AR R

Floe01001698

(12) PATENTTIJULKAISU
PATENTSKRIFT
(100 FI 100169 B
(45) Patentti mydnnetty - Patent beviljats 15.10.97
(51) Kv.lk.6 - Int.cl.é6
A 61K 38/02, C 07K 14/00
SUOMI-FINLAND '
(21) Patenttihakemus - Patentansdkning 892005
( ) (22) Hakemispdiva - Ansdkningsdag 27.04.89
(24) Alkupdiva - Loépdag 30.08.88
ntti- ja rekisterihallitus -
Pate y : (41) Tullut julkiseksi - Blivit offentlig 27.04.89
Patent- och registerstyreisen
(86) Kv. hakemus - Int. ansdkan PCT/US88/02991
(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet N
30.08.87 IL 83687 P
{73) Haltija - Innehavare
1. Gershoni, Jonathan M., 297 Congressional Lane, Rockville, MD 20251, uUsa, (Us)
(72) Keksija - Uppfinnare
1. Gershoni, Jonathan M., 297 Congressional Lane, Rockville, MD 20251, USA, (US)
(74) Asiamies - Ombud: Oy Heindnen Ab, Annankatu 31-33 C, 00100 Helsinki
(54) Keksinndn nimitys - Uppfinningens bendmning
Menetelma molekulaarisen sydtin valmistamiseksi
Foérfarande for framstdllning av ett molekuldrt bete
(56) Viitejulkaisut - Anfdrda publikationer
Chemical Abstracts, vol. 105 (1986): 1928b, Chemical Abstracts, vol. 103 (1985): 50925w,
Chemical Abstracts, vol. 103 (1985): 82334u, Chemical Abstracts, vol. 105 (1986): 75498p,
Chemical Abstracts, vol. 106 (1987): 136804e
(57) Tiivistelmd - Sammandrag

Molekulaariset sydtit ovat kemiallisia
rakenteita, Jjotka muistuttavat toiminnal-
lisesti endogeenisia reseptoreita. Niitd
voidaan kdyttdd hoitamaan ihmisi&d tai muita
eldimid, jotka on altistettu vieraalle ai-
neelle, joka saa aikaan eitoivotun vaiku-
tuksen vasta kun se on sitoutunut tdhdn
endogeeniseen reseptoriin. Syotti on endo-
geenisen reseptorin jakso, jolla on sdily-
nyt vieraan aineen reseptorin sitoutumis-
kohdan olennaiset osat, tai se on sen syn-
teettinen tai biosynteettinen johdannainen.
Torpedo californican asetyylikoliiﬁiresep-
torin a-184-200 aminohappojakso on eris
esimerkki syotistd, joka suojaa kurarimi-
meettisid neurotoksiinejd vastaan. Toinen
esimerkki on CD4-reseptorin jakso, joka on
sdilyttdnyt olennaiset osat reseptorista

suojaamaan HIV:td vastaan.

Molekyldra beten &r kemiska strukturer som
paminner funktionellt om endogena recepto-
rer. De kan anvindas fdr behandling av midn-
niskor eller andra djur, som har blivit ut-
satta for frammande dmnen som &stadkommer
en odnskad verkan férst efter att ha blivid
bundna till den endogena receptorn. Ett
bete &r en fraktion av en endogen receptor
som bibehdller de vidsentliga delarna av
bindningsstdllet av receptorn for det friam-
mande dmnet eller dr syntetiskt eller bio-
syntetiskt derivat av receptorn. a-184-200
aminosyrasekvenssen av Torpedo californica
acetylkolinreceptor 3r ett exempel av ett
bete, som skyddar mot kurarimimetiska neu-
rotoxiner. Ett annat exempel 3r en fraktion
av CD4-receptorn, som bibeh&ller de viasent-
liga delarna av receptorn fdr skydd mot
HIV.
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MENETELMA MOLEKULAARISEN SYOTIN VALMISTAMISEKSI

Keksinnon alue

Tdmd keksintd koskee menetelmdd farmaseuttisen yhdisteen val-
mistamiseksi, jossa menetelmédssd valmistetaan yhdiste, joka
vaikuttaa vieraan aineen aiheuttaessa ei-toivotun vaikutuksen

sitouduttuaan endogeeniseen reseptoriin.

Keksinn®én tausta

Monien patogeenisten ja toksisten aineiden kuten virusten,
bakteerien ja myos toksiinien ja myrkkyjen on aiheuttaakseen
vaikutuksensa eldvdssd kehossa jouduttava kosketuksiin spesi-
fisiin sitoutumiskohtiin, esimerkiksi solupinnan reseptorei-
hin. Tdllaiset sitoutumisilmidt saattavat olla vdlttimittomii
ensimmdisend vaiheena viraalisessa tarttumisessa tai ne saat-
tavat olla vdlttédmdttomid fysiologisen toiminnon toksiselle
inaktivoinnille. Reseptori on solukomponentti, joka on vuoro-
vaikutuksessa spesifisen ligandin kanssa. Agonisteiksi luoki-
tellut ligandit aktivoivat reseptoreihinsa sitoutuneena efek-
torijdrjestelmdn ja laukaisevat biovasteen. Antagonisteiksi
luokitellut ligandit alentavat reseptoreiden toimintaa tai
estdvdt agonistin toiminnan. Kun esimerkiksi kobran myrkky tai
kurare kiinnittyy kolinergiseen reseptoriin, estyy asetyyliko-
liinin sitoutuminen. T&dllaisten mi#ridttyjen ligandi/reseptori-
kompleksien muodostumisen estdminen olisi eduksi taistelussa
patogeenisten tai toksisten aineiden haitallisia vaikutuksia

vastaan.

Kompleksinmuodostuksen esto on saavutettavissa joukolla perus-
teiltaan erilaisia ldhestymistapoja. Esimerkiksi antitoksiini-
seerumivasta-aineiden muodostaminen on osoittautunut kaytto-
kelpoiseksi ldhestymistavaksi k#idrmeenpistojen hoitoon. Virus-
ten ja bakteerien immunologinen inaktivointi on rokotuksen
perusta. Molemmissa ndistd tapauksista hyvin stereospesifiset
immunoglobuliinit pidattidvit sisille soluttautuvan aineen,
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mikd puolestaan ehkdisee ainetta saavuttamasta vaikutuskoh-

taansa.

Vaihtoehtoisesti on &skettdin esitetty toisenlainen ldhesty-
mistapa, jonka mukaan kdytetH#in vieraalle aineelle analogista
materiaalia esimiehitt&miin is&nt&dreseptorin 51toutumlskohta,
ja siten ehkdistididn virusten ja bakteerien liittyminen kudok-
seen, jonka ne tavallisesti tartuttaisivat. Ndilld tunnetuilla
ldhestymistavoilla on erditéd perustavaa laatua olevia haitto-
ja. Immunologinen inaktivointi on "ligandispesifisti". Edel-
leen monilla bakteereilla ja viruksilla on kyky ajoittain
muunnella immunogeenisti ilmiasuaan randomtyyppisilld mutaati-
oilla ja uudelleenjérjestymistavoilla, miki tekee immunoglobu-
liinin tehottomaksi. Ligandianalogien kdyttd on "reseptoris-
pesifistd". M#idritelmdn mukaan sellaiset analogit miehittivit
reseptorin ehk&disten sen toiminnan.

Tdmd keksintd kdyttdid uutta ldhestymistapaa ongelmaan sellais-
ten ligandi/reseptori-kompleksien muodostumisen estédmiseksi,
ldhestymistavan ollessa "reseptorispesifinen", ehkiisemitti
perustilaisen reseptorin toimintaa.

Keksinndn yhteenveto
Témén keksinnén kohteena on poistaa tekniikan tason haitat.

Témdn keksinnén on antaa kiyttdsdn uusi ldhestymistapa ligan-
di/reseptori-kompleksien muodostumisen ehkdisemiseksi, joka
ldhestymistapa on "reseptorispesifinen" muttei ehkdise resep-
torivaikutuskohtien toimintaa.

Keksinnén kohde on lisiksi antaa kdyttddn molekulaariset sys-
tit, jotka eivit ole olennaisesti suurempia kuin perustilaisen
reseptorin ligandinsitoutumiskohdan molekulaarinen rakenne, ja
Jota voidaan kiytt&i sitomaan patogeenisia tai toksisia ainei-
ta in vivo "kohdespesifisell&" tavalla. Eli ne ovat tarpeeksi
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pienid ollakseen olennaisen ei-immunogeenisiid ja jotka toimi-
vat sydtteind in vivo kilpailemaan luonnollisten sitoutumis-
kohtien kanssa ja sieppaamaan spesifiset ligandit ja inakti-

voimaan ne.

Ndmd ja keksinndén muut kohteet tulevat paremmin ymmdrretyiksi
tutkittaessa seuraavaa yksityiskohtaista edullisten suoritus-

muotojen kuvausta oheisten piirrosten kanssa.

Keksinndlle on tunnusomaista se, ettd menetelmid kdsittidi seu-
raavat vaiheet:

1) liuotetaan endogeeninen reseptori, jonka jédlkeen proteeni-
karkoituksella valitaan mainitun reseptorin pienin osa, joka
tarvitaan endogeenisen reseptorin sitoutumispaikan elementtien
sdilyttémiseksi, s&ilytetddn reseptorin kyky tunnistaa vali-
koivasti ja spesifisesti vieras aine ja sitoutua siihen affi-
niteetilla, joka estdi vieraan aineen sitoutumista mainittuun
endogeeniseen reseptoriin;

2) syntetisoidaan kemiallisesti ja/tai rekombinaatti-DNA-tek-
niikan avulla yhdiste, jonka kemiallinen rakenne vastaa olen-
naisilta osin mainitussa vaiheesa 1) valittua yhdistettd, joka
tunnistaa valikoivasti ja spesifisesti vieraan aineen ja si-
toutuu siihen, yhdisteeseen lis&td&dn edullisesti farmaseutti-
sesti hyvdksyttdvd lisdosuus, joka ei vaikuta yhdisteen kykyyn
tunnistaa vieras esine ja sitoutua siihen.

Uusi ratkaisu ligandi/reseptori-kompleksienmuodostumisongel-
maan, Kun ligandi on vieras aine, joka saa aikaan ei-toivotun
vaikutuksen 1iittym&l14 spesifisesti endogeeniseen reseptoriin
kdsittdd ligandin sitoutumiskohdan molekyylirakenteen identi-
fioimisen perustilaisessa reseptorissa ja matkivien ligandin-
sitoutumiskohtien tuoton. Nditi kohtia saatetaan kiyttdi in
vivo sitomaan toksiineja tai viruksia tai mitd hyvinsi muita
vieraita aineita "kohdespesifisesti". Siten t#min keksinndn
matkivat ligandin sitoutumiskohdat kilpailevat eldimen kehon

luonnollisten sitoutumiskohtien kanssa toimien siten sydttei-
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nd. Tdmdn keksinndn tekiji on nimittidnyt sellaiset aineet
"molekulaarisiksi syoteiksi",

Uskotaan, etti luonnolliset reseptorit ovat melko suuria ra-
kenteita kisittden muutamia satoja aminohappoja, ja ne saatta-
vat olla niin suuria kuin molekyylipainoltaan noin 25.000,
Spesifinen sitoutumiskohta on kuitenkin palion pienempi ja t&-
ma luo mahdollisuuden valmistaa keinotekoisia, synteettisii
sitoutumiskohtia, jotka ovat tehokkaita sitomaan madritettyjii
viruksia, bakteereia, toksiineja jne., mutta jotka silti ki-
sittdvit paljon pienemmin lukum&irin aminohappoja, edullisesti
alle 100, ja joilla on sen vuoksi merkittavisti pienempi mole-
kyylipaino ja siten vastaavasti pienempi immunogeenisuus. On
havaittu mahdolliseksi valmistaa sellaisia sitoutumiskohtia
matkivia molekulaarisia syottejd, jotka ovat mukautuneet sito-
maan spesifisid ligandeja, ja joiden koko on luokkaa 20 amino-
happoa. T4llaiset melko pienet peptidirakenteet voidaan val-
mistaa fysikaalisesti jakamalla endogeeninen reseptori tai ne
voidaan valmistaa synteettisesti peptidikemian preparatiivi-
silla tavoilla, kuten Merrifield-synteesill&, tai geenitekno-
logialla. T&m3 luo mahdollisuuden tillaisten polypeptidiraken-
teiden suuren mittakaavan tuotantoon, ja niiden kiayttssn vai-
kuttavina aineina hoidettaessa eldimi&, jotka ovat joutuneet
alttiiksi patogeenisille tai toksisille aineille.

Koska molekulaariset syotit sitoutuvat ligandiin samassa koh-
dassa, 3jonka ligandi tarvitsee sitoutuakseen endogeeniseen re-
septoriin joka tarvitaan saamaan aikaan sen ei-toivottu vaiku-
tus, ei ligandi pysty muuttamaan tat& kohtaa deaktivoitumatta.
Siten sydtit ovat paljon luotettavampia kuin immunoglobuliinit
ja niilli on pitkdkestoinen vaikutus.,

Tatd keksintdi voidaan soveltaa laajalla alalla, koska on mah-
dollista tuottaa molekylaarisia syotteja, jotka ovat spesifi-
sid laajalle joukolle ligandeja. Tami keksintd kasitt33 ennal-
taehkdisevit kuten mySs terapeuttiset koostumukset, jotka si-



100169

5

saltivat vaikuttavat molekulaariset syottirakenteet riittdvas-

s3 konsentraatiossa ja maarassa.

Piirrosten lyhyt kuvaus

Kuvassa 1 esitetdin menetelmdvaihe 17 aminohappojakson WKHWVY-

YTCCPDTPYLD:n saamiseksi yhdistelmé-DNA-teknologialla.

Kuvassa 2 esitetddn tulokset erilaisten trpE-fuusioproteiinien
indusoimiseen viljeltyjen R&4137-kloonin naytteiden erotuksesta
polyamidigeeleilla. Solut j0ko liuotettiin ndytepuskuriin (T)
tai sonikoitiin paljon suolaa sisiltavissa puskurissa (500 mM)
ja sentrifugoitiin. Supernatantti (Si:) sisidlsi 40 - 60 % fuu-
sioproteiinia ja muodosti pelletin (P:). Pellettia uutettiin
edelleen vedelld supernatantin (Se) muocdostamiseksi, joka si-
silsi noin 15 % alkuperdisestd fuusioproteiinista, ja pelletin
(P=). Polyamidigeelielektroforeesin ({PAGE) 3jdlkeen néytteet
joko varjattiin Coomassie kiiltivansinisella (yll3d) tai pei-
tettiin (blotted) ja pddllystettiin 127 -]leimatulla a-bungaro-
toksiinilla (BTX), jonka seurasi autoradiografinen maaritys
(alla). Nuolenpaat ilmaisevat fuusioproteiinin aseman. Nume-

rot ilmaisevat suhteelliset moolipainot vksikdssa kDa.

Kuva 3 on graafinen esitys erityisind aikoina (C.) sitoutuneen
toksiinin konsentraatiosta jaettuna tasapainokonsentraatiolla
(Cewy) R4137:n inkuboinnin jélkeen iesT-]eimatulla BTX:11& eri-
laisia osoitettuja aikoja. Konsentraatiot mitattiin tasamaa-
rien lisidamisen jidlkeen positiivisesti varatuille membraani-
suodattimille. Aika mitattiin minuutteina taulussa R ja sekun-

teina taulussa B.

Kuva & on graafinen esitys Scatchard-analyysistd toksiinin si-
toutumisesta R4137:33n. *®=I-leimatun BTX:n tasapainon saavut-
tamiseen asti (30 min) inkuboinnin j&lkeen erilaisilla kon-
sentraatiolla sitoutuneen BTX:n nettomd3rd madritettiin li-

s55m&l13 1000-kertainen ylimdara ei-radioaktiivista BTX:3& ja
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sitoutunut/vapaa toksiini laskettiin joka pisteelle.

Kuva 5 on graafinen esitys BTX:n kompetitiivisesta sitoutumi-
sesta. '®%I-leimatun BTX:n (2-10-% M) prosenttiosuus kuvattiin
sen jdlkeen kun oli sekoitettu seuraavien aineiden kasvavien
konsentraatioiden kanssa: leimaamaton BTX:383 (*), kobratoksii-
ni (4), dekametonium (¢), d-tubokurariini (0), NaCl (D), kar-
bamyylikoliini (X) tai glysiini (#). Seoksia inkuboitiin tasa-
madrilld R4137:83 30 min 25 °C:ssa ja sitten mitattiin sitou-

tuneen radioaktiivisen toksiinin nettomdars.

Kuva 6A on graafinen esitys sitoutuneen *e=T-leimatun BTX:n
madrdstd funktiona kokonaism83ristd *==I-leimattua BXT:ta, jo-
ka lisdttiin immobilisocitua AcChoR:84 sis&ltavaisn konkanava-

liini-A-kolonniin.

Kuva 6B on graafinen esitys immobilisoitua AcChoR: 33 sisalti-
vaan konkanavaliini-A-kolonniin sitoutuneen *®%I-leimatun
BTX:n m33r3stid funktiona kolonniin lisdtyn R4137:n madrists
sen jalkeen kun kolonniin oli lisdtty erilaisia misdria

R4137:33 ja vakiomidsira 1®ST-leimattua BTX: 3&.

Kuva 7 on graafinen esitys R&137:n vaikutuksesta d-tubokura-
riiniruiskeen saaneiden hiirien eloonj&amistiheyteen. Kaksi
ryhmaa Balb/C-hiirid (35 kummassakin) ruiskutettiin joko
PATH2:1la tai R&137:113 (suunnilleen 3 nmol BXT sitoutumiskoh-
tia/hiiri) vatsaontelonsisdisesti. Viisi minuuttia myShemmin
hiirille annettiin d-tubokurariinia (suunnilleen 15 nmol, 9
bng/hiiri, ihonalaisesti). Eloonjiineiden lukumdara ajan funk-
tiona ruiskeen antamisen jélkeen on esitetty (tiedot ovat tau-
lukon 1 kokeista 2 ja 3).

Yksityiskohtainen kuvaus edullisista suoritusmuodoista

Vaikka tdms keksintd on sovellettavissa molekulaarisille sSyo-

teille, jotka matkivat minki hyvéns&d endogeenisen reseptorin
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sitoutumiskohtaa, se selostetaan yksityiskohtaisesti koliner-
gisen sitoutumiskohdan suhteen. Tiedetiin, ettd a-bungarotok-
siini (BTX), Jjoka on kasrmeenmyrkyn a-neurotoksiini, saa tok-
sisen vaikutuksensa aikaan salpaamalla koliergisten ligandien

sitoutumisen nikotiiniseen asetyylikoliinireseptoriin

(AcChoR) .

Neuromuskulaarinen liitos on kohta, jossa hermot kohtaavat
lihassiikeet. Kosketuskohta on synapsi, ja sille on luonteen-
omaista se tosiseikka, ettd hermo ja lihas eivat tosiasiassa
ole fyysisessd yhteydess&, vaan muodostavat paremminkin ke-
miallisen liitoksen. Kun hermoimpulssi saavuttaa aksonin kar-
jen, erittyy hermon ja ]ihaksen viliseen aukkoon, se on, 'sy-
napsirakoon" asetyylikoliinia, neurotransmitteria. Asetyyliko-
1iini sitoutuu reseptoriinsa, joka sijaitsee lihaksen solukal-
von pinnalla liitoksen postsynaptisella puolella. Kahden ase-
tyylikoliinimolekyylin sitoutuminen reseptoreihinsa saa aikaan

jonikanavan aukeamisen, kalvon depolarisoitumisen ja johtaa

mahdollisesti lihassupistukseen.

BTX on antagonisti, joka sitoutuu AcChoR: dan ehkdisten siten
asetyylikoliinia saavuttamasta reseptoriaan ja ehkdisten 1i-
hassupistuksen. Molekulaarin sydtin tekemiseksi BTX:lle altis-
tettujen eldinten hoitoon on ensin identifioitava erityinen
BTX:n sitoutumiskohta. Edullinen tapa t3mi3n tekemiseksi on
ligandinpeittoproteiinikartoitus (ligand overlay of protein
blots). Kun sitoutumiskohta kerran on identifioitu, voidaan
tuottaa matkiva jakso. Sellaista jaksoa lisdttdessd syotti
matkii sitoutumiskohtaa ja sitoutuu BTX:n kanssa salvaten

siten toksiinin ei-toivotun vaikutuksen.

BXT:n spesifisen sitoutumiskohdan AcChoR:118 tiedetddn sijait-
sevan sen a-alayksikossa. vihimmaisvaadittavat sitoutumiskoh-
dan osaset, jotka edelleen mahdollistavat valitsevan ja spe-
sifisen sitoutumisen kohtuullisella affiniteetilla BTX: &&n

voidaan tunnistaa edelleen proteiinikartoituksen avulla. Pro-
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teiinikartoitustekniikat on kasitelty vksityiskohtaisesti
Gershoni, "Protein Blotting: A Manual" teoksessa Methods of
Biochemical Analysis, toimittanut David Glick, John Wiley &
Sons, osa 33, s. 1 - 55, 1988, jonka sis&ltd liitet&in t3hén
kokonaisuudessaan viitaten. Menetelmi kasittii hajotettujen
polypeptidien siirron kromatografiageeleistd immobilisointike-
hikkoihin.

BTX on polypeptiditoksiini (7& aminohappotdhdettd), joka voi-
daan jodata ja joka sitoo reseptorin affiniteetilla Ko = 10-*:
M. Puhdistettu AcChoR ajetaan polyakryyliamidigeelielektrofo-
reesilla (PAGE) lievdsti denaturoiden keittimitta naytettd ja
litiumdodekyylisulfaattia (SDS) kdyttden. Sitten valmistetaan
tdplat ja testataan sitten *®SI-leimatulla BTX:11&. Tallaiset
kokeet osoittavat, ettd AcChoR:n a-alayksikko leimautuu (Ger-
shoni et al, "Binding of a-Bunarotoxin to Isolated a-Subunit
of the Acetylcholine Receptor of Torpedo californica: Quan-
titative Analysis with Protein Blots”, Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA), 80: 493-4977 (1983)). Tamidn jilkeen a-alayksikkd pro-
teolysoidaan ja sitten sen proteiinitdpl&t testataan alkaali-
nen fosfataasihydratsidilla, konkanavaliini-A:1la, BXT ja
jaksospesifisilla vasta-aineilla, jotka vyhdessd mahdollistavat
toksisen sitoutumiskohdan kartoituksen alueelle a-160-330 ja
erityisemmin a-160-210 ja yha erityisemmin alueelle a-180-200
(katso Neuman et al, "Mapping of the a-Bungarotoxin Binding
Site with the a-Subunit of the Acetylcholine Receptor", Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA), 83: 3008-3011 (1986), jonka sis&ltd

kokonaisuudessaan liitetiin t3han viitaten).

Kolinergisen 51toutumlskohdan maddrittamiseksi viela erltylsem-
min valmistettiin joukko synteettisia peptidejd, ja miiritet-
tiin niiden kapasiteetti sitoa kolinergisid ligandeja. Monista
testatuista peptideistd ainoat, jotka pystyivdt sitomaan
BXT:t&, sisdlsivat jakson a-185-196. Talla peptidilld havait-
tiin olevan alhainen affiniteetti (10-= M), mutta siitd huoli-

matta hyvin spesifinen BTX-sitomiskyky. Jaksoclla a-173-204
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havaittiin suurempi affiniteetti (107 M)

BXT-sitomisjaksoja voidaan valmistaa myos yhdistelma-DNA-tek-
niikalla, valmistettiin hiiren tai Torpedo californican a-
alayksikdiden cDNA:n alaklooneja ekspressiovektoreita kayt-
tien. Kiytettiin trpE fuusiovektori pATHe:ta. Puhdistettiin 1-
% agaroosigeeleilld restriktiofragmentteja plasmidista p&2,
joka on Torpedo californica AcChoR:n a-alayksikdn cDNA-klooni.
Plasmideista saatiin preparatiivisia m8&rid, ja suoritettiin
liittdminen E. coli kanta HB10l-muunnelmiin menetelmdlla, jon-
ka on kuvaillut Maniatis et al., "Molecular Cloning: A Labora-
tory Manual', Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Har-
bor, New York, 1982. T&dlla tavoin valmistettiin fuusioproteii-
neja E. coli-muunnellussa kannassa {(Gershoni, "Expression of
the a-Bungarotoxin Binding Site of the Nicotinic Acetylcholine
Receptor by Echerichia coli Transformants", Proc. Natl. Acad.
Sci. (USA), 84, s. 4318-4321 (1987), jonka sisdlto liitetdén
t3hidn kokonaisuudessaan viitaten). N8md fuusioproteiinit
osoittautuivat sitovan BTX:33 spesifisesti (affiniteetti: 1077
M). Siten esimerkiksi bakteerisesti ekspressoidut proteiinit,
jotka sisdltdvat a-166-200 sitovat toksiinia kun taas ne,

jotka ekspressoivat a-201-315, eivat.

Valmistettiin kaksi oligonukleotidia kuvassa 1(1) kuvaillulla
tavalla. Ne suunniteltiin bakteriaalisesti suosittuja kodo-
neita kdytt3en koodittamaan aminohappojajaksoja: Gly-Ile-Glu-
Gly-Arg-Trp-Lys-His-Trp-Val-Tyr-Tyr-Thr-Cys-Cys-Pro-Asp-Thr-
Pro-Tyr-Leu-Asp, joka k3sittd3 Torpedo californica RcChoR:n a-
184-200 kuten myds t3hteeseen W184 N-terminaalisesti lisatyn
pentapeptidin. Enéimméinen glysiini on tulos trinukleotidista
dGGG, joka on valttdmidtdn toiminnallisen Smal-kohdan sdilyt-
timiselle. Seuraava jakso on koagulointitekijén Xa (CFX) spe-
sifinen katkaisukohta. Siten ekspressoitu fuusioproteiini
tulee t3ll3 entsyymilld katkaistavaksi, joka mahdollistaa
kiinnostuksen kohteena olevan kohdan vapauttamisen, se on, 17

aminohapon jakson: WKHWVYYTCCPDTPYLD. Kaksi oligonukleotidia
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kuumennettiin yvhdessi suhteessa 1:1 ja annettiin karkaistua
muodostamaan 9 emisparin dupleksin. Komplementaariset sdikeet
"taytettiin" entsymaattisesti Klenow-polumeraasia kayttiden (1
ul; 5 vksikkda), kuten ilmenee kuvasta 1(2), jonka jilkeen DNA
uutettiin fenolilla ja saostettiin etanolissa glykogeenivili-
aineessa. Muodostelma liitettiin sitten Smal:lli katkaistun,
puhdistetun pATH2 ekspressiovektorin kanssa. Liitetyt vekto-
rit kidytettiin muuntamaan E. coli kanta HB101, kékonaan Aron-
heim et al.:n kuvaileman tekniikan mukaisesti: "Characteriza-
tion of the Binding of a-Bungarotoxin to Bacterially-Expressed
Cholinergic Binding Sites", J. Biol. Chem., 263, 20:9933-9937
(1988), jonka sisiltd liitetdin tdhén kokonaisuudessaan viita-
ten.

Muunnellut bakteerikloonit, jotka sisdlsivdt lisHyksen oikeas-
Sa sSuunnassa, valittiin pesdketiplien *#=I-leimatun BTX:n
padllystdmisells. Niiden muunnosten havaittiin tuottavan teho-
kasta toksiiniin sitoutuvaa fuusioproteiinia (36kDa merkitty
R4137, kuva 2). R&137 voitiin rikastaa sonikoimalla muunnellut
solut fosfaattipuskurissa + 500 mM suolaa. Sentrifugointi
tuotti pelletteji, jotka sisdlsivdt R4137:43 40 - 60 % koko-
naisuudesta ja vihian yli (kuva 2, P,). Tami pelletti voitiin
uuttaa vedelld antamaan liukoisen jakeen, joka oli p&ddosin
R4137:34 (kuva 2, Se).

Se-Jjakeen R4137 karakterisoitiin biokemiallisesti mittaamalla
toksiinin sitoutuminen siihen tekniikalla, jonka on kuvaillut
Gershoni et al, "Molecular Decoys: Ligand-Binding Recombinant
Proteins Protect Mice from Curarimimetic Neurotoxins", Proc.
Natl. Acad. Sci (USR), 85, 4&087-4089 (1988), jonka sisalts
liitet&3n t3hin kokonaisuudessaan viitaten. Olennaisesti tasa-
madrat Se:ta inkuboitiin *®®I-leimatun BTX:n kanssa. Sitten
Seos suodatettiin varausmuunnellun membraanisuodattimen lipi
erottamaan sitoutunut toksiini vapaasta. Sen jdlkeen lasket-
tiin suodattimien radioaktiivisuus. T&td tekniikkaa kayttden
havaittiin, ett3 BXT vhdistyy R4137:n kanssa pseudo ensimm&i-



100169

11

sen asteen kinetiikalla, joka saavuttaa 50 % tdydentymisen 40
sekunnissa ja noin 90 % tdydentymisen 6 min. jalkeen (kuva 3).
Mittaukset toksiinin sitoutumisesta tasapainotilassa (30 mi-
nuutin reaktio) osoitti, ettd toksiinin sitoutumisessa
R4137:33n Ko = 1,2°10"7 M (kuva &). Muut kolinergiset ligandit
pystyividt kilpailemaan ta&mdn sitoutumisen kanssa samanlaisilla
tehokkuuksien etenemiselld@ kuin mitd tunnetaan perustilaisille

reseptoreille (kuva 5).

Sen mukaisesti, R4137 osoittaa, ettd 17 aminohapon jakso: a-
184-Trp-Lys-His-Trp-Val-Tyr-Tyr-Thr-Cys-Cys-Pro-Asp-Thr-Pro-
Tyr-Leu-Asp-200 on riittdvd BTX:n sitomiseen. Vaikka tama
sitominen on olennaisesti vdh&disemp&d3 kuin perustilaisella
reseptorilla, se muistuttaa AcCHoR:n tdydellisen a-alayksikodn

(437 aminohappoa) sitomisominaispiirteita.

Jotta selvitettidisiin, voitaisiinko R&4137:83 kayttda hoitamaan
eldimid, jotka ovat altistuneet neurotoksiinille, suoritettiin
koe selvittiamddn ettd R4137 voi kilpailla perustilaisia
AcChoR:ta vastaan vhteiselld ja rajoitetulla BTX-annoksella.
Tamdn suorittamiseksi ei ole ainoastaan erotettava sitoutunut-
ta BTX:83 vapaasta, vaan on myds tehtdvd ero AcChoR-sitoutu-
neen ja R&4137-sitoutuneen toksiinin v&lilla. Ta&man suorittami-
seksi AcChoR sidottiin ensin konkanavaliini-A-kolonniin. Ha-
vaittiin, ettd t&ll3 oli vdhidn tai ei lainkaan vaikutusta
toksiinin sitoutumiseen (kuva 6A). Sitten tdllaista immobili-
soitua AcChoR:&8 sekoitettiin erilaisilla R&4137:n konsentraa-
ticilla ja vakiomaarilla *==]I-leimattua BTX:&a. Kolonnit pes-
tiin j&lkikdteen toistetuilla sentrifugointi/uudelleensuspen-
soinneilla ja maaritettiin kolonniin liittyvan radioaktiivi-
suuden madra. Kuten voidaan ndhda (kuva 6B), R&4137 kilpailee
BTX:st& AcChoR:&& vastaan.

Lopuksi R4137:n kilpailu testattiin AcChoR:ta vastaan in vivo.
Koiras- ja naarashiiret (noin 5 wviikkoa, 20 - 25 g), sekd su-
kusiitettyjd (Balb/C) ettd ulkosiitettyjd (CD1) kantoja, sai-
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vat ensin ruiskeen vatsaontelonsisdisesti R4137:113 tai plase-

bolla - samanlainen jae, joka on periisin bakteereista, jotka

on muunneltu muuntelemattomalla vektorilla pATHZ2 (n&#illi so-

luilla ei ole toksiininsitomiskapasiteettia). Viisi minuuttia

myShemmin kaikki hiiret altistettiin erilaisille m3drille d-

tubokurariinia tai a-kobratoksiinia (CTX). Mitattiin annos,

joka aiheutti 80 % kuoleman kisittelemittdmissid hiirissi.

Toksiinit annettiin ihonalaisena ruiskeena el3inten niskaan.

Elaimid tarkkailtiin ja rekisterditiin kuolemantapaukset kah-

den tunnin aikana toksiiniruiskeesta. Tulokset esitetadan tau-

lukossa 1. Kuten kuvasta 7 ilmenee, oli eloonjididmisaste

R4137:114 kasitellyilld hiirilli merkittdvisti parempi verrat-

tuna kontrolliin ja absoluuttinen paranemislukum3iri oli aina-

kin 300 % parempi kuin plaseboa saaneilla hiirilli.

koe

TAULUKKO 1
bakteeri-

proteiini kanta sukup. toksiini annos

{(i.p.) {(s.c.) mg/kg
pATH2 Balb/C K tubo 0,40
R4137
PATH?2 Balb/C K tubo 0,36
R4137
pATH2 Balb/C K tubo 0,36
R4137
pPATH2 CDh1 K tubo 0,36
R&4137
pPATH2 CD1 N tubo 0,29
R4137
PATH?2 CDh1 K CTX 0,15

hiirten eloonj.

Jukum.

10
10

10
10

25
25

37
38

20
20

10

10
21
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6 R&137 10 10
7 pPATH2 CD1 K CTX 0,15 21 6
R4137 20 12

Suoritettiin edelleen kokeita, joissa hiiret ruiskutettiin
ensin tappavalla annocksella kobran myrkkyad ja tunti myShemmin
annettiin joko plaseboa tai kolinergistéd syottid. Plaseboa
saaneet eldimet kuolivat kaikki, kun taas sy6tti& saaneet
eldimet saastyivat dramaattisesti (90 % eloonjdadneitd). Tulok-
set esitetddn taulukossa 2. On ymmarrettidvad, ettd sama resep-
torikohta on yhteydessa kaikkiin joukosta BTX, CTX ja d-tubo-

kurariini kuten my6s decametonium ja rabiesvirus.

TAULUKKO 2

ruiskutettu aine aika toksiinin j&alkeen eloonjdaneet

(minuuttia)

R4137 (syotti) 30 6/10
60 9/10
90 6/7

pPATH (plasebo) 60 0/10

Tosiseikka, ettd R4137 on osoittautunut sydtiksi toksiinille,
on vain yksi tapaus liittyen yleisen viitteeseen molekulaari-
sista syoteistd terapeuttisina aineina. AcChoR:n erkoistapauk-
sessa R&4137 tai parannetut versiot tdstd molekulaarisesta syo-
tista saattavat toimia vasta-aineena kobrantyyppisille k&ar-
meenpistoille sieppaamalla nididen k3irmeenmyrkkyjen ainesosat
spesifisesti. Lis&ksi d-tubokurariinia kdytetd&n rutiininomai-
sesti kirurgiassa neuromuskulaarisena salpaajana ja R4137:3an
perustuva syotti saattaisi olla d3rimmdisen hyddyllinen sen
vasta-aineena. Tama kayttokelpoisuus on erityisen tarkeds,

koska tekniikan tasolla kuvaillut ligandianalogit voivat olla
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yhtad haitallisia kuin salpaajat itse. Edelleen on askettiain
osoitettu, ettd rabiesvirus sitoutuu spesifisesti AcChoR: &3n
ja ettd d-tubokuraniini tai BTX saattavat kilpailla sen sitou-
tumista vastaan (Lentz et al., Science, 215, 182-184 (1982)).
Siten R4137:83n perustuva sydtti antaa my8s kadyttodn terapeut-

tisia vaikutuksia rabiesin hoidossa.

On ymmarrettdva, ettd R4137 on vain valivaihetydkalu joka
sallii sen geneettiselld muuntelulla tai kemiallisella kasit-
telylld ammattimiesten kehitt3d3i viela tehokkaampia kolinergi-
sia sySttej&d. Siten tidmd keksintd on tarkoitettu kisittimiin
ei vain R4137:n erityistd 17 aminohapon jaksoa vaan sen muun-
nelmat ja johdannaiset, joilla on sdilyneet ja mahdollisesti
parantuneet toiminnalliset tai farmakologiset ominaispiirteet.
Esimerkiksi muunneltuja peptidijaksoja voidaan valmistaa hel-
posti ja testata rutiininomaisilla tekniikoilla edullisia tok-
siininsitomisominaispiirteitd varten tehokkaammin kilpailemaan
perustason reseptorin kanssa. Sellainen muuntaminen saattaa
kdsittda aminohappojen korvauksen, poistamisen tai lis&yksen
tai niiden kemiallisen muuntelun. Esimerkiksi pitkaikdisempii
syottejd voidaan saada t&l14 tavalla. Koska sy&ttien entsy-
maattinen hajoaminen in vivo saattaa tehd&d jotkin sy&tit suh-
teellisen lyhytik&disiksi, olisi eris menetelmi sellaisen ha-
joamisen estdminen tekemilld d-aminohappoja sisiltdvii syn-
teettisid peptideji. Vaihtoehtoisesti fuusioproteiiniluonnok-
seen perustuen voidaan suunnitella orgaanisia molekyyleji, se
on, ei-proteiinisia, jotka tayttavit fysikokemialliset vaati-
mukset sydtille, jonka on muodostettava toksiinille toiminnal-

linen esto.

On edelleen ymmdrrettdvd, ettid tdmin keksinndn syotteid voi-

daan muunnella laajentamalla polypeptidid tai 1is33m3lli eri-
tyisia kemiallisia osia, joiden on tarkoitus auttaa laidkkeen

suunnittelijaa antamaan kdytettdville sydteille lisdkayttoia.
Eras sellainen muunnelma olisi polypeptidin laajentaminen

osilla, joiden on tarkoitus vaikuttaa liukoisuuteen, esimer-
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kiksi hydrofiilisen tdhteen lisdvkselld, kuten seriinin tai
varatun tdhteen kuten glutamiinihapon. Edelleen sydttid voi-
taisiin laajentaa stabiilisuussyistd ja toivotun konformaation
sdailyttdmiseksi, kuten lisdamalld kysteiinit&hteitd disulfidi-

siltojen muodostamiseksi.

Toinen syy syottien muuntamiseksi olisi sydttien tekeminen
havaittaviksi, myds annon jd&lkeen. Ta&mi voitaisiin tehdi ra-
diojodauksella radioaktiivisella jodi-isotoopilla, suoraan,
tai lisdamdllad tyrosiinia seuraavaa radiojodausta varten.
Sellaisia havaittavissa olevia syottejd voitaisiin kayttia
erityisten patogeenisten aineiden tai toksiinien l3sn3olon
ja/tai sijainnin havaitsemiseen. Esimerkiksi R&137:n kerdinty-
misen havaitseminen koiranpureman alueella ilmaisisi rabies-
viruksen l&sndolon. Siten sellaisia havaittavia syodtteii voi-
taisiin kdyttd33 miadrdttyjen vieraiden aineiden selektiiviseen
havaitsemiseen tai kartoitukseen tai sellaisten aineiden tun-

keutumisen diagnosointiin.

Edelleen muu syy muunnella sydttejd olisi vieraan konjugoitu-
neen aineen nopeutunut poistuminen kehosta. Esimerkiksi asia-
loglyko-osaan liittyneen sydtin voisi odottaa eliminoituvan
maksan kautta. Siten esimerkiksi antisy®pikemoterapeuttisten
aineiden reseptorikohtaa matkiva sydtti ja sellainen, joka
sisdltdd asialoglyko-osan, tai mink3d hyvinsd muun osan joka
auttaisi sen poistumista elimistdstd, voitaisiin k&ytt33 inak-
tivoimaan ja.nopeasti poistamaan ylimddridinen kemoterapeutti-
nen aine terapian loppuunsaattamisen jdlkeen sivuvaikutusten

vdhentdmiseksi.

R4137:n tehokkuuden todistaminen sydttini in vivo toksiineja
vastaan ndyttdd toteen tam&n keksinnbn vleiskdsitteen. Sen

mukaisesti on ymmérrettdvd, ettd tdmd keksintd ei k&siti ai-
noastaan kolinergiseen sitoutumiskohtaan perustuvia sydtteji,
vaan mihin hyvansd vieraiden aineiden endogeeniseen resepto-

riin perustuvia sydttejd, vieraiden aineiden aiheuttaessa ei-
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toivotun vaikutuksen vasta sitouduttuaan t3hin endogeeniseen
reseptoriin. Ensimmdinen vaatimus tdmin keksinndn mukaiselle
syotille on, ettid se matkii endogeenista reseptoria, se on,
sen on muistutettava sitoutumiskohtaa toiminnallisesti vaikka
sen tdytyy erota fysikaalisesti. Kisite "toiminnallinen muis-
tuttaminen" tarkoittaa, étfé syotti sitoutuu kyseessi olevaan
vieraaseen aineeseen selektiivisesti ja erityiselld tavalla ja
kohtuullisella affiniteetilla. Reseptori saattaa olla timin
keksinndn tarkoituksiin miki hyvadnsd ligandia sitova molekyyli
kuten esimerkiksi perinteisen solupinnan reseptorin ligandia
sitova kohta, entsyymin substraattia sitova kohta, gangliosi-

din ligandia sitova kohta jne.

On kuitenkin ymmdrrettdvi, etti t&min keksinnén mukainen syst-
ti ei voi olla immunoglobuliini eiki siti voida johtaa immuno-
globuliineista. Vaikka on totta, ettd patogeenin "sitoutumis-
aluetta" kohtaan ohjattu immunoglobuliini saattaisi yleisesti
toimia sydttind, ei sellaista ole tarkoitettu sisdllytettivik-

si tdmdn keksinndn kisitteeseen.

Tamén keksinndn mukainen sydtti ei saisi olla olennaisen im-
munogeeninen. Koon pienentiminen on keino aineen immunogeeni-
syyden vdhentdmiseksi, mutta kaikki suuret molekyylit eivit
ole yhtd immunogeenisii kuin eriit pienet molekyylit. T&min
keksinndn mukaiseksi syotiksi luokitelluksi tulemiseksi aineen
on oltava olennaisen ei-immunogeeninen isdntdjarjestelmissa
riippumatta aineen koosta vaikka pienin mahdollinen koko on
edullinen. On hyvin kuitenkin tarkedd, ettd syotti ei annet-
taessa in vivo ole riitti3vin immunogeeninen aiheuttamaan au-
toimmuunia vastetta endogeenisti reseptoria kohtaan. Koliner-
gisen reseptorin tapauksessa sellainen autoimmuunivaste saat-

taisi aiheuttaa myasthenia gravis-tapauksen.

Tamén keksinndn mukaisen syotin on sisdllettdvi reseptorin
sitoutumiskohdan olennaiset osaset eiki olennaisesti enemp&i.

Tamdn keksinndn tarkoituksiin sitoutumiskohdan "olennaiset
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osat" m3sritelldsn osina, jotka ovat olennaisia sycttivaikutuk-
selle, se on, ligandintunnistaminen ja sitoutuminen. Reseptori
koostuu useista tdhteistd, joista vain harvat liittyvat ligan-
dintunnistukseen ja sitoutumiseen. Kuitenkin, kuten edelléa
todettiin, timin keksinndn sydttejd voidaan muunnella edelleen
lddkesuunnittelusyisti. Siten esimerkiksi koko AcChoR:n a-ala-
vksikkdad ei kelpuutettaisi syotiksi, sen ollessa sekd immuno-
geeninen ja myds huomattavasti pidempi kuin tarpeen. a-alavk-
sikks sisiltiid kuitenkin mahdollisen sydtin suunnitteluun ja
rakentamiseen tarvittavan informaation, se on, jakson a-184-
200. Se seikka, ettd joitain lisdpeptidiyksikditd olisi l&s-
ni, esimerkiksi parantamaan olennaisen vaadittavan jakson liu-
koisuutta, ei poistaisi rakennetta syottien luokasta mik&li se
olisi edelleen olennaisen ei-immunogeeninen ja olisi edelleen
selektiivinen, spesifinen ja silld olisi kohtuullinen affini-
teetti. Sokerimolekyylien lisdys saattaisi olla samantehoinen
muunnelma. L3skesuunnittelutarkoituksessa tehtyid lisdyksia
molekyyliin ei huomioida maaritettdessa sisdltiadko aine olen-
naisesti enemmin kuin endogeenisen reseptorin osat, jotka

tarvitaan kyseessd olevan vieraan aineen sitomiseen.

Kuten edelld mainittiin, sydtin on oltava selektiivinen ja
sill3 on oltava kohtuullinen affiniteetti aineeseen ndhden,
jolle se on suunniteltu. Siten esimerkiksi mannoosi, yksin-
kertainen sokeri, saattaa vaikuttaa infektioon bakteereilla,
joilla on tyypin I mannoosispesifinen piluksia; mannoosin
selektiivisyys ei kuitenkaan ole riittdvd eikd mydskaan sen

affiniteetti.

Systti on las3ke, joka on suunniteltu sieppaamaan tunkeutuva
vieras aine, jolla on ei-toivottu vaikutus. Sellaiset vieraat
aineet saattavat kisitt3i toksiineja, myrkkyjid, bakteereita,
viruksia, kdsittden retrovirukset jne. Mik&dli vieras aine saa
aikaan patogeenisen tai toksisen vaikutuksensa (tai minkd hy-
vins&d muun vaikutuksen, joka halutaan eliminoida) vasta sitou-

duttuaan reseptorikohtaan jossain is&nndssd, voidaan suunni-
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tella tdm&n keksinndn mukainen sieppaaja estimddn sellainen
sitoutuminen ja siten poistamaan sellainen ei-toivottu vaiku-
tus. Kun keksinndn tavat kerran tunnetaan, kuten myds se tosi-
seikka, ett3i sellaiset reseptorin osia sis&lt3vit ligandeja
sitovat kohdat sitovat edelleen kompetitiivisesti ligandeja in
vivo, ymmartivat ammattimiehet, atti muista reseptoreista pe-
rdisin olevat sydtit, jotka on suunniteltu sitomaan muita pa-
togeenisia aineita ja toksiineja, voidaan saada kayttamitts
muita kuin rutiinikokeita.

Patogeenisten aine/reseptori-parien joukossa, joille sydtit on
helposti saatavissa t3m3n keksinndén mukaisesti, on T-solupin-
nan glykoproteiini CD&4 (T&), joka on solureseptori ihmisen im-
muniteettikatoviruksessa, tyyppi 1 (HIV-1), ensimmdinen jisen
virusten joukossa, jotka aiheuttavat hankitun immuunivasteen-
heikkenemisoireyhtymin (AIDS). HIV-viruksen tartunta alkaa sen
kuoriproteiinin (gp120) sitoutumisella T&4-reptoriin {CD4&),
joka sijaitsee T4-imusoluissa. Askettdin on varmistettu, etta
liukoisia, eritettyjad CD&4:n muotoja voidaan kayttd3i sitomaan
HIV-1 kompetitiivisesti ja siten neutraloimaan HIV-1:n tartut-
tavuus (Smith et al, "Blocking of HIV-1 Infectivity by a So-
luble, Secreted Form of the CD4 Antigen", Science, 238, 1704-
1707 (1987)). Perustilainen CD& ei kokonsa puolesta olisi t&-
mén keksinndn mukainen sydtti. Silli on kuitenkin sydtin omi-
naispiirteet. CD4:n minimaalinen sitomisalue voidaan identi-
fioida k&yttim&ttd muita kuin rutiinikokeita tiassa kolinergi-
sen reseptorin minimaalisen sitomisalueen saavuttamiseksi,
esimerkiksi proteolyysin ja proteiinit8pl&kokeella, jota seu-
raavat yhdistelm&-DNA-tydtavat.

Toinen ligandi/reseptori-pari, joka on erityisen sovelias ti-
man keksinndn mukaisten syottien valmistukselle, on organofos-
faatti-asetyylikoliiniesteraasi. Sellainen sydtti saattaisi
vdhentd&8 joitain hermokaasun vaikutuksista. Muita esimerkkeja
ovat LSD ja serotoniinireseptori ja strykniini ja glysiinire-
septofi.
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Taulukossa 3 esitetddn lisdi ligandi/reseptoripareja, joille
voidaan suunnitella t3mdn keksinndn mukaisia sydtteja kayt-

tdmdttd muita kuin rutiinikokeita:

TAULUKKO 3
ligandi reseptori
kalsium 28 kDa naudan pikkuaivot ja munuai-
set
kalmoduliini
hepariini ihmisen plasman apoE ja apoB
Gonococcus-pilukset CHO-solujen 14 ja 16 kDa proteiinit

virus
retrovirus tyyppi 3 67 kDa glykoproteiini rotan
imu- ja hermosoluissa
sendaivirus ihmisen punasolujen glykoforiini
peruna sukkula kyhmy ydinproteiinit
viroidi
{Potato spindle tuber
viroid)

Taman keksinndn syottejd voidaan antaa eldimille, kdsittden
ihmispotilaan, parantamaan vieraan aineen, jota varten se on
suunniteltu, ei-toivotut wvaikutukset. Sellaisia syottejd ei
voida kayttd3 ainoastaan ihmisten hoitoon, vaan myds muiden
elidinten hoitoon kasittden nisidkkdit, siipikarjan, kalan jne.
Edelleen tdmén keksinndén mukaiset syodtit voitaisiin suunnitel-
la kasviensuojeluun tai -hoitoon. Ammattimiehet wvoivat helpos-
ti md3drittdd kokeellisesti erityiset vaikuttavat annokset min-
k& hyvansi vieraan aineen k&sittelyyn ilman kohtuuttomia ko-
keita. Ammattimiehet ymma3rtdvat kuitenkin, ettd sydtin annos-

telu riippuu jonkin verran vieraan aineen mddrastad isantajar-
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jestelmdssd. Sydtin suhde vieraan aineen molekyyleihin on
alueella 1:1 - 1:10. Eldinkokeet ovat osoittaneet, etteivit
syotin suuret ylimiirit ole valttiméttdmis tehon kannalta.
Vieraan aineen miir&3 isdnnan verivirrassa tarkkaillaan edul-

lisesti ja sydtin annos saddetddn sen mukaisesti hoidon aika-
na.

Téman keksinndn suoja-alan kasittdmiin koostumuksiin kuuluvat
koostumukset, joissa syotti on l&snd tehokkaassa madrassa
aiotun tarkoituksen saavuttamiseksi. Tehokkaan m3arin mairit-
téminen on tekniikan tasolla tunnettua.

Tamdn keksinndn sydttien lisiksi farmaseuttiset koostumukset
saattavat sisdltdi sopivia farmaseuttisesti hyvdksyttivii vi-
liaineita, jotka kisittavat tayteaineet ja apuaineet, jotka
helpottavat vaikuttavan aineen kdsittelyd farmaseuttisesti
kaytettdviksi valmisteiksi. Edullisesti valmisteet, erityises-
ti ne, jotka voidaan antaa ruiskeena, sis3ltavit noin 0,1 - 99
%, Ja edullisesti noin 25 - 85 paino-% vaikuttavaa ainetta yh-
dessad tdyteaineiden kanssa.

Tamén keksinndn antoon voidaan kayttdd mitd hyvinsi tavan-
omaista antoon kiytettyd reittii. Vaikka edullinen anto on
ruiskeena, esimerkiksi laskimonsisdisesti, ihonsisdisesti,
vatsaontelonsisdisesti jne., ne voidaan antaa my0s oraalises- -
ti, perédpuikkona tai muuta reittii.

Muita ei-tavallisia antotapoja voidaan kuvitella, jotka myoSs
on tarkoitettu tamidn keksinndn suoja-alaan kuuluviksi. Esimer-
kiksi kun nykyisessi jarjestelmdssi vaikuttavan aineen eks-
pressointi bakteerissa kisittis bakteriaalisen ekspressiovek-
torin pATH2, esiintyy muita bakteriaalisia ekspressiojirjes-
telmid, jotka tosiasiassa erittavit ekspressoituneen proteii-
nin vdliaineeseen. Voitaisiin ajatella, ettd sellaista eritys-
ekspressiojdrjestelmis voitaisiin k&yttd33 muodostamaan syot-

tid isadnni3n sisilta paremminkin sen tuottaminen ex vivo ja
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antaminen isdnnidlle. Ilmeisesti eritysjdriestelmdn on oltava
kilpaileva is&nnille. Kdsite "anto" t&ssid julkaisussa ja pa-
tenttivaatimuksissa kaytettynd on tarkoitettu k3sitt&m&an

sellaiset in vivo-eritysjarjestelmat.

Tamdn keksinnon farmaseuttiset valmisteet valmistetaan sinansa
tunnetulla tavalla, esimerkiksi tavanomaisten sekoitus-, liuo-
tus- tai lyofilisointimenetelmien avulla. Sopivat valmisteet
parenteraaliseen antoon kasittavat vesiliukoisessa muodossa ~
olevien vaikuttavien yhdisteiden vesiliuokset. Lisdksi voidaan
antaa vaikuttavan aineen suspensioita sopivina dljypohjaisina
ruiskesuspensioina. Sopivita lipofiiliset liuottimet tai wvali-
aineet k3sittldvit rasvaiset 8ljyt kuten seesamidljy, tai syn-
teettiset rasvahappoesterit kuten etyylioleaatti tai triglyse-
ridit. Vesiruiskesuspensiot saattavat sisdltd3d suspension
viskositeettia lis83vid aineita kuten natriumkarboksimetyyli-
selluloosa, sorbitoli ja/tai dekstraani. Valinnaisesti suspen-
sio saattaa sisdlt33 stabilaattoreita. Té&madn keksinndn syodtit
voidaan antaa liposomien muodossa, farmaseuttisten koostumus-
ten muodossa, joissa vaikuttava aine sisdllytetddn joko dis-
pergoituna tai vaihtelevasti esiintyen jyvasiss&d, jotka kasit-
t3vat vesipohjaisia samankeskisid lipidikerroksiin tarttunei-
na. Vaikuttava aine saattaa esiintyd sekd vesikerroksessa etta
lipidikerroksessa, tai, joka tapauksessa, epdhomogeenisessa

jarjestelmissi, Jjoka tunnetaan yleensd liposomisuspensiona.

Edelt3v3d kuvaus erityisistd suoritusmuodoista valittaa niin
tdysin keksinnén yleisen luonteen, ettd ettd muut voivat so-
veltamalla nykyistd tietdmystd, helposti muuntelemalla ja/tai
soveltamalla eriléisiin sovellutuksiin kuten erityiset suori-
tusmuodot poikkeamatta yleiskisitteestd, ja siksi sellaiset
sovellutukset ja muunnelmat on tarkoitettu ymmarrettaviksi
esitettyjen suoritusmuotojen ekvivalenttien tarkoituksen 3a
alueen sisdlle kuuluviksi. On ymmirrettdvd, ettad tassd kaytet-
ty fraseologia ja terminologia on kuvausmielessa eika rajoit-

tavasti.
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelmd farmaseuttisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa
menetelmdssd valmistetaan yhdiste, joka vaikuttaa vieraan aineen
aiheuttaessa ei-toivotun vaikutuksen sitouduttuaan endogeeniseen
reseptoriin, tunnettu siit#, etti menetelmi kisittii seuraavat
vaiheet:

1) liuotetaan endogeeninen reseptori jonka jidlkeen proteenikar-
toituksella valitaan mainitun reseptorin pienin osa joka tarvi-
taan endogeenisen reseptorin sitoutumispaikan elementtien sii-
lyttédmiseksi, sdilytetdin reseptorin kyky tunnistaa valikoivasti
ja spesifisesti vieras aine ja sitoutua siihen affiniteetilla
joka estdi vieraan aineen sitoutumista mainittuun endogeeniseen
reseptoriin;

2) syntetisoidaan kemiallisesti ja/tai rekombinantti-DNA-teknii-
kan avulla yhdiste, jonka kemiallinen rakenne vastaa olennaisil-
ta osin mainitussa vaiheessa 1) valittua yhdistettd joka tunnis-
taa valikoivasti ja spesifisesti vieraan aineen ja sitoutuu sii-
hen, yhdisteeseen lis#tiin edullisesti farmaseuttisesti hyvdk-
syttdvd lisdosuus joka ei vaikuta yhdisteen kykyyn tunnistaa
vieras aine ja sitoutua siihen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siity,
ettd menetelmissi valmistettu Yhdiste ei ole olennaisesti suu-

rempi kuin koko, joka tarvitaan sdilyttémddn reseptorin sitoutu-
miskohdan olennaiset osat.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siiti,
ettd menetelmissi endogeeninen reseptori on kolinerginen resep-
tori ja mainittu vieras aine on kurarimimeettinen neurotoksiini.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siitd,
ettd menetelmissi endogeeninen reseptori on nikotiininen asetyy-
likoliinireseptori ja mainittu vieras aine on %-bungarotoksiini,
kobratoksiini, d-tubokurariini, decametonium tai rabiesvirus.
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5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd,
etti menetelmidssid endogeeninen reseptori on imusolujen T4-solu-

antigeeni ja mainittu vieras aine on HIV-virus.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelnd, tunnettu siiti,
etti menetelmdssd aine on tuotettu luonnollisesta endogeenisesta
reseptorista jakamalla endogeeninen reseptori osaan, joka on
tarpeeksi pieni ettei se saa aikaan autoimmuunivastetta endo-
geenistd reseptoria vastaan annettuna in vivo, tai jolta muuten
puuttuu olennainen imunogeenisyys, mutta joka silti sdilyttad
mainitun reseptorin sitoutumiskohdan olennaiset osat.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd,
etti menetelmissi aine on peptidiketju, joka on ekspressoitu yh-

distelmi-DNA-tekniikalla geenimanipuloiduissa soluissa.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siita,

etti mainittu aine on synteettinen peptidi.

9. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, tunnettu siitd,
ettd se kdsittdid aminohappojakson:
Trp—Lys—His-Trp-Val-Tyr-Tyr-Thr—Cys—Cys-Pro-Asp-Thr-Pro—Typ——
Leu-Asp tai sen muunnelma, joka sdilyttdd sitoutumisominaispiir-
teet kurarimimeettiselld neurotoksiinilla, sitoutumisomi-
naispiirteiden ollessa muunnelmalla ainakin yhtd voimakkaat kuin
mainitulla jaksolla samalla neurotoksiinilla.
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PATENTKRAV

1. Forfarande foér framstdllning av en farmaceutisk férening,
vid vilket foérfarande det framstialls en férening som &r
verksam dd ett frimmande #mne har obnskad verkan efter att
ha bundit sig till en endogen receptor, kannetecknat av att
i forfarandet ingdr féljande faser:

1) den endogena receptorn uppléses, varefter det genom
proteinkartliggning vdljs den minsta del i niamnda receptor
som behdvs f&r att bevara elementen pa bindningsstdllet for
den endogena receptorn, receptorns férmédga att selektivt och
specifikt igenkinna det frammande &mnet och binda sig
dértill med en affinitet som férhindrar det frémmande #mnets
bindning till niamnda endogena receptor bevaras;

2) en férening vars kemiska struktur till viasentliga delar
motsvarar den under nimnda fas 1) valda féreningen, som
selektivt och specifikt igenkédnner det frammande amnet och
binder sig dartill, syntetiseras kemiskt och/eller genom en
rekombinant-DNA—teknik, till féreningen tillsatts en
tillaggsinsats som foretradesvis ar farmaceutiskt acceptabel
och som inte paverkar féreningens férmédga att igenkinna det
frémmande amnet och binda sig dartill.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kéannetecknat av att den
vid f8rfarandet framstillda féreningen vasentligen inte &r
stdrre 4n den storlek som behdvs f6ér att bevara de

vasentliga delarna i bindningsstillet for receptorn.

3. Forfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att den
endogena receptorn vid férfarandet utgdrs av en kolinergisk
receptor och att namnda frammande dmne ar ett
kurarimimetiskt neurotoxin.
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4. Forfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att den
endogena receptorn vid férfarandet utgdérs av den nikotiniska
acetylkolinreceptorn och att namnda frammande amne &ar o-
bungarotoxin, kobratoxin, d-tubokurarin, decametonium eller
rabiesvirus.

5. Forfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att den
endogena receptorn vid férfarandet ar T4-cellantigenen hos

lymfocyter och att nimnda frimmande amne ar ett HIV-virus.

6. Forfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att
substansen vid forfarandet har producerats ur en naturliqg
endogen receptor genom att uppdela den endogena receptorn i
en del som &r tillrdckligt liten f&r att inte &stadkomma ett
autoimmunsvar mot den endogena receptorn nir den ges 1in
vivo, eller som pa& annat satt saknar véasentlig
immunogenicitet men som &nd& kan bevara de visentliga

delarna i bindningsstillet f&r niamnda receptor.

7. Foérfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att
substansen vid foérfarandet &r en peptidkedja expresserad

genom en kombinations-DNA-teknik i genmanipulerade celler.

8. Foérfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att

namnda substans &r en syntetisk peptid.

9. FOrfarande enligt patentkrav 3, kannetecknat av att dar
ingar féljande aminosyresekvens:

Trp—Lys-His-Trp—Val-Tyr-Tyr—Thr—Cys—Cys?Pro-Asp—Thr—Pro—Typ-
Leu-Asp eller en variant darav som  bevarar det
kurarimimetiska neurotoxinets bindningssirdrag, varvid
bindningssirdragen hos varianten 4r atminstone lika starka

som i ndmnda sekvens i Samma neurotoxin.
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