 100 mM NaCl:388, 1 % SDS:484. Tdhidn lis&dtddn sitten
35 yl proteinaasia (K 100 ug/ml) ja inkuboidaan ydn yli
55°C:ssa. Sitten 20 ul liuosta lis&t&&n 13 upg:aan/ml RNAaa-
sia A ja inkuboidaan edelleen 2 tunnin ajan. Uutetaan kaksi
kertaa fenolilla ja kaksi kertaa kloroformilla. DNA saate-
taan sitten saostumaan lasikapillaarilla lis&&m&lld 1 tila-
vuusosaa isopropanolia. T8ss8 kohdassa suoritetaan muutamia
ldpikulkuja 70%:isella ja 100%:isella etanolilla ja kuivate-
taan. DNA liuotetaan puskuriin (10 mM tris/HCl:84, pH 7,4, 1
mM EDTA:ta) ja sekoitetaan hitaasti testiputkessa. Muutaman
tunnin j&lkeen liuennut DNA on valmis geneettiseen laajen-
nukseen. Normaalisti 0,1 ug DNA:ta riitt&8 PCR:n suorittami-

seksi.

Transfektio (siirto) CHO-soluihin (CCL 61) ja CHO:hon, joka

on modifioitu dehydrofoloidun reduktaasigeenin (DHFR-) pois-
— TN
{
Va



14

saollessa, suoritetaan liposomeilla noudattamalla GIBCO-yh-

tidn ohjeita tai kalsiumfosfaatilla.

A.2 Liposomien transfektio

5 % naudan fetaalista seerumia sisdlt&v&ssd alfa-MEM:issé&
kasvaneet solut trypsinoidaan p&ivd84 ennen transfektiota ja
pd&dllystetd8&n uudelleen, niin ettd ne pystyvdt seuraavana
pdivén¥ saavuttamaan 70 - 80 %:n konfluenssin (yhtymisen).
Transfektoitava plasmidi-DNA laimennetaan DNA:n 10 ug:n kon-
sentraatioon 50 ul:ssa HyO:ta, johon lisdt&8n sitten 50 ul
Lipofectin™:i8 (GIBCO), jolloin t&m& kaikki suoritetaan po-
lystyreeniputkessa. Annetaan seistd 15 minuutin ajan, sitten
t8m& seos lis&t&8n soluihin, joka on edelld pesty OPTI-
MEM:il18 (GIBCO). Soluja inkuboidaan t&114 tavalla 8 tunnin
ajan ja sitten lis&t&8n kasvun jatkamiseksi normaalia alus-
taa, joka sis&lt88 fetaalista naudan seerumia.

A.3 Transfektiomenetelm8 kalsiumfosfaatilla stabiilin trans-

formaation aikaansaamiseksi

Té&ss8 menetelmdssd transfektioon k&ytetyt puskurit ovat seu-
raavat: kahdesti konsehtroitu BBS (2 X BBS) ja 0,25-molaari-
nen CaCl,. 2 x BBS valmistetaan seuraavasti: 50 mM N,N-bis-

2- (hydroksietyyli)-2-aminoetaanisulfonihappoa (Calbiochem),

280 mM NaCl:&88 ja 1,5 mM NayHPO4:88 liuotetaan veteen ja pH

sdddetddn arvoon 6,5 ja sitten t&md kaikki suodatetaan 0,45

um:ssd, kun taas 10 x CaCyp valmistetaan 2,5-molaarisena

CaCly:n liuoksena.

Solut levitet#d&n 5 x 10°® solua/l10 cm levy&/10 ml kasvualus-
taa ja niit8 inkuboidaan 35°C:ssa y&6n yli. 20 ug:aan plasmi-
dia sekoitetaan 0,5 pl 0,25-molaarista CaCly:ta ja 0,5 ml 2
X BBS:88. Seosta inkuboidaan 15 minuutin ajan ympdrist&n
l&mpétilassa. Seos lis&t&&n sitten tipoittain alustaan ja
sitten t&t& inkuboidaan y&n yli 35°C:ssa 3%:isessa COj:ssa.
Stabiilisti transformoitujen solujen aikaansaamiseksi, jotka
sisdltdvadt vektoreitamme, suoritetaan kotransfektio lis&&-
m&dlld vektorin ekspressoivaan hp-NGF:&&n pSC2Neo-vektoria
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suhteessa 10:1. 2 p&iv4d8 transfektion jdlkeen solut trypsi-
noidaan ja levitet4dn levyille konsentraatiossa, joka on 10
kertaa vdhemmdn transfektioon verrattuna, ja v8littdmésti
t&mdn jdlkeen aloitetaan stabiilien transformaatioiden va-
linta 1 mg:lla/ml G4l18-neomysiinisulfaattia (Gibco). Trans-
formantit analysoidaan sitten Southern blotting-menetelmdssa

geneettisen rakenteen integroimiseksi.

A.4 Ekspressio

Kaikki solujen alustat pidetddn ekspressiota varten Ham's
F12/DME H-21:ssd, joka sis8lt84 15 mM Hepestd ja 10 % fetaa-
lista vasikanseerumia. Alusta vaihdetaan joka 3. pdivd ja
korvataan tuoreella alustalla ilman seerumia hB-NGF:n puh-

distamiseksi.

B. Edullisia suoritusmuotoja

B.1l Ekspressiovektoreiden rakenteen selitys

Valmistetaan 3 erilaista vektoria. Ensimmdinen ja toinen
ovat vektoreita, joissa voidaan indusoida kemiallisesti s&&-
telyelementit, MMTV (hiiren nisdtuumori-virus) ja vastaavas-
ti hMTIIA (ihmisen metallotioneiini IIa). T&11lE tavalla on
mahdollista ekspressoida kontrolloidusti hp-NGF-geeni. Sité
vastoin kolmannessa vektorissa kloonataan hB-NGF promootto-

rin SV40 (Simian-virus 40) vaikutuksessa.

B.2 Kloonaus pMSG-ekspressiovektorissa

pMSG-vektorin toimitti Pharmacia (Uppsala, Ruotsi). Valmis-
tajan ohjeiden mukaisesti liitett&vd geeni on siirrettdvd
moninkertaisiin kloonauspaikkoihin Nhe I- ja sal I-restrik-
tiopaikkojen v&liin. Geeni siirret&#n sen ensimmiiselld
AUG:118. T&ssd tapauksessa hermokasvutekijd on MMTVLTR:n
(Mouse Mammary Tumor Virus Longy Terminal Repeat) promootto-
rin valvonnassa. T&m&n promoottorin aktiivisuus voidaan in-
dusoida antamalla glukokortikoideja, esimerkiksi deksameta-
sonia. Transskriptiossa silmukointi tapahtuu pienelld SV40:n
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t-antigeenilly ja polyadenyloidaan suurella SV40:n t-anti-
geenills8. T&m& plasmidi sisgltd88 mySs ksantiiniguaniinifos-
foribosyylitransferaasin (xgpt) bakteerigeenin, jota k&yte-
t88n stabiilisti transformoituneiden CHO KI-solujen valitse-

miseksi.

Prepro-NGF:n kloonauksen mahdollistamiseksi t&h&n plasmidiin
kdytetd8n PCR-tekniikkaa, jolla saadaan aikaan restriktio-
paikka juuri ennen aloitus-AUG:td prepro-NGF:n s#d8telysek-
venssien ja koodaussekvenssien vdlisten vdlien pitédmiseksi
mahdollisimman luonnollisina. Syntetisoidaan kaksi oligonuk-
leotidid: ensimm&iselld, emdsten 9122 ja 9147 vdlissd ole-
valla (Ullrich, A., Nature 303:821, 1983) tulisi olla seu-
raava sekvenssi:
Met Ser Met Leu Phe
5'GCATAGCGTA ATG TCC ATG TTG TTC T3

Aloitus~-AUG:n edelld olevat em8kset muunnetaan, kuten yllé
mainittiin, ja sitten syntetisoidun oligon sekvenssi on seu-
raava:
Xbai Met Ser Met Leu Phe

5'TGT CTAG AGT ATG TCC ATG TTG TTC T3
T&t8 oligonukleotidi& kutsutaan nimell& (Xbai). Toinen oli-
gonukleotidi, joka k&sittdd8 em8kset asemien 9521 ja 9342 via-
1il18 (Ullrich, A., Nature 303:821, 1983) on komplementaari-
nen t&mén sekvenssin suhteen PCR:n mahdollistamiseksi ja sen
sekvenssi on seuraava:

ECORI

5'GGCGG AATT CTCGGTGGTGGACS
T&m& oligonukleotidi sis8lt¥8 sisdpuolellaan ECORI-paikan,
joka pystyy mahdollistamaan prepro-NGF:n liittd&misen tdysin
kehittyneeseen NGF:&8n. T&td oligonukleotidid kutsutaan ni-
melld (ECORI).

N&m& kaksi oligonukleotidid syntetisoidaan oligonukleotidi-
syntetisoijalla kiinte#dssd faasissa fosforiamidiittien mene-
telm&dlld noudattamalla 330B DNA-syntetisoijan (toimittaja
Biosystems, USA) vakiotoimenpiteit&. Ne (a) k&sitelldén
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55°C:ssa 12 tunnin ajan NH3:ssa, (b) saatetaan kuiviin tyh-
j&sentrifugissa, (c) suspendoidaan uudelleen ammoniumase-
taattiin, 2,5 M, (d) saostetaan 3 tilavuusmddr&lld kylm&a
etanolia (-20°C), ja (e) pestddn uudelleen 80%:isella kyl-
m&lld etanolilla ja suspendoidaan uudelleen veteen. Ndiden
kahden oligonukleotidin konsentraatio arvioidaan spektrofo-
tometrilld. Laajennustoimenpide suoritetaan laitteella Per-
kin Elmer Cetus DNA Termal Cycler Amplificator ja laajennuk-
seen kdytetyt reagenssit ovat vastaaviin DNA™ AMplyfer-va-
rusteisiin (Perki Elmer-Cetus) kuuluvia reagensseja. Lyhyes-
ti k&8ytetdsn seosta, jossa on 200 uM kumpaakin oligonukleo-
tidisg, 0,5 pyM jokaista dATP-, dTTP-, 4dCTP-, dGTP-oligonuk-
leotidid ja 0,1 pug ihmisen DNA:ta, ja reaktiopuskuria 100
pl:n koko seoksessa, jossa on 0,5 U TAQ-polymeraasia, ja
t&m8 kaikki on peitetty parafiinisljylld haihtumisen est&mi-
seksi. Laajennusreaktio suoritetaan k8ytt&mdlld kojetta 35
syklin ajan ihmisen DNA:n yhteydessd. Sykli on kummassakin
tapauksessa seuraava: 1 minuutti 94°C:ssa, 2 minuuttia
45°C:ssa, 3 minuuttia 72°C:ssa. 300 em8sparin laajennettu
fragmentti puhdistettiin Low Melting Agarose- (NuSieve)
geelissd kdytt&m&lld GENECLEAN™-varusteita (BIO 101 Inc., La
Jolla, CA, USA), agaroosin liuottamiseksi. DNA leikataan
Xbai- ja EcoRi-restriktioentsyymeilld ja puhdistetaan uudel-
leen yl1l8 esitetylld tavalla. N4in puhdistettu fragmentti
kloonataan pGEM4-vektorin (Promega) Xbai- ja EcoRi-paikkoi-
hin. Saatua plasmidia kutsutaan nimell& pGEM4Xba-NGF.

T&m& plasmidi (pGEM4Xba-NGF) leikataan HindIII-EcoRI:ssd ja
300 emdsparin fragmentti, kun se on puhdistettu, kloonataan
pUC18BBG26-vektorin (British Biotechnology Ltd., Oxford, UK)
HindIII-EcoRI-paikkoihin. pUC18BBG26 sis&ltd4 kasetti-raken-
teisen hB-NGF:n geenin, s.o. sen sekvenssin sis&puolelle on
luotu restriktiopaikkoja, jotka eiv&t ole luonnollisia, mik&
mahdollistaa m&&r&ttyjen alueiden korvaamisen, s.o. toisin

sanoen ne mahdollistavat mutageneesin. Saatua vektoria kut-
sutaan nimelld pUC18hNGFC. T&m& vektori leikataan BamHI:11l&
ja laajennus kopioidaan kohdassa 5' Klenow-polymeraasilla.
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Se leikataan Xbai:ssa ja 760 emdsparin fragmentti puhdiste-
taan agaroosigeelilld. T&md fragmentti kloonataan pMSG-
ekspressiovektorin NheI- ja SmaI-paikkojen v#liin. Kuviossa
2 on esitetty summittainen kaavio t&m8n vektorin aikaansaa-
miseksi, jota kutsutaan nimelld pMSGphNGF, kun taas saman

vektorin kaaviomainen esitys on esitetty kuviossa 3.

B.3 NGF:n kloonaus metallotioneiinin valvonnassa

T8m& vektori valmistetaan, koska metallotioneiini IIa
(MTIIa) voidaan indusoida Zn**:1la tai cdt*:1la tai muilla
raskasmetalli-ioneilla, ja siten sen ekspressiota voidaan
valvoa. Edelleen t&m&n promoottorin ekspression tehostami-
seksi, SV40-vahvenninta lis&t&8n MTIIa:n promoottorin 5'-
p&8ssd samalla, kun SvV40:n pientd t-antigeenid ja polyA:ta
k8ytetddn silmukointiin ja polyadenylointiin. Ensiksi metal-
lotioneiinin promoottori liitet&8n prepro-hp-NGF:88n seuraa-
vasti: metallotioneiinin promoottori eristetd&n plasmidista
(phMTIIa) leikkaamalla restriktioentsyymeill& HindIII ja
BamHI (Karin, H., Nature 299:797, 1982), promoottorin k&sit-
t8vd 841 emdsparin fragmentti kloonataan pGEM4-vektorin
(Promega Madison, WI, USA) paikkoihin HindIII-BamHI. T&té&
vektoria kutsutaan nimelld pGEM4hMTIIa. T&md promoottoriosa
laajenee kohtaan 3' muutamilla luonnollisilla kodoneilla,
sis81t&8 AUG-metioniinin ensimm#isen kodonin ja vdlittdm&sti
t&mé&n j&lkeen havaitaan BamHI-restriktiopaikka. prepro-hp-
NGF:n kloonauksen mahdollistamiseksi t&mé&n promoottorin val-
vonnassa kdyttdm&lld hMTITa:n promoottorin aloitusmetionii-
nia muodostetaan oligonukleotidi em&sten 9133 ja 9160 vdliin
(Ullrich, A., Nature 303:821, 1983), joka saa aikaan BamHI-
restriktiopaikan heti aloitus-AUG:n j&lkeen, joka mahdollis-
taisi geenin synkronoimisen. Syntetisoitu oligonukleoti-
di, jonka sekvenssi on seuraava:

Met Ser Met Leu Phe Tyr Thr Leu Ile

5'TG TCC ATG TTG TTC TAC ACT CTG ATC AC3

muunnetaan seuraavaksi sekvenssiksi:
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BamHI
5'TGG ATCC ATTGTTCTACACTCTGATCACS

T&t8 oligonukleotidid kutsutaan nimelld BamHI. Muuttuneet
emdkset kdsittdvdt my8s aminohapposekvenssien muutoksen. It-
se asiassa 2. ja vastaavasti 3. aminohappo muuttuvat Asp:stéd
Ser:iksi ja vastaavasti Pro:sta Met:iksi. Kuitenkaan t&l1l3&
muutoksella ei ole paljon vaikutusta hydropatisiteettipro-
fiiliin ja molekyyli erittyy normaalisti.

T8t4d oligonukleotidid kdytet8dn yhdessd EcoRI-oligonukleoti-
din kanssa prepro-NGF:n laajentamiseksi ylld esitetylld ta-
valla. Puhdistettu fragmentti leikataan BamHI:ss& ja
EcoRI:ssd8 ja kloonataan sitten pGEM4HMTIIa-vektorin BamHI-
ja EcoRI-restriktiopaikkojen v&8liin. Vektoria kutsutaan ni-
melld pGhMTphNGF.

SV40:n vahventimen (aktivaattorin) aikaansaamiseksi SV40
otetaan PMSGphNGF-plasmidista seuraavasti: PMSGphNGF-vektori
leikataan BamHI:ss&d ja sitten laajennus kopioidaan kohdassa
5' Klenow-polymeraasilla. Sitten se leikataan HindIII:1lla ja
500 emdsparin fragmentti kloonataan pGEM3:een NaeI- ja Hind-
ITI-restriktiopaikkojen vdliin. Saatua vektoria kutsutaan

nimellsd pGSv40.

Ekspressiovektorin aikaansaamiseksi ylld mainitut palaset
liitet&8n fragmenttien kolmoisyhtym&nd seuraavasti:
PMSGphNGF-vektori leikataan EcoRI- ja BamHI-restriktioent-
syymeilld ja 1500 emdsparin fragmentti puhdistetaan.
PGhHTphNGF-vektori leikataan HindIII-EcoRI-entsyymeilld ja
1100 em&sparin fragmentti puhdistetaan. N&m& kaksi fragment-
tia kloonataan yhdessd pGSV40-vektorissa HindIII- ja BamHI-
restriktiopaikkojen v&liin. Kuviossa 4 on esitetty summit-
tainen kaavio t&mdn ekspressiovektorin aikaansaamiseksi, jo-
ta kutsutaan nimelld pSV40MTphNGF, kun taas saman vektorin

kaaviomainen esitys on esitetty kuviossa 5.

T&md vektori, pSV4OMTphNGF, on liitetty stabiilisti CHO KI-
soluihin kaksoistransfektiona yhdess8 pSv2Neo-plasmidin
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kanssa ja valitaan ylld esitetylld tavalla neomysiinill&
G418 (GIBCO, BRL), 1 mg/ml. T&md plasmidi kotransfektoidaan
phMT-plasmidilla kolonioiden valinnan aikaansaamiseksi, jot-
ka sis8ltdv8t suuren md&r8n kopioita. Tdssd tapauksessa CHO
KI-solut k&sitell&dn 24 tunnin ajan 50 mN:ss8 sinkkisulfaat-
tia metallotioneiinin synteesin k3ynnist&miseksi ja valitaan
kadmiumkloridilla 18htemd&l11l8 2,5 uM:n - 20 uM:n konsentraa-
tiosta. Suuren m&8&r&n hNGF:n kopioita sisdltdvid soluja kdy-
tetd8n molekyylin ekspressoimiseksi.

B.4 NGF:n kloonaus SV40:n promoottorivahventimen valvonnassa

pPGEM4XbaNF-plasmidi leikataan HindIII- ja EcoRI-restriktio-
entsyymeilld ja 300 emdsparin fragmentti korvataan pSv40 MT
phNGF-vektorissa HindIII- ja EcoRI-restriktiopaikkojen v&-

lissd. Kuviossa 6 on esitetty summittainen kaavio t&m&n vek-
torin, pSV40phNGF:n aikaansaamiseksi, kun taas saman vekto-

rin kaaviomainen esitys on esitetty kuviossa 7.

T8m& on konstitutiivinen vakiovektori, jossa sd&dtelysekvens-
sit on m8&8r&tty Sv40-promoottori/vahventimelle. T&m& vektori
kotransfektoidaan stabiilisti CHO KI-soluihin pSV2Neo-plas-
midilla ja hermokasvutekijdn B-polypeptidi& tuottavat kloo-

nit analysoidaan.

vVvalinta CHO KI dhfr-soluissa

Edelld olevan vektorin geenilaajennuksen aikaansaamiseksi
CHO KI Dfhr-soluissa, vektori modifioidaan t&m&n j&lkeen
kloonamalla DHFR+:n geeni vastavirtaan hNGF:n geenistd.
DHFR+:n koodaava pSv2dhfr-vektori leikataan HindIII:ssa ja
sitten laajennus kopioidaan kohdassa 5' polymeraasilla. Si-
ten se leikataan BamH:ssa ja 1800 emdsparin fragmentti kloo-
nataan XhoI-restriktiopaikoissa, jotka on leikattu polyme-
raasilla ylld esitetylld tavalla, ja BamHI:ssa pSV40hNGF-
vektorissa. T&11& tavalla saadaan aikaan pSV40hNGF-ekspres-
sio-valintaplasmidi. Kuviossa 8 on esitetty summittainen

kaavio tdmdn vektorin aikaansaamiseksi.
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T&m&8 plasmidi transfektoidaan normaalisti CHO KI-soluihin
alfa-MEM-alustalla, joka ei sis#dl118 nukleosidejd, mutta jos-
sa on 10 % naudan fetaalista seerumia. 2 pdiv8n kuluttua so-
lut trypsinoidaan ja saatetaan 1/10-osaan edelld olevasta
konsentraatiosta ja laajennus aloitetaan 10 uM:1lla MTX:&&
(metotreksaattia) ja lopetetaan 500 pM:1lla. Solut, jotka
j&&vdt eloon MTX:n korkeimmissa konsentraatioissa, kdytetdén

hNGF:n ekspressointiin.

Biologisen aktiivisuuden m88ritys

In vitro-tutkimukset biologisen aktiivisuuden m&&ritt&misek-
si CHO-solulinjan viljelyalustalla sen jdlkeen, kun yksi
kolmesta ylld esitetystd vektorista on siirretty, niiden
stabiloinnin j&dlkeen suoritetaan fetaalisissa kromaffinooma-
soluissa PC-12 (Greene L. A. et al., Rev. Neurosci. 3:353,
1982). Reaktion spesifisyys tarkastetaan k&ytt&m&lld vilje-
lyalustaa, jossa transformoimattomat CHO-kannat kasvavat,
tai est8m&lld viljelyalustassa 1l8snd olevan hp-NGF:n aktii-
visuus hiirests tai naudasta perdisin olevan NGF:n suhteen
spesifisill8 polyklonaalisilla vasta-aineilla. N&8m& kolme
solulinjaa, jotka on transformoitu ja stabiloitu yl1l& esite-
tyilld yksil&l1lisillEd vektoreilla, tuottavat ihmisen NGF:n
B-alayksikén biologisesti aktiivisessa muodossa.

Farmaseuttiset koostumukset

Keksinnén mukainen hp-NGF voidaan muodostaa valmisteeksi
tunnettujen menetelmien mukaisesti farmaseuttisesti k&yttd-
kelpoisten koostumusten valmistamiseksi. Farmaseuttisten
koostumusten valmistus, jotka sis&ltédvdt yhdistelm&-DNA:sta
johdettua ihmisen NGF-molekyylid (B-alayksikk&d), joka on
esitetty tdssd suhteessa ilman gangliosidejd ja fosfolipide-
j& ja mahdollisesti my8s niiden kanssa, k&sitt838 jo tunnetut
menetelmdt koostumusten valmistamiseksi, jotka ovat farma-
seuttisesti kdyttbkelpoisia ja joita voidaan antaa potilaal-
le, jolloin on mahdollista yhdist&3 hNGF-molekyylin vaikut-
tava m&88r8 seokseksi farmaseuttisesti sopivan apuaineen
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kanssa. Sopivia apuaineita ja niiden valmistusta, jotka ka&-
sitt¥dvdt muita proteiineja, on esitetty esimerkiksi julkai-
sussa "Remington's Pharmaceutical Sciences" (Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton,
Pa., USA, 1985). N&m¥ apuaineet k&sittdv8t injektoitavia

"deposit-valmisteita".

Y118 olevaan perustuen farmaseuttinen valmiste k&sitt&d,
vaikkakaan ei yksinomaan, hermokasvutekijdn liuoksia tai sen
j&&dytyskuivatettuja jauheita yhdessd yhden tai useamman
farmaseuttisesti hyv&ksyttdvédn apuaineen tai laimentimen
kanssa, jotka on puskuroitu sopivaan pH-arvoon ja ovat iso-
osmoottisia fysiologisten nesteiden kanssa. J&&dytyskuiva-
tettujen valmisteiden kohdalla voidaan k&yttdd tukit8yteai-
neita, kuten esimerkiksi, joskaan ei yksinomaan, mannitolia
tai glysiini8, ja saadaan aikaan halutun m&8rdn sisdltdvisg,
sopivasti puskuroituja liuoksia riittdvé&n isotonisten pusku-
roitujen, halutun pH-arvon omaavien liuosten valmistamisek-
si. Samanlaisia liuoksia voidaan k&ytt&8 yhdistelmd-DNA:sta
saadun hermokasvutekij&n molekyylin farmaseuttisten koostu-
musten farmaseuttisia liuoksia varten halutun m8&r&n sisdl-
t8vissd isotonisissa liuoksissa ja ne k&sittdvédt, joskaan
eivdt yksinomaan, fysiologisten puskuroitujen liuosten k&y-
t&n, jotka sisdltdvdt fosfaattia tai sitraattia, sopivissa
konsentraatioissa kulloinkin halutun pH-arvon, esimerkiksi
neutraalin pH-arvon omaavien isotonisten farmaseuttisten

valmisteiden valmistamiseksi.

Farmaseuttiset valmisteet k&sittdv&t edelleen, kuitenkaan
rajoittumatta n&ihin, rektaaliseen k&yttd8n tarkoitettuja
suppositorioita, joissa on j&&dytyskuivatettuja t8yteainei-
ta, esimerkiksi vesiliukoisia, glykogelatiini-tyyppisid au-
toemulsiivejd tai muita. N&isséd valmisteissa yhdistelm&-
DNA:sta saatua hermokasvutekijdd voi olla 148snd 0,01 % - 1/1
paino-% koko tdyteaineesta. Suppositoribt voivat sis&lt&s,
rajoittumatta kuitenkaan n#8ihin, sopivia m#8rid asetyylisa-

lisylaattia.
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N&m&8 farmaseuttiset valmisteet on tarkoitettu oraaliseen,
rektaaliseen, parenteraaliseen, paikalliseen, inhaloitavaan,
intraserebraaliseen k#ytt&6n. T&std syystd ne ovat kiinteds-
s8 tai puolikiinte#ssd muodossa, esimerkiksi rakeina, tab-
letteina, gelatiinikapseleina, kapseleina, suppositorioina,
pehmeind gelatiinikapseleina. Parenteraalista ja intrase-
rebraalista k8ytts8 varten voidaan kdyttdd muotoja, jotka on
tarkoitettu intramuskulaariseen, subkutaaniseen kdytt&8n tai
jotka ovat sopivia intravenoosisia tai intraserebraalisia
infuusioita tai injektioita varten, ja tdstd syyst& ne voi-
vat olla aktiivisten yhdisteiden liuoksia ja aktiivisten yh-
disteiden j4&dytyskuivatettuja jauheita, jotka yhdistet&&n
yhden tai useamman tdyteaineen tai laimentimen kanssa, jotka
ovat farmaseuttisesti hyv&ksytt&vid, sopivat yll& mainittui-
hin kdyttStarkoituksiin ja joiden osmoottisuus sopii yhteen
fysiologisten nesteiden kanssa. Paikallista kdyttdd varten
rasvojen tai voiteiden muodossa olevia valmisteita voidaan
kdytt88 tooppisesti. Inhalointiin voidaan k&yttdd valmistei-
ta sumutteiden, esimerkiksi nen&sumutteiden muodossa.

Keksinndén mukaisia valmisteita voidaan antaa ihmisille tai
eldimille. Ne sis&ltévdt edullisesti 0,01 - 10 % aktiivista
komponenttia liuoksissa, sumutteissa, voiteissa tai rasvois-
sa ja 1l - 100 % ja etenkin 5 - 50 % aktiivista yhdistettd
kiinte&dss4d muodossa olevissa valmisteissa. Annettava annos-
tus riippuu indikaatiosta, halutusta vaikutuksesta ja vali-

tusta antotavasta.

Keksintd k&sitt&8 mySs gangliosidien tai johdannaisten ja

hermokasvutekijén NGF B-alayksik&n kaikkien uusien komplek-
sien terapeuttisen k&yt¥n ylld jo mainituissa indikaatiois-
sa. Ihmisten pdivittdinen annostus injektiolla (subkutaani-
sesti tai intramuskulaarisesti tai intraserebraalisesti) on

0,05 - 5 mg aktiivista ainetta/kg.

On selvdld, ettd ndits8 menetelmid voidaan muunnella monin ta-
voin. T&llaisia muunnelmia ei tule pit#8& poikkeamina keksin-
ndn hengestd ja puitteista ja kaikki t&llaiset muunnelmat
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lienevdt selvid alan ammattihenkil8lle ja ne kuuluvat seu-
raavien patenttivaatimusten puitteisiin.
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Patenttivaatimukset:

1. Replikoitava ekspressiovektori ihmisen B-NGF:n ilmen-

tamiseksi sopivissa nisdkéssoluissa, t unnet t u

siitéa,

i)

ii)

ettd se késittaa

ensimmdisen DNA-sekvenssin, joka koodaa ihmisen
prepro-NGF:44, jolloin sanottu ihmisen prepro-NGF
alkaa tdhteestd -121 ja jatkuu t&hteeseen +118, ja
promoottori-vahvennin-saatelyelementin, joka on
liitetty suoraan ensimmidisen DNA-sekvenssin 5'-pda-

han.

2. Replikoitava ekspressiovektori ihmisen P-NGF:n ilmenté-

tdmiseksi sopivissa nisdkassoluissa, t unnet tu

siita, etta se kasittaa
i) ensimmdisen DNA-sekvenssin, joka koodaa ihmisen
prepro-NGF:84, jolloin sanottu ihmisen prepro-NGF
alkaa tahteestd -121 ja ulottuu tadhteeseen +118,
mutta jossa tdhde -120 on Asp ja tdhde -119 on Pro,
ja
ii) promoottori-vahvennin-s&atelyelementin, joka on
liitetty suoraan ensimmdisen DNA-sekvenssin 5'-paa-
han.
3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen replikoitava

ekspressiovektori, t unnet tu siitd, ettd sddtely-

elementti on ihmisen metallotioneiini-IIa (hMTIIA)

-promoottori.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen replikoitava

ekspressiovektori, t unnet tu siitd, ettd sddtely-

elementti on SV40-promoottori.

5. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen replikoitava

ekspressiovektori, t unnet tu siitd, etta saately-

elementti on MMTV-promoottori.

6. Rekombinantti-DNA-plasmidi, t unnettu siita,



10

15

20

25

30

35

26

ettd silld on rakenne pMSGphNGF (ks. kuviot 2 ja 3).

7. Rekombinantti-DNA-plasmidi, t unnet t u siiti,

etta silld on rakenne pSV40OMTphNGF (ks. kuviot 4 ja 5).

8. Rekombinantti-DNA-plasmidi, t unnettu siit4,

ettd silld on rakenne pSV40phNGF (ks. kuviot 6 ja 7).

9. Rekombinantti-solulinja, t unnet tu siitd, ettd

se on transformoitu jonkin patenttivaatimuksen 1 - 8 mukai-

sella ekspressiovektorilla.

10. Menetelmd ihmisen B-NGF:4& koodaavan ekspressiovektorin

valmistamiseksi, t unnet t u siitd yhdistelmidstd, ettd

a)

b)

c)

e)

i)

valmistetaan Xbal-oligonukleotidi, jolla on sekvenssi
5'TGT CTAG AGAT ATG TCC ATG TTG TTC T 3!,
valmistetaan EcoRI-oligonukleotidi, jolla on sekvens-
si

5'GGCGG AATT CTCGGTGGTGGAC 3',

kloonataan XbaI- ja EcoRI-oligonukleotidit pGEM4-vek-
toriin Xbal- ja EcoRI-restriktiokohtien kohdalla
PGEM4Xba-NGF-plasmidin muodostamiseksi,

leikataan pGEM4Xba-NGF-plasmidi HindIII:n ja EcoRI:n
kohdalta ensimmdisen 300 bp:n fragmentin muodostami-
seksi,

kloonataan ensimmdinen 300 bp:n fragmentti
pUC18BBG26-plasmidin HindIII-EcoRI-kohtiin
PUC18hNGFc:n tuottamiseksi,

leikataan pUC18hNGFc¢ BamHI:n ja Xbal:n kohdalta

760 bp:n fragmentinn tuottamiseksi,

kloonataan 760 bp:n fragmentti pMSG-vektorin Nhel- ja
SmaIl-kohtiin pMSGphNGF-plasmidin tuottamiseksi,
eristetddn fragmentti, joka sis&ltdsd metallotioneiini
IIa- (MTIIa) -promoottorin leikkaamalla phMTIIa
HindIII:1lla ja BamHI:114,

kloonataan MTIIa-promottoria sisaltdvat fragmentit
PGEM4 -vektoriin HindIII- ja BamHI-kohtien kohdalle
PGEM4hMTIIa-vektorin muodostamiseksi,
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j) leikataan prepro-NGF-DNA-sekvenssi BamHI:1lla ja
EcoRI:114, ja kloonataan saatava fragmentti
PGEM4hMTIIa:n BamHI- ja EcoRI-restriktiokohtien va-
liin pGhMTphNGF:n tuottamiseksi,

k) leikataan pMSGphNGF BamHI:1lla, kopioidaan 5'-jatke
Klenowin polymeraasilla, leikataan HindIII:1lla ja
kloonataan saatavan 500 bp:n fragmentti pGEM3:n Nael-
ja HindIII-kohtien valille PGSV40:n tuottamiseksi ja

1) leikataan pGhMTphNGF HindIII:1lla ja EcoRI:11& ensim-
midisen fragmentin tuottamiseksi, leikataan pMSGphNGF
EcoRI:114 ja BamHI:1lad toisen fragmentin tuottamisek-
si, ja kloonataan ensimmdinen ja toinen fragmentti
pGSV40:n HindIII- ja BamHI-kohtien valiin
PSV40MTphNGF:n tuottamiseksi.

Menetelm& ihmisen B-NGF:n tuottamiseksi, t u n -

t £t u siita, etta

i) transformoidaan nisdkdssolu jonkin patenttivaati-
muksen 1 - 8 mukaisella plasmidilla,
ii) kagvatetaan transformoitu solu ja

11i) otetaan talteen kasvatuksessa tuotettu ihmisen B-

NGF.

Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmda, ¢t un -

t t u siitd, ettd isdntdsolu on CHO-solu.

Patenttivaatimuksen 11 tai 12 mukainen menetelmd,

tunnettu siitd, ettia isdntdsolu transformoidaan pa-

tenttivaatimuksen 7 mukaisella plasmidilla.

14.

CHO-so0lu, tunnettu siitd, etta se on transfor-

moitu vaatimuksen 6 mukaisella vektorilla.



1914

I+

14C)

Iel-




Thmisen

perima-
DNA
(Xba) Xba | Hind Il
(Eco RI) Eco RI Eco Ri
PCR ~28T70bp ~3200bp
300bp b\\\ Q§\
‘ &
%’ *00\ % *‘)0\
Xbal EcoRI
 amssammm— >
Eco R Eco gy Hind W Eco Ry
Xbo | Eco RI
T4 DNA-ligaasi T4 DNA-ligaasi %
A, 300bp ~300bp >
%
Bam Hl
kienow. pol.
Xbai
T4 DNA-ligaasi
“~v760bp
2
2 s 3 2z 3 o
%2, = ¢ z, 2 o
% Zo 7 < S \E
& W
oo
\ H\
p MSG  \-Bom ™ Bam
. ol
Pharmacia FSv 40 SV 40
(7Y Nhe \ 9,
) ?ﬁ@ 0y
»® ~/T626bp

FI1G.2



€914

49NY  esdiy 49Nyoxdexd

V230D OVLIILL 229v9 yv113933) QVLVOL  D1vodL |
155995 0»534#805:«4 53550 ——27— 3 Ye) Svov15 OVV



°
£
P

S
&
QO
Thmisen
perimi- pBr 322
DNA  amp’\ ATCC /g
( {Bam HI
8am Hl) Hind 111
(Eco RI) Bam HI
PCR T4 DNA-ligaasi S
~,841bp o
S N
Hind I U, - ‘x«‘"\ "
Bam Hi EcoR! om W o™
% “
Hind #
BamHI
Bam Hi ~ 2670bp -
TEDNA Nae | 3
ligaasi Hind ll N
~300bp 'V3400bp T4 DNA-ligaagsig Q
& >
- Hind I
Hind I
Bam Hi
“Eco RI «zﬁ‘é
-
Hind 11! Bam
Eco Rl T4 DNa-Llgaast
~1100bp 320009



Gold

ObAS V -ATod snesprat eTT:eIT USSTUNT

+ d9NY esdiy TUTTOUOTIOTTEISW TIoj300u0Id  Txojjoowoxd eapesTT 3 :OPAS

9 OV133—JJ9V9 VV110903) —-9 9VLIQVL—VIV VHOLLI9—9H9VLD 990
J01vO 9—9O901011VV 90999——901vD 9IV—I91109V  VVI—J01v9 209



<
v s
/o E N
o) T &
1 S
gco °
P S
%
7
Hind il %
Eco RI bvs J—
~5500bp = =
® TV ~
o E ~Q°
Z]L:ﬂ)( ?\\
¢c®
A/ p SV40
phNGF
&
%
o7

FIG.6

Hind 111
Eco RI

T4 DNArligaasi

~300bp

LEco RI



2914

JONY ~oxdaaxd

009V9 vv1109322 K\N\ QVLVI1O1v9 voolL1i19
990121 1vVv 93999 77 91v19VOvlD NROIS\AvAV/¢)




6\\\
\?.\\0
&
%
Hindll %
Xhol Klenow
Klenow Bam HI
Bam Hi = - T4 DNA-ligaasi
3400bp T & 1300bp
T X
Q

FIG.8



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - CLAIMS
	Page 27 - CLAIMS
	Page 28 - CLAIMS
	Page 29 - DRAWINGS
	Page 30 - DRAWINGS
	Page 31 - DRAWINGS
	Page 32 - DRAWINGS
	Page 33 - DRAWINGS
	Page 34 - DRAWINGS
	Page 35 - DRAWINGS
	Page 36 - DRAWINGS

