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Tiivistetmd - Sammandrag

Fuusioproteiinit sisaltédvat kasvainkuolio-
(TNF-R)
ainakin yht8 muuta polypeptidis,

tekijdreseptori -polypeptidia ja
joka on
interleukiini-l-reseptori (IL-1R) tai toi-
nen TNF-R-polypeptidi. Yksi tallainen fuu-
sioproteiini sisdltdd yhtd IL-1R-polypep-
tidia ja kahta TNF-R-polypeptidia. Fuusio-
proteiineilla on terapeuttista kayttsi ja
niitd voidaan valmistaa yhdistelmi-DNA-

tekniikalla.

Uppfinningen avser fusionsproteiner, vilka
omfattar
(TNF-R)-pelypeptid

en tumdrnekrosfaktorreceptor

och dtminstone en
vald bland en inter-
(IL-1R)

Ett sadant fusionspro-

vtterligare peptid,

leuvkin-l-receptor och en andra
TNF-R-polypeptid.
tein omfattar en IL-1R- och tvd TNF-R-po-
lypeptider. Fusionsproteinerna har tera-
peutisk anvindning och kan framstallas via

rekombinant DNA-teknologi.
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Menetelmd kasvainkuoliotekijédn reseptoria sisaltidvien fuu-
sioproteiinien valmistamiseksi 3ja niitid koodaava DNA Jja
vektori

Keksinnén tausta

Useiden sytokiinien tiedetdan sitoutuvan kohdesolu-
jen pinnalla oleviin spesifisiin reseptoriproteiineihin.
Tunnistettuihin spesifisiin reseptoriproteiineihin kuuluun
kasvainkuoliotekijdreseptoreita Jja interleukiini-l-resep-
toreita. Parhaillaan ollaan kohdistamassa runsaasti voima-
varoja useiden reseptorien eristamiseen ja luonnehtimiseen
ndiden fysiologisten tehtadvien tutkimiseksi ja mahdollisten
terapeuttisten kayttémuotojen selvittelemiseksi. Sills,
ettd potilaalle annettu liukoinen reseptori sitoo tiettyd
nimenomaista molekyyliid, johon sen vaikutus kohdistuu, voi
olla mahdollista lievitt&d sairauksia, Joissa kohteena
olevalla molekyylilla on osuutta.

Kasvainkuoliotekija-a (TNFa, josta kdytetddn nyds
nimitystd kakektiini) ja kasvainkuoliotekija-f (TNFR, Jjosta
kaytetddn myds nimitystd lymfotoksiini} ovat nisdkkdiden
endogeenisid erittyvia homologisia proteiineja, jotka kyke-
nevdt kdynnistd&madn hyvin monenlaisia toimintoja lukuisissa
solutyypeissd. Niaiden kahden sytokiinin rakenteellisten ja
toiminnallisten ominaisuuksien suuren yhdenmukaisuuden joh-
dosta niistd on kdytetty vhteisnimitystd "TNF". On eristet-
ty komplementaarisia cDNA-klooneja, jotka koodaavat TNFo:aa
[Pennica, et al., Nature 312 (1984) 724] seka TNFB:aa
[Gray, et al., Nature 312 (1984) 721] ja jotka ovat tehneet
mahdollisiksi TNF:n rakennetta ja biclogisia ominaisuuksia
koskevat Jjatkotutkimukset.

TNF-proteiinien biocloginen wvaikutus soluihin k&yn-
nistyy niiden sitoutumisesta spesifisiin TNF:n reseptori-
proteiineihin (TNF-R-proteiinit), jotka ilmentyvat TNF:&in
reagoivan solun plasmamembraanin pinnalla. Ensimmiinen
ndyttdé TNFa:n Jja TNFB:n sitoutumisesta solujen pinnaila
clevaan yhteiseen reseptoriin saatiin k&yttdmidlld kohdun-
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kaulankarsinoomahumaanisolulinjaa ME-180 [Aggarwal, et al.,
Nature 318 (1985) 665]. Hchmann, et al. [J. Biol. Chem. 264
{1989) 14927] ovat Jjulkaisseet tutkimusrapertin, jonka
mukaan eri solutyypeissd on olemassa ainakin kaksi erilais-
ta solun pinnalla olevaa TNF:n reseptoria, vaikkakin ndiden
TNF-R-molekyylien valinen suhde on epdselvd. Naiden resep-
torien ndenndinen suhteellinen moclimassa on noin 75 - 80
kDa Jja noin 55 - 60 kDa, vastaavassa jarjestyksessa ilmoi-
tettuna. Solun pinnalla olevien TNF-reseptorien lisdksi on
myds ihmisen virtsasta tunnistettu liukoisia proteiineja,
jotka kykenevat sitomaan TNF:48 [Peetre, et al., Eur. J.
Haematel. 41 (1988) 414; Seckinger, et al., J. Exp. Med.
167 (1988) 1511; Seckinger, et al., J. Bicl. Chem. 264
{1989) 11966; Seckinger, et al., GB-patenttihakemusjulkaisu
nro 2 218 101; Engelmann, et al., J. Biol. Chem. 264 (1989)
119747,

Interleukiini-lo (IL-1a) ja interleukiini-1p
(IL-1B) ovat kaukaisesti teocisiaan muistuttavia polypeptidi-
hormoneja, Jjoilla on keskeinen osuus immuuni- ja tuleh-
dusvasteiden sdidtelyssd. Nama kaksi proteiinia vaikuttavat
useisiin erilaisiin solutyyppeihin ja niilla on useita
biologisia aktiivisuuksia. Niissid biologisissa aktiivisuuk-
sissa, joiden on katsottava Jjohtuvan IL-la:sta ja
IL-1RB:sta, valittyvat wvaikutukset ainakin kahden sellaisen
plasmamembraaniin sitoutuneen reseptorin vidlitykselld, jot-
ka sitovat sekd IL-lo:aa ettd IL-1P:aa. B-soluissa ilmen-
tyvdt IL-1:n reseptorit (naistd kaytetdan tdssid keksinndssi
nimitystd IL-1:n tyypin II reseptorit) ovat erilaisia kuin
T-solujen ja muiden solutyyppien pinnalla ilmentyvat IL-1:n
reseptorit (ndistad kdytetddn tdssa keksinnossd nimitysta
IL-1:n tyypin I reseptorit).

Keksinnén vhteanveto

Tamd keksintd kohdistuu DNA:han, joka koodaa resep-
toreita, jotka sis&ltdvat ensimmaistd kasvainkuoliotekijs-
reseptori (TNF-~R)-polypeptidid, joka on liitetty kovalent-
tisesti toiseen TNF-R-polypeptidiin. Reseptori voi sisaltas
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kahta TNF-R-polypeptidid, Jjotka on liitetty kovalenttisesti
yvhteen tai kahteen interleukiini-l-reseptori (IL-1R) -poly-
peptidiin.

Reseptorit wvalmistetaan edullisesti fuusioproteii-
neina yhdistelmd-DNA-menetelmia kayttden. Tastd keksinndsta
saadaan kayttéddén fuusioproteiineja, jotka sisdltavat kahta
biclogisesti aktiivista polypeptidikomponenttia TNF-R-poly-
peptidid. Keksinnon mukainen fuusioproteiini sisdltad kahta
TNF-R-polypeptidid, jotka ovat peptidikytkij&jakson vhdis-
tamat.

Toisessa tamdn keksinntn sovellutusmuodossa fuusio-
proteiini sisdltdd TNF-R:33a 7Jja IL-1R:33. Fuusioproteiini
sisdltdd edullisesti kahta TNF-R-polypeptidid ja joko yhta
tai kahta IL-1R-polypeptidia.

Tastd keksinndstd saadaan myds kdyttdon nditd fuu-
sicproteiineja koodaavia eristettyja DNA-jaksoja, tadllaisia
DNA-jaksoja sisdltavia vhdistelmd-ilmentdmisvektoreita,
naitd ilmentdmisvektoreita sisdltiviid isantdsoluja ja mene-
telmid vhdistelmd-fuusioproteiinien wvalmistamiseksi n&ita
isdntdsoluja wviljelemalla., Tasta keksinndstd saadaan kayt-
toon farmaseuttisia koostumuksia, Jjotka sisdltavat edella
esitetyn kuvauksen mukaista puhdistettua fuusioproteiinia
ja sopivaa laimenninta, kantaja-ainetta tai lisdainetta.
Tdllaiset koostumukset ovat kdyttokelpoisia kasvainkuolio-
tekijan tai interleukiini-1l:n wvadlityksella tapahtuvien sai-
rauksien hoidossa, diagnoosissa ja madrityksissi.

Keksinnén mukaiselle DNA:1le on tunnuscmaista se,
mitd patenttivaatimuksessa 1 esitetdZdn. Keksinnén mukai-
selle ilmentymisvektorille on tunnusomaista, ettd se sisil-
tda kyseista DNA:ta. Keksinndén mukaiselle menetelmidlle fuu-
sioproteiinien valmistamiseksi tai sitd sis&ltdavan farma-
seuttisen kcoostumuksen valmistamiseksi on tunnusomaista se,

mitd patenttivaatimuksessa 7 tal 8 esitetdin.
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Piirrosten padpiirteittidinen selitys

Kuvio 1 on tyypin I humaani-IL-1R:n ¢DNA-kloonin
restriktiokartta. Kuvicssa on esitetty kohdat, Jjoista tie-
tyt restriktioentsyymit pilkkovat cDNA:ta.

Kuvioissa ZA - 2B on esitetty yhden humaani-TNF-R-
kloonin osittainen cDNA-jakso ja siitd pddtelty aminochappo-
jakso. Nukleotidit on numeroitu translaatioon o¢sallistu-
mattoman 5'-puoleisen alueen alusta lidhtien. Aminohapct on
numercitu signaalipeptidijakson alusta 1ldhtien. Selvidsti
tunnistettavaa signaalipeptidijaksoa edustavat aminchapot
-22 - -1. Asemassa 1 oleva kypsan TNF-R-proteiinin N-ter-
minaalinen leusiini on alleviivattu. Aminohappojen 236 -
265 alueelta perdisin oleva selvasti tunnistettava trans-
membraanialue on myds alleviivattu. Useiden erilaisten liu-
koisten TNF-R-molekyylien C-terminaaliset p&dt on merkitty
nuolella (§). Kuviossa on myds esitetty ilmentamisvek-
torien konstruoimiseen kidytettyjen tiettyjen restriktio-
endonukleaasien katkaisukohdat.

Kuvio 3 esittaa plasmidivektoria, joka sisdltaa
sellaista fuusioproteiinia koodaavaa DNA-fragmenttia, jolla
on kaava TNF-R-kytkij&jakso-TNF-R ja joka on konstrucitu
esimerkissd 11 kuvatulla tavalla.

Kuvio 4 esittasd plasmidivektoria, joka sisaltia
sellaista fuusioproteiinia koodaavaa DNA-fragmenttia, Jjolla
on kaava IL-1R-kytkijdjakso-TNF-R-kytkijajakso-TNF-R Ja
joka on konstruoitu esimerkissd 12 kuvatulla tavalla.

Kuvio 5 esittdd kolmea plasmidivektoria, jotka ovat
tiettyjen t&mdn keksinnén mukaisten vektorien, jotka on
kuvattu esimerkissa 12, konstrucimisessa olevia wvialituot-
teita.

Keksinnén yksityiskohtainen selitys

Tdssa kuvataan reseptoreita, jotka sisdltidviat en-
simméistd TNF-R-polypeptidid, joka on liitetty kovalentti-
sestl toiseen TNF-R-polypeptidiin., Reseptori sisiltiai kahta
INF-R-polypeptidid, Jjotka on liitetty kovalenttisesti yh-
teen tai kahteen IL-1R-polypeptidiin. TNF-R-polypeptidi-
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komponentit ja IL-1R-polypeptidikomponentit (milloin niita
on kaytetty) voivat olla liitetyt teisiinsa milla tahansa
menetelmdlld vyhden polypeptidin Jliittdmiseksi toiseen.
Kytkemismenetelmiin, Jjoiden kayttd voi tulla kysymykseen,
kuuluvat silloitusreagenssien Jja peptidikytkijdjaksojen
kaytts. TNF-R- ja IL-1R-polypeptidit ovat perdisin
nisdkaslajeista ja ne ovat edullisesti perdisin ihmisesta.
Reseptorit on edullista valmistaa fuusioproteiinei-
na yhdistelma-DNA-menetelmid kiayttden. Tastd keksinnosta
saadaan kayttoon fuusioproteiineja, jotka sisdltavat nisak-
kdiden kasvainkuoliotekijdreseptoria (TNKF-R). Tamidn keksin-
nén mukainen fuusioproteiini sisaltad kahta TNF-R-polypep-

tidia ja se voidaan esittdd kaavalla:
TNF-R-kytkijajakso-TNF-R

jossa kytkijajakso on peptidikytkij&djakso.

Toisessa tamdn keksinndn sovellutusmuodossa fuusio-
proteiini sisdltd& TNF-R:44 ja nisakkdiden interleukiini-1-
reseptoria (IL-1R:84). Tdssd tamdn keksinndn sovellutusmuo-
dossa fuusioproteiini voi sisdltda TNF-R-polypeptidid ja
yhtd IL-1R-polypeptidia. On edullista, ettd fuusioproteii-
nin muodostamiseksi liitetddn toisiinsa kaksi TNF-R-poly-
peptidia ja yksi IL-1R-polypeptidi. Nami kaksi TNF-R-poly-
peptidia ovat TNF:n sitoutumisen edistimiseksi perdkkain
(vastakohtana sille, etta IL-1R olisi sijoitettu kahden
TNF-R-molekyylin wvaliin). Esimerkkeja t&llaisista fuusio-

proteiineista ovat proteiinit, Jjoita edustavat kaavat:

TNF-R-kytkijajakso-TNF-R-kytkijdjakso-IL-1R Jja
IL-1R-kytkijdjakso-TNF-R-kytkijajakso-TNF-R

jossa kukin kytkijdjakso on peptidikytkijdjakso. Kunkin
fuusioproteiinin N-terminaalinen pdd on kunkin kaavan wva-

semmalla puoclella.



116943

Nididen fuusioproteiinien kukin TNF-R-polypeptidi-
komponentti kykenee sitomaan itsendisesti kasvainkuolio-
tekijdd (TNF). Samoin kukin naissd fuusioproteiineissa kay-
tetty IL-1R-polypeptidi kykenee sitomaan itsendisesti in-
terleukiini-1:t4 (IL-1:ta). Kahden perakkdisen TNF-R-poly-
peptidin kayttd fuusioproteiinissa on edullista siind mie-
less4, ettd tidm& l1lisdad TNF:n sitoutumisaffiniteettia
verrattuna yhden TNF-R-polypeptidin aikaansaamaan TNF:n si-
toutumiseen.

Sellaiset peptidikytkij&jaksot, joita voidaan kayt-
tda t&ssd keksinndssd, pitdvat TNF-R-polypeptidejgd (sekd
IL-1R-polypeptidejd, milloin ndmid ovat kdytossd) sellaisen
riittdvan suuruisen etdisyyden p&ddssd tolisistaan, ettd tdma
varmistaa kunkin polypeptidin laskostumisen asiaankuulu-
valla tavalla halutulle Dbiclogiselle aktiivisuudelle
valttamdttomiin sekundd&drisiin ja tertiddrisiin rakentei-
siin. Kytkijdjakson on myds annettava TNF-R- ja IL-1R-poly-
peptidien ekstrasellulaarisille domeeneille mahdollisuus
asettua asiaankuuluvaan avaruudelliseen orientaaticon TNF:n
tai IL-1:n sitoutumiskohdan muodostamiseksi. N&md peptidi-
kytkij&jaksot toimivat loitontavina osina, Jjoiden vasta-
kohtana ovat fuusioproteiinien farmaseuttisesti aktiiviset
TNF-R- ja IL-1R-polypeptidikomponentit. Sopivat polypepti-
dikytkijdjaksot asettuvat edullisesti (1) joustavaan oienn-
eeseen konformaatioon, {(2) niilld ei ole taipumusta kehit-
tdad jdrjestynyttd sekunddidrirakennetta, Jjoka saattaisi hai-
ritd proteiinien funktionaalisia domeeneja, Jja (3) niilla
on mahdollisimman vdh&n sellaisia hydrofobisia tai wvarauk-
sellisia ominaisuuksia, Jjotka saattaisivat edistds wvuoro-
vaikutusta proteiinien funktionaalisten domeenien kanssa.
Tyypillisiin proteiinien pinnalle sijoittuviin aminochappoi-
hin proteiinien Jjoustavissa alueissa kuuluvat glysiini
(Gly), asparagiini ({(Asn) 7ja seriini (Ser). Kaytanndllisesti
katsoen kaikkien Gly:ta, Asn:da Jja Ser:84 sisaltidvien
aminohappojaksopermutaatioiden voitaisiin odottaa olevan

edelld olevan peptidikytkijadjakson periaatteiden mukaisia.



10

15

20

25

30

35

116943

Kytkijajaksossa voidaan my®s kayttda muita lahes neutraa-
leja aminohappoja, kuten treoniinia (Thr) Ja alaniinia
{Ala). Sopivat peptidikytkijajaksot sisdltavit tavallisesti
aminohappoketjun, jonka pituus on edullisesti 5 - 100 ami-
nohappoa ja edullisimmin 10 - 20 aminohappoa. Esimerkkeja
tdllaisista kytkijajaksoista ovat, mainittuihin kuitenkaan
rajolittumatta, (GlysSer)n, jossa n on 1 - 12, GlyiSerGlysSer
ja (GlysSerGlysSer),.

TNF-R- ja IL-1R-polypeptidit

Tdssa keksinndssa termit "interleukiini-l-resepto-
ri" Jja "IL-1R" tarkoittavat proteiineja, Jjotka kykenevit
sitomaan interleukiini-1 (IL-1) -molekyylejid Jja niiden teh-
tdvand natiivissa konfiguraatiossaan humaaniplasmamembraa-
niproteiineina on v&litt&ia IL-1l:n antama signaali soluun.
Tédssa keksinndssa termit "INF-reseptori” Jja "TINF-R" tar-
koittavat proteiineja, Jjotka ovat biologisesti aktiivisia
siind mielessd, ettd ne kykenevat sitomaan kasvainkuolio-
tekijaa (TNF). Nididen proteiinien natiivit membraaniin
gitoutuneet muodot valittivat samalla tavoin soluun TNF-mo-—
lekyylin sitoutumisesta alkunsa saaneen bioclogisen signaa-
lin. TNF-R-polypeptidit voivat olla identtisii tai eri-
laisia. Tamd sama pitda paikkansa IL-1R-polypeptidien ky-
seessa ollessa.

Taydeliisiin reseptoreihin kuuluu tavallisesti 1i-
gandiin sitoutuva solunulkoinen domeeni, hydrofobinen
transmembraanidomeeni, joka pysyy plasmamembraanin lipidi-
kaksoiskerroksessa, ja sytoplasminen eli solunsisidinen do-
meeni, jonka arvellaan tuovan biologisen signaalin efekto-
risoluihin solun sytoplasmassa tapahtuvien perakkidisten
kemiallisten reaktioiden viAlitykselli. Hydrofobinen trans-
membraanidomeeni ja transmembraanidomeenista valittdmasti
mydtdsuuntaan oleva sytoplasmisen domeenin voimakkaasti
varautunut alue toimivat yhdessd siten, ettd ne pysidyttidvit
IL-1:n Jja TNF:n reseptorien kuljetuksen plasmamembraanin
ldpi. Tassa keksinndssa selitettyjen TNF-R- ja IL-1R-pro-

teiinien solunulkoinen domeeni on proteiinin N-termi-
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naalinen osa, joka alkaa aminohaposta 1 Jja padttyy trans-
membraanialuetta vAlittdmasti edeltdvddn aminochappoon. Sy-
toplasminen domeeni on transmembraanialueesta mydtdsuuntaan
oleva osa proteiinia.

Niihin TNF-R-polypeptideihin, joita voidaan kayttaa
tamdn keksinndén mukaisten fuusioproteilnien komponentteina,
kuuluu peolypeptidi, Jjoka sisdltdd kuvioissa 2A - 2B esi-
tetyn Jjakson aminochapot 1 - 439, Jjoka on tdysimittaisen
natiivin TNF-R:n Jaksco. N&ma TNF-R:n DNA- ja aminchappo-
jaksot on myds esitetty jaksotunnisteissa nro 1 ja 2. Ha-
luttaessa kayttdd signaalijaksoca voi TNF-R-polypeptidi myds
sisdltaad kuvioiden 2A - 2B mukaisen Jjakson aminohapot -22 -
439, Se, etta molekyylissd halutaan kdyttaa signaalijaksoa,
on riippuvainen sellaisista tekijoistd, kuten TNF-R-poly-
peptidin asema fuusioproteiinissa sekd& nisakkaiden signaa-
lijakson mahdollinen muckkautuminen aiotuissa isdntascluis-
sa, mitd on tarkasteltu tuonnempana. Tamdn humaani-TNF-R:n
kypsd tédysimittainen natiivi glykosyloitunut mucto on gly-
koproteiini, jonka suhteellinen moolimassa on nein 80 kilo-
daltonia (kDa). T&dssad patenttiselityksessa tarkoittaa termi
"kypsa" proteiinia, Jjossa ei ole sitad johto- elli sig-
naalijaksoca, Jollainen voi esiintyd natiivin geenin tdysi-
mittaisissa transkriptiotuotteissa. Proteiini voi sisaltia
signaalijakson heti ilmentamisen jidlkeen. Proteiinin kypsin
muodon synnyttaa signaalijakson pilkkoutuminen proteiinin
erittyessd solusta.

Muita sopivia TNF-R-polypeptidejid on kuvattu EP-pa-
tenttihakemusjulkaisussa nro 422 339 (tastd kdytetain tuon-
nempana nimitystd EP-422 339), Jjoka on liitetty kokonaisuu-
dessaan tahdn keksintdédn siihen oikeuttavien sianndsten
nojalla. Kaksi sopivaa TNF~R-polypeptidii sisaltdvit ryh-
mand 174 arginiinin (Arg), mutta ne ovat muutoin identtiset
edella kuvattujen polypeptidien suhteen, Jjotka sisidltaviat
tamdn patenttihakemusjulkaisun kuvioiden 2A - 2B mukaiset
aminohapot 1 - 439 tai -22 - 439, vastaavassa jdrjestyk-
sessd& ilmoitettuna. TNF-R:n aminohappojakso, joka on ident-
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tinen (taman keksinn®n mukaisten) kuviciden 2A -~ 2B mukai-
sen aminohappojakson suhteen, lukuuncttamatta sitd, etta
kypsan jakson asemassa 174 olevan metioniinin (Met) tilalla
on arginiini (Arg), on kuvattu julkaisussa EP-422 339 (tata
on k&sitelty kyseisessd julkaisussa olevassa kuviossa 39).

Julkaisun EP-422 339 kuviossa 21 on kuvattu toisen
kayttokelpoisen TNF-R-polypeptidin cDNA-jakso ja tamin koo-
daama aminohappojakso. Julkaisun EP-422 339 kuvion 21 mu-
kaisen cDNA-jakson koodaava alue ja tamidn koodaama amino-
happojaksoc on esitetty tadmdn patenttihakemuksen jaksotun-
nisteena nro 3 ja 4. Vaikkakin julkaisussa EP-422 339 tasta
proteiinista on kdytetty nimitysta 30 kilodaltonin prote-
iini, niin sen suhteellisiksi moolimassciksi on raportoitu
muunlaisia suhteellisia moolimassoja. Esimerkiksi julkai-
sussa Loetscher, et al. [Cell 61 (1990) 351] ja julkaisussa
EP-417 563 on suhteellisen moclimassan raportoitu olevan
noin 55 kilodaltonia. Kayttdkelpoisiin TNF-R-polypeptidei-
hin sisdltyvat polypeptidit, Jjotka sisiltaviat jaksotunnis-
teen nro 4 mukaisen jakson aminchapot 1 - 415, tail halut-
taessa kdyttda signaalijaksca, jaksotunnisteen nro 4 mukai-
sen Jjakson aminohapot -40 - 415. Menetelmid t&mdn TNF-R-
proteiinin valmistamiseksi joko puhdistamalla se virtsasta
tai U937-soluviljelmdn kasvatusmediumista tai kayttamialli
vhdistelmd-DNA-menetelmia, on kuvattu julkaisussa EP-
422 339. Talle TNF-R:lle on tunnuscmaista N-terminaalinen
jakso (proteiinin kypsdd muotca vastaava jakso), joka on
Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-, kun taas kuvioiden 2A - 2C mukai-
sen TNF-R-proteiinin kypsdn muodon N-terminaalinen jakso on
Leu-Pro-Ala-Gln-val-Ala-.

Tietyissd tamdn keksinndn sovellutusmuodoissa TNE-
R-polypeptidi on liukoinen TNF-R-polypeptidi, Liukcisista
TNF-R-polypeptideistd puuttuu ainakin osa siitd transmem-—
braanialueesta, Jjoka edistiid proteiinin pysymistid solun
pinnalla (kyseinen alue puuttuu edullisesti kokonaan). Liu-
koisista polypeptideistd puuttuu tavallisesti myds syto-

plasmisen domeenin varauksia sisaltdva alue (tim3d sijaitsee
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heti transmembraanialueen Jjdlkeen mydtdsuuntaan), Jjoka myd-
tavaikuttaa molekyylin pysymiseen solun pinnalla. On edul-
lista, ettd proteiinista on poistettu koko transmembraani-
alue ja sytoplasminen alue tai ettd ne on korvattu hydro-
fiilisilld aminohapoilla liukolsen TNF-R:n muodostamiseksi.
Liukoinen TNF-R erittyy solusta ja sailyttdd halutun biolo-
gisen aktiivisuuden.

Esimerkkejd liukoisista TNF-R-polypeptideistda ovat
polypeptidit, Jjotka sisdltavat kuvion Z2ZA mukaisen jakson
aminohapot 1 - %, jossa X on C-terminaalinen aminochappo ja
se on mika tahansa kuvion 2A mukaisista aminchapoista 163 -
235. Erityisiin esimerkkeihin sisdltyvat polypeptidit, jot-
ka sis&ltavat kuvion 2A mukaiset hapot 1 - 163, 1 - 185 tai
1 - 235. Liukoinen TNF-R-polypeptidi wvoi lisdksi sisditad
signaalijakson, esimerkiksi kuvion 2A mukaiset aminchapot
-22 - 1.

Muita esimerkkeji liukoisista TNEF-R-polypeptideistd
ovat polypeptidit, jotka sis&dltavat kuvioiden 2A - 2B mu-
kaisen jakson aminohapot 1 - 184 tai 1 - 182, -22 - 184 tai
-22 - 182. Né&mi proteiinit wvoivat sis&dlt&dd asemassa 174
joko metioniinin tai arginiinin. Menetelmiin tdllaisia TNF-
R-polypeptidejd edustavien esimerkkien valmistamiseksi si-
sdltyvdt menetelmadt, jotka on kuvattu julkaisun EP-422 339
esimerkeissa 17 ja 22.

Jaksotunnisteessa nro 4 esitetty TNF-R-proteiini
sisaltdd signaalipeptidin (t&td esittdvdt aminohapot -40 -
-1) Jja asemassa 172 olevasta valiinista alkavan transmem-
braanialueen. Tamdn TNF-R-proteiinin edullisiin liukoisiin
muctoihin kuuluvat muodot, Jjotka kasittidviat jaksotunnisteen
nro 4 mukaiset aminochapcoct -40 - w tai 1 - w, jossa w on
alueelta 161 - 171 oleva kokonaisluku (toisin sanoen C-ter-
minaalinen p&dd on mika tahansa jaksotunnisteen nro 4 mukai-
sista aminochapoista 161 - 171). Julkaisun EP-422 339 esi-
merkissd 7 on kuvattu in vitro -olosuhteissa suoritettavan
oligonukleotidikohdemutageneesin kayttdd sellaisen ilmenta-
misvektorin konstruoimiseksi, joka koodaa biologisesti ak-
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tiivista TNF-R-proteiinia, jonka C-terminaalisena aminohap-
pona on aminchappo 161 (asparagiini). Lisdksi menetelmid
kummankin edelld kuvatun TNF-R-proteiinin luonnossa esiin-
tyvien liukoisten muotojen (teolsin sancen Jjaksotunnisteen
nro 2 ja jaksotunnisteen nro 4 mukaisten proteiinien liu-
koisten muotojen) puhdistamiseksi humaanivirtsasta on ku-
vattu julkaisussa Engelmann, et al. [J. Biol. Chem. 265
(1990) 15317].

Interleukiini-l-reseptoreihin, joita veidaan kayt-
tdd tdmdn keksinnén mukaisten fuusioproteiinien komponent-
teina, kuuluvat polypeptidit, joista on t&ssid keksinndssa
kaytetty merkint®djad tyypin I IL-1R ja tyypin II IL-1R.
Tyypin I IL-l-reseptoreita on havaittu T-solujen ja tietty-
jen muiden solutyyppien pinnalla, kun taas on olemassa tut-
kimusraportteja tyypin II IL-l-reseptoreiden ilmentymisesta
B-solujen pinnalla. Silloin kun mitd&n erikoismerkintda ei
ole kdytetty, tarkoittaa termi "IL-l-reseptori" tédssa kek-
sinnéss&d yhteisesti tyypin I ja tyypin II IL-l-resep-
toreita.

Niihin IL-1R-polypeptideihin, joita voidaan kayttaa
té&ssd keksinndssd, kuuluvat tyypin I IL-1R-polypeptidit,
joita on kuvattu 14.1.1992 jatetyssa US-patenttihakemusjul-
kaisussa nro 07/821 716; ja 21.12.1989 jatetyssa US-patent-
tihakemusjulkaisussa nro 455 488; Ja EP-patenttihakemus-
julkaisussa nro 318 296; joiden patenttiselitykset on 1lii-
tetty kokonaisuudessaan tadhan keksintéon siihen oikeutta-
vien saannésten nojalla. Tyypin I IL-1R-humaaniproteiinia
koodaava kloonatun cDNA:n DNA-jakso ja tamdn koodaama ami-
nohappojakso on esitetty té&ssd keksinndssd Jaksotunnis-
teissa nro 5 ja 6. Tama proteiini sisdltdd 569 aminochappoa,
joista 20 muodostaa N-terminaalisen signaalipeptidin. Ase-
massa 1 oleva asparagiinihappo (Asp) -ryhm& on kypsin pro-
teiinin ensimmidinen aminohappo. Transmembraanialue sisdltii
aminohapot 317 (His) - 336 (Tyr). Humaani-IL-1R:n jaksoc on
myds kuvattu julkaisussa Sims, et al., Proc Natl. Acad.
Sci. USA 86 (1989) 8946.
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Aivan kuten TNF-R-polypeptidien suhteen oli asian-
laita, voidaan tdssd keksinnossid fuusioproteiineissa kayt-
tda liukoisia IL-1R-polypeptidejd. Liukoisista IL-1lR-poly-
peptideistd puuttuu tavallisesti transmembraanialue ja
niistd puuttuu myds edullisesti sytoplasminen domeeni.
Liukoiset IL-1R-proteiinit wvoivat myds sisdltdid osan trans-
membraanialuetta tai sytoplasmista domeenia, edellyttden,
ettd liukoinen IL-1R-proteiini kykenee erittymddn solusta.

Esimerkkeihin liukoisista tyypin I IL-1R-polypep-
tideistd kuuluvat, mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta,
polypeptidit, jotka sisaltdvat aminchappeojakson, jota voi-
daan kuvata jaksotunnisteen nro 6 aminchapoilla y - x,
jossa x on 312 - 316 ja y on -3 - 3. Toisin sanoen N-ter-
minaalinen aminohappo on asemissa -3, -2, -1, 1, 2 tai 3
oleva Leu-, Glu-, Ala-, Asp-, Lys- tai Cys-ryhm&, maini-
tussa jarjestyksessd ilmoitettuna. Liukoisen proteiinin C-
terminaalinen aminchappo on asemissa 312, 313, 314, 315 tai
316 oleva Thr-, Asn-, Phe-, Gln- tai Lys-ryhm#, mainitussa
jérjestyksessd ilmoitettuna. Edullisiin liukoisiin IL-1R-
polypeptideihin kuuluvat ne polypeptidit, jotka siszaltdvit
jaksotunnisteen nro 6 aminchapot 1 - x, jossa x on 312 -
316.

Mitkd tahansa edellad kuvatuista liukoisista tyypin
I IL-1R-polypeptideistd voivat lisdksi sisdltad signaali-
jakson, toisin sanoen jaksotunnisteessa numero 6 aminohap-
poina =-20 - -1 esitetyn signaalijakson. Vaihtoehtoisesti
voidaan kayttad aiotussa isdntasclussa toimintakykyista
erilaista signaalijaksoca (esimerkiksi hiivan signaalijak-
sca) tuonnempana tarkasteltavalla tavalla,

Niitd tyypin II IL-1R-polypeptidejd, joita voidaan
kayttaa téssa keksinndssd, ovat polypeptidit, joita on ku-
vattu 16.6.1991 jatetyssda US-patenttihakemusjulkaisussa nro
701 415; ja EP-patenttihakemusjulkaisussa nro 460 846; joi-
den patenttiselitykset on liitetty kokonaisuudessaan t&hén
keksint®dn siihen oikeuttavien sd&nndsten nojalla. Soluly-
saateista talteen otettujen natiivien glykosyloituneiden
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tyypin II IL-1R-humaaniproteiinien ndenndinen suhteellinen
moolimassa on SDS-PAGE:1lla md&ritettynd noin tavallisesti
60 - 68 kilodaltonia. Jaksotunnisteissa nro 7 ja 8 on esi-
tetty tyypin II IL-1R-humaaniproteiinia koodaavan kloonatun
CDNA:n DNA-jakso ja taman koodaama aminchappojakso. Tama
proteiini  sis&ltda 13-aminohappoisen signaalipeptidin.
Transmembraanialue sisdltdd aminohapot 331 (Ala) - 356
(Met) .

Liukoiset tyypin II TIL-1R-proteiinit muodostetaan
deletcoimalla proteiinin C-terminaalinen osa, joka ei vole
valttamatén IL-1:n sitoutumiselle, niin ettd proteiini
erittyy solusta. Asemassa 313 olevan kysteiiniryhmdn arvel-
laan olevan valttdmatén tyypin II IL-1R-molekyylin ter-
tiddrisen rakenteen sdilymiselle sekd sille, ettd molekyyli
kykenee sitomaan IL-1:td. Esimerkkeihin liukoisista tyypin
II IL-1R-polypeptidesta sisdltyvdat siten polypeptidit,
joissa C-terminaalinen aminochappo on mikd tahansa amino-
hapoista 314 - 333. Toisin sancen liukoinen IL-1R vol
sisdltad jaksotunnisteessa nro 8 aminochappcina 1 - x esi-
tetyn aminochappojakson, jossa x on alueelta 314 - 333 oleva
kokonaisluku. Edullisiin esimerkkeihin sopivista 1liukoi-
sista tyypin II TIL-1R-polypeptideistda kuuluvat, mainit-
tuihin kuitenkaan rajoittumatta, peclypeptidit, jotka sisal-
tdvdt jaksotunnisteen nro 8 aminohapot 1 - x, Jjossa x on
330 - 333. Toisin sancen liukoisen proteiinin C-termi-
naalinen aminohappo on asemissa 330, 331, 332 tai 333 oleva
Glu-, Ala-, Ser- tai Ser-ryhmd, vastaavassa Jjarjestyksessa
ilmoitettuna. Liukoiset tyypin II IL-1R-polypeptidit veoivat
lisdksi sisdlt&dd signaalijakson, esimerkiksi aminohappoina
~13 - -1 jaksotunnisteessa numero 8 esitetyn signaalijak-
son. Tuonnempana kuvattavalla tavalla voidaan vaihtoehtoi-
sesti kayttda erilaista signaalijaksoa (esimerkiksi hiivan
signaalijaksca), Jjoka on toimintakykyinen kaytettavaksi
aiotussa is&ntdsolussa.

Tdssd keksinnéssd kuvattuja mddritysmenetelmia voi-
daan tdssd keksinntssd esitettyjen tiettyjen nimenomaisten
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esimerkkien lisdksi kdyttad vield muiden liukcisten TNF-R-
ja IL-1R-polypeptidien biologisen aktiivisuuden varmistami-
seksi, Liukoinen TNF-R ja liukoinen IL-1R voidaan tunnistaa
(ja erottaa muista liukenemattomista membraaniin sitoutu-
neista vastineistaan) erottamalla haluttua proteiinia il-
mentdvat kokonaiset solut soluviljelymediumista, esimer-
kiksi sentrifugoimalla, ja madritta&m&lld halutun proteiinin
esiintyminen mediumista (supernatantista). M&aritys solu-
viljelymediumista voidaan tehdada kayttden menetelmid, Jjotka
muistuttavat tuonnempana olevissa esimerkeissa kuvattuja
menetelmid tai Jjotka owvat ndiden suhteen identtiset. TNF-
R:n ja IL-1R:n esiintyminen mediumissa wviittaa siihen, etta
proteiini erittyy scluista ja on siten halutun proteiinin
liukoinen muoto.

TNF-R- tai IL-1R-peolypeptidien N- tai C-~terminaali-
sessa pdassada vol esiintya vaihtelua sellaisten tekijdiden
mukaan, kuten fuusioproteiinia vhdistelmd-DNA-menetelmien
avulla valmistettaessa kdytetty isdntdsolutyyppli sekd ne
tietyt nimenomaiset solut, joista proteiini puhdistetaan,
silloin kun kyseessda ovat TNF-R tai IL-1R, Jjoita ei ole
tuotettu vyhdistelmd-DNA-menetelmillid. T&llaisen vaihtelun
voidaan esimerkiksi katsoca johtuvan erilaisesta proteiinin
translaation Jjdlkeisestd muokkautumisesta erityyppisissa
soluissa. N- tal C-terminaalisen Jjakson vaihtelut voivat
my®s Jjohtua niistd oligonukleotideista, jotka ilmentamis-
vektoreita konstruoitaessa on valittu TNF-R:43 tal IL-1R:&3
koodaavan DNA-jakson jomman kumman tai molemman terminaali-
sen pdin rekonstruoimiseksi.

Muokkauksessa esiintyvat erocavuudet wvoivat Jjohtaa
sellaisten kypsien TNF-R- tai IL-1R-proteiinien muodostu-
miseen, joissa on jokin muu N-terminaalinen aminohappo kuin
jaksotunnisteiden nro 2, 4, 6 Jja B8 asemassa 1 esitetty
aminchappo. Translaation jdlkeinen muokkautuminen poistaa
esimerkiksi tietyissd isdntdsoluissa aloituskodonin koodaa-
man metioniiniryhm&n, kun taas metioniiniryhmda sailyy

muissa isdntdsoluissa tuotettujen proteiinien N-termi-
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naalisessa pdassd. On lisdksi tunnettua, ettd saman prote-
iinin kyséessé ollessa N- ja C-terminaalisten pdissd esiin-
tyy proteiinilahtémateriaalin mukaista vaihtelua. Joissakin
tapauksissa vol proteiinin Jjommassa kummassa terminaali-
sessa pddssd olevan aminohapon deleetico johtua protecyy-
sistd, joka tapahtuu joko solunsisidisesti tai puhdistuksen
aikana. Vaihtelevat N-terminaaliset p&at voivat myds oclla
tulosta signaalipeptidin pilkkoutumisesta tietyissda isantd-
scluissa jostakin muusta kohdasta kuin kuvattujen jaksojen
aminchappojen -1 ja 1 valista.

Kuten julkaisun EP-422 339 esimerkeissada 10 ja 11
sekd kuviossa 31 on kuvattu, puuttui humaanivirtsasta puh-
distetusta kypsadsta TNF-R-proteiinista, Jjonka muodostami-
seen el ollut kaytetty vhdistelma-DNA-menetelmid, kaksi N-
terminaalista aminohappoa, Jjotka esiintyivadt humaanimono-
syyttityyppisestd solulinjasta U937 puhdistetussa TNF-R-
proteiinissa, Jjota ei oltu valmistettu yhdistelmi-DNA-
menetelmilld. Virtsasta perdisin olevan TNF-R:n N-termi-
naalinen aminohappo o©li jaksotunnisteen numero 1 asemassa 3
oleva alaniiniryhmda. Julkaisussa Engelmann, et al. [J.
Biol. Chem. 265 (1990) 1531], on kuvattu TNF:43% sitova
proteiini, joka oli puhdistettu ihmisen virtsasta N-termi-
naalisesta p&dastd eriasteisesti typistyneissd muodoissa
(tdtd on kéasitelty tiivistelmdssd Jja sivulla 1 533). Yhden
proteiinityypin N-terminaalisen p&&n aminchappojakso oli
Val-Ala-Phe-Thr-Pro, Jjoka vastaa jaksotunnisteen nro 1
mukaisia aminohappoja 5 - 9. Proteiinin muissa muodoissa
0li N-terminaalisena aminchappona Jjoko fenyylialaniini
(Jaksotunnisteen nro 1 mukainen aminchappo 7) tai treoniini
(jJaksotunnisteen nro 1 mukainen aminohappo 8).

TNF-R- ja IL-1R-proteiinien N- ja C-terminaalisissa
pdissd voi esiintyd sellaisista syistd johtuvaa vaihtelua,
joihin sisdltyvat edelld tarkastellut syyt. N-terminaalinen
aminohappo voi esimerkiksi olla mikd tahansa TNF-R:n ky-
seessd ollessa jaksotunnisteiden nro 2 tai 4 mukainen, tai

IL-1R:n kyseessd ollessa Jaksotunnisteiden nro 6 tai 8
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mukainen, asemissa 1 - 5 oleva aminochappo. C-terminaalista
pddti voidaan typistdid tarkoituksellisesti ilmentamisvekto-
rien konstruoinnin aikana (esimerkiksi konstruoitaessa
edellsd olevan kuvauksen mukaisia liukoisia proteiineja koo-
daavia vektoreita) tai se vol johtua eri tavalla tapahtu-
neesta muokkautumisesta, jossa esimerkiksi voi poistua kor-
keintaan noin 5 C-terminaalista aminohappoa.

Muissa TNF-R- ja IL-1R-polypeptideissd, Joiden
kayttsd voi tulla kysymykseen, on haluttu biologinen aktii-
visuus jdljelld mutta niiden Jjakso voli poiketa natiivista
jaksosta siind mielessa, etta natiiviin jaksocon on lisatty
tai siitd on polistettu aminohappoja tai siind olev{i)a
aminohappo (ja) on korvattu jo{i)llakin muulla (muilla) ami-
nohapo(i)lla. Tallaisten protelinien biologinen aktiivisuus
voidaan varmistaa t&dssa keksinndssa kuvattuja mddrityksia
kdyttden.

Tdssa esitetyn TNF-R:n Jja IL-1R:n Jjohdannaisiin
kuuluu myds useita primddrisen proteiinin erilaisia raken-
nemucotoja, joiden bicloginen aktiivisuus on sdilynyt. TNF-
R- tai IL-1R-proteiini voi esimerkiksi siind olevien ioni-
soituvien amino- ja karboksyyliryhmien wucksi olla happa-
mien taili emdksisten suclojen mucdossa tal se voi olla neu-
traalissa muodossa. Yksittdisia aminohapporyhmia voidaan
myds modifioida hapettamalla tai pelkistamalla.

Prim&&dristd aminohapporakennetta voidaan medifiocida
muodostamalla kovalenttisia tai aggregatiivisia konjugaat-
teja muiden kemiallisten ryhmien kanssa, kuten glykosyyli-
ryhmien, lipidien, fosfaatin, asetyyliryhmien Jja muiden
naitd vastaavien ryhmien kanssa, Kovalenttisia johdannaisia
valmistetaan liittam&lla tiettyjd nimenomaisia funktionaa-
lisia ryhmid aminohappojen sivuketjuihin tai N- tai C-ter-
minaalisiin p&ihin. Luonnossa esiintyvid variantteja voi
syntyd RNA:n vaihtoehtoisista silmukoitumistapahtumista.

Muihin proteiineihin, Jjoita voidaan kiyttda tassi
esitetyssd fuusioproteiineissa, kuuluu TNF-R:n tai IL-1R:n
muiden polypeptidien kanssa muodostamia konjugaatteja, joi-
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ta voldaan wvalmistaa N-terminaalisina tai C-terminaalisina
fuusioina syntetoimalla wviljelmissd vyhdistelm&-DNA-mene-
telmien avulla. Esimerkiksi konjugoitu peptidi vei olla
proteiinin N-terminaalisella alueella oleva signaali (tai
johto) -peptidijakso, joka translaation kanssa samanaikai-
sesti tai translaation jadlkeen ohjaa proteiinin siirtymistd
synteesipaikaltaan toimintakohtaansa solumembraanin sisad-
tai ulkopuolella tail scoluseindmi&n sisd- tai ulkopuolella
{esimerkiksi hiivan o-tekij&n johtojakso)}. Fuusicproteiinit
voivat sisaltdd peptidejd, Jjoita on lisdtty fuusioprote-
iinin puhdistamisen tai tunnistamisen edistamiseksi. T&al-
laisiin peptideihin kuuluvat esimerkiksi poly-His tai anti-
geeniset tunnistuspeptidit, joita on kuvattu US-patentti-
julkaisussa nro 5 011 912 49a Jjulkaisussa Hopp, et al.,
Bio/Technology 6 (1988) 1204. Yksi t&llainen peptidi on
FLAG®-peptidi, Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys (DYKDDDDK}),
joka on erittain antigeeninen Jja josta saadaan kayttdon
spesifiseen monoklonaaliseen vasta-aineeseen palautuvasti
sitoutuva epitcoppi, Jjonka avulla ilmennetty vyhdistelm&-
proteiini on mahdollista mé&rittd4 nopeasti ja puhdistaa
vaikeuksitta. T&dmda jakso pilkkoutun myds spesifisesti
naudan limakalvon entercokinaasilla kohdasta, joka sijaitsee
valittdmasti vierekkdisten Asp-Lys-ryhmien jalkeen. Fuusio-
proteiinit, Jjoiden péaateryhmdnid on t#dmid peptidi, voivat
myds olla vastustuskykyisid solunsisdiselle pilkkoutumi-
selle E. colissa. Muriinihybridooma, jolle on annettu nimi-
tys 4Ell, tuottaa monoklonaalista vasta-ainetta, Jjoka sitoo
peptidiia DYKDDDDK tiettyjen divalenttisten metallikatio-
neiden l&snd ollessa (US-patenttijulkaisussa 5 011 912 ku-
vatulla tavalla), Ja se on talletettu talletuslaitockseen
American Type Culture Collection hakunumerclla HB S 259,
Tamidn keksinnén mukaisesti valmistetut fuusioprote-
iinit sisaltavat sellaista TNF-R:44 tail sellaista IL-1R:&s,
joissa glykosylaatio on tapahtunut joko niiden omalla luon-
taisella tavalla tal t&std poikkeavalla tavalla. Hiivassa

tai nisakdsilmentamisjiarjestelmissd, esimerkiksi COS-7-so-
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luissa, ilmennettyjen TNF-R:n ja IL-1R:n suhteellinen moo-
limassa ja glykosyloitumistapa voi olla ilmentdmisjdrjes-—
telman mukaan samanlainen tai hieman erilainen kuin natii-
veissa molekyyleissd. Ei-glykoclysoituneita proteiineja saa-
daan vyhdistelmi-proteiinien ilmentamisestd bakteereissa,
kuten E. colissa. Proteiineja, Jjoissa on inaktivoituja N-
glykosylaatiokohtia, voidaan tuottaa oligonuklectidisyntee-
silld ja ligaatiolla tai kohdemutageneesimenetelmilld. N&Ai-
td mutatoituneita proteiineja voidaan valmistaa hyvasta
saannosta tinkimdatta homogeenisessa ja vahan hiilihydraat-
tia sisaltdvdssa muodossa hiivailmentamisjarjestelmia kdyt-
tden. Luonteenomainen piirre eukaryoottisissa proteiineissa
oleville N-glykosylaatiokohdille on aminchappotripletti
Asn-A;-Z, jossa A; on mikd tahansa aminchappo paitsi Pro ja
Z on Ser tal Thr. Se sivuketjun aminoryhm&, johon hiili-
hydraatti 1liittyy kovalenttisesti, tulee tadssad jaksossa
olevasta asparagiinista. Tamd kohta voidaan havittida kor-
vaamalla Asn toisella aminochapolla tal ryhmdlla Z, poista-
malla Asn tai Z tai liittdmdlld aminohappojen A; ja 2 va-
liin aminohappe, joka ei ole Z, tai aminohappojen Asn ja A;
vdliin jokin muu aminochappo kuin Asn. Tunnettuihin menetel-
miin proteiineissa olevien N-glykosylaatiokchtien inakti-
voimiseksi sisdltyvat US-patenttijulkaisussa 5 071 972 ja
julkaisussa EP-276 846 kuvatut menetelmdt. Esimerkkejd tyy-
pin II humaani-IL-1R:ssa olevista N-glykosylaatiokohdista
ovat jaksotunnisteessa numerc 8 olevat aminohapot 53 - 55,
59 - 61, 99 - 101, 206 - 208 ja 264 - 266. Tyypin I IL-1R-
proteiinissa (jaksotunniste nro 6) esiintyy potentiaalisia
N-glykosylaatiokohtia aminohappojen 80 - 82, 173 - 175,
213 - 215, 229 - 231, 243 - 245 Jja 277 - 279 kohdalla.
Kuvicoissa 2A - 2B esiintyy N-glykosylaatiokohtia TNF-R:n
aminohappejen 171 - 173 ja 358 - 360 kohdalla.
Kysteiiniryvhmdt, Jjotka eiviat ole vilttamattomia
biologiselle aktiivisuudelle, voidaan deletoida tai korvata
muilla aminchapoilla tarpeettomien tai vdaridnlaisten mole-
kyylin sisdisten disulfidisiltojen muodostumisen ehkdisemi-
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seksi molekyylien renaturoituessa. Voidaan esimerkiksi de-
letoida kyseiinirvhmd, joka on kuviociden 2A -~ 2B mukaisen
TNF~R:n Jakson asemassa 178. US-patenttijulkaisussa nro
4 518 584 on kuvattu kohdemutageneesin kayttdé proteiinissa
olevien kysteiiniryhmien deletoimiseksi tai korvaamiseksi.
Muihin l&hestymistapoihin mutageneesin aikaansaamiseksi
liittyvat vierekkdisten kaksiemdksisten aminochapporyhmien
modifiointi sellaisissa hiivajarjestelmissa tapahtuvan il-
mentymisen edist&miseksi, Jjoissa esiintyy KEX2-proteaasi-
aktiivisuutta. Julkaisussa EP-212 914 on kuvattu kohdemuta-
geneesin kdyttd proteiinissa olevien KEXZ2-proteaasin muok-
kauskohtien inaktivoimiseksi. TNF-R:n ja IL-1R:n biclogisen
aktiivisuuden s&dilyttamiseksi on korvaamisesta tuloksena
edullisesti homologisia tai konservatiivisesti substituoi-
tuja Jjaksoja, mika tarkoittaa sitd, ettid tietty aminchappo-
ryhmd korvataan ryhmdllad, jeolla on samantyyppiset fysikoke-
mialliset ominaisuudet. Esimerkkeihin konservatiivisista
substituutioista kuuluvat yhden alifaattisen ryhmin korvaa-
minen toisella, kuten Ile:n, Val:n, Leu:n tal Ala:n korvaa-
minen toinen toisillaan, tal yhden poolisen ryhmidn korvaa-
minen toisella, kuten Lys:n Jja Arg:n; Glu:n ja Asp:n; tai
Gln:n Jja Asn:n valiset korvaukset. Tunnetaan muita tallai-
sig konservatiivisia korvaamisia, esimerkiksi sellaisten
kokonaisten alueiden korvaamisia, joiden hydrofobiset omi-
naisuudet ovat samanlaisia. Lisdksi tiettyjd humaani-,
muriini- tai muiden nis&dkdslajien TNF-R-molekyylien v&lilla
olevat tietyt nimenomaiset aminohappoercavuudet viittaavat
muihin konservatiivisiin substituutioihin, dJoita wvoidaan
tehdd TNF-R:n tai IL-1R:n olennaisia biologisia ominaisuuk-
sia muuttamatta.

Natiivia aminohappojaksoca voidaan muuttaa milld ta-
hansa usealla tunnetulla menetelmdlld. Mutaatioita voidaan
valmistaa tiettyihin nimenomaisiin lokuksiin syntetoimalla
oligonukleotideja, Jjotka sisdltavdt mutatoidun jakson, jon-
ka molemmin puolin on restriktickohdat, joiden avulla tami
kyetdan ligatoimaan natiivin jakson fragmentteihin. Ligaa-
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tion Jjalkeen koodaa tulokseksi saatu rekonstrucitu Jjakso
analogia, Jjossa on haluttu aminohappoinsertio, -substituu-
tio tal -deleetio.

Vaihtoehtoisesti wvoidaan kayttdda oligonukleotidi-
kohdemutageneesimenetelmida sellaisen muunnetun geenin ai-
kaansaamiseksi, jossa on wvaaditun substituution, deleetion
tal insertion mukaiset tietyt nimenomaiset kodonit. Kuvaa-
via esimerkkeja edella kuvattujen muutosten tekemisestd on
esitetty julkaisuissa Walder, et al. [Gene 42 (1986) 133];
Bauer, et al. [Gene 37 (1985) 73]; Craik [BioTechniques,
(tammikuu 1985) 12 - 19]; Smith, et al. [Genetic Enginee-
ring: Principles and Methods, Plenum Press (1581)]; Ja
soveltuvia menetelmid on kuvattu US-patenttijulkaisuissa
nro 4 518 584 ja 4 737 462, jotka on liitetty t&hdn keksin-
toon siihen oikeuttavien sdanntsten nojalla.

Aminchappojakson wvariantti on edullisesti ainakin
BO-%:isesti identtinen ja edullisimmin ainakin 90-%:isesti
identtinen natiiviin Jjaksoon verrattuna. Samanlaisuusaste
voldaan mddrittdd esimerkiksi vertaamalla jaksoa koskevaa
informaatiota kdyttéden GAP-tietokonechjelman versiota 6,0,
joka on saatavilla laitoksesta University of Wisconsin
Genetics Computer Group (UWGCG). GAP-ohjelmassa on hyddyn-
netty Needlemanin ja Wunschin [J. Mol. Biol. 48 (1970) 443]
kohdistusmenetelmad, sellaisena kun se on uudistettu jul-
kaisussa Smith ja Waterman [Adv. Appl. Math. 2 (1981) 482].
GAP-ohjelmassa on padpiirteittdin esitettynd kysymys saman-
laisuuden madrittamisestd sen suhteen avulla, joka saadaan
jakamalla samanlaisten kohdistettujen symbolien (toisin sa-
noen nukleotidien tai aminohappojen) lukumdirid niiden sym—
bolien lukum&drilla, jotka ovat lyhyemmissid naistd kahdesta
jaksosta. Edullisiin GAP-ohjelman muuttujien oletusarvoihin
kuuluvat (1) nukleotidien unaarinen vertailumatriisi (tima
sisdltdd arvon 1 identtisid tuleoksia varten ja arvon 0 ei-
identtisid tuloksia varten) ja Gribskov'in ja Burgess'in,
Nucl. Acids Res. 14 (1986) 6745, painotettu vertailuma-

triisi sen mukaisessa muodossa, joka on kuvattu julkaisussa
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Schwartz Jja Davhoff, eds., Atlas of Protein Seguence and
Structure, Naticnal Biomedical Research Foundation, s.
353 - 358 (1979); (2) 3,0:n suuruinen vahennys kustakin au-
kosta ja yksi ylim&Ardinen 0,10:n suuruinen vdhennys kussa-
kin aukossa olevasta kustakin symbolista; ja (3} vahennyk-
set jdtetddn sucrittamatta pdissa olevien aukkojen kyseessa
ollessa.

Edelld kuvattujen IL-1R-polypeptidien tilalla voi-
daan keksinnon mukaisesti valmistetuissa fuusioproteiineis-
sa kdyttadd muita proteiineja, jotka kykenevat estdmasn IL-
l:n sitoutumisen soluissa oleviin reseptoreihin in vivo
-olosuhteissa. Tdllaisiin proteiineihin, joita tavallisesti
nimitet&an IL-1l:n reseptoriantagonisteiksi, sisdltyvat ta-
vallisesti proteiinit, joita on kuvattu julkaisuissa Eisen-
berg, et al. [Nature 343 ({1990) 341], Hannum, et al.
[Nature 343 (1990) 336] 3Ja Carter, et al. [Nature 344
{1990} 633], Jjotka on liitetty kokonaisuudessaan tihin
keksintéén siihen oikeuttavien s&dnndsten nojalla. Nami
antagonistiproteiinit sitoutuvat IL-1:n reseptoreihin mutta
niilla ei ole IL-1:t3d muistuttavaa aktiivisuutta (ne eivit
vdlita signaalia tai tuota muulla tavoin niitd biologisia
vaikutuksia, Jjotka ovat tulosta IL-1:n sitocutumisesta solu-
jen IL-l-reseptoriin). Namd antagonistiproteiinit kilpaile-
vat IL-1:n kanssa sitoutumisesta endogeenisiin IL-1:n
reseptoreihin ja inhiboivat siten IL-1:n valityksellid ta-
pahtuvia biologisia vaikutuksia in vivo -olosuhteissa.

Yhdistelmd-fuusioproteiineja kocodaavat DNA-jaksot

Té&std keksinnostd saadaan myds kayttosn eristettyja
DNA-jakscja, jotka koodaavat edella kuvattuja fuusioprote-
iineja. Kyseistd& fuusioproteiinia koodaava DNA-jakso kons-—
truoidaan kdyttden yhdistelm&-DNA-menetelmid IL-1R- tai
TNF-R-polypeptidejd koodaavien DNA-fragmenttien liittdmi-
seksi asiaankuuluvaan ilmentimisvektoriin. TNF-R:4& koodaa-
van DNA-fragmentin 3'-puoleinen p&dd ligatoidaan (peptidi-
kytkijdjakson vdlitykselld) IL-1R:43 koodaavan DNA-frag-
mentin 5'-puoleiseen padhdn siten, ettd jaksojen lukukehyk-
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set ovat samassa vaiheessa, jotta mRNA:n translaatiosta on
mahdollista saada vksi biologisesti aktiivinen fuusioprote-
iini. Vaihtoehtoisesti voidaan IL-1R:&33 koodaavan DNA-frag-
mentin 3'-pucleinen pda ligatoida (peptidikytkijdjakscn
valitykselld) TNF-R:43 koodaavan DNA-fragmentin 5'-puolei-
seen pdahdn menetellen niin, ettad Jjaksojen lukukehykset
ovat samassa vaiheessa, jotta mRNA:sta on mahdollista saada
translaatiossa vyksi biologisesti aktiivinen fuusioproteii-
ni. Samaan lukukehvkseen voidaan ligatoida wvield yksi TNF-
R:33 koodaava jakso sellaisen jakson alkaansaamiseksi, Jjcka
kocdaa kahta TNF-R-polypeptidia ja yhtd IL-1R-polypeptidia
sisdltavad fuusioproteilinia. IL-1R:34 koodaava jakso sijoi-
tetaan edullisesti TNF-R:384 koodaavaan {koodaaviin) jaksoon
{jaksoihin) ndhden vastasuuntaan. Vaikkakin fuusicproteiini
vol TNF-R-peptidin (peptidien) ohella sis&ltaa kahta IL-1R-
polypeptidida, on edullista kdyttad yhtd IL-1R:34a. Yhdesta
IL-1R:s5t& saadaan haluttu korkean affiniteetin IL-1:n
sitomisaktiivisuus ilman niitd mahdollisia haittoja, Jjotka
syntyvdt toisen IL-1R:n lisdamisen aiheuttamasta fuusiopro-
teiinin koon suurentumisesta. T&llaisiin haittoihin wvoi
kuulua wvektorin konstruktiomenetelmien tuleminen monimut-
kaisemmiksi ja mahdollinen halutun proteiinin ilmentymis-
tason pieneneminen. Toisessa tamdn keksinnén sovellutus-
muodossa ligatoidaan TNF-R:34 koodaava DNA-jakso kytkija-
jaksoon, Jjoka puclestaan ligatoidaan toiseen TNF-R:33d koo-
daavaan jaksoon.

N~terminaalista signaalijaksoa koodaava DNA-jakso
voidaan s&ilyttdd N-terminaalista polypeptidiid koodaavassa
DNA-jaksossa, kun taas mydtdsuuntaan sijaitsevan (sijaitse-
vien) DNA-jakso(je)n ldpiluvun mahdollisesti estdvat lope-
tuskodenit hdvitetddn. Kdanteisesti pitda paikkansa, etta
C-terminaalista polypeptidia koodaavaan DNA-jaksoon jiate-
tadn tavallisesti translaation lopettamiseen tarvittava lo-
petuskodoni. Signaalijaksoa koodaava DNA on edullista pois-
taa muista DNA-jakscista kuin N-terminaalista polypeptidii

koodaavista jaksoista.
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Haluttua peptidikytkijajaksoa koodaava DNA-jakso
voidaan 1iitt&4 TNF-R:83 tai IL-1R:84 koodaavien DNA-jak-
sojen valiin ndiden kanssa samaan lukukehykseen kadyttéden
mitd tahansa sopivaa tavanomaista menetelmda. Esimerkiksi
TNF-R:44 tai IL-1R:38 koodaavien jaksojen wvdliin wvoidaan
ligatecida kemiallisesti syntetoitu oligonukleotidi, Jjoka
koodaa kytkijdjaksoca ja Joka sisdltdd asianmukaiset res-
trikticendonukleaasin katkaisukohdat. Vaihtoehtoisesti voi
kemiallisesti syntetoitu DNA-jakso sis&dltad jakson, joka on
komplementaarinen joko TNF-R:n tai IL-1R:n 3'-puoleisen
terminaalisen p&a&dn suhteen (ilman lopetuskodonia), Jota
seuraa kytkijidjaksoa koocdaava jakso, Jonka Jjalkeen tulee
sellainen 5'-puoleisen terminaalisen p&dn suhteen komple-
mentaarinen jakso, Jjoka vastaa jompaa kumpaa proteiineista
TNF-R tai IL-1R. T&amdan jalkeen kaytetdidn oligonukleotidi-
kohdemutageneesia kytkijdjaksoa koodaavan jakson liittdmi-
seksi wvektoriin, 7joka sisdltad TNF-R:n ja IL-1R:n suoran
fuusion. Toisessa menetelmdssad kdytetdan sellaisilla aluk-
keilla tehtyja polymeraasiketjureaktiocita, joihin sisdltyy
peptidikytkijdjaksoa koodaavia osittain yksinauhaisia seg-
menttejd. PCR:n avulla mucdostetut kahta erilaista proteii-
nia koodaavat DNA-fragmentit voidaan 1iitt&d yhteen anta-
malla kunkin fragmentin terminaalisessa pd&dssid olevien
yksinauhaisten kytkij&djaksoa kocdaavien segmenttien liittya
pituussuunnassa yhteen. Edullisia menetelmid kytkijidjaksoa
koodaavan DNA-segmentin liittamiseksi TNF-R:n Jja IL-1R:n
DNA-jaksojen valiin (tai kahden TNF-R-DNA-jakson valiin) on
kuvattu tuonnempana olevissa esimerkeissd 11 ja 12.

TNF-R:43 ja IL-1R:34 koodaavia DNA-jaksoja voidaan
eristdd milla tahansa sopivalla tavanomaisella menetelmil-
13, Jjoka soveltuu kaytettdvaksi tamdn keksinndn mukaista
fuusioproteiinia koodaavien DNA-jaksojen konstruoimisessa.
Mikro-organismissa ilmennett&via fuusioproteiineja koodaa-
vat DNA-jaksot eivat edullisesti sisdlld yhtdidn intronia,
jotka voisivat lopettaa DNA:n transkription mRNA:ksi ennen-

alkaisesti; transkription ennenaikainen lopettaminen voi
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©lla haluttua esimerkiksi silleoin, kun tdstd on tuloksena
mutantteja, Jjoiden C-terminaaliset p&ait ovat typistyneet
edullisella tavalla, joista kuvaava esimerkki on transmem-
braanialueen deleetio sellaisen liukoisen reseptorin ai-
kaansaamiseksi, Joka ei ole sitoutunut solumembraaniin.
Sopivia menetelmid tyypin I Jja tyypin II IL-1R:n cDNA:n
kloonaamiseksi ovat menetelmdt, joita on esitetty esimer-
keissa 8 Jja 9, vastaavassa Jjarjestyksessd ilmoitettuna.
TNF-R:n cDNA voidaan eristdd menetelmilld, joihin kuuluvat
esimerkissa 3 selitetyt menetelmat.

TNF-R:n koodaava Jakso voidaan hankkia kayttcdn
eristamdlla TNF-R:88 koodaava jakse yhdistelmd-cDNA- tail
genomin DNA-kirjastoista. cDNA-kirjasto konstruoidaan edul-
lisesti hankkimalla kaytt&on nisakkaan TNF-R:34 ilmentdvas
polyadenyloitua mRNA:ta tietystd nimenomaisesta solulin-
jasta, esimerkiksi humaanifibroblastisolulinjasta WI-26 VA4
(ATCC CCL 95.1) Jja kdyttamalld tidtd mRNA:ta templaattina
kaksinauhaisen cDNA:n syntetoimiseksi. Tdman jdlkeen kaksi-
nauvhainen cDNA pakataan vyhdistelma-vektoriin, joka tuodaan
isantdscluun (esimerkiksi asiaankuuluvaan E. coli -kan-
taan), Jjota sitten kasvatetaan. cDNA-kirjaston sisdltiamit
ITNF-R-jaksot voidaan tunnistaa seulomalla kirjasto asiaan-
kuuluvalla nukleiinihappokoettimella, joka kykenee hybridi-
soitumaan humaani-TNF-R:n cDNA:han. Toinen kloonausmene-
telma, jota voidaan kayttdd, on tuonnempana esimerkissid 3
kuvattu suora ilmentamismenetelmd. Vaihtoehtoisesti voidaan
TINF-R-proteiineja koodaavia DNA-molekyylejd koota vyhteen
ligatoimalla synteettisia oligonukleotidialayksikk&ijd, jot-
ka joko kokonaisuudessaan tai osittain vastaavat kuvioiden
2A - 2B mukaista jaksoa, tdydellisen koodaavan Jjakson ai-
kaansaamiseksi.

Muita cDNA-klooneja voidaan eristdid muista nisikias-
lajeista perdisin olevista cDNA-kirjastoista lajien vali-
sellad hybridisaatiolla. TNF-R:&44 tai IL-1R:33 koodaava DNA
voidaan sen kdyttamiseksi hybridiscinnissa varustaa kova-
lenttisella leimalla kdyttden havaittavaa ainetta, kuten
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fluorescivaa ryhmad, radicaktiivista atomia tai kemilumi-
nesoivaa ryhmdd, asiaankuuluvan alan ammattikokemuksesta
tunnetuilla menetelmilla.

TNF-reseptoreja ja IL-l-reseptoreja koodaavat
useimpien nisdkdsgeenien tavoin otaksuttavasti monieksoni-
set geenit. Sellaisten wvaihteoehtoisten mRNA-konstruktici-
den, jolden voidaan katsoa syntyneen transkription jdlkeen
tapahtuneista erilaisista mRNA:n silmukointitapahtumista ja
jolssa on siind madrin suuria t&dssi keksinndssid kuvattujen
¢DNA-molekyylien suhteen identtisid alueita tai samanlaisia
alueita, ettd ne koodaavat biclogisesti aktiivista TNF-R:ai
tai IL-1R:33a, katsotaan olevan kayttdkelpoisia tdssa val-
mistettavien fuusioproteiinien valmistamisessa.

Liukoisia TNF-R- ja IL-1R-polypeptidejad koodaavaa
DNA:ta voidaan valmistaa milld tahansa useista tavanomai-
sista menetelmista. Haluttua 1liukoista polypeptidid koo-
daava DNA-fragmentti voidaan jatkokloonata ilmentamisvek-
toriin. DNA-fragmentteja voidaan valmistaa pilkkomalla tdy-
simittainen kloonattu DNA-jaksc restrikticendonukleaasilla
ja erist&@id ne elektroforeesilla agarocosigeeleissid. Vaihto-
ehtoisesti wvoidaan haluttu DNA-jakso syntetoida kemialli-
sesti tunnettuja menetelmia kdyttden. Halutun DNA-fragmen-
tin liittdmiseksi ilmentdmisvektoriin voidaan kayttdid res-
triktioendonukleaasin katkaisukohdan {-kochtia) sis#ltivia
kytkijajaksoja tai fragmentti voidaan pilkkoca t&ssid luon-
nostaan esiintyvistad katkaisukohdista.

Haluttua liukoista proteiinifragmenttia koodaavan
DNA-jakson eristdmiseen voidaan kdyttdi myds tunnettuja po-
lymeraasiketjureaktio (PCR} -menetelmiid. Tatd menetelmdd on
kuvattu tuonnempana olevissa esimerkeissi.

Toisessa ratkalsutavassa voidaan kayttdd entsymaat-
tista kdsittelyid (kdyttden Bal 31 -eksonukleaasia) termi-
naalisten nukleotidien deletoimiseksi DNA-fragmentista sel-
laisen fragmentin aikaansaamiseksi, jolla on tietty nimen-
omainen haluttu terminaalinen pda. Kaupallisestl saatavilla
olevia kytkijajaksoja ovat sellaiset jaksot, joita voidaan
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ligatoida Bal 31:114 tehdyn pilkkomisen synnytt3miin
tasaisiin pdihin ja jotka sisaltavat restriktioendonuk-
leaasi(e)n katkaisukohdan (-kohtia). Vaihtoehtoisesti wvoi-
daan syntetoida oligonukleotideja, Jjoiden avulla DNA-frag-
mentin N- tai C-terminaalinen pdd voidaan rekonstruoida
haluttuun kohtaan. Oligonukleotidi wol sis&dltaa restriktio-
endonukleaasin katkaisukohdan, Jjoka sijaitsee vastasuun-
nassa haluttuun koodaavaan jaksoon nahden ja se vol asettaa
aloituskodonin (ATG) koodaavan jakson N-terminaalisen paian
kohdalle.

TNF-R:n Jja IL-1R:n DNA-jaksot wvoivat erota jakso-
tunnisteissa nro 1, 3, 5 ja 7 esitetyistid DNA-jaksoista.
Esimerkiksi geneettisen koodin tunnetun degeneratiivisuuden
vuoksl voli samaa aminohappojaksca koodaavissa nukleotidi-
jaksolssa olla huomattavaa wvaihtelua. DNA-jaksojen, jotka
kykenevat hybridisoitumaan jaksotunnisteiden nro 1, 3, 5 ja
7 mukaisiin DNA-jaksoihin kohtuullisen rajoittavissa olo-
suhteissa (55 °C, 5 x S5SC) ja jotka koodaavat biologisesti
aktiivista TNF-R- tai IL-1R-polypeptidi&d, katsotaankin t&s-
sd keksinndssd olevan TNF-R:43 koodaavia tai IL-1R:&3 koo-
daavia DNA-jaksoja, mainitussa jadrjestyksessd ilmoitettuna.
Natiiveihin DNA-jaksoihin voidaan tehdid tarkoituksellisesti
mutaatioita, esimerkiksi edelld kuvattujen aminohapposub-
stituutioiden, -deleeticiden ja -insertioiden aikaansaami-
seksi. Tietyt niistid mutaatioista eivdt ilmenny lopullises-
sa proteiinituotteessa. Esimerkiksi ilmentimisen tehostami-
seksi voidaan tehdd nukleotidisubstituutioita, joiden tar-
koituksena on p&dasiassa vidlttad silmukoiden mucdostumista
transkriptiossa syntyvdn mRNA:n  sekundddrirakenteeseen
(tata on kidsitelty julkaisussa EP-75 444, Jjoka on liitetty
tahan keksintésdn siihen oikeuttavien s&ddnndsten nojalla).
Nukleotidijaksoon voidaan tehdd muita muutoksia sellaisten
kodonien aikaansaamiseksi, joiden translaatioc valitussa
isannassd on muita vaihtoehtoja tehokkaampaa, esimerkiksi
tunnetut E. colin suosimat kodonit E. colissa tapahtuvan

ilmentdmisen kyseessd ollessa. Polymeraasiketjureaktioissa



. sess Saww
L

10

15

20

25

30

35

116943

27

vol myds tapahtua vaikutuksettomia mutaaticita (DNA-jakson
muutokset, Jjotka eivdat muuta Jjakson koodaamaa aminchappo-
jaksoa). Yhdessd t&mdn keksinndn sovellutusmuodossa muu-
tetaan jaksotunnisteen numerc 5 (tyypin I IL-1R} nukleotidi
numerc 437 T:std C:ksi. Tamd vaikutukseton mutaatio oli
syntynyt polymeraasiketjureaktion aikana.
Nukleotidijaksoissa olevien mutaatiociden on luon-
nollisesti oltava sellaisia, ettd koodaavien Jjaksojen luku-
kehyksen oilkea wvaihe s&ilyy. Mutaatiot eivdt edullisestil
muodosta komplementaarisia alueita, jotka hybridisoitui-
sivat Jja muodostaisivat sekunddarisiid mRNA-rakenteita,
kuten silmukoita tai hiusneularakenteita, jotka vaikuttai-
sivat haittaavasti fuusioproteiini-mRNA:n translaatioon.
T&dstd keksinndstada saadaan siten kayttddn taman kek-
sinnén mukaisia DNA-jaksoja, jotka koodaavat edelld kuvat-
tuja fuusioproteiineja, 7joissa fuusioproteiinin DNA-jak-
sossa oleva kukin TNF-R:n DNA-jaksoc on: (a) jokin sellainen
DNA-jakso, joka on perdisin nisakkadn natiivin TNF-R-geenin
koodaavasta alueesta (esimerkiksi jaksotunnisteiden numero
1 tai 3 mukaisesta koodaavasta alueesta perdisin olevasta
cDNA:sta); (b) jokin sellainen DNA-jakso, joka kykenee hyb-
ridisoitumaan kohdan (a) mukaiseen DNA-jaksoon kohtalai-
sesti rajoittavissa olosuhteissa (50 °C, 2 x SSC) ja joka
koodaa biologisesti aktiivista TNF-R:&a; tai (c) jokin sel-
lainen DNA-jaksc, joka on geneettisen koodin vucksi dege-
neratiivinen kohdissa (a) tai (b) madriteltyjen DNA-jak-
sojen suhteen ja joka koodaa biclogisesti aktiivista TNF-
R:dd. Fuusiocproteiinin DNA-jakso voi samalla tavoin sisdl-
tdd sellaista (sellaisia) IL-1R:34 koodaavaa (kocodaavia)
DNA-jakso({j)a, Jo(t)ka on (ovat) (a) Jjokin sellainen DNA-
jakso, Joka on perdisin nisakkdidn natiivin IL-1R-geenin
koodaavasta alueesta (esimerkiksi jaksotunnisteiden numero
5 tali 7 mukaisesta koodaavasta alueesta perdisin olevasta
cDNA:sta); (b) jokin sellainen DNA-jakso, joka kykenee hyb-
ridisoitumaan kohdan (a) mukaiseen DNA-jaksoon kohtalai-
sestl rajoittavissa olosuhteissa (55 oC, 5 x S3C) ja Jjoka
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koodaa bioclogisesti aktiivista IL-1R:&d; tai (c} jokin sel-
lainen DNA-jakso, joka on geneettisen koodin vuoksi degene-
ratiivinen kohdissa (a) tai (b) mdadriteltyjen DNA-jaksojen
suhteen ja joka koodaa biclogisesti aktiivista IL-1R:&4.

Yhdistelmid-fuusioproteiinien ilmentidminen

Tdstd keksinndstd saadaan kdyttéén yhdistelmiilmen-
tamisvektoreita tédssa esitettyjd fuusioproteiineja kcodaa-
van DNA:n ilmentamiseksi. Tamdn keksinndn mukaiset yhdis-
telmd-ilmentamisvektorit ovat replikoituvia DNA-konstruk-
ticita, Jjotka sis&dltaviat synteettisen tai cDNA:sta perdisin
olevan DNA-Jjakson, Jjoka koodaa yhta edelld kuvatuista fuu-
sioproteiineista ja joka on liitetty toiminnallisesti sopi-
viin transkription Jja translaation sddtely-vyksikk®ihin.
Esimerkkeihin geneettisista yksik&istd, joilla on sadtely-
tehtdva geenien ilmentamisessd, kuuluvat transkription pro-
moottorit, operaattorit tai enhancer-jaksot, sopivia
mRNA:ssa olevia ribosomin sitoutumiskohtia koodaava jakso
sekd asiaankuuluvat transkription ja translaation aloitus-
ja lopetusjaksot. Vektoriin wvoidaan lisdksi 1liittdd omi-
naisuus, Jjoka antaa sille kyvyn replikoitua isidnnidssa Jja
joka tavallisesti on replikaation alkukohta, sekid selektio-
geeni transformanttien tunnistamisen edistamiseksi. Ilmen-
tédmisvektoreissa kaytetyt sddtely-yksikdt ovat tavallisesti
perdisin nisdkk&iden, mikrobien, wvirusten tai hydnteisten
geeneista. Voidaan my¢s kayttd8da retroviruksista perdisin
olevia ilmentamisvektoreita.

DNA-alueet ovat toiminnallisesti liitettyja, kun ne
ovat toiminnallisessa suhteessa kesken#ddn. Fuusioproteiinia
koodaavan DNA-jakson sanotaan olevan liitettynd toimin-
nallisesti yhteen tal useampaan edelld kuvattuun siddtely-
yksikkdésdn, kun fuusioproteiinin DNA-jakso osallistuu tran-
skriptioon tai tulcokseksi saatava mRNA osallistuu trans-
laaticon t&mdn (ndiden) sddtelyelement(t)i(e)n ohjaamana.

Transformoidut isdntdsolut ovat soluja, Jotka on
transformoitu tai transfektoitu vieraalla DNA:1la kdyttden
yhdistelmd-DNA-menetelmid. Tdssid keksinnédssid vieras DNA si-
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sadltda tassa esitettyd fuusioproteiinia koodaavan jakson.
Isantasolut wvoidaan transformoida vieraan DNA:n kloonaus-
tali monistustarkoituksissa tai ne voidaan transformoida
ilmentédmisvektorilla fuusioproteiinin tuottamiseksi asiaan-
kuuluvien promoottorien ohjaamina. Sopiviin isédntasoluihin
kuuluvat prokaryootit, hiivasolut tai korkeampien eukary-
oottien solut. Asianmukaisia klcconaus- Jja ilmentdmisvek-
toreita, jotka soveltuvat kdytettdviksi bakteeri-, sieni-,
hiiva~ ja nis&dkdssoluisannissa, on kuvattu teoksessa
Pouwels, et al. (Cloning Vectors: A Laboratory Manual,
Elsevier, New York, 1985), 3jossa olevat asiaankuuluvat
selitykset on liitetty tahan keksintotn siihen oikeuttavien
sddnndsten nojalla. Fuusioproteiinin valmistamiseen voidaan
myds kayttda soluttomia translaaticjdrijestelmida, Joissa
kdytetddn tdmdn keksinnén mukaisista DNA-konstruktioista
perdisin olevia RNA-molekyyleja.

Prokaryootteihin kuuluu gramnegatiivisia tai gram-
positiivisia organismeja. Prokaryocottiset ilmentdmisvekto-
rit sisdltdvat tavallisesti yhden tai useamman fenotyyppi-
sesti selektoitavissa olevan markkerin, esimerkiksi sellai-
sla proteiineja koodaavan geenin, joka tuottaa antibicotti-
resistenssin tai taydentdd auksotrofisen kasvuvaatimuksen,
sekd isdnnadn tunnistaman replikaation alkukohdan isdnnidssi
tapahtuvan menistumisen varmistamiseksi. Esimerkkeihin
transformaatiocon soveltuvista sopivista prokaryoottisista
isannistd kuuluvat E. coli, bacillukset, kuten Bacillus
subtilis, Salmonella typhimurium ja useat Pseudomonas-,
Streptomyces- Jja Staphylococcus-sukujen erilaiset lajit,
vaikka harkinnan mukaan on mahdollista k&yttdd muitakin
bakteereita.

Bakteerikdyttoon kayttdkelpoiset ilmentimisvektorit
voivat sisaltda selektoitavissa olevan markkerin ja baktee-
rin replikaation alkukohdan, Jjotka ovat peraisin kau-
pallisesti saatavilla olevista plasmideista, jotka sisal-
tavat tunnetun kloonausvektorin pBR322 (ATCC 37 017) ge-
neettisia yksikk6j&. Ndihin kaupallisiin vektoreihin kuulu-
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vat esimerkiksi pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Upp-
sala, Ruotsi} ja pGEM1 (Promega Biotec, Madison WI, USA).
Namd pBR322:n "runko"-osat vyhdistetdidn asiaankuuluvaan
promoottoriin Jja ilmennettavaan rakenteelliseen Jjaksoon.
E. colil transformoidaan tyypillisesti pBR322:n johdannai-
silla, joka plasmidi on E. coli -lajista perdisin oleva
plasmidi [Bolivar, et al., Gene 2 (1977) 95]. pBR322
sisaltad ampisilliini- ja tetrasykliiniresistenssigeenit,
joista saadaan kayttddén yksinkertainen keino transformoitu-
jen solujen tunnistamiseksi.
Yhdistelmdmikrobi-ilmentdmisvektoreissa tavallises-
ti kéytetyt promoottorit sisaltavat p-laktamaasi- (penisil-
linaasi-) Jja laktoosipromoottorijdrjestelman [Chang, et
al., Nature 275 (1978} 615; ja Goeddel, et al., Nature 281
{1979) 544]; tryptofaani (trp) -promecottorijiarjestelmdn
[Goeddel, et al., Nucl. Acids Res. 8 (1980) 4057; Jja EP-
hakemusjulkaisu 36 776] sekad tac-promoottorin [Maniatis,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, p. 412 (1982)]. Yhdessad erityisen kdyttokelpoi-
sessa bakteeri-ilmenté&misjdrjestelmdssd kaytetdin faagi A:n
Pr-promoottoria Jja lampéindusoituvaa c¢I857ts-repressoria,
Niihin plasmidivektoreihin, Jjotka ovat saatavilla talletus-
laitoksesta American Type Culture Collection ja jotka si-
saltavat A:n Pr-promoottorin johdannaisia, kuuluvat plasmi-
di pHUBZ2, joka on E. coli -kannassa JMB9 (ATCC 37 092} ija
pPLc28, joka on E. coll RRl:ssd (ATCC 53 082).
Yhdistelmdfuusioproteiinia voidaan myds ilmentdi
hiivaisannissa, jotka ovat edullisesti peridisin Saccharomy-
ces-lajeista, kuten S. cerevisiae. Voidaan my®ds kayttai
muiden sukujen, kuten Pichian tai Kluyveromyceksen, hiivo-
ja. Hiivavektorit sisalt&vat tavallisesti 2 pm:n hiivaplas-
midista tai autonomisesti replikoituvasta Jjaksosta (ARS)
perdisin olevan replikaation alkukohdan, promoottorin, fuu-
sioproteiinia koodaavan DNA:n, polyadenylaatioon ja tran-
skription terminaatioon kuuluvat Jjaksot sekd selektio-
geenin. Hiivavektorit sisaltavat edullisesti replikaation
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alkukohdan 3ja selektoitavissa olevat markkerit, jotka mah-
dollistavat sekd hiivan ettd E. colin transformaation, esi-
merkiksi E. colin ampisilliiniresistenssigeenin Jja S. cere-
visiaen trpl-geenin, josta saadaan selektiomarkkeri hiivan
mutanttikannoille, Jjoilta puuttuu kyky kasvaa tryptofaa-
nissa, ja voimakkaasti ilmentyv&dstd hiivageenistd peraisin
olevan promoottorin myétdsuuntaan olevan rakennegeenin
transkription kdynnistdmiseksi. Hiivaisdntdsolun genomissa
oleva trpl-vauric muodostaa sitten tehokkaat puitteet
transformaation havaitsemiselle kasvusta ilman tryptofaa-
nia.

Sopiviin promoottorijaksoihin hiivavektoreissa kuu-
luvat metallotioneiinin promoottori, 3-fosfoglyseraattiki-
naasin promoottori [Hitzeman, et al., J. Biol. Chem. 255
(1980) 2073] tai muiden glykolyyttisten entsyymien promoot-
torit [Hess, et al., J. Adv. Enzyme Reg. 7 (1968} 149; Jja
Holland, et al., Biochem. 17 (1978) 4900], kuten enclaasin,
glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasin, heksokinaasin,
pyruvaattidekarboksylaasin, fosfofruktokinaasin, glukoosi-
6-fosfaatti-isomeraasin, 3-fosfoglyseraattimutaasin, pyru-
vaattikinaasin, trioosifosfaatti-isomeraasin, fosfoglukoo-
si-isomeraasin ja glukokinaasin promoottorit. Hiivassa teh-
tdvdadan ilmentdmiseen kiytettaviaksi sopivia vektoreita Jja
promoottoreja on lisaksi kuvattu julkaisussa R. Hitzeman,
et al., EP-hakemusjulkaisussa 73 657.

Edulliset hiivavektorit voidaan koota kidyttaen
pBR322:sta perdisin olevia DNA-jaksoja E. colissa tapahtu-
vaa selektiota ja replikaatiota varten (Amp‘-geeni ja rep-
likaation alkukohta) sek# hiivan DNA-jaksoja, joihin kuulu-
vat glukoosilla repressoitavissa oleva ADH2-promoottori Jja
a-tekijdn erittymisen johtojakso. ADH2-promoottori on ku-
vattu Jjulkaisuissa Russel, et al. {J. Bicl. Chem. 258
(1982) 2674] ja Beler, et al., [Nature 300 (1982) 724].
Hiivassa toimivaa johtojaksoa koodaava DNA-segmentti liite-
tdan edullisesti toiminnallisesti fuusioproteiinia koodaa-
van DNA:n 5'-puoleiseen pddhdn. Jakson koodaama Jjohto-
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jaksopeptidi edistda fuusiopreoteiinin erittymista solusta
ja se pilkkoutuu tavallisesti fuusioproteiinista t&man
erittyessa. Yhteni esimerkkini voidaan mainita se, etta
hiivan o-tekijén johtojakso, joka ohjaa heterologisten pro-
teiinien erittymistd, wvoidaan 1iittdd promoottorin ja il-
mennettdvidn rakennegeenin valiin. Tata kysymystd on kasi-
telty esimerkiksi Jjulkaisuissa Kurjan, et al., Cell 30
(1882) 922; Jja Bitter, et al., Proc. WNatl. Acad. Sci.
{1984) 5330. Johtojakso voidaan modificida sellaiseksi,
ettd siind on lahelld sen 3'-puoleista pdidtd yksi tal use-
ampl kayttodkelpoinen restriktiokohta, joiden tarkoituksena
on tehdd johtojakson fuusio wvieraisiin geeneihin helpom-
maksi.

Sopivat hiivan transformaatiomenetelmdt ovat tun-
nettuja alan ammattikokemuksen perusteella. Kuvaavaksi esi-
merkiksi soveltuva menetelmd on kuvattu julkaisussa Hinnen,
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75 (1978) 1929, Jjossa
menetelmisssd Trp -transformantit selektoidaan selektoivassa
mediumissa, Jjonka koostumus on 0,67 % hiivan typpiperus-
ravinnetta (yeast nitrogen base), 0,5 % kasaminchappoja,
2 % glukoosia, 10 pg adeniinia millilitraa kohti ja 20 ug
urasiilia millilitraa kohti. Edelld kuvatun ADHZ-promoot-
torin sisaltavillad vektoreilla transformoituja isdntidkan-
toja voidaan kasvattaa niiden ilmentdmiseksi rikkaassa me-
diumissa, jonka koostumus on 1 % hiivauutetta, 2 % peptonia
ja 1 % glukoosia ja jota on tédydennetty 80 mikrogrammalla
adeniinia millilitraa kohti ja 80 mikrogrammalla urasiilia
millilitraa kohti. Mediumissa olevan glukocosin loputtua ta-
pahtuu ADHZ2-promoottorin derepressio. Raakapreparaateiksi
saatavat hiivan supernatantit kootaan talteen suodattamalla
ja niitd pidetddn 4 °C:ssa ennen jatkopuhdistusta.

Yhdistelméd-proteiinin ilmentamiseen voidaan kayttda
useita nisdkds- tal hydnteissoluviljelyjidrjestelmiid. Kat-
sauksen baculovirusjidrjestelmiin heterologisten proteiinien
valmistamiseksi hyonteisscluissa ovat esittdneet Luckow ja
Summers, Bio/Technology 6 (1988) 47. Voidaan kiayttaa nisidk-
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kdistda perdisin olevia vakiintuneita sclulinjcja. Esimerk-
keihin sopivista nisdk&ssolulinjoista kuuluvat apinan munu-
aissolujen COS-7-solulinjat, jotka on kuvattu julkaisussa
Gluzman [Cell 23 {19881) 175), L-solut, C127-, 3T3-, kiinan-
hamsterin munasarja (CHO)-, Hela- ja BHK-solulinjat. Nis&a-
kasilmentamisvektorit voivat sisdltda vyksikditd, joille ei
tapahdu transkriptiota, kuten replikaation alkukohdan, il-
mennettdvdadn geeniin liitetyn sopivan promoottorin ja en-
hancer-jakson sekda muita 5'- tai 3'-pucleisia transkrip-
tioon osallistumattomia vierusjaksocja ja 5'- tai 3'-puolei-
sia translaatioon osallistumattomia jaksoja, kuten tarvit-
tavat ribosomien sitoutumiskohdat, polyadenylaatiokchta,
silmukoinnin luovuttaja- Jja akseptorikohdat ja transkrip-
tion terminaatiojaksot.

Selkdrankaissolujen transformoinnissa kdytettidvissa
ilmentamisvektoreissa olevia transkription Jja translaation
sadtelyjaksoja wvoidaan saada kdyttdon virusperaisista lah-
témateriaaleista. Esimerkiksi tavallisesti k&ytetyt pro-
moottorit ja enhancer-jaksot ovat perdisin polyomasta, ade-
novirus 2:sta, simian wvirus 40:sta (SV40) ja humaanisyto-
megaloviruksesta. SV40-viruksen genomista perdisin olevia
DNA-jaksoja, esimerkiksi Sv40:n alkukchtaa, varhaista ja
myshdista promoottoria, enhancer-jaksoa sekid silmukoitumis-
ja polyadenylaatiokohtia, voidaan kdyttad materiaalina,
josta saadaan kdyttodn muut heterologisen DNA-jakson ilmen-
tdmiseen vaaditut geneettiset yksikét. Varhaiset ja myshai-
set promoottorit ovat erityisen kayttékelpoisia, koska nami
kumpikin on saatavissa helposti viruksesta fragmenttina,
joka my6s sisaltad 5vV40:n viruksen replikaation alkukohdan
[Fiers, et al., Nature 273 (1978) 113]. Voidaan my®s kidyt-
tdd pilenempid tal suurempia SV40:n fragmentteja edellyt-
tden, ettd niihin sisaltyy noin 250 ep:n suuruinen Jjakso,
joka ulottuu Hind IIT -kohdasta viruksen replikaation alku-
kohdassa sijaitsevan BglI-kohdan suuntaan. Esimerkkeina
olevia vektoreita voidaan konstruoida julkaisussa Okayama
ja Berg [Mol. Cell. Biol. 3 (1983) 280] kuvatulla tavalla.
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Kayttokelpoinen jarjestelma nisakkaiden reseptori-cDNA-mo-—
lekyylien ilmentémiseksi pysyvdsti wvoimakkaasti ilmennetty-
nd hiiren Cl27-rintarauhasepiteelisoluissa voidaan konstru-
ocida c¢lennaisesti julkaisussa Cosman, et al. {Mol. Immuncl.
23 (1986) 935] kuvatulla tavalla.

Fuusioproteiinin valmistaminen ja puhdistus

Tastd keksinnésta saadaan kdayttéén menetelmd téssa
kuvatun yhdistelmd-fuusioproteiinin valmistamiseksi, joka
menetelmd kidsittdd sen, ettd mainittua fuusioproteiinia
koodaavan DNA-jakson sisdltdvalld ilmentamisvektorilla
transformoitua isdntdsolua viljellaan olosuhteissa, Jjoissa
fuusioproteiinin on mahdollista ilmentyd, Jjoka fuusiopro-
teiini puhdistetaan sitten soluviljelymediumeista tai solu-
uutteista. Voidaan kdyttdd mitd tahansa sopivaa puhdistus-
menetelmdd ja paras menetelmd vaihtelee sellaisten tekijoi-
den mukaan, joita ovat isdntasclujen tyyppili ja se, erittyy-
k& haluttu proteiini isdntdsoluista vai ei. Fuusioproteiini
erittyy soluviljelymediumiin silloin, kun se heti muocdos-
tuttuaan on fuusioituneena isantdsoluissa toimintakykyiseen
signaalijaksoon tai johtopeptidiin, tai silleoin, kun prote-
iini sis&ltaad TNF-R- ja IL-1R-polypeptidien liukoisia muo-
toja.

Yhdistelmdproteiinia soluviljelymediumiin eritti-
vistd ilmentamisjarjestelmistd perdisin olevat supernatan-
tit voidaan esimerkiksi aluksi konsentroida kdyttden kau-
pallisesti saatavilla olevaa proteiinien konsentrointisuo-
datinta, esimerkiksi Amicon- tai Millipore Pellicon -ultra-
suodatusyksikk&éd. Konsentraatiovaiheen jdlkeen konsentraat-
tia voidaan k&sitelld sopivalla puhdistusmatriksilla.
Sopiva affiniteettimatriksi voi esimerkiksi sisdltia TNF:&a
tai IL-1:ta. Affiniteettimatriksi voidaan valmistaa vyhdis-
tdmdlla yhdistelmd-humaani-TNF tai -IL-1 syanogeenibromi-
dilla aktivoituun Sepharoseen (Pharmacia) tai Hydrazide
Affigel'iin (Biorad) wvalmistajien suosittelemilla tavoilla.
Edullinen puhdistusmenetelmd sisaltia vaiheittaisen immuno-
logisen puhdistuksen kdyttden sopivaan tukiaineeseen sidot-
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tuja vasta-aineita. Proteiinit, jotka sitoutuvat TNF-R:lle
spesifiseen vasta-aineeseen, otetaan talteen ja saatetaan
kosketukseen liukenemattoman kantaja-aineen pinnaila olevan
IL-1R:1le spesifisen vasta-aineen kanssa. Molempien vasta-
aineiden kanssa immunologisesti reagoivat proteiinit wvoi-
daan siten tunnistaa ja eristaa. Tyypin I humaani-IL-1R:lle
spesifinen monoklonaalinen vasta-aine on talletettu
13.9.1990 talletuslaitokseen American Type Culture Collec-
tion hakunumerolla HB 10 556. Vaihtoehtolsesti voidaan
kdyttdd anioninvaihtohartsia, esimerkiksi matriksia tai
alustaa, jossa on ulospdin suuntautuvia dietyyliaminoetyyli
(DEAE) -ryhmia. Matriksit voivat olla akryyliamidia, aga-
roosia, dekstraania, selluloosaa tai proteiinien puhdista-
misessa tavallisesti kaytettyjd muita matriksityyppejé.
Vaihtoehtoisesti voidaan kdyttdad katiconinvaihtovaihetta.
Sopiviin kationinvaihtimiin kuuluvat useat erilaiset liuke-
nemattomat matriksit, jotka sisdltdvat sulfopropyyli- tai
karboksimetyyliryhmisd. Edullisia ovat sulfopropyyliryhmit.
Fuusioproteiinikoostumuksen jatkopuhdistukseen voidaan
kdyttad yhtd tal useampaa korkean suorituskyvyn kdanteis-
faasinestekromatografia (RP-HPLC) -vaihetta, Jjoissa kayte-
tadn hydrofobisia RP-HPLC-mediumeja, esimerkiksi silikagee-
1lid, jossa on rungosta poispdin suuntautuvia metyyliryhmia
tai muita alifaattisia ryhmia.

Bakteeriviljelmassd tuotettu vyhdistelmiproteiini
eristetddn tavallisesti suorittamalla ensin uutto soluna-
peista, Jjonka jdlkeen sucritetaan yksi tai useampi vaihe,
joihin kuuluvat konsentrointi, ulossuolaus ja vesipitoi-
sessa mediumissa suoritettu ioninvaihto- tai geeli- (size
exclusion) kromatografia. Viimeisin# puhdistusvaiheina wvoi-
daan 1lopuksi kayttdd korkean suorituskyvyn nestekromato-
grafiaa (HPLC). Yhdistelmafuusioproteiinien ilmentimiseen
kdytetyt mikrobisolut voidaan hajottaa milld tahansa kdyt-
tokelpoisella menetelmdlld, mukaan lukien toistetut jasdy-
tys-sulatus-kasittelyt, ultradinikasittely, mekaaninen ha-

jotus tai soluja hajottavien aineiden kayttd.
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Puhdistusta yksinkertaistaa huomattavasti sellaisen
hiivan fermentaatio, Jjoka ilment&dd fuusioproteiineja erit-
tyvdnd proteiinina. Suurimittakaavaisesta fermentaatiosta
saatu eritetty yhdistelmd-proteiini voidaan puhdistaa mene-
telmilld, Jjotka ovat analogiset julkaisussa Urdal, et al.
[J. Chromatog. 296 ({1984) 171] kuvattujen menetelmien
suhteen ja joihin sisdltyy kaksi peradkkdistd kdanteisfaasi-
HPLC-vaihetta yhdistelmdproteiinin puhdistamiseksi prepara-
tiivisessa HPLC-pylvddss4.

Joitakin edella olevia puhdistusvaiheita tai niiti
kaikkia voidaan kdyttdd useina erilaisina yhdistelmina
olennaisesti homogeenisen yhdistelmaproteiinin aikaansaami-
seksi. Yhdistelmdsoluviljelman avulla on mahdecllista val-
mistaa fuusioproteiinia, jossa ei ole niit& kontamincivia
proteiineja, jotka tavallisesti liittyisiviat TNF-R:3dn tai
IL-1R:58n sellaisina kuin ne esiintyvat luonnossa niiden
omaa alkuperaa edustavissa lajeissa, esimerkiksi soluissa,
solueksudaateissa tai ruumiinnesteissd. Edelld olevat puh-
distusmenetelmdat kuuluvat my®skin niihin menetelmiin, joita
voidaan k&ayttda tamédn keksinnén mukaisten ei-yhdistelma-
reseptorien puhdistamiseen.

Vaihtoehtona reseptorien valmistamiselle fuusiopro-
teiineina voidaan TNF-R- ja IL-1lR-proteiinit valmistaa ja
puhdistaa erikseen ja kytked yhteen mydhemmin. Tunnetaan
useita reagensseja, Jjotka ovat kdyttokelpoisia vhden prote-
iinimolekyylin silloittamiseksi toiseen proteiinimolekyy-
lin. T&han tarkoitukseen on kaytettdvissid heterobifunktio-
naalisia ja homobifunktionaalisia kytkijamolekyylejid, joita
on saatavilla esimerkiksi yhtitstd Pierce Chemical Company,
Rockford, Illinois. T&llaisissa kytkijdjaksoissa on kaksi
funktionaalista ryhmaad (esimerkiksi estereitd ja/maleimi-
deja), Jotka reagoivat tiettyjen aminchapposivuketjujen
funktionaalisten ryhmien kanssa (esimerkiksi lysiiniryhmis-
sd olevien amiinien Jja kysteeniryhmiin pelkistamilld muo-
dostettujen sulfhydryylien kanssa), mika siten 1iittasd toi-
sen polypeptidin toiseen. Esimerkkejid tdllaisista silloi-
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tusreagensseista ovat N-maleimidobentsoyylisukkinimidyyli-
esteri ja N-hydroksisukkinimidi. Reagenssi Jja reaktio-olo-
suhteet on wvalittava sellaisiksi, ettd silloittaminen el
hdiritse TNR:n tai IL-1:n sitoutumista reseptoriin. TNF-R-
ja IL-1R-polypeptidit kytketdan edullisesti yhdelld edella
kuvatuista peptidikytkijdjaksoista, Jjoka toimil loitonta-
jana. Peptidikytkijdjakso voidaan liittdad TNF-R:&8n tai IL-
1R:d8n milla tahansa tavanomaisista menetelmist&d, Jjoita on
kdytetty yhden polypeptidin 1liittdmiseksi toiseen. Edell:d
kuvatut Pierce Chemical Company -yhtidstd saatavilla olevat
silloitusreagenssit kuuluvat niihin reagensseihin, Jjoiden
kdyttsé wvoli tulla kysymykseen. Peptidikytkijajaksoon, esi-
merkiksi tamdn terminaalisiin paihin, voidaan liittdsa ami-
nochappoja, joissa on t&llaisten reagenssien kanssa reagoi-
maan kykenevid sivuketijuja.

Farmaseuttiset koostumukset

Tadsta keksinndstd saadaan kayttddn menetelmid farma-
seuttisten koostumusten wvalmistamiseksi, Jotka sisaltavit
mitd tahansa edella kuvattua fuusioproteiinia ja fysiclogi-
sesti hyvdksyttavaa kantaja-ainetta, laimenninta tai lisi-
ainetta. Tallaiset kantaja-aineet, lisZaineet Jja laimen-
timet ovat kdytetyissd annoksissa ja konsentraatioissa ei-
toksisia potilaille, joille niitd annetaan. Tadllaiset koos-
tumukset voivat sis&lt&a puskureita, antioksidantteja, ku-
ten askorbiinihappoa, polypeptidejd, Jjoiden suhteellinen
moolimassa on pieni (alle noin 10 ryhmdd), proteiineja,
aminohappoja, hiilihydraatteja, 3joihin kuuluvat glukoosi,
sakkarcosi tai dekstriinit, kelatocivia aineita, kuten
EDTA:ta, glutationia sekd muita stabilointiaineita ja lisa-
aineita. Esimerkkejd asiaankuuluvista laimentimista ovat
neutraali puskuroitu fysiologinen suclaliuocs tai fysio-
loginen suclaliuos, johon on yhdistetty saman lajin yksi-
16istd valmistettua seerumialbumiinia. Koostumus formuloi-
daan edullisesti 1lyofilisaatiksi k&yttden laimentimina
asiaankuuluvia lisdaineliuoksia (esimerkiksi sakkarocosia).

Asianmukaiset annokset voidaan maarittii kliinisissa ko-
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keissa. Anncksen mdard ja antokertojen tiheys on luonnol-
lisesti riippuvainen sellaisista tekijoista kuten hoidet-
tavan indikaation wvakavuus, haluttu vaste, potilaan ter-
veydentila ja niin edelleen.

Sairaustiloja, Joissa TNF:11a tai IL-1:113 on
osuutta, wvoidaan hoitaa antamalla terapeuttisesti tehokas
madrd farmaseuttisen koostumuksen muodossa olevaa taman
keksinnoén mukaista fuusioproteiinia potilaalle, Jjolla on
tdllainen sairaus. TNF:11d tai IL-1:11a sanotaan olevan
osuutta sairaudessa silloin, kun TNF tai IL-1 aiheuttaa
(suoraan tal epdsuorasti) sairauden tai pahentaa sitd. Liu-
koisia reseptoriproteiineja voidaan kayttiaad sitoutumaan
kompetitiivisesti TNF:;&4an tal IL-1:4&n, mikd siten inhiboi
TNF:n ja IL-1:n sitoutumista solun pinnan reseptoreihin.

Terapeuttista kayttdd varten annetaan taman keksin-
noén mukaisia puhdistettuja fuusioproteiineja potilaalie,
joka on edullisesti ihminen, indikaation suhteen asiaan-
kuuluvalla tavalla annettavaa hoitoa wvarten. Siten farma-
seuttisia koostumuksia voidaan esimerkiksi antaa boli-in-
jektiona, Jjatkuvana infuusiona, antamalla niiden wvapautua
jatkuvasti implanteista tai kayttden jotakin muuta sopivaa
menetelmds.

Farmaseuttisissa koostumuksissa kaytetyn fuusiopro-
teiinin on oltava puhdistettua siind mielessi, ettd fuusio-
proteiini ei sisdllad olennaisesti mitdan muita alunperin
lJuontaisia tai endogeenisi& proteiineja ja se siszltii alle
noin 1 massa-% tuotantomenetelmistid jaljelle ja&neitid pro-
teiinikontaminantteja. Tdllaiset koostumukset voivat kui-
tenkin sisdltdd muita proteiineja, Jjoita on lisidtty sta-
bilointiaineiksi, kantaja-aineiksi, lis3aineiksi tai saman-
ailkaisesti kaytettdviksi terapeuttisiksi aineiksi. Fuusio-
proteiini on puhdistettu olennaisesti homogeeniseksi, jos
se on havaittavissa yhtend proteiinivyShykkeend polyakryy-
liamidigeelissa hopeavarjayksells.

Tassa kuvattuja fuusioproteiineja voidaan antaa

sellaisten sairaustilojen hoitamiseksi, Jjoissa TNF:11a ar-
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vellaan olevan ainakin osittaisesti osuutta, joita sairaus-
tiloja ovat kakeksia, reumaattinen niveltulehdus, diabetes,
multippelisklercosi, keuhkofibroosi ja silikoosi sekd aivo-
malaria, seka allograftin ja ksenograftin hyljintd kiaan-
teishyljinndssd. On myds viitteitd siitd, ettd TNF:1132 on
osuutta sepsiksessad ja septisessd sokissa. Bakteerien endo-
toksiini wvoi aiheuttaa sepsiksen tietyntyyppisten baktee-
reiden infektoimissa nisakkidissad ja sen arvellaan stimuloi-
van makrofageja tuottamaan tekijoitd, joihin sisdaltyy TNF.
Folks, et al. [PNAS USA 86 (1988) 2365], ovat ehdottaneet,
ettd TNF-o:lla on tirked osuus HIV-infektion patogenee-
sissa. TNF-o:n indusoimaa HIV:n ilmentymistd solulinjassa
kaytetd&n mallina HIV:n latenssista sen tutkimiseksi, miten
latentti infektio muuttuu produktiiviseksi infektioksi.

Tietyt sytokiinit (IL-1, IL-2 ja muut pesdkestimu-
laatiotekijat) wvoivat indusoida is&nndn tuottamaan merkit-
tavid masgria TNF:34. Kaavan TNF-R-kytkijajakso-TNF-R mukai-
sia fuusioproteiineja voidaan kayttdd sytokiiniterapiaan
liittyvien sivuvaikutusten hoitoon. Sen tarkedn osuuden
johdosta, joka IL-1:118 on TNF:n muodostumisessa, voivat
sekd IL-l-reseptor{e)i(t)a ettd TNF-reseptor{e)i(t)a sisil-
tavdat fuusioproteiinit olla edullisia TNF:34n liittyvien
kliinisten indikaatioiden hoidossa.

TNF:n on raportoitu indusoivan IL-1:n erittymista
in vivo -olosuhteissa. Siten IL-1:n vilitykselld tapahtu-
vien sairaustilojen hoitamisessa voidaan kayttda fuusio-
proteiineja, jotka sitovat sekd TNF:84 etta IL-1:tiA. Tamin
keksinnén mukaisia fuusioproteiineja voidaan antaa esimer-
kiksi ihmisessd esiintyvien immuunivasteiden ehkaisemistar-
koituksessa. Allocantigeenia vastaan muodostunut immuuni-
vaste aiheuttaa useita erilaisia sairauksia tail sairaus-
tiloja. IL-1R estdd alloantigeenin aiheuttamissa immuuni-
vasteissa lymfoproliferaatiota ja tulehdusta, Jjotka ovat
seurausta T-solujen aktivoitumisesta. IL-1R:&44 voidaan si-
ten kayttada estamadan allcoantigeenin aikaansaamia immuuni-

vasteita esimerkiksi allograftien (kuten iho-, munuais- ja
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sydansiirteet) hyljinndn ja luuydinsiirtopotilaiden kdan-
teishyljintdreaktioiden kliinisessd hoidossa. IL-1:1la ar-
vellaan olevan tautia aiheuttava osuus allergicissa ja au-
toimmuunisissa toimintahdiridissa (kuten reumaattinen ni-
veltulehdus, diabetes ja multippeliskleroosi, 7jotka ovat
riippuvaisia T-soluijen aktivaatiosta niitd antigeenejda vas-
taan, joita jarjestelmd ei tunnista isdnndn omiksi antigee-
neiksi.

TNF:118 ja IL-1:114 on osuutta useissa samantyyppi-
sissd sairauksissa, mikd voidaan ndhdd vertaamalla edelli
esitettyjd luetteloita TNF:n v&alityksella ja IL-1l:n wvali-
tykselld syntyvistd sairauksista. Lisdksi TNF ja IL-1 ovat
kaksi tdrkeimpiin tulehduksen vdlittijdaineisiin kuuluvaa
molekyylid, jotka wvaikuttavat usein yhdessd toimien. Tdman
keksinnon mukaisten fuusioproteiinien, Jjotka sisaltavat
seka TNF:n ettda IL-1:n reseptoreita, kaytdstd saadaan siten
etuja monien sellaisten sairauksien hoidossa, Jjoissa seka
TNEF:11a ettd IL-1:118 arvellaan clevan osuutta taudin syn-
tymisessi.

Tiettyihin sovellutuksiin on t&ssa kuvatuissa fuu-
sioproteiineissa edullista kayttidd IL-1R:n ja TNF-R:n liu-
koisia muotoja. Proteiinien puhdistus yhdistelmdisantisc-
luista helpottuu, koska liukoiset proteiinit erittyvat so-
luista. Lis&dksi liukoiset proteiinit soveltuvat tavallises-
ti paremmin annosteltavaksi suonensisaisesti ja niilla wvoi
olla terapeuttista wvaikutusta (IL-1:n ja/tai TNF:n sitomi-
nen} kiert&viassd veressd. Liukoiset fuusioproteiinit esta-
vdt IL-1:td ja/tai TNF:43 sitomalla signaalin valittymista
solun pinnalla olevien endogeenisten IL-1:n tai TNF:n re-
septorien valityksells.,

Tassd kuvattuja fuusioproteiineja voidaan myds
kdyttdd reagensseina reseptoriin perustuvissa immunomiiri-
tyksissa, reagensseina TNF- tai IL-1-md&drityksissid tai si-

tovina aineina TNF:n tai IL-1l:n affiniteettipuhdistuksessa.
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Seuraavat esimerkit on esitetty tdman keksinnsn
kuvaamiseksi eivatkd ne ole tarkoitettu sitd millddn tavoin
rajoittaviksi.

Esimerkit

Esimerkki 1

TINF:n sitoutumismidritykset

A. TNFa:n ja TNFP:n varustaminen radiocaktiivisella
leimalla.

Yhdistelmd-humaani-TNFa:aa, joka olli sellaisen fuu-
sioproteiinin muodossa, joka sisdlsi N-terminaalisessa
padssd olevan hydrofiilisen oktapeptidin, ilmennettiin
erittyvdnd proteiinina hiivassa ja se puhdistettiin affini-
teettikromatografialla [Hopp, et al., Bio/Technology 6
(1988} 1204]. Puhdistettu yhdistelma-humaani-TNFR hankit-
tiin yhtidstd R&D Systems (Minneapolis, MN). Kumpikin pro-
teiini varustettiin radicaktiivisella leimalla kdyttden
kaupallisesti saatavilla olevaa kiintedn faasin reagenssia,
Iodo-Gen'ia {(Pierce). T&ssad menetelmdssa pipetoitiin 5 pg
Todo-Gen'ia lasista valmistetun 10 x 75 mm:n suuruisen koe-
putken pohjalle ja tatd inkuboitiin 20 minuuttia 4 °C:ssa
seoksen kanssa, Jjonka mddrd oli 75 pl ja jonka koostumus
oli 0,1 M natriumfosfaatti, pH 7,4 ja 20 ul (2 mCi) Na'®°r,
Tédmdn Jj&dlkeen tamd liuos pipetoitiin toiseen lasista
valmistettuun koeputkeen, Jjoka sisdlsi 5 pug TNFw:aa (tai
TNFB:a4d) 45 pl:ssa PBS:&d, ja sita kdsiteltiin 20 minuutin
ajan 4 °C:ssa. Reaktioseos fraktioitiin geelisuodatuksella,
joka suoritettiin pakatulta tilavuudeltaan 2 ml:n suurui-
sessa Sephadex G-25:ssa (Sigma), Jjoka oli tasapainotettu
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 -mediumissa,
joka sisdlsi 2,5 % (w/v} naudan seerumialbumiinia (BSA),
0,2 % (w/v) natriumatsidia ja 20 millimolaarista Hepes'td,
ja Jjonka pH o©li 7,4 (sitoutumismedium). Lopulliset yhdis-
tetyt '’ I-TNF-jakeet laimennettiin sitoutumismediumiin
kdyttokantaliuokseksi, Jjonka konsentraatio oli 1 x 107 M
ja Jjota sailytettiin korkeintaan vyhden kuukauden ajan
4 °C:ssa llman havaittavaa reseptoria sitovan aktiivisuuden
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havidmista. Spesifinen aktiivisuus rutiinipreparaateissa on
1 x 10° cpm/mmol TNF:&&.

B. Sitoutuminen kokonaisiin soluihin

Kokonaisilla socluilla tehdyt sitoutumismidritykset
sucoritettiin kahdella menetelmdllad. Ensimmidisessd menetel-
mdssd soluja kasvatettiin ensin joko suspensiossa (esimer-
kiksi U937) tail antamalla niiden kiinnittyd kudosviliely-
maljoihin (esimerkiksi yhdistelmd-TNF-reseptoria ilmentavat
WI26-VA4- tai COS-solut). Kiinnittyneet solut poistettiin
mybhemmin 37 °C:ssa 10 minuuttia kestdvdlld EDTA-kdsitte-
lylla, Jjossa EDTA:n konsentraatic oli 5 mM. Tamédn jdlkeen
suoritettiin sitoutumismaadritykset kayttden ftalaattidljy-
erotusmenetelmdsa [Dower, et al., J. Immunol. 132 ({(1984)
751]) olennaisesti julkaisussa Park, et al. [J. Bicol. Chem.
261 (1986) 4177] kuvatulla tavalla. %°

sitoutuminen madritettiin siten, ettd madrityksessid oli

I-TNF:n epdspesifinen

200-kertainen tai suurempi mooliylimadra leimalla wvarusta-
matonta TNF:&4. Sitoutumismddrityksessd kdytettiin natrium-
atsidia (0,2 %) inhiboimaan '*®I-TNF:n sisdinottoa soluihin.
Toisessa menetelmdssd tutkittiin sellaisten COS-sclujen,
jotka o©li transfektoitu TNF-R:44 sisdltavalld plasmidilla
ja jotka ilmentavat TNF-reseptoreita pinnallaan, kykyad si-

1> ] -TNF:44 kdyttden julkaisussa Sims, et al. [Science

toa
241 (1988) 585] kuvattua maljoilla tehtavad sitoutumis-
madritysta.

C. Kiintedn faasin sitoutumismiaritykset

TNF-R:n kyvysta adsorboitua pysyvdsti nitrosellu-
loosaan humaanisolujen detergenttiuutteista ja s&dilyttda
kuitenkin TNF:&4 sitova aktiivisuus saatiin kayttésn keino
TNF-R:n havaitsemiseksi. Valmistettiin solu-uutteet vyhdis-
tamdlla solunappi kaksi kertaa omaan tilavuuteensa PBS:ai,
joka sisdlsi 1 % Triton X-100:aa ja proteaasi-inhibiitto-
riseosta (2 mM fenyylimetyylisulfonyylifluoridi, 10 uM pep-
statiini, 10 pM leupeptiini, 2 mM o-fenantroliini ja 2 mM
EGTA), seosta samalla voimakkaasti pydrresekoittaen. Seosta
inkuboitiin jdissd 30 minuuttia, minkad jidlkeen se sentri-
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fugoitiin 12 000 x g:n voimalla 15 minuuttia B °C:ssa tu-
mien Jja muun Jjatteen poistamiseksi. Kahden mikrelitran
suuruisia erida solu-uutteita pipetoitiin kuivien BAB8521-
nitroselluloosamembraanien (Schleicher and Schuell, Keene,
NH) pinnalle ja niiden annettiin kuivua. Membraaneja inku-
boitiin kudosviljelymaljoilla 30 minuuttia Tris:1la (0,05
M) puskuroidussa fysiologisessa suolaliuocksessa (0,15 M},
jonka pH oli 7,5 Jja Jjoka sisdlsi 3 % w/v BSA:ta epi-
spesifisten sitoutumiskohtien tekemiseksi reagoimattomiksi.
Tdmdn jdlkeen membraanin pdidlle pipetoitiin seos, joka si-
sdlsi 5 x 107" -molaartista '°I-TNF:44 PBS:n sekid 3-%:isen
BSA:n secksessa, ja seosta inkuboitiin 2 tuntia 4 °C:ssa
sita samalla ravistellen. T&mdn vaiheen lopussa membraanit
pestiin 3 kertaa PBS:ssd, kuivattiin Jja asetettiin Kodak
X-Omat AR -filmille 18 tunnin ajaksi -70 °C:seen.

D. Signaalinvalittymismiaritykset

TNF-signaalin  vdlittymisen inhibitioaktiivisuus
voidaan mdarittda transfektoimalla solut yhdistelmd-TNF-R-
DNA-molekyyleillsd, jotka koodaavat membraaniin sitoutunutta
TNF-R:d4, solun pinnalla esintyvdn vyhdistelmi-reseptorin
ilmentymisen aikaansaamiseksi. Solut saatetaan sitten kos-
ketukseen TNF:n kanssa 3ja tuloksena olevat metaboliset
vaikutukset tutkitaan. Jos saadaan vaikutus, jonka on kat-
sottava johtuvan ligandin toiminnasta eikd sen ole kat-
sottava johtuvan soluissa endogeenisena olevien TNF-resep-
torien vaikutuksesta, niin yhdistelmi-reseptorilla on sig-
naalia valittdv&a aktiivisuutta. Kuvaavia esimerkkejid mene-
telmistd sen madrittamiseksi, onko polypeptidilli signaalia
valittavad aktiivisuutta, on kuvattu julkaisuissa Idzerda,
et al., J. Exp. Med. 171 (1990) 86l; Curtis, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 3045; Prywes, et al., EMBO
J. 5 (1986) 2179 ja Chou, et al., J. Biol. Chem. 262 (1987)
1842. Liukoisen TNF-R-polypeptidin kyky inhiboida kompeti-
tiivisesti signaalin vidlittymistid voidaan miairittdi saman-
laisia menetelmi&d kdyttden. Primidirisii soluja taili solu-
linjoja, Jjotka ilment&dvat endogeenista TNF-reseptoria ja
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joilla on havaittava biologinen vaste TNF:44 kohtaan, voi-
taisiin k&ytt&da vaihtoehtona membraanin sitoutunutta yhdis-
telmd-TNF-R:84 ilmentdvien solujen kaytdlle. Signaalin va-
littymisen pienentyminen lisdttdesssd maidritykseen liukoista
TNF-R-polypeptidid wviittaa siihen, ettd liukoinen TNF-R
sitoc TNF:4&, Jjoten pienempi mdara TNF:44 sitoutuu solun
pinnan TNF-reseptoreihin signaalin vdlittymisen aloitta-
miseksi.

Esimerkki 2

IL-1:n sitoutumismi&ritykset

A. rIL-1p:n varustaminen radicaktiivisella leimalla

Yhdistelmd~humaani-IL-1pf:aa valmistettiin ilmenta-
midlld E. colissa ja puhdistamalla se homogeeniseksi Jjul-
kaisussa Kronheim, et al. [Bio/Technology 4 (1986} 1078]
kuvatulla tavalla. IL-1f wvarustettiin leimalla ké&yttéden
Boltonin ja Hunterin di-jodi(?°I)-reagenssia (New England
Nuclear, Glenclden, PA). Kymmenen mikrogrammaa (0,57 nmol)
proteiinia 10 upl:ssa fosfaatilla (0,015 mol/l) puskurcitua
fysiologista suolaliuosta (PBS; 0,15 mol/l), jonka pH oli
7,2, vyhdistettiin 10 ul:aan natriumboraatilla (0,1 mol/1l)
puskuroitua fysiologista suolaliuosta (0,15 mol/1l), Jonka
pH oli 8,5, Ja tam& saatettiin reagoimaan Boltonin Ja
Hunterin reagenssin kanssa, jonka konsentraatio oli 1 mCi
(0,23 nmel), 12 tunnin ajan 8 °C:ssa valmistajan ohjeiden
mukaisestl. Tamdn Jjdlkeen seokseen lisdttiin 30 pl 2-pro-
senttista gelatiinia ja 5 pl glysiinietyyliesterid, Jonka
konsentraatio oli 1 mol/l, Jja proteiini erotettiin reagoi-
mattomasta Boltonin ja Hunterin reagenssista Biogel™ Pé-
pylvadssa (Biorad Laboratories, Richmond, CA), Jonka
pakattu tilavuus oli 1 ml. Leiman havaittiin rutiinity®ssa
liittyvan 50 - 60-%:sesti. Radioaktiivisella jodilla wvarus-
tamisessa saavutetut spesifiset aktiivisuudet olivat alu-
eella 1 x 10 - 5 x 10%° cpm/mmol-1 (0,4 - 2 atomia I:ta
proteiinimelekyylid kohti) Ja natriumdodekyylisulfaatti-
polyakryyliamidigeelielektroforeesilla (SDS/PAGE) tuli
esille yksi leimalla varustettu polypeptidi, joka oli kool-
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taan 17,5 kD, mikd oli yhdenmukainen tulos IL-1l:1le aikai-
semmin raportoitujen arvojen suhteen. Leimalla varustettu
proteiini oli saostettavissa yli 9B-%:sesti TCA:1la, miki

1251 51i sitoutunut kovalenttisesti

viittasi siihen, ett3
proteiiniin.

B. Membraaniin sitoutuneen IL-1R:n sitoutumisinhi-
bitiomddritykset

"IL-1" tarkoittaa yhteisesti IL-lc:aa Jja IL-1B:aa.
Inhibitiovakio IL-1R-proteiinin sitoutumiselle voidaan miaa-
rittidd sitoutumisinhibitiomddrityksilld, joissa kaytetddn
kilpailevan molekyylin (IL-1f:n tai IL-lg:n) vaihtelevia
konsentraatioita, Joita molekyylejd inkuboidaan seoksessa,
jossa on vakiomdard radiocaktiivisella leimalla varustettua
IL-1B:aa tai IL-la:aa ja IL-1R:3& ilmentdva soluja. Kilpai-
leva yhdiste, Jota ei ole varustettu radicaktiivisella
leimalla, sitoutuu reseptoriin Jja estdd radicaktiivisella
leimalla wvarustetun ligandin sitoutumisen reseptoriin. Si-
toutumismadritykset suoritettiin kayttiden ftalaattisljy-
erotusmenetelmdd olennaisesti julkaisuissa Dower, et al.,
J. Immunol. 132 (1984) 751 ja Park, et al., J. Biol. Chem.
261 (1986) 4177 kuvatulla tavalla. Tamad tehtiin padpiir-
teittdain siten, ettd membraaniin sitoutunutta vyhdistelmi-
IL-1R:4d4 ilment&vid 1sdntdsoluja inkuboitiin kuusikuoppai-
silla levyilla (Costar, Cambridge, MA) 4 °C:ssa kaksi tun-
tia kayttden *°I-IL-1B:aa 1 ml:ssa sitoutumismediumia
[Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 -medium, johon
oli yhdistetty 2 % BSA:ta, Hepes-puskuria, Jjonka konsen-
traatio oli 20 mM ja 0,1 % natriumatsidia, Jja jonka pH oli
7,2]. Seckseen oli lisdtty natriumatsidia, joka oli tarkoi-

tettu inhiboimaan %°

I-IL-1:n Jjoutumisen solujen sisddn ja
sen pilkkoutuminen soluissa 37 °C:ssa. Levyjd inkuboitiin
poytdravistelijassa 37 °C:ssa 1 tunnin ajan. Rinnakkaiset
erdt inkubointiseosta pipetoitiin t#m#n jilkeen polyetee-
nistd valmistettuihin sentrifugiputkiin, -jotka sisalsivit
fralaattidljyseosta, Jjoka sisdlsi 1,5 osaa dibutyylifta-

laattia vyhdistettynda yhteen osaan bis{s-etyyliheksyyli)-
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ftalaattia. Kaytettiin myds kontrollikoeputkia, Jjotka epa-
spesifisen sitoutumisen madrittamiseksi sisdlsivat sataker-

taisen mooliylimddrdn leimalla varustamatonta IL-1B:4&. Si-

1257 _T1-1:t4 sisiltiviat solut erotettiin sitoutu-

125

toutunutta
mattomasta I-IL-1:std sentrifugoimalla secksia 5 minuut-
tia 15 000 x g:n voimalla Eppendorf Microfuge'ssa. Soluihin
liittynyt radicaktiivisuus mddritettiin sitten gammalaski-
jalla.

C. Liukoisen IL-1lR:n sitoutumisinhibitiomiddritys

Inhibitiovakio liukoisen humaani-IL-1R:n sitoutumi-
selle wvoidaan mddrittdd sitoutumisinhibitiomddrityksells,
jossa kaytetdan vaihtelevia konsentraatiota IL-1f:n kanssa
kilpailevaa yhdistettd, joita inkuboidaan seoksessa, jossa
on vakiomddrd radiocaktiivisella leimalla varustettua I-IL-
iB:aa Ja tyypin II IL-1R:8d ilment&viid CB23-soluja (Ep-
stein-Barrin wviruksella transformoitu napaveren B-lymfo-
syyttisolulinija). Ma&rityksissd, Jjoihin liittyy liukoisen
tyypin I IL-1R:n ka&yttd, voidaan CB23-solujen tilalla kdyt-
tda endogeenisid tyypin I IL-l-reseptoreita ilmentaviaa so-
lulinjaa. Sitoutumismdsritykset suoritettiin kidyttiden fta-
laattidljyerotusmenetelmds olennaisesti julkaisuissa Dower,
et al., J. Immunol. 132 (1984) 751 ja Park, et al., J.
Biel. Chem. 261 (1986) 4177 kuvatulla tavalla. Tdmi tehtiin
padpiirteittdin siten, ettd CVI-EBNA (nisikas) -solut
transfektoitiin esimerkiss& 10 kuvatulla tavalla ilmenta-
misvektorilla pDC406, joka sisdlsi liukoista tyypin II hu-
maani-IL-1R:88 koodaavaa ¢DNA:ta. Soluista saadut super-
natantit koottiin talteen kolme pdiviid transfektion jidlkeen
ja niistd tehtiin sarjalaimennokset sitoutumismediumiin
[Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 -medium, joka
sisdlsi 2 % BSA:ta, Hepes-puskuria, jonka konsentraatio oli
20 mM, ja 0,2 % natriumatsidia 3ja Jjonka pH oli 7,2]
6-kuoppaisissa levyissa 50 pl:n tilavuuteen kuoppaa kohti.
Supernatantteja sekd 50 pl:n erid seosta, Jjoka sisdlsi 9 x
107" -molaarista 125I—IL—lﬁ:aa seka 2,5 x 10° CB23-solua,
inkuboitiin 8 °C:ssa 2 tuntia seosta samalla ravistellen.
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Kahdet rinnakkaiset 60 pl:n suuruiset erdt inkubointi-
seoksia pipetoitiin sitten polyeteenistd valmistettyihin
sentrifugipytkiin, Jjoissa oli 1,5 osaa dibutyyliftalaattia
ja 1 osa bis(s-etyyliheksyyli)ftalaattia sisadltavia fta-
laattidljyseosta. Sarjassa kaytettiin my®ds negatiivista
kontrollikoeputkea, Jjoka sisdlsi epdspesifisen sitoutumisen
madrittamiseksi (100-%:inen inhibitio) leimalla varustama-
tonta IL-1B:44, jonka konsentraatio oli 3 x 107° M, ja kon-
trollikeceputkea, Jjoka maksimaalisen sitoutumisen ma&dritta-
miseksi sisdlsi 50 ml sitoutumismediumia, jossa ©li ainoas-
taan radioaktiivisella leimalla wvarustettua IL-1B:aa. Si-

1ﬁI—iL—lB:aa sisaltdvat solut erotettiin sitou-

125

toutunutta
tumattomasta I-IL-1B:sta sentrifugoimalla seoksia 5 mi-
nuuttia 15 000 x g:n voimalla Eppendorf Microfuge'ssa.
Supernatantit, Jjotka sisalsivat soluihin sitoutumatonta
1257-T1-1B:aa, heitettiin pois Ja solut huuhdottiin varovas-
ti Jjaakylmilla sitoutumismediumilla. Soluja inkuboitiin
seoksessa, Jjoka sis&dlsi 1 ml trypsiinin ja EDTA:n seosta,
37 °C:ssa 15 minuuttia ja ne koottiin sitten talteen. So-
luihin liittynyt radiocaktiivisuus mddritettiin sitten gam-
malaskijalla. Liukoisen IL-1R:n kyky inhiboida IL-la:n si-
toutumista endogeenisiin solureseptoreihin veoidaan madrit-
tdad samalla menetelmidlld. Analogisia menetelmid voidaan
kayttdd madrityksiss&d, Jjoihin 1liittyy liukoisen TNF-R:n
Kaytto.

Esimerkki 3

Humaani-TNF-R-cDNA:n eristys ilmentémidlli aktiivis-
ta proteiinia suoraan COS-7-soluissa

TNF-R:n ilmentymistd koskeva seulonta suoritettiin
usellle erilaisille humaanisolulinjoille kdyttden perustee-
na niiden kykya sitoa *°I-leimalla varustettua TNF:43. WI-
26VA4 -humaanifibroblastisolulinjan (ATCC CCL 95.1) havait-
tiin ilmentdvén kohtalaisen mddran reseptoreja solua kohti.
Tasapainotilassa tehdyt sitoutumistutkimukset osoittivat,
ettd "°I-TNF:n sitoutuminen solulinjassa o©li kaksivaiheista

ja se kdsitti noin 4 000 korkea-affiniteettista kohtaa
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1 x 10" M) Ja 15 000 matala-affiniteettista kohtaa
1 x 10° M) solua kohti.
Valmistettiin koon suhteen jaottelematon cDNA-kir-

{Ka
(Ka

jasto kdyttden sellaisesta totaali~RNA:sta eristetyn poly-
adenyloidun mRNA:n kd&nteistranskriptiota, joka oli uutettu
kermesmarjan mitogeenin lasnd ollessa kasvatetuista WI-26
VA4 -humaanifibroblastiscluista vakiomenetelmid kdyttden
[(Gubler, et al., Gene 25 (1983} 263; Ausubel, et al., eds.,
Current Proteocols in Molecular Biclogy, Vol 1, (1987)].
Solut keottiin talteen hajottamalla solut guanidiinihydro-
kloridiliuoksessa ja kokonais-RNA eristettiin aiemmin kuva-
tulla tavalla {[March, et al., Nature 315 {1985} 641].
Poly-A*-RNA eristettiin oligo-dT-selluloosakromato-
grafialla Jja kaksinauhainen cDNA valmistettiin menetelmdl-
14, joka oli samanlainen kuin Jjulkaisussa Gubler ja Hoffman
[Gene 25 (1983} 263] kuvattu menetelmda. Tamad tapahtui
pddpiirteittdin siten, etta poly-A'™-RNA muunnettiin RNA-
cDNA-hybridiksi kd&nteistranskriptaasilla kdyttden alukkee-
na oligo-dT:t&d. Tamdn Jjdlkeen RNA-cDNA-hybridi muunnettiin
kaksinauhaiseksi cDNA:ksi kdyttden RNaasi H:ta yhdessd DNA-
polymeraasi I:n kanssa. Tulokseksi saadun kaksinauhaisen
cDNA:n pdat tasoitettiin kdyttden T4:n DNA-polymeraasia.
Pdistdan tasoitettuun cDNA:han lisdttiin EcoRI-kytkijdjak-
soadapterit (nama& sisdlsivat sisdiset NotI-kohdat), jotka
fosforyloitiin ainoastaan tolsesta ©p&ddstd (Invitrogen).
Kytkijéd-adapterijaksot sisdaltdva <c¢DNA kdsiteltiin Téd:n
polynukleotidikinaasilla kytkija-adapterijakson 5'-puolei-
sen vapaaksi jaaneen alueen fosforyloimiseksi ja ligatoitu-
mattomat kytkijdjaksot polistettiin suorittamalla cDNA:lle
kdsittely Sepharose CL4B -pylvddssd. Kytkiji-adapteri-
jaksoilla varustettu cDNA ligatoitiin EcoRI:1lla pilkottui-
hin ja defosforyloituihin bakteriofagi AgtlO:n kédsivarsiin
(Huynh, et al., cDNA Cloning: A Practical Approach, Glover,
ed., IRL Press, pp 49 - 78), joiden molaarinen konsentraa-
tio oli samansuuruinen. Ligatoitu DNA pakattiin faagipar-
tikkeleihin kéyttden kaupallisesti saatavilla olevaa rea-
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genssipakkausta rekombinanttikirjaston aikaansaamiseksi
(Stratagene Cloning Systems, San Diego, CA, USA). Rekombi-
nanttien lukumddrad lisdttiin edelleen maljaamalla faagi
E. coli -kannan c600(hfl") bakteerikasvuston pinnalle.

Faagi-DNA puhdistettiin tulokseksi saadusta AgtliO:n
cDNA-kirjastosta ja cDNA-liitosjaksot irrotettiin pilkko-
malla restriktioentsyymilld Notl. Pilkctulle seokselle aga-
roosigeelissd tehdyn elektroforeesin Jjadlkeen eristettiin
yli 2 000 ep:n suuruiset cDNA-molekyylit.

Tulokseksi saadut cDNA-molekyylit ligatoitiin euka-
ryoottiseen ilmentd@misvektoriin pCAV/NOT, joka oli suunni-
teltu nisdkdssoluihin transfektoituna ilmentamiin monipaik-
kaiseen kloocnauskohtaansa liitettyjada cDNA-jaksoja. pCAV/NOT
oli koottu pDC201:n [pMLSV:n Jjohdannainen, joka on kuvattu
alemmin julkaisussa Cosman, et al., Nature 312 (1984) 768],
Sv40:n ja sytomegaloviruksen DNA:sta ja se sisdltdid tran-
skription suunnassa replikaation alkukohdasta lueteltuna
perdkkaiset jaksot, jotka ovat: (1) SV40-jaksot, jotka ovat
perdisin koordinaateista 5 171 - 270 ja joihin kuuluvat re-
plikaation alkukohta, enhancer-jaksot ja varhainen ja myd-
hdinen promoottori; (2) sytomegaloviruksen Jjaksot, Jjoihin
kuuluvat promoottori- ja enhancer-alueet (nukleotidit 671 -
+63 jaksosta, Jjoka on julkaistu Ijulkaisussa Boechart, et
al. [Cell 41 (1985) 521]); (3) adenovirus-2:n jaksot, jotka
sisdltavat ensimmdisen eksonin ja osan intronia, Jjoka si-
jaitsee kolmiosaisen johtojakson ensimmiisen ja toisen ek-
sonin vdlissd, toisen eksonin ja osan kolmiosaisen johto-
jakson kolmatta eksonia sekd monipaikkaisen kloonauskchdan
(MCS)}, Jjoka sisdltda kohdat XhoI:lle, KpnI:lle, SmaI:lle,
NotI:lle ja BglI:lle; (4) Sv40:n jaksot, jotka ovat pe-
r&isin koordinaateista 4 127 - 4 100 ja 2 770 - 2 533 Jja
joihin sisdltyy varhaisen transkription polyadenylaatio- ja
terminaatiosignaalit; (5) Jaksot, Jjotka ovat periisin
pBR322:sta ja pDC20l:n virukseen liittyvistd VAI- ja VAII-
jaksocista, yhdessa adenoviruksen jaksojen 10 532 - 11 156
kanssa, Jjotka sisdltidvat VAI- ja VAII-geenit, Joiden j&l-
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keen tulevat alueilta 4 363 - 2 486 ja 1 094 - 375 olevat
pBR322:n jaksot, Jjotka sisaltavat ampisilliiniresistens-
sigeenin ja replikaation alkukohdan. pCAV/NOT on talletettu
talletuslaitokseen American Type Culture Collection hakunu-
mercolla ATCC 68 014.

Tulokseksi saatua pCAV/NOT:ssa olevaa WI-26 VA4-
cDNA-kirjastoa kdytettiin E. coli kannan DHS5a transformoi-
miseen ja rekombinantit maljattiin, jotta saataisiin aikaan
noin 800 pesidkettd maljaa kohti ja riittdva miird maljoja
yhteensd noin 50 000 pesdkkeen aikaansaamiseksi seulontaa
kohti. Pesdkkeet kaavittiin kultakin maljalta, yhdistettiin
ja kustakin yhdistetystd preparaatista valmistettiin plas-
midi-DNA. Té&dman Jalkeen vyhdistettyd DNA:ta kdytettiin
transfektoimaan l&hes konfluentti kerros apinan COS-7-solu-
ja kayttden DEAE-dekstraania, Jjonka j&lkeen suoritettiin
kasittely klorokiinilla julkaisuissa Luthman, et al. [Nucl.
Acids Res. 11 (1983) 1295] ja McCutchan, et al. [J. Natl.
Cancer Inst. 41 (1986) 351] kuvatulla tavalla. T&man jal-
keen soluja kasvatettiin viljelmassd kolme pdivaa, minka
tarkoituksena o©li saada liitetyt jaksot ilmentymdidn vali-
alkaisesti. Kolmen pdivan kuluttua soluviljelmien superna-
tantit heitettiin pois ja kullakin maljalla olevista yksi-
solukerroksista madritettiin niiden kyky sitoa TNF:44 mene-
tellen té&ssd seuraavalla tavalla. Kuhunkin maljaan lisat-
tiin kolme millilitraa sitoutumismediumia, Jjoka sisalsi
1T1-leimalla varustettua Flag®-TNF:44, Jjonka konsentraatio
oli 1,2 x 100" M, ja maljoja inkuboitiin 4 °C:ssa 120 mi-
nuuttia. Tamdn jdlkeen tdmd medium heiltettiin pois ja kukin
maljeista pestiin kerran kylmdllid sitoutumismediumilla
(taméd ei sisdltynyt lainkaan leimalla wvarustettua TNF:&3)
ja kaksi kertaa kylmdlls PBS:1lla. Taman jidlkeen kunkin mal-
jan reunat poistettiin murtamalla, josta jai Jiljelle laa-
kea levy, joka saatettiin kosketukseen rontgenfilmin kanssa
72 tunnin ajaksi 70 °C:ssa kayttden vahvistusverkkoa jul-
kaisussa Sims, et al., Science 241 (1988) 585, kuvatulla
tavalla. TNF:33 sitova aktiivisuus saatiin ndkyville valo-
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tetuilla filmeilld tummana kohteena suhteellisen yhtendista
taustaa vasten.

Kun kirjastosta oli seulcttu t&lld tavalla noin
240 000 rekombinanttia, havaittiin, ettd yhdestid transfek-
tanttiyhdistelmdstd saatiin TNF:8& sitovia kohteita, jotka
olivat selvdsti ndkyvissd taustan valottumista vasten.
Tamdn Jjdlkeen kdytettiin positiivisesta yhdistelmdstid pe-
rdisin olevaa pakastettua bakteerikantapreparaattia sel-
laisten maljojen valmistamiseksi, jotka sisdlsivit noin 150
pesdkettd. Naistd maljoista tehtiin kopiokappaleet nitro-
selluloosasuodattimille, jonka Jjdlkeen maljoilta kaavittiin
materiaalia, wvalmistettiin plasmidi-DNA ja tamd transfek-
toitiin edelld kuvatulla tavalla positiivisen maljan tun-
nistamiseksi. T&mdn maljan nitroselluloosakopiosta perdisin
olevista yksittaisistd pesakkeista saatuja bakteereja kas-
vatettiin 0,2 ml:n suuruisissa viljelmissad, Jjoita kaytet-
tiin sitten sellaisen plasmidi-DNA:n valmistamiseen, joka
transfektoitiin COS-7-soluihin edelld kuvatulla tavalla.
Talld tavoin eristettiin yksi klooni, joka kykeni aikaan-
saamaan humaani-TNF-R:n ilmentymisen COS-soluissa. T&ata
TNEF-R-cDNA:ta sisdltdva ilmentamisvektori pCAV/NOT on tal-
letettu talletuslaitokseen American Type Culture Collec-
tion, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852, USA (haku-
numero 68 088) ja sille on annettu nimitys pCAV/NOT-TNF-R.

Ezsimerkki 4

Liukoista huTNF-RA235:t4 koodaavien cDNA-molekyy-
lien konstruktio

Konstruoitiin c¢DNA, Jjoka koodaa 1liukoista huTNF-
RAZ35:ttd. T&m&n molekyylin koodaama proteiini sisdltai
kuvion 2A mukaisen aminohappojakson -22 - 235. Signaalijak-
son muokkauksesta syntyy proteiini, jolla on kuvion 2A mu-
kainen aminohappojakso 1 - 235. pCAV/NOT-TNF-R:stid pilkot-
tiin restriktioentsyymeilld Notl ja Pvu2 840 ep:n suuruinen
fragmentti. Notl:n katkaisukohta on pCAV/NOT-TNF-R:n moni-
paikkaisen kloonauskohdan kohdalla ja Pvu2:n katkaisukohta
on TNF-R:a48 koodaavalla alueella 20 nukleotidin verran
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transmembraanialueesta 5'-puoleiseen suuntaan. TNF-R-jak-
sojen 3'-pucleisen paan uudelleenkonstruoimiseksi syntetoi-
tiin kaksi oligonukleotidia ja ne liitettiin pituussuun-
nassa yhteen oligonukleotidikytkijdjakson mucdostamiseksi,

joka on:

jaksotunniste nro 9
Pvu2 BamH1l Bgl2
CTGAAGGGAGCACTGGCGACTAAGGATCCA
GACTTCCCTCGTGACCGCTGATTCCTAGGTCTAG
AlaGluGlySerThrGlyAspEnd

Tdssa oligonukleotidikytkij&djaksossa on terminaaliset Pvu2-
ja Bgl2-restriktiokohdat, se muodostaa uudelleen TNF-R:n
kaksikymmentd nukleotidia, minkd& jalkeen tulee terminaatio-
kodoni (alleviivattuna) ja BamHl-restriktiokohta (tamid on
kayttokelpoinen eristettdessd kokonainen Lliukoinen TNF-R
pilkkomalla Notl:n ja BamHl:n secksella). Tdmd oligonukleo-
tidi ligatoitiin sitten 840 ep:n suuruisen Notl/Pvu2-TNF-R-
liitosjakson kanssa Bgl2:n Jja Notl:n seoksella pilkottuun
pCAV/NOT:hen plasmidin psolhuTNF-RA235/CAVNOT aikaansaami-
seksi, joka transfektoitiin COS-7-soluihin edelld kuvatulla
tavalla. Tédmd ilmentamisvektori indusoi sellaisen liukoisen
humaani-TNF-R:n ilmentymisen, joka kykeni sitomaan TNF:&a.

Esimerkki 5

Liukoista huTNF-RA185:td koodaavien cDNA-molekyy-
lien keonstruktio

Konstruoitiin sellaista liukoista huTNF-RA185:tta
koodaava ¢DNA, jolla on kuvion 2A mukaisten kohtien -22 -
185 wvalinen aminohappojaksoc (tai aminohapot 1 - 185 sig-
naalijakson muokkautumisen jdlkeen asiaankuuluvassa isanta-
solussa), pilkkomalla pCAV/NOT-TNF-R:sta 640 ep:n suuruinen
fragmentti restrikticentsyymeilld Notl ja Bgl2, NotI:n kat-
kaisukohta on pCAV/NOT-TNF-R:n monipaikkaisen kloonauskoh-
dan kohdalla Jja Bgl2:n katkaisukohta on TNF-R:43 koodaa-
valla alueella nukleotidin 637 kohdalla, joka sijaitsee
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237 nukleotidid transmembraanialueesta 5'-puoleiseen suun-
taan. Syntetiscitiin oligonukleotidikytkijdjaksot, Jotka

olivat;:

Jaksotunniste nro 10
Bglz
5'-GATCTGTAACGTGGTGGCCATCCCTGGGAATGCAAGCATGGATGC~3!
ACATTGCACCACCGGTAGGGACCCTTACGTTCG
IleCysAsnValValAlalleProGlyAsnAlaSerMetAspAla

Jaksotunniste nro 11
Notl
5'- AGTCTGCACGTCCACGTCCCCCACCCGGTGAGC =-3"
TACCTACGTCAGACGTGCAGGTGCAGGGGGTGGGCCACTCGCCGG
ValCysThrSerThrSerProThrArgEnd

Edelld olevat oligonukleotidikytkijdjaksot konstrucivat
uudelleen reseptorimolekyylin 3'-puoleisen pddn nuklecti-
diin 708 asti, jota seuraa terminaatiokodoni ({(alleviivat-
tu). Nami& oligonukleotidit 1ligatoitiin sitten 640 ep:n
suuruisen Notl-TNF-R-liitosjakson kanssa Notl:lla pilkot-
tuun pCAV/NOT:hen, minkd tuloksena saatiin ilmentamisvek-
tori psolTNFRA185/CAVNOT, joka transfektoitiin COS-T7-solui-
hin edella kuvatulla tavalla. Ta&m& ilmentimisvektori indu-
scl liukoisen humaani-TNF-R:n ilmentymisen, jolla on kyky
sitoa TNF:&a&.

Esimerkki 6

Liukoista huTNF-RAl63:a koodaavien cDNA-molekyylien
konstruktio

Konstruoitiin sellaista liukoista huTNF-RAl63:a
koodaava cDNA, jolla on kuvion 2A mukaisten kohtien -22 -
163 vidlinen aminchappojakso (1 - 163 signaalijakson muok-
kautumisen J&dlkeen), pilkkomalla pCAV/NOT-TNF-R:sta 640
ep:n suuruinen fragmentti restriktiocentsyymeilla Notl Ja
Bgl2 esimerkissa 4 kuvatulla tavalla. Syntetisoitiin seu-

raavat oligonukleotidikytkijajaksot
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Bgl?2 Notl
Jaksotunniste nro 12 5'-GATCTGTTGAGC -3
ACAACTCGCCGG
IleCysEnd

Tam& edelld oleva oligonukleotidikytkijdjakse konstruoi
uudelleen reseptorimolekyylin 3'-pucleisen p&dn nukleoti-
diin 642 asti ({(aminohappo 163), Ja tamdn J&dlkeen seuraa
terminaatiockodoni {alleviivattu}. Tama oligonukleotidi 1li-
gatoitiin sitten 640 ep:n suuruisen Notl-TNF-R-liitosjakson
kanssa Notl:lla pilkottuun pCAV/NOT:hen, minkd tuloksena
saatiin ilmentamisvektori psolTNFRA163/CAVNOT, Jjoka trans-
fektoitiin COS-7-soluihin edelld kuvatulla tavalla. Tama
ilmentamisvektori indusci liukoisen humaani-TNF-R:n ilmen-
tymisen, jolla on kyky sitoa TNF:83 esimerkissd 1 kuvatussa
sitoutumismadrityksessa.

Esimerkki 7

Liuvkoista huTNF-RAl142:ta koodaavien cDNA-molekyy-
lien konstruktio

Konstrucitiin 1liukoista huTNF-RAl42:ta koodaava
cDNA (t&dlla on kuvion 2A mukaisten kohtien -22 - 142 vili-
nen aminohappojakso (kohtien 1 - 142 vidlinen jakso signaa-
lijakson muokkautumisen jalkeen), pilkkomalla pCAV/NOT-TNF-
R:sta 550 ep:n suuruinen fragmentti restrikticentsyymeilla
Notl ja AlwNl. AlwNl:n katkaisukohta on TNF:n koodaavalla
alueella nukleotidin 549 kohdalla. Syntetiscitiin oligonuk-
leotidikytkijdjaksot, jotka olivat:

Jaksotunniste nro 13
BglZz Notl
5'-CTGAAACATCAGACGTGGTGTGCAAGCCCTGTTARAA -3
CTTGACTTTGTAGTCTGCACCACACGTTCGGGACAATTTCTAGA
End
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Tamda edellda oleva oligonukleotidikytkijajakso konstruoi
vudelleen reseptorimolekyylin 3'-puocleisen pddn nukleoti-
diin 579 asti {(aminchappo 142), jota seuraa terminaatioko-
deni (alleviivattu). Tdmd cligonukleotidi ligatoitiin sit-
ten 550 ep:n suuruisen Notl/AlwN1-TNF-R-liitosjakson kanssa
Notl/Bgl2:11a pilkottuun pCAV/NOT:hen, minkid tuloksena
saatiin ilmentamisvektori psolTNFRA142/CAVNOT, Jjoka trans-
fektoitiin COS-7-soluihin edelld kuvatulla tavalla. Tama
ilmentdmisvektori el induscinut sellaisen liukoisen humaa-
ni-TNF-R:n ilmentymistd, joka olisi kyennyt sitomaan
TNF:84. Arvellaan, ettd tamd tietty nimenomainen konstruk-
tio ei kyennyt ilmentamsan biologisesti aktiivista TNF-
R:d4, koska yksi tai useampi valttamattomistd kysteiiniryh-

157 163), jotka tarvitaan mole-

mista (esimerkiksi Cys tai Cys
kyylin sisdiseen sitoutumiseen (TNF-R-molekyylin asiaankuu-—
luvan tertiddrisen rakenteen muodostamiseksi) oli eliminoi-
tunut.

Esimerkki 8

Tyypin I humaani-IL-1R:n cDNA-kloonien eristys

cDNA, joka koodaa tyypin I humaani-IL-1R-proteii-
nia, eristettiin hybridisoimalla koettimeen, Jjoka oli pe-
raisin tyypin I muriini-IL-1R:n cDNA:sta. Tamin muriini-IL-
1R:n cDNA:n kloonaus on kuvattu Jjulkaisun EP-318 296 esi-
merkissa 4. Muriini-cDNA:n sisdltava vektori on talletettu
16.11.1987 talletuslaitokseen American Type Culture Collec-
tion nimitykselld GEMBL78 9ja sille on annettu hakunumero
BATCC 67 563.

Tdmdn talletetun muriinikloonin 78 2 356 emasparin
(ep) suuruinen fragmentti eristettiin julkaisussa Sims, et
al. [Science 241 (1988) 585] kuvatulla tavalla ja se varus-
tettiin radicaktiivisella leimalla kdvytettdviaksi koettimena
kdyttden DNA-polymeraasi-I:11a suoritettua katkostranslaa-
tiota. Kdytetty menetelmid oli olennaisesti samanlainen kuin
julkaisussa Maniatis, et al. (Molecular Cloning: A Labora-
fory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1982) p. 109)

kuvattu menetelms.
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Tdatd kcoetinta kaytettiin seulontaan, jossa humaani-
IL-1R:484 haettiin humaani-cDNA-kirjastoista Julkaisussa
Sims, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) B6 (1989) 8946,
kuvatulla tavalla. Konstruoitiin cDNA-kirjasto kayttamdlla
sellaisen polyadenyloidun mRNA:n k&inteistranskriptiota,
joka oli eristetty kokonais-RNA:sta, Jjoka oli uutettu sel-
laisen humaani-T-solulinjan wviljellyistd soluista, Jjolle
oli annettu nimitys klooni 22 ja joka on kuvattu julkaisus-
sa Acres, et al. [J. Immunel. 138 (1%87) 2132]. Naita
soluja viljeltiin julkaisussa Acres, et al. (edelld) kuva-
tulla tavalla RPMI 1640 -mediumissa, joka sisdlsi 10-%:ista
fetaalista naudan seerumia ja jossa oli OKT3-vasta-ainetta
konsentraaticssa 10 ng/ml sekd humaani-IL-2:ta konsentraa-
tiossa 10 ng/ml. cDNA tehtiin kaksinauhaiseksi kidyttden
DNA-polymeraasi I:ta, sen pdat tasoitettiin kédyttden T4:n
DNA-polymeraasia, metyloitiin EcoRI-metylaasilla cDNA:ssa
olevien EcoRI:n katkaisukohtien suojaamiseksi ja ligatci=-
tiin EccRI-kytkij&djaksoihin. Tulokseksi saadut konstruktiot
pilkottiin EcoRI:1lla kaikkien kytkijajakson kopiciden pois-
tamiseksi cDNA:n kummastakin pdiasta vhtd jaksoa lukunotta-
matta ja ligatoitiin AgtlO:n EcoRI:1la pilkottuihin ja de-
fosforyloituihin k&sivarsiin {(Huynh, et al., DNA Cloning: A
Practical Approach, Glover, ed., IRL Press, pp. 49 - 78).
Ligatoitu DNA pakattiin faagipartikkeleihin  kdyttien
kaupallisesti saatavilla olevaa reagenssipakkausta (Strata-
gene Cloning Systems, San Diego, CA, USA 92121) rekombi-
nanttikirjaston aikaansaamiseksi. Rekombinantit maljattiin
E. coli -kannalle C600 (hfl-}) ja seulottiin tavanomaisilla
plakkihybridisaatiomenetelmilld kohtalaisen rajoittavissa
olosuhteissa (50 oC, 6 x SSC).

Useiden  seulontakierrosten Jjalkeen kirjastosta
eristettiin yhdeksan kloonia, Jjotka hybridiscituivat cDNA-
koettimeen. Nama kloonit puhdistettiin plakkipuhdistuksella
ja niitd kaytettiin bakteriofagi-DNA:n valmistamiseen, joka
pilkottiin EcoRI:1la. Pilkkomisseoksille suoritettiin elek-

troforeesi agarcosigeelissi, blottaus nylonsuodattimille ja
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niiden hybridisoituminen tutkittiin uudelleen. Kloonit pil-
kottiin EcoRI:1la, Jjonka jalkeen suoritettiin preparatiivi-
nen agaroosigeelielektroforeesi ja Jjatkokloonaus EcoRI:11&
pilkottuun vakiokloonausvektorin pBR322:n Jjohdannaiseen
(pGEMBL), joka sisalsi polylinker-jakson, Jossa oli ainut-
kertaisena esiintyvda EcoRI-kohta, BamHl-kohta ja useita
muita ainutkertaisena esiintyviid restriktiokohtia. Kuvaava
esimerkki tdmdn tyyppisista vektoreista on esitetty julkai-
sussa Dente, et al. [Nucl. Acids Res. 11 (1983) 1645].

4,8 ke:n suuruisen humaani-IL-1R-kloonin restrik-
tiokartoitus ja sekvenssointi antoi wviitteitd siitad, etta
tamad klooni sisdlsi 518 aminohappoa koodaavan jakson, jonka
aminohappojakso vastaavaan muriinijaksoon verrattuna oli
transmembraanialueesta molekyylin pdan suuntaan olevalla
solunulkoisella eli N-terminaalisella alueella 80-%:isesti
identtinen, transmembraanialueella 63-%:isesti identtinen
ja sytoplasmisella eli C-terminaalisella alueella 80-
$:isestl identtinen. Humaani-IL-1R-kloonin 5'-pucleisesta
osasta perdisin oleva 440 ep:n suuruinen EcoRI-Nsil-frag-
mentti varustettiin katkostranslaatiota kayttaen “°P-lei-
malla edelld kuvatulla tavalla ja tdtad kdytettiin sellaisen
cDNA-kirjaston seulontaan, Jjoka oli tehty satunnaisaluk-
keiden awvulla edelld kuvatulla tavalla valmistetusta humaa-
ni-T-solulinjan kloonin 22 mRNA:sta. Eristettiin 23 koetti-
meen hybridisoituvaa kloonia Jja ne analysoitiin restrik-
tiokartoituksella. Yhdelle ndista klooneista tehdystd sek-
venssoinnista saatiin Jjaksoa koskevaa informaatiota, joka
vastasi humaaniproteiinin 34 viimeistid N-terminaalista ami-
nohappoa. Tédman tyypin I humaani-IL-1R:n taydellisen koco-
daavan alueen DNA-jakso ja siitd padtelty aminohappojakso
on esitetty jaksotunnisteissa nro 5 ja 6. Tami humaani-IL-
1lR-proteiini kdsittdd 569 aminohappeoa (20 aminchapon mit-
tainen signaalipeptidi mukaan luettuna), ja se sisaltdsa 16
kysteiiniryhmad, joista 13 on sdilynyt hiiren ja ihmisen
geenien valiila. Humaanijaksossa on lisaksi 6 potentiaa-
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lista N-glykosylaatiokohtaa, joista 5 on sailynyt hiiren ja
ihmisen valilla.

Esimerkki 9

Tyypin II IL-1lR:&& koodaavien cDNA-molekyylien
eristys

Tyypin II humaani-IL-1R:&& koodaava DNA-jakso eris-
tettiin c¢DNA-kirjastosta, joka oli wvalmistettu wvakiomene-
telmien avulla sellaisen polyadenyloidun RNA:n kididnteis—
transkription avulla, joka o0li eristetty lymfoblastoidi-
sesta humaani-B-solujen solulinjasta CB23, joka on kuvattu
julkaisussa Benjamin & Dover, Blood 75 (19%0) 2017. P&aa-
piirteittdin voidaan todeta, ettd CB23-sclulinja on EBV:11a
transformoitu napaveren (CB) lymfosyyttisolulinja, joka oli
valmistettu kayttden Jjulkaisussa Benjamin, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 3547, kuvattuja menetelmis.

CB23-kirjasto seulottiin kdyttamalla vyhdistettyjen
cDNA-fragmenttien modifioitua suoraa ilmentamistd apinan
munuaissolulinjassa CV1/EBNA-1 sellaisen nisikdsilmentamis-
vektorin (pCD406} avulla, joka sisaltdid sSv40:std, Epstein-
Barrin viruksesta ja pBR322:sta perdisin olevat repli-
kaation alkukohdat. pDC406 on julkaisussa Dover, et al., J.
Immunol. 142 {1989} 4314 kuvatun HAV-EO:n johdannainen.
pCD406 ercaa HAV-EO:sta siina suhteessa, ettd siitd on
deletoitu HAV-EO:ssa olevassa adenovirus 2:n kolmicsaisessa
johtojaksossa oleva introni. CV-1/EBNA-l-solulinja oli val-
mistettu transfektoimalla CV-1l-solulinja Epstein-Barrin vi-
ruksen tuma-antigeeni-l:ta (EBNA-1:t&) koodaavalla geenilla
sekd CMV:n sdatelyjaksoja sisgltavialla vektorilla silla
tavoin, ettd EBNA-1 ilmentyy humaani-CMV:n esivarhaisen en-
hancer-jakson Jja promocttorijakson yhdistelman ohjaamana.
EBNA-1-geenin avulla EBV:n replikaation alkukohdan sisdlta-
vien ilmentamisvektoreiden, kuten pDC406:n, on mahdollista
replikoitua episomina.

Transfektantit, jotka ilmentdvat bioclogisesti ak-
tiivista tyypin II IL-1R:44, tunnistettiin aluksi kayttaen
modificitua cbjektilaseilla tehtdvidd autoradiografista me-
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netelmdsd olennaisesti julkaisussa Gearing, et al., EMBO J.
8 (19589) 3667 kuvatulla tavalla. Tamd tapahtui pé&apiir-
teittdin siten, ettd CV-1/EBNA-l-soclut transfektoitiin suo-
raan objektilaseilla pDC406:ssa clevilla DNA-minipreparaa-
teilla, Jjoka olivat perdisin yhdistetyistda cDNA-klooneista,
ja soluja viljeltiin 2 - 3 paivéa silléd tavoin, ettd niiden
oli mahdollista ilment&d valiaikaisesti tyypin I IL-1R:&4.
Taman Jjadlkeen transfektoituja soluja sisdltiviid objektila-

125I—IL—lB:éé sisdltavidssd mediumissa, pes-

seja inkuboitiin
tiin sitoutumattoman leimalla varustetun IL-1f:n poistami-
seksi, kiinnitettiin gluteerialdehydilla, kastettiin neste-
maiseen valokuvausemulsioon Jja valotettiin pimedssa. Kun
objektilasit oli kehitetty, ne tutkittiin yksittdin mikro-
skoopilla ja tyypin II IL-1R:ad ilmentdvat positiiviset so-
lut tunnistettiin autoradicgrafisten hopeajyvien esiintymi-
sen perusteella vaaleata taustaa vastaan.

Tatd lahestymistapaa  kdyttden seulottiin noin
250 000 cDNA-molekyylid noin 3 000 cDNA-molekyylin yhdis-
telmind kayttden autoradiografista objektilasimenetelmid,
kunnes vhden transfektanttiyhdistelmdn mdaritys osoitti
5iind esiintyvdan useita IL-1f:n sitoutumisen suhteen sel-
vdsti positiivisia soluja. Tadmd yhdistelmd Jjaettiin sitten
500 molekyylin vhdistelmiin ja seulottiin uudelleen objek-
tilasiautoradiografialla. Tunnistettiin positiivinen yhdis-
telmd. T&amd yhdistelmda Jjaettiin edelleen 75 molekyylin
vhdistelmiin ja seulottiin maljcoilla tehdyillid sitoutumis-
madrityksills, Jjotka analysoitiin kvantitoimalla sitoutu-
neen “°I-IL-1B:n madri. Solut kaavittiin maljoilta ja las-—
kettiin sen mdarittidmiseksi, mik3d 75 ehdokasta sisaltiva
yhdistelmd oli positiivinen. T&st& 75 ehdokkaan yhdistel-
mdstd seulottiin yksittdisia pesadkkeitd, kunnes tunnistet-
tiin yksi klooni, Jjoka ohjasi sellaisen pintaproteiinin
synteesid, Jjolla oli havaittavaa IL-1p:&83 sitovaa aktiivi-
suutta. Tdma klooni eristettiin ja sen liitosjakso sekvens-
soltiin sen tyypin II humaani-ilL-1R cDNA:n jakson maaritta-
miseksi, Jjoka on esitetty t&man koodaaman aminohappojakson
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phella jaksotunnisteissa nro 7 ja 8. Tyypin II humaani-IL-
1R cDNA:ta sisdltdvda pDC406-klccnausvektori, jolle on an-
nettu nimitys pHu IL-1R-II 75, talletettiin 5.7.1890
E. coll -isadntdscluissa talletuslaitokseen American Type
Culture Collection, Rockville, MD. USA (ATCC) hakunumerolla
ATCC 68 337, Talletus tehtiin Budapestin sopimuksen ehtojen
mukalsesti.

Kuten on asianlaita useimpien nisdkkdiden geenien
suhteen, on nisdkkdiden tyypin II IL-1R otaksuttavasti mo-
nieksonisten geenien koodaama. Tamdn keksinndn suojapiiriin
katsotaan kuuluvan sellaiset vaihtoehtoiset mRNA-konstruk-
tiot, jotka ovat tulosta erilaisista mRNA:n transkription
jdlkeisista silmukoitumistapahtumista ja Jjoissa esiintyy
suuria identtisid tai samanlaisia jaksoja sisaltiavii aluei-
ta niihin cDNA-molekyyleihin verrattuna, Jjoita tassid kek-
sinndssd esitetyt patenttivaatimukset koskevat.

Esimerkki 10

Liukoista +tyypin II humaani-IL-1R:&4i koodaavien
cDNA-molekyylien konstruktio ja ilmentiminen

cDNA, joka koodaa liukoista tyypin II humaani-IL-
1R:84 (jonka aminohappojaksc on jaksotunnisteen nro 8 ami-
nohappojakson -13 - 333 mukainen), konstruoitiin polyme-
raasiketjureaktio (PCR) -monistuksella kidyttden templaatti-
na tdysimittaista tyypin II IL-1R:n cDNA-kloonia 75 (ATCC
68 337) vektorissa pDC406 (tdmd on kuvattu esimerkissi 9).
Konstrucitiin ensin 5'-puocleinen oligonukleotidialuke (jak-
sotunniste nro 14) ja 3'-pucleinen oligonukleotidialuke
(Jaksotunniste nro 15), jotka olivat: jaksotunniste nro 14:

5'-GCGTCGACCTAGTGACGCTCATACAAATC~3"
<Sall>
jaksotunniste nro 15:
5'-GCGCGGCCGCTCAGGAGGAGGCTTCCTTGACTG-3"
<-NotI->End\1991 \1172
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5'-puoleinen aluke wvastaa tyypin II humaani-IL-1R-kloonin
75 (Jaksotunniste nro 7) translaation osallistumattomalta
alueelta peraisin olevia nukleotideja 31 - 51, Jjoissa on
5'-puolelle lisatty Sall-restriktiokohdasta koostuva lisa-
osa; tamd nukleotidijakso kykenee liittymdan pitkittdin yh-
teen siihen (-)-nauhaan, joka on komplementaarinen humaani-
kloonin 75 nukleotidien 31 - 51 suhteen. 3'-pucleinen aluke
on komplementaarinen nukleotidien 1 191 - 1 172 suhteen
(t&md sisaltdid antisense-nukleotidit, Jotka koodaavat tyy-
pin II humaani-IL-1R kloonin 75 kolmea aminohappca Jja sen
5'-puocleiseen pddhidn on liitetty NotI-restriktiokohdasta ja
lopetuskodonista koostuva lis&osa.

1,5 ml:n vetoiseen Eppendorf-mikrosentrifugiputkeen
lisdttiin PCR-reagenssit, Jjotka olivat: 10 x PCR-puskuria
(500 mM KC1, 100 mM Tris-HCl, pH 8,3, 25 °C, 15 mM MgCl:; ja
1 milligramma gelatiinia millilitrassa) (Perkins-Elmer Ce-
tus, Norwalk, CN}, 10 pul kutakin dNTP:t& sisdltavaa Z2-mil-
limelaarista liuosta (2 mM dATP, 2 mM dCTP, 2 mM dGTP Jja
2 mM dTTP), 2,5 yksikkdd Tag-DNA-polymeraasia (0,5 pl wva-
kioliuosta, Jjonka konsentraatic oli 5 000 yksikkod/ml)
(Perkins-Elmer Cetus), 50 ng templaatti-DNA:ta ja 5 ul kun-
kin edella olevan oligonukleotidialukkeen liuocsta, joiden
konsentraatio oli 20 uM, ja 74,5 pl vettd, jolla lopullinen
tilavuus sdadettiin 100 ul:ksi. Valmiin liucksen pé&idlle
lisattiin 100 pl parafiinisljyd. PCR suoritettiin kidyttien
DNA-ldammityssykli-inkubointilaitetta (thermal cycler) (Eri-
comp, San Diego, CA) denaturcimalla templaatti aluksi
94 oC:ssa 90 sekunnin ajan, antamalla melekyylien liittya
pituussuunnassa uudelleen vyhteen 55 °C:ssa 75 sekunnin
ajaksi Jja pidentamdlla cDNA 72 °C:ssa 150 sekunnin ajan.
Taman Jjalkeen PCR:n suoritukseen kdytettiin 20 monistus-
syklid kayttden ohjelmallisesti sdidettyja vailheita (dena-
turaatio 94 eC:ssa, 25 s; vhteenliittaminen 55 ¢C:ssa,
45 s; pidentaminen 72 °C:ssa, 150 s), Jjonka Jjalkeen kiy-
tettiin viisi minuuttia kestavaa pidentamistd 72 oC:ssa.
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Ndyte poistettiin parafiiniéljystd ja DNA uutettiin
kdyttdmalla uuttea fenolin ja kloroformin seoksella ja sen-—
trifugoimalla tehtya pylvdskromatografiaa G-50:ssa (Boeh-
ringer Mannheim). 10 pl:n suuruiset erat uutettua DNA:ta
erotettiin elektroforeesilla 1-%:isessa SeaKem-agaroosissa
(FMC-Bioproducts, Rockland, ME) ja varjdttiin etidiumbromi-
dilla sen varmistamiseksi, ettd DNA-fragmentin koko oli vh-
denmukainen ennustetun tuotteen suhteen.

Taman jdlkeen pilkottiin 20 upl:n erd PCR:lla monis-
tettuja cDNA-tuotteita Sall- ja NotI-restriktioentsyymeilla
vakiomenetelmia kdyttden. Sall-/NotI-restriktiofragmentti
erotettiin sitten 1,2-%:isessa matalassa lampodtilassa hyy-
tyvidssi (LGT) Seaplaque™-agaroosissa ja fragmenttia edus-
tava vybhyke eristettiin. Tamd fragmentti ligatoitiin
pDC406-vektoriin tavallisella "geelin sisdssa tehtaviglla"®
ligaatiomenetelmdlld. Tulokseksi saatu vektori transfektoi-
tiin CV1-EBNA-soluihin ja suoritettiin liukoisen IL-1R-
proteiinin ilmentadminen.

Esimerkki 11

Di-TNF-R:34 koodaavan vektorin konstruointi

Vektori, joka koodaa kaavan TNF-R-peptidikytkija-
jakso-TNF-R mukaista fuusioproteiinia ja joka on esitetty
kuviossa 3, konstruoitiin seuraavasti. TNF-R-jaksossa ole-
vat asilaankuuluvat restriktiocentsyymien katkaisukohdat on
myds esitetty kuvioissa 23 - 2B.

Ilmentdmisvektori, joka oli konstruoitu esimerkissi
4 ja Jjolle oli annettu nimitys psol huTNF-RA235/CAVNOT,
pilkottiin Not I -restriktioentsyymillad, jonka katkaisukch-
ta on pCAV/NOT-vektorin monipaikkaisen kloonauskohdan koh-
dalla (teoisin sanoen tahdn liitettyyn TNF-R-jaksoon nihden
vastasuunnassa olevassa kohdassa). Not I:113 suoritetusta
pilkkomisesta syntynyt vapaaksi Jjadnyt nauhan osa taytet-
tiin kdyttden DNA polymeraasi I:n Klenow-fragmenttia tasai-
sen pdan aikaansaamiseksi. Tamdn Jjalkeen vektori pilkottiin
Bam HI:1lla, Jjonka katkaisukohta sijaltsee mydtdsuuntaan
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aminohappoa 235 vastaavan kodonin Jdlkeen sijaitsevasta
lopetuskodonista, esimerkissd 4 kuvatulla tavalla.

NotI/Bam HI -fragmentti, jonka paat oli tehty ta-
saiseksi ja joka sisdlsi TNF-R-jakson, eristettiin tavan-
omaisten menetelmien mukaisesti ja liitettiin plasmidivek-
toriin, Jjosta kidytettiin nimitystd pCAV/DHFR ja joka oli
pilkottu Sma I:118 ja Bgl II:lla. pCAV/DHFR-vektori on
ilmentdmisvektori, joka sisdltdd monipaikkaiseen klooconaus-
kohtaan ndhden vastasuunnassa sijaitsevat SV40:n promootto-
rijaksot sekd muita esimerkissd 3 kuvattuja pCAV/NOT:n
piirteita Jja jossa selektiomarkkerina on myos dihydrofo-
laattireduktaasi (DHFR) -geeni. Niille nisdkdssoluille,
jotka ovat saaneet sis&dansa vektorin mutta jotka ovat muu-
toin DHFR —-tyyppisid, on DHFR-geenistd hydtyd selektiossa,
jossa soluja kasvatetaan metotreksaatin (MTX) l&dsnad olles-
sa. Pilkkomisesta Sma I:114 saadaan syntymidian tasaiset
pddt, joihin TNF-R:n sisaltdvan fragmentin Not I:11& tasai-
seksi tehdyt pdat ligatoidaan. Bgl II:1la syntyneet vapaak-
si jaineet nauhan p#idt ligatoidaan TNF-R:34 sisdltavan
fragmentin p&ihin, Jjotka on saatu pilkkomalla Bam HI:11l4.
Ligaatio h&vittda Bam HI- ja Bgl II -kohdat. E. coli -solut
transformoidaan ligaatioseoksella tavanomaisten menetelmien
avulla. Plasmidi-DNA otetaan talteen isdntasoluista Jja
haluttu konstruktio varmistetaan oikeaksi restrikticanalyy-
silla. Tulokseksi saadulle vektorille, joka sisdltiia TNF-R-
liitosjakson, on annettu nimitys pCAV/DHFR/TNF-R.

Eristettiin DNA-fragmentit, jotka on tarkoitettu
kaytettdvédksi kahta sellaista TNF-R-polypeptidiid koodaavan
vektorin valmistamiseksi, joissa nami ovat peptidikytkija-
jakson erottamina, ja ndmi olivat:

(A) pCAV/DHFR/TNF-R-vektorin Asp718 ({(restriktiocent-
syymi) - Esp I =-fragmentti. Asp718 pilkkoo vektorin siihen
liitettyyn TNF-R-jaksoon ndhden vastasuunnassa olevasta
kohdasta; Esp I (tédmd on saatavilla U.S. Biochemicals -yh-
titsta), pilkkoc TNF-R-jakson kuviossa 2A esitetysta koh-
dasta. Halutun fragmentin pituus on noin 6,7 kiloemdsparia
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(kep) Ja se sisdltaa vektorin jaksot ja TNF-R-jakson 3'-
pucleisen pddn.

(B) Esimerkissid 4 konstruoidun ja plasmidiksi psol
hu TNF-R A235/CAVNOT nimitetyn ilmentdmisvektorin Asp718 -
PvuIl -fragmentti. Asp7l18 pilkkoo vektorin siihen liitet-
tyyn TNF-R-jaksoon ndhden vastasuunnassa colevasta kohdasta.
Haluttu 865 ep:n suuruinen fragmentti sisaltaa TNF-R-jak-
son, joka ulottuu 5'-pucleisesta signaalijaksosta esimer-
kissd 4 esitettyyn Pvu II -kohtaan.

(C) Kaksinauhainen oligonukleotidi, jolla on Jjakso

(jaksotunnisteet nro 16 ja 17):

5' CTGARAGGGAGCACTGGCGACGGETGGCGGTGGATCCGGCEETGGCGGCGGCTCATTGCCCGCCCAGE 3
3' GACTTCCCTCGTGACCGCTGCCACCGCCACCTAGGCCGCCACCGCCGCCGAGTAACGGGCGGGTCC 31

GluGlySerThrGlyAspGlyGlyGlyGlySerGlyGlyGlyGlyGlySerLeuProfAlaGlnval

(D) Esimerkissd 4 konstruoidun ja plasmidiksi psol
hu TNF-R A235/CAVNOT nimitetyn ilmentamisvektorin Bgl I -
Espl —-fragmentti. Halutun fragmentin pituus on noin 304 ep.
Bgl I pilkkoo TNF-R:n aminochappoa 5 (Val) wvastaavan kodonin
sisdlla olevasta kohdasta; Esp I pilkkoo TNF-R:n jakson ku-
viossa 2A esitetysta kohdasta; fragmentti (A) muodostaa
loppuosan (3'-pucleisen p&adn) tdstad liukoista TNF-R:34 koo-
daavasta jaksosta.

Oligonukleotidi (C} valmistetaan oligonukleotidien
kemialliseen synteesiin kaytettavilld tavancmaisilla mene-
telmillda. T&ma oligonukleotidi konstruoi uudelleen ensim-
mdisen TNF-R:n Jjakson 3'-pucleisen pdan Pvu II -kohdasta
solunulkoisen domeenin viimeiseen aminohappoon (asemassa
235 oleva Asp). Tamd oligonukleotidi sisaltdd mysds luku-
kehyksessa olevan jakson, Jjoka koodaa peptidikytkijidjaksoa
GlysSerGlysSer. Oligonukleotidin tdmdn osan jaksoa voeidaan
haluttaessa muuttaa muita peptidikytkijajaksoja koodaavak-
si. Oligonukleotidi C konstruoi myds uudelleen toisen TNF-
R:n jakson 5'-puoleisen pdan leusiinia vastaavasta kodo-

nista, Jjoka on kypsan proteiinin ensimmdinen aminohappoc,
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nauhan 3'-puoleisessa yli Jjddneessa osassa olevaan valiinia
(aminchappoa 5) vastaavaan osittaiseen kodoniin, millid Val-
kodoni muodostuu uudelleen ligatoitaessa tadmé& nauha siihen
komplementaariseen vapaaksil Jjaddneeseen nauhan osaan, Jjoka
sijaitsee fragmentin D Bgl I:1la pilkotussa padssi.

Kirjaimilla A - D merkityt DNA-fragmentit ligatci-
tiin toisiinsa kuviocssa 3 esitetyistd asemista sellaisen
vektorin muodostamiseksi, jolle annettiin nimitys pCAV DHFR
Di-TNF-R Jja 7joka koodaa t&amdn keksinnon mukaista fuusio-
proteiinia. E. coli -scluja transformoidaan ligaatioseok-
sella tavanomaisten menetelmien avulla. Plasmidi-DNA ote-
taan talteen isantdsoluista ja haluttu konstruktio varmis-
tetaan restriktioanalyysill&. Tamdn ilmentdmisvektorin koo-
daama vastasuunnassa oleva TNF-R-polypeptidi sis&altaa jak-
sotunnisteen nro 2 mukaiset aminohapot =22 - 235 (toisin
sanoen liukoisen TNF-R:n, joka sisdltda N-terminaalisen
jakson ja kokonaisen solunulkoisen domeenin mutta joka ei
sisdllad lopetuskodonia). Mydtdsuunnassa olevasta TNF-R-
polypeptidistd puuttuu signaalijakso Jja se sisdltda Jjakso-
tunnisteen nro 2 mukaiset aminchapot 1 - 235 ja valitts-
mdsti aminohapon 235 Jjalkeen sijoitetun lopetuskodonin.
Tamdn nimenomaisen konstruktion peptidikytkijdjakso on
GlysSerGlysSer.

Tdlla ilmentamisvektorilla transfektoidaan nisdkas-
scluja tavanomaisia menetelmi& kayttden ja niitid viljelldan
halutun fuusioproteiinin tuottamiseksi. Yksi sopiva nisa-
kassolulinja on DHFR -tyyppinen kiinanhamsterin munasarja-
solulinja, jolle on annettu nimitys CHO-K1 ja joka on
saatavilla talletuslaitoksesta BAmerican Type Culture Col-
lection, Rockville, MD, hakunumerolla CCL6él. Sclut voidaan
transfektoida ilmentamisvektorilla tavanomaisella kalsium-
fosfaattisaostuksella olennaisesti julkaisussa Graham Jja
van der Eb, Virclogy 52 (1983) 456, kuvatulla tavalla.
Transfektoituja scluja viljellddn tarkoitukseen scpivissa

tavanomaisissa olosuhteissa 3ja halutun fuusioproteiinin
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esiintyminen soluviljelymediumissa varmistetaan madrityk-
silla, kuten esimerkeissd 1 ja 2 kuvatuilla madrityksilla.

Tolnen sopiva nisdkdssolulinja on C0S-7-solulinja.
Yhdessd kokeessa COS-7-solut transfektoitiin edelld kuva-
tulla TNF-R-dimeerid koodaavalla ilmentamisvektorilla ja
soluja viljeltiin silld tavoin, ettd niiden oli mahdollista
ilmentdd dimeerid. Konsentroimattomasta supernatantista
{(tdmad sisdlsi eritettyd dimeerid) maaritettiin sen kyky
inhiboida radioaktiivisella Jjodilla wvarustetun muriini-
TNFo:n sitoutumista U937-soluun (tdmad on TNF:n endogeenisia
reseptoreita sisdltidvd humaanimonosyyttiid muistuttava solu-
linja). Suoritettiin sitoutumis inhibitiomddritys tavan-
omaisten menetelmien mukaisesti, jotka oclivat samanlaiset
kuin esimerkin 2 osassa C kuvatut menetelmit. Negatiivi-
sissa kontrecllikoeputkissa (epaspesifisen sitoutumisen mai-
rittamiseen}) oli radicaktiivisella leimalla varustamatonta
TNFo:aa, US837-soluja ja radicaktiivisella jodilla varustet-
tua TNFoa:aa. Positiiviset kontrollikoeputket (inhiboimatto-
missa olosuhteissa saatavan maksimiarvon mAarittamiseksi
radioaktiivisella jodilla wvarustetun TNFa:n sitoutumiselle
U937~-soluihin) sisdlsivat sitoutumismediumia, U937-soluja
ja radioaktiivisella jodilla varustettua TNFo:aa. Dimeeria
sisdltdvd supernatantti inhiboi yli 90 & positiivisella
kontrellilla havaltusta TNF:n sitoutumisesta U937-soluihin.

Esimerkki 12

Yhti IL-1R-polypeptidiia ja kahta TNF-R-poclypeptidia
sisdltidava fuusioproteiini

Plasmidivektori, jossa on kaavan IL-1R-peptidikyt-
kijajakso-TNF-R-peptidikytkijajakso-TNF-R mukaista fuusio-
proteiinia koodaavaa DNA:ta, konstrucidaan seuraavalla
tavalla.

Liukoista tyypin I IL-1R-polypeptidid koodaava cDNA
eristettiin ja monistettiin tunnetulla polymeraasiketju-
reaktio (PCR) -menetelmidlld. Syntetoitiin PCR-reaktiocssa
alukkeina kaytettdviksi tarkoitetut oligonukleotidit, jotka

olivat:
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jaksotunniste nro 18B:
5" ACCGAGGGACCTGAGCG 3'

jaksotunniste nro 19:
3' TCAATTATATAGGTCAGTGACCACCGCCACCTAGGCCGCCACCGC
CGCCGAGT 5'

N&m& sekd tuonnempana tarkasteltavat oligonukleotidit syn-
tetoidaan tavanomaisin menetelmin, esimerkiksi kayttden
automaattista DNA-synteesilaitetta, kuten yhtidista Bio-
search, Inc., San Rafael, Kalifornia, tai Applied Bicsys-
tems, saatavilla olevia laitteita. PCR-reaktiossa kdytetty
templaatti on plasmidivektori, Jjoka on valmistettu liit-
tamdlla vektoriin tyypin I humaani-IL-1R:n cDNA ja jolle on
annettu nimitys SF CAV. SF CAV -vektori on kuviossa 5 esi-
tetty nis&dkasilmentdmisvektori {t&dssd on esitetty SF CAV:n
kayttd vyhdessd muussa tuonnempana kuvattavassa vektori-
konstruktiossa). E. coli -soluissa oleva SF CAV talletet-
tiin 27.2.1992 talletuslaitokseen American Type Culture
Collection Budapestin sopimuksen ehtojen mukaisesti Jja
sille on annettu hakunumero 68 922.

SF CAV:ssa olevat 5v40-, CMV-, pA- Jja VA-jaksot
seka ampisilliiniresistenssigeeni ovat samanlaiset kuin
plasmidin pCAV/NOT edella olevassa esimerkissd 3 kuvatut
jaksot Jja my&s PCT-patenttihakemusjulkaisun WO 90/05 183
esimerkissd 8 ja kuviossa 3 kuvatut jaksot. Monipaikkainen
kloonauskohta, Jjoka sijaitsee adenovirus-2:n kolmiosaisen
johtojakson (TPL} ja pA-jakson valissid, sisaltdd restrik-
tiocendonukleaasien Xhol, XpnI, Smal, NotI ja BglI tunnis-
tuskohdat. TPL-jakso eroaa pCAV/NOT:n TPL-jaksosta siing,
etta SF CAV:n TPL-jaksosta on deletoitu IL-1R:43 koodaavien
vektorien konstruktiolle haitalliseksi arveltu alue. T&mi
haitallinen waikutus IL-1R-vektoreihin wvei mahdollisesti
johtua Jjaksossa olevasta haitallisesta kryptisestid promoot-
torista, josta haitallinen proteiini ilmentyy E. colissa.
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Vahdinen humaani-IL-1R:n ilmentyminen kryptisestd promoot-
torista vol olla toksista bakteereille.

SF CAV pilkotaan Smal:lla, joka tunnistaa mconipaik-
kaisessa kloonauskohdassa olevan ainutkertaisena esiintyvién
restriktiokohdan ja muodostaa tasaiset pdat. DNA-fragment-
ti, joka sisdltda tyypin I IL-1R:n cDNA:n, valmistetaan
kdyttamdlld pilkkomista StyI:n ja BglII:n secksella, Jjonka
jélkeen vapaaksi jddneet paat téytetd&n kayttden DNA-poly-
meraasi I:n Klenow-fragmenttia tasaisten p&diden aikaansaa-
miseksi. Styl:n katkaisukohta on jaksotunnisteen nro 5 nuk-
leotidin 49 kohdalla ja BglII:n katkaisukohta on nukleoti-
din 1 997 kohdalla. IL-1R:n cDNA-fragmentti ligatoidaan
Smal:11ld pilkottuun SF CAV -vektoriin ja E. coli -solut
transformoidaan ligaatioseoksella vakiomenetelmilld. Tulok-
seksi saatu vektori otetaan talteen E. coli -scluista ja
tatd kdytetidn templaattina PCR-reaktiossa.

5'-puoleinen aluke (jaksotunniste nro 18) vastaa
sita 17 nukleotidin suuruista jaksoa, joka esiintyy vekto-
rissa vastasuuntaan vektoriin liitettyyn IL-1R cDNA:han
nahden. 3'-puoleinen aluke (jaksotunniste nro 19) sisiltidi
segmentin, Jjoka on komplementaarinen jaksotunnisteen nro 5
nukleotidien 1 060 ~ 1 079 suhteen, jotka koodaavat IL-1R:n
solunulkoisen domeenin C-terminaalisen pdin lihettyvilli
olevia aminchappoja 306 (osittainen kodoni) - 312, T&ma
3'-puoleinen aluke sis&dltada myds peptidikytkijdjaksoa
GlysSerGlysSer koodaavan jakson.

Suoritetaan PCR-reaktico milla tahansa sopivalla
menetelmalld, kuten menetelmilld, joita on kuvattu julkai-
sussa Sarki, et al., Science 239 (1988) 487; teoksessa
Recombinant DNA Methodology, Wu, et al., eds., Acadenic
Press Inc., San Diego (1989) pp 189 - 196; sekd teoksessa
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Innis,
et al., eds., Academic Press, Inc. (1990). Sopivaa PCR-
menetelmad edustava esimerkki on seuraavaksi esitettidva
menetelma. Kaikki lampdtilat on ilmeoitettu celsiusasteina.
0,5 ml:n vetoiseen Eppendorf-mikrosentrifugiputkeen 1lisa-
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tdan PCR-reagenssit, jotka ovat: 10 ul 10 x PCR-puskuria
(500 mM KC1, 100 mM Tris-HCl, pH 8,3 25 °C:ssa, 25 mM MgCl:
ja 1 mg gelatiinia millilitrassa) (Perkin-Elmer Cetus, Nor-
walk, CN), 8 pl liuosta, jonka konsentraatio on 2,5 mM ja
joka sisaltid3d kutakin dNTP:td (2 mM dATP, 2 mM dCTP, 2 mM
dGTP jJa 2 mM dTTP), 2,5 yksikkoéa Taqg DNA-polymeraasia
(Perkins-Elmer Cetus} (0,5 pl standardiliuocsta, Jjossa on
5 000 yksikk®dd millilitrassa), 1 ng templaatti-DNA:ta, 100
pikomoolia kutakin oligonukleotidialuketta sekd sellainen
madra vettd, ettd lopulliseksi tilavuudeksi saadaan 100 upl.
Lopullisen secksen péddlle pipetoidaan 100 pl parafiinisl-
jyd. PCR suoritetaan kayttiden DNA-lampdsykli-inkubeinti-
laitetta (Ericomp, San Diego, CA). Templaatti denaturoidaan
94 °C:ssa 5 minuutta ja PCR suoritetaan kdyttden 25 monis-
tussyklia ja kayttden vaiheittaista ohjelmaa (denaturaatio
894 eC:ssa, 1,5 minuuttia; yhteenliittdminen pituussuunnassa
60 °C:ssa, 1 minuutti; pidennys 72 °C:ssa 1 minuutti).

Reaktioseoksesta otetun ndytteen elektroforeesista
1-%:sessa matalassa lampdtilassa sulavassa (LMT} SeaKem-
agaroosissa (FMC BioProducts, Rockland, ME) ja etidiumbro-
midivarjdyksesta saadaan PCR-reaktion tuotteena nidkyviin
yksi odotettua kokoa oleva DNA-fragmentti. PCR:113 monis-
tettu DNA-fragmentti k&sittdd lyhyen vektorijakson, joka
sis&ltdd Asp718-restriktiockohdan, joka on vastasuuntaan IL-
1R:n aminchappoja 1 (Asp) - 312 (Thr) koodaavaan jaksoon
nihden ja jonka jdlkeen tulee peptidikytkijijaksoa koodaava
vksinauhainen segmentti.

Suoritetaan toinen PCR-reaktio liukoista TNF-R-po-
lypeptidia koodaavan cDNA-fragmentin eristamiseksi ja mo-
nistamiseksi. Templaatti o©li wektori, jolle esimerkissi 4
oli annettu nimitys psolhuTNF-R A235/CAVNOT ja joka sisidl-
tdd Jaksotunnisteen nro 1 mukaisia TNF-R:n aminohappcia
-22 - 235 koodaavan cDNA~liitosjakson. Reaktiossa kaytetyt
alukkeet owvat:
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jaksotunniste nro 20:
5" GGTGGCGGTGGATCCGGCGGETGGCGGCGGCTCATTGCCCGCCCAGGTGGCA 37

jaksotunniste nro 21:
3' TGACGCGCGACTCGTTCG 5'

5'-pucleinen aluke (jaksotunniste nro 20) sisdlt&did peptidi-
kytkijdjaksca koodaavan segmentin, joka on komplementaari-
nen jaksotunnisteen numero 19 mukaisen alukkeen peptidikyt-
kijadjaksoa koodaavan osan suhteen. Tatad kytkijdjaksoca koo-
daavaa segmenttid seuraa kypsdn TNF-R:n kuutta ensimmdista
aminchappoa vastaavat kodonit (Leu-Ala).

3'-puoleinen aluke (jaksotunniste nro 21) sisaltada
nuklectideja, Jjotka ovat komplementaarisia TNF-R:n Jjakso-
tunnisteen nro 1 mukaisten nuklectidien 461 — 478 suhteen,
jotka koodaavat aminchappoja 103 (Tyr, osittainen kodoni) -
108 (Gln, osittainen kodoni). Tdh&n alukkeeseen sisdltyy
myds EspIl-restriktiokohta, joka esiintyy luontaisesti TNF-
R-proteiinin t&ssa osassa.

PCR-reaktio suoritetaan edella kuvatulla tavalla.
T4alld toisella PCR-reaktiolla monistettu DNA-fragmentti
sisdltdd edelld kuvatun kytkijdjaksoa koodaavan segmentin,
jota seuraa TNF-R:n aminohappojaksca 1 (Leu) - 109 (Gln,
osittainen kodoni) koodaava Jjakso. Tama DNA-fragmentti
visualisoidaan elektroforeesilla, jonka jadlkeen geeli vir-
jataan etidiumbromidilla edelld kuvatulla tavalla. Suorite-
taan kolmas PCR-reaktio, jolla on tarkoitus eristii sellai-
nen monistettu kaksinauhainen DNA-fragmentti, Jjoka sisdltai
kytkijajakson erottamat IL-1R:n ja TNF-R:n jaksot. 0,5 ml:n
vetoiseen koeputkeen yhdistettiin reagenssit, jotka olivat:

3 pl (noin 5 - 10 ng) edelld olevassa ensimmiisessi
PCR-reaktiossa monistettua IL-1R-peptidikytkijajakso—DNA-
fragmenttia ~ 3 pl:n suuruinen nayte otetaan suoraan LMT-
agaroocsista mikropipetilld kdyttden UV-valoa etidiumbromi-
dilla varjatyssd geelissid olevan halutun vydhykkeen visua-

lisoimiseen
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3 4l (noin 5 - 10 ng) edelld olevassa toisessa PCR-
reaktiossa monistettua peptidikytkijajakso-TNF-R-DNA-frag-
menttia - 3 pl:n suuruinen ndyte pipetoidaan mikropipetilld
suoraan halutun vydhykkeen sisdltavastda LMT-agaroosialu-
eesta

10 pl 10 x PCR-puskuria (tamd on kuvattu edelld)

100 pmol 5'-puoleisena alukkeena kaytettaviaa jakso-
tunnisteen nro 18 mukaista oligonukleotidia

100 pmol 3'-puoleisena alukkeena kaytettavaa jakso-
tunnisteen nro 21 mukaista oligonukleotidia

4 uyl 2,5-millimolaarista 1liuvosta, Jjoka sisaltaa
kutakin neljza dNTP:ta

0,5 ul Tag-DNA-polymeraasia (5 vksikkoa/ul)

vettd lopullisen tilavuuden sddtamiseksi 100 pl:ksi

PCR-reaktiosyklit suoritetaan edelld mainituissa
lampdtiloissa ja kdyttden edelld mainittuja aikoja. Aloi=~
tettaessa kaytetyn denaturcointivaiheen Jdlkeen 1liittyvat
naiden kahden DNA-fragmentin komplementaariset peptidikyt-
kijdjaksoja koodaavat segmentit pituussuunnassa yhteen. Re-
aktion lopputucte on tasaiset pdat sisaltava kaksinauhainen
monistettu DNA-fragmentti, jonka pituus on noin 1 370 ep ja
joka sisaltad peptidikytkijdjaksca koodaavaan Jjaksoon ndh-
den wvastasuunnassa olevan IL-1R:n DNA-jakson Jja naiden j&l-
keen tulevan TNF-R:n DNA-jakson.

Tdstd kolmannesta PCR-reaktiosecksesta oleva 25
pl:n suuruinen nidyte saatetaan reagoimaan puhdistamattomana
restriktioentsyymien Asp718 Jja Espl kanssa. Asp 718:n kat-
kaisukohta on, kuten edelld jo mainittiin, wvastasuunnassa
IL-1R-jakson edelld. EspI:n katkaisukohta on TNF-R-jakson
sisdlld kuten kuviosta 2A ja edelld olevasta tarkastelusta
kay ilmi. Restriktioendonukleaasi Cell II on Espl:n iso-
skitsomeeri ja sitd veoidaan kAyttdi EspI:n tilalla. Haluttu
fragmentti, Jjosta tuonnempana kaytetdan nimitysta frag-
mentti E, puhdistetaan tavanocmaisin menetelmin, kuten erot-
tamalla se geelielektroforeesilla, esimerkiksi matalassa
ldmpdtilassa sulavassa 1,0-%:isessa Seaplaque-agaroosi-
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geelissad ja eristdmalla haluttua fragmenttia edustava vyo-
hyke.

Eristetdan kaksi muuta DNA-fragmenttia, Joille on
annettu nimitykset F ja G, ja namd yhdistetddn fragmenttiin
E sellaisen ilmentdmisvektorin konstruoimiseksi, Jjossa on
toinen TNF-R-jakso, joka on liitetty (peptidikytkijdjakson
valitykselld) mydtdsuuntaan edelld olevan esityksen mukai-
sesti wvalmistetun IL-1R-kytkijajakso-TNF-R-DNA-fragmentin
suhteen. Tulokseksi saatava vektori ja sen sisaltamidt frag-
mentit E, F ja G on esitetty kuviossa 4.

DNA-fragmentti, josta on kdytetty nimitysta F, val-
mistetaan pilkkomalla kuviossa 3 esitetty ja esimerkissid 11
konstruoitu vektori EspIl:lla. Eristetadn fragmentti, joka
gisaltda TNF-R:n 3'-puoleisen osan (tamad ulottuu kuviossa
27 esitetysta Espl-kohdasta aminohappea 235 wvastaavaan ko-
doniin}, té&m&n Jjdlkeen tulevan GlysSerGlysSer-peptidikyt-
kijdjaksca koodaavan jakson ja tamadn jalkeisen toisen TNF-
R-jakson, joka ulottun aminchappoa 1 (Leu) vastaavasta ko-
donista kuvion 3 mukaisen vektorin toisessa (mydtdsuuntaan
olevassa) TNF-R-jaksossa olevaan EspIl-kohtaan. T&astid frag-
mentista, jonka pituus on noin 739 emdsparia, on tuonnem-
pana kaytetty nimitysta fragmentti F.

Fragmentti G, joka sisdltad vektorin jaksoja (mu-
kaan Jlukien DHFR:n) sekd& TNF-R-jakson 3'-puoleisen osan,
eristetdan "silmukoitunutta muotoca sisdltimittémista” vek-
torista seuraavalla tavalla. Esimerkissid 11 valmistettu
pCAV/DHFR/TNF-R-vektori sisdltdad jakson, Jjonka arvellaan
clevan epdedullinen IL-1R:d44 koodaavien vektorien konstruk-
tiolle, mikd johtuu mahdollisesti tassid ijaksossa olevasta
kryptisestd promoottorista, Jjosta haitallinen proteiini
ilmentyy E. colissa. Valmistettiin pCAV/DHFR/TNF-R:n joh-
dannainen korvaamalla haitallisen jakson sis&ltiavid NdeI/Asp
718 -vektorifragmentti silmukoitunutta muotoca sisaltamatto-
mastd vektorista SF CAV {ATCC 68 922, tamid on kuvattu edel-
18) peraisin olevalla NdeI/Asp 718 -fragmentilla. Tama kon-

struktio on esitetty kuviossa 5.
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SF CAV pilkotaan NdelI:1la ja Asp 718:1la {ainutker-
taisena esiintyvat kohdat t&assa plasmidissa) Jja eristetdan
kuviossa 5 oleva noin 500 ep:n suuruinen fragmentti, josta
on kdytetty nimitystd H. Fragmentista H puuttuu pCAV/
DHFR/TNF-R:n vastaavassa fragmentissa esiintyvd haitallinen
jakso.

Esimerkissd 11 valmistettu Jja kuviossa 5 esitetty
pCAV/DHFR/TNF-R-vektori pilkotaan Asp 718:1la, Espl:lla Jja
NdeI:lla. Eristetddn noin 495 ep:n suuruinen Asp 718/Espl-
fragmentti (fragmentti I). Eristetiddn myds noin 4 647 ep:n
suuruinen Ndel/Espl-fragmentti (fragmentti J).

Edella oclevan esityksen mukaan valmistetut DNA-
fragmentit H, I Jja J ligatoidaan toisiinsa kuviossa 5
esitetyn wvektorin SF CAV/DHFR/TNF-R muodostamiseksi, Jjoka
el sis&lld silmukoitunutta muotoa. E. coli -solut trans-
formoidaan ligaatioseoksella tavanomaisia menetelmid kidyt-
tden. Plasmidi-DNA otetaan talteen isantdsoluista ja halut-
tu konstruktio varmistetaan oikeaksi restrikticanalyysilli.
Tamdn Jjélkeen SF pCAV/DHFR/TNF-R pilkotaan Asp 718:1la ja
Espl:lla. Fragmentti, Josta kuviossa 5 on kdytetty nimi-
tysta G, sisdltda vektorin jaksoja (mukaan lukien DHFR:n)
ja TNF-R:n jakson 3'-puoleisen paian (sisaisestd Espl-koh-
dasta aminohappoa 235 koodaavaan kodoniin ja tidtid seuraa-
vaan lopetuskodoniin asti) ja se eristetdidn tavancmalsin
menetelmin,

Edelld valmistetut DNA-fragmentit E, F Jja G liga-
toidaan toisiinsa sellaisen vektorin muodostamiseksi, joka
on esitetty kuviossa 4 (ja jolle on annettu nimitys SF CAV
DHFR tri-R). E. coli -solut transformoidaan ligaatioseok-
sella ja haluttu plasmidi otetaan talteen edellid kuvatulla
tavalla. Tamdn vektorin koodaama fuusioproteiini (N-termi-
naalisesta pddsta C-terminaaliseen pddhidn lueteltuna) si-
sdltda tyypin I IL-1R:n aminchapot -20 - 312 (jaksotunniste
nro 5); GlysSerGlysSer-peptidikytkijajakson; TNF-R:n amino-
hapot 1 - 235 ({jaksotunniste nro 1); Gly;SerGlysSer—pepti-
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dikytkijajakson; ja toisen TNF-R-polypeptidin, Jjoka sisdl-
td4d jaksotunnisteen nro 1 mukaiset aminchapot 1 - 235,

Nisdkdssoluja transfektoidaan ilmentidmisvektorilla
tavanomaisia menetelmid kayttaen ja niitd viljell&an halu-
tun fuusioproteiinin tuottamiseksi. Yksi sopiva nisikis-
sclulinja on CHO-Kl:ksi nimitetty kiinanhamsterin munasar-
jasolulinja, joka on tyypiltd&n DHFR™ Jja Jjoka on saatavilla
talletuslaitoksesta American Type Culture Collection, Rock-
ville, MD, hakunumerclla CCL 6l. Solut wvoidaan transfek-
toida ilmentamisvektorilla tavanomaista kalsiumfosfaatti-
saostusta kdyttden menetellen olennaisesti Jjulkaisussa
Graham ja wvan der Eb, Virology 52 (1983) 456, kuvatulla
tavalla. Transfektoituja scoluja viljellddn sopivissa tavan-
omaisissa olosuhteissa ja halutun fuusioproteiinin esiinty-
minen soluviljelymediumissa varmistetaan maarityksilld, ku-
ten esimerkeissd 1 ja 2 kuvatuilla mddrityksilli.

Edella kuvatulla tavalla konstruoidun ilmentimis-
vektorin DNA-sekvenssoinnissa tuli fuusioproteiinia koodaa-
vissa Jaksoissa ilmi kaksi pistemutaatiota, jotka ovat
saattaneet ilmaantua PCR:n aikana. Jaksotunnisteen nro 5
(tyypin I 1IL-1R) asemassa 437 oleva "T" oli wvaihtunut
"C":ksi ja jaksotunnisteen nro 1 (TNF-R) asemassa 687 oleva
"C" oli wvaihtunut "T":ksi. N&md mutaatiot ovat vaikutuk-
settomia, joten IL-1R-peptidikytkijajakso-TNF-R-peptidikyt-
kijajakso-TNF-R-fuusioproteiinin (josta tuonnempana kidyte-
té&dn nimitystd "trimeerinen reseptori") aminochappojakso on
edelld esitetyn kuvauksen mukainen.

T&lld ilmenta&misvektorilla transfektoitiin CO0S-7-
soluja ja soluja viljeltiin sillid tavoin, ettd trimeerisen
reseptorin oli mahdollista ilmentyd. Viisinkertaisesti kon-
sentroidusta supernatantista (tdma sisdlsi eritettyd tri-
meeristd reseptoriproteiinia) médritettiin sen kyky inhi-
boida radiocaktiivisella jodilla varustetun muriini-TNFa:n
(0,5 nM) sitoutuminen U937-soluihin (tdm3 on endogeenisia
TNF-reseptoreja sisdltava monosyyttityyppinen humaanisolu-
linja). Suoritettiin sitoutumisinhibitiomdidritys k&yttaen
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tavanomaisia menetelmi&d, Jjotka colivat samanlaiset kuin esi-
merkin 2 osassa C kuvatut menetelmdt. Negatiiviset kontrol-
likoeputket (epédspesifisen sitoutumisen midrittdmiseksi)
sisdlsivdt TNFu:aa, josta puuttul radicaktiivinen leima,
0837-scluja Ja  radiocaktiivisella Jodilla varustettua
TNFo:aa. Positiiviset kontrollikoeputket {inhiboimattomissa
olosuhteissa saatavan maksimiarvon mddrittdmiseksi radio-
aktiivisella jodilla varustetun TNFo:n sitoutumiselle U937-
soluihin)} sisdlsivat sitoutumismediumia, U%37-soluja ja ra-
dicaktiivisella Jjodilla wvarustettua TNFx:aa. Trimeeristi
reseptoria sisdltavid supernatantti inhiboi TNF:n sitoutu-
mista U937-soluihin noin 100-%:sesti positiivisessa kon-
trollissa havaittuun sitoutumiseen verrattuna.

Viisinkertaisesti konsentroidusta supernatantista,
joka sisdlsi trimeeristd reseptoria, md&dritettiin myds sen
kyky inhiboida radioaktiivisella Jjodilla varustetun humaa-
ni-IL-lo:n (0,14 nM) sitoutuminen endogeenisid IL-l-resep-
toreja sisdltaviin EL4 6.1 -soluihin. EL4 6.1 -solulinja on
valmistettu muriinityoomasolulinjasta  Julkaisussa Mac-
Donald, et al. [J. Immunol. 135 (1985) 3%44] kuvatulla ta-
valla, Negatiivisissa kontrollikoeputkissa (epdspesifisen
sitoutumisen mddrittamiseksi}) oli IL-la:aa, jossa ei ollut
radioaktiivista leimaa, EL4 6.1 -soluja Jja radioaktiivi-
sella jodilla varustettua IL-lo:aa. Positiivisissa kontrol-
likoeputkissa (inhiboimattomissa olosuhteissa saatavan mak-
simiarvon maarittamiseksi radicaktiivisella jodilla wvarus-
tetun IL-la:n sitoutumiselle EL4 6.1 -seoluihin) oli sitou-
tumismediumia, EL4 6.l1-soluja ja radioaktiivisella jodilla
varustettua IL-la:aa. Trimeeristda reseptoria sisidltavd su-
pernatantti inhiboi 47 % IL-1:n sitoutumisesta EL4 6.1 -so-
luihin positiivisessa kontrollissa havaittuun sitoutumiseen
verrattuna. Monomeerista liukoista tyypin I IL-1R:33 ilmen-
tdvistd COS-7-soluista periisin oleva supernatantti, Jjosta
tehtiin mdaritys kontrolliksi, inhiboi 52 % siitid IL-1:n
sitoutumisesta EL4 6.1 -soluihin, joka havaittiin positii-
visen kontrollin kyseessid ollessa.
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Esimerkki 13

Yhtéd IL-1R-polypeptidida ja yhtd TNF-R-polypeptidiia
sisdltavd fuusioproteiini (vertailu)

Esimerkissd 12 wvalmistetut fragmentit E Jja G voi-
daan ligatoida toisiinsa vektorin muodostamiseksi, joka si-
s81tdd kaavan IL-1R-peptidikytkijdjakso-TNF-R, jossa pepti-
dikytkijajakso on GlysSerGlysSer, mukaista fuusioproteiinia
koodaavan DNA-jakson. IL-1R ja TNF-R ovat esimerkissa 12
kuavattuja liukoisia polypeptideja. Esimerkin 12 mukainen
fuusioproteiini on edullinen siitd syystd, ettd TNF:n si-
toutuminen saadaan tapahtumaan tehokkaasti, kun yhden TNF-
R-polypeptidin tilalla k&ytetdan kahta TNF-R-polypeptidii.

Talld ilmentdmisvektorilla transfektoitiin COS-7-
soluja Jja niitad wviljeltiin siten, ettd IL-1R-peptidikyt-
kijajakso-TNF-R-fuusioproteiinin o©li mahdollista ilmentya.
Viisinkertaisesti konsentroidusta supernatantista (tami si-
sdlsi eritettyd fuusioproteiinia) madritettiin sen kyky in-
hiboida radicaktiivisella Jjodilla varustetun humaani-IL-
la:n (0,14 nM) sitoutumista EI4 6.1 -soluihin (esimerkissa
12 kuvattu muriinityoomasta perdisin oleva IL~l-resepto-
reita sisaltdvid solulinja). Kiaytetty sitoutumisinhibition
middritysmenetelmd oli samanlainen kuin esimerkin 2 osassa C
kuvattu menetelmd ja positiiviset ja negatiiviset kontrol-
1it olivat esimerkissa 12 kuvattujen kontrollien mukaiset.
Fuusioproteiinia sisdltdva supernatantti inhiboi 53 % posi-
tiiviselle kontrollille havaitusta IL-1:n sitoutumisesta
EL4 6.1 -soluihin.

Muut fuusioproteiinit

Alan ammattikokemuksen perusteella on selviid, etta
tdssd kuvattuja menetelmid voidaan kdyttida muiden fuusio-
proteiinien valmistamiseksi, jotka ovat muuntyyppisii kuin
edelld olevissa esimerkeissd esitetyt sovellutusmuodot.
Peptidikytkijajaksoa voidaan esimerkiksi muuttaa syntetoi-
malla erilaista peptidikytkij&jaksca koocdaava oligonukleo-
tidi. Lisdksi voidaan eristdd vaihtoehtoisia IL-1R- tai
TNF-R-proteiinien fragmentteja kayttamalld PCR-alukkeita,
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joiden halutaan liittyvdn pituussuunnassa johonkin muuhun
kuvattujen DNA-jaksojen osaan, mikd siten mddria halutun
fragmentin terminaaliset padt. DNA-fragmentin terminaalisen
paan uudelleenmuodostamiseen kaytettyihin oligonukleotidei-
hin (esimerkiksi esimerkissad 4 kaytetty oligonukleotidi)
voidaan tehda muutoksia 1lopetuskodonin sijoittamiseksi
mink&d tahansa halutun aminohapon jalkeen. Lisdksi ilmentad-
misvektorin valinta on riippuvainen kidytettivaksi aiotuista
isdntasoluista.

Jaksotunnisteiden padpiirteittédinen kuvaus

Jaksotunnisteessa numerc 1 ja jaksotunnisteessa nu-
mero 2 on esitetty humaani-TNF-R:n cDNA:n nukleotidijakso
ja sen koocdaama amincohappojakso. Kypsa proteiini rajoittuu
aminchappoihin 1 - 439. Signaalipeptidi rajoittuu aminchap-
poihin -22 - -1, Transmembraanialue rajoittuu aminchappoi-
hin 236 - 265.

Jaksotunnisteissa nro 3 ja nro 4 on esitetty humaa-
ni-TNF-R:n ¢DNA:n nukleotidijakso ja sen koodaama aminochap-
pojakso. Tdmad TNF-~R on eri proteiini kuin jaksotunnisteiden
nro 1 ja 2 mukainen TNF-R. Kypsd proteiini rajoittuu amino-
happoihin 1 - 415. Signaalipeptidi rajoittuu aminohappoihin
-40 - -1. Transmembraanialue rajoittuu aminohappoihin 172 -
192,

Jaksotunnisteessa nro 5 ja Jjaksctunnisteessa nro 6
cn esitetty tyypin I humaani-IL-1R:n cDNA:n nukleotidijakse
ja sen koodaama aminohappojakso. Kypsd proteiini rajoittuu
aminohappcihin 1 - 549, Ennustettu signaalipeptidi rajoit-
tuu aminohappoihin -20 - -1. Transmembraanialue rajoittuu
aminohappoihin 317 - 336,

Jaksotunnisteessa nro 7 ja jaksotunnisteessa nro 8§
on esitetty tyypin II humaani-IL-1R:n cDNA:n nukleotidijak-
so0 ja sen koodaama aminohappojakso. Kypsid proteiini rajoit-
tuu aminohappoihin 1 -~ 385. Ennustettu signaalipeptidi
rajoittuu aminohappoihin -13 - -1. Transmembraanialue ra-
joittuu aminohappoihin 331 - 356.
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Jaksotunnisteissa nro 9 - 15 ja 18 - 21 on kuvattu
oligonuklectidit, Joita on k&ytetty useiden erilaisten sel-
laisten yhdistelmd-plasmidien konstruoimiseen, jotka on ku-
vattu esimerkkejd kasittelevdssd osassa.

Jaksotunnisteet nro 16 ja 17 esittavidt sellaista
oligonukleotidijaksoa ja tdmdn koodaamaa aminohappojaksoa,
joka sisdaltad GlysSerGlysSer-peptidikytkijdjakson. Tata
cligonukleotidia kaytetddn esimerkissd 11 kuvatussa wvekto-

rikonstruktiocssa.
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SEQUENCE LISTING
{1} GENERAL INFORMATION:

(i) APPLICANT: Smith, Craig &.

(ii) TITLE OF INVENTION: Fusion Proteins Comprising Tumor
Necrosis Factor Receptor

(iii) NUMBER OF SEQUENCES: 21

{iv) CORRESPCONDENCE ADDRESS:
(A} ADDRESSEE: Immunex Corporation
{B} STREET: 51 University Street
(C) CITY: Seattle
(D} STATE: Washington
(E} COUNTRY: U.S.A.
(F} 2Ip: 98101

(v) COMPUTER READABLE FORM:
() MEDIUM TYPE: Floppy disk
{B) COMPUTER: IBM PC compatible
{C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DQS
{D} SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25

(vi) CURRENT APPLICATION DATA:
(A) APPLICATION NUMBER:
(B} FILING DATE:
{C) CLASSIFICATION:

(vii) PRIOR APPLICATION DATA;
(A) APPLICATION NUMBER: US 478,661
{B) FILING DATE: 07-FEB-1990

(vii) PRIOR APPLICATION DATA:
(A) APPLICATION NUMBER: U5 523,635
(B) FILING DATE: 10-MARY-1990

{vii) PRIOR RAPPLICATION DATA:
(A) RPPLICATION NUMBER: US 701,415
(B) FILING DATE: 16-JUN-1981

{vii) PRIOR APPLICATION DRTA:
(A) APPLICATION NUMBER: US 821,716
(B) FILING DATE: 14-JAN-1992

{(viii) ATTORNEY/AGENT INFORMATION:
{A) NAME: Seese, Kathryn A.
(B} REGISTRATICN NUMBER: 32,172
(C} REFERENCE/DOCKET NUMBER: 2502

(ix) TELECOMMUNICATION INFORMATION:
(A) TELEPHQNE: (206) 587-0430
(B} TELEFAX: (206) S5B7-0606

{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:1:
(i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:

{A) LENGTH: 1641 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
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(C) STRANDEDNESS: single
{D} TOPOLOGY: linear

{ii) MOLECULE TYPE: cDNA to mRNA
(iii) HYPOTHETICAL: NO
{iv) ANTI-SENSE: NO

{vi) ORIGINAL SQURCE:
(A) ORGANISM: Homo sapiens
(G) CELL TYPE: Fibroblast
(H) CELL LINE: WI-26 VA4

{vil) IMMEDIATE SOURCE:
{A) LIBRARY: WI-26 VA4
(B) CLONE:; 1

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
{B} LOCATION: 88..1473

(ix) FEATURE:
(R} NAME/KEY: mat_peptide
(B) LOCATION: 154..1470

(ix) FEATURE:
{A) NAME/KEY: sig_peptide
{B) LOCATION: 88..153

{(x} PUBLICATION INFORMATION:
(A) AUTHORS: Smith, Craig A.
Davis, Terzi
Anderson, Dirk
Solam, Lisabeth
Beckmann, M. P,
Jerzy, Rita
Dower, Steven K.
Cosman, David
Goodwin, Raymond G.
{B) TITLE: A Receptor for Tumcr Necrosis Factor Delines
an Unusual Family of Cellular and Viral Proteins
{C} JOURNAL: Science
{D}) VOLUME: 248
{F) PAGES: 101%-1023
{G) DATE: 25~MAY-18%0C

(xi) SEZQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1l:

[$)1
<

GCGAGGTAGE CAGTCTGGAG AGAAGGCGCT GGGCTGCGAG GGCGCGAGGS CGCZAGGGIA

GEGEECAACC GEACCCCGIC CGTATCC ATG GCG CCC GTC GCC GTC TGS GIT il
Mer Ala Pro Val Ala Val Trz Al:
-22 =20 -_

-
in
"

GCG CTG GCT GTC GGA CTG GAG CTC TGE GIT GCG GCG CAC GICT T75 CCT
Ala Leu Rla Val Gly Leu Glu Leu Trp Ala Ala hla His Rla Leu 2?r3
=10 -3 -




GCcC
Ala

Axg

Cya
315

ACC
™r

65
Trp
GTG

Val

AGG
Arg

TGC
Cys
115

Gly

TTC
Phe

TGT
Cys

ACG
Thr

€Ccc
Pro
195

cce

P2

cCcC
Pro

Gln

cTC
Leu
20

TCG
Ser

GTG
val

GTT
val

Glu

ccc
Pro
100

GCG
Ala

ACT
Thr

TCC
Ser

AAC
Asn

TCC
Ser
180

CAG
Gln

AGC
Ser

CCA
Pra

GG
Val

AGA
Arg

cCG
o

TGT
Cys

cce
Pro

ACT
Thr

GGC
Gly

CCG

‘Pro

GAR
Glu

ACT

The

GCT
Ala

GCA
Ala

GARA
Glu

Gly

GAC
Asp

GAG
Glu
70

Gln

TGG
Tcp

CTG
Leu

ACA
Thr

ACG
Thr
150

GTG
val

s TCC
r Ser

GTG
Val

GCT
Ala

Glu
230

Phe

TAC
Tyr

Gin

TCC
Ser

TGC
Cys

GCC
Ala

TAC
Tyr

135

ACT
Thr

GCC
Ala

cce
Pro

T™CC
Ser

CcCa
Pro
215

GGG
Gly

ACA
Thr

TAT
Tyr

CAT
His
40

TGT
Cys

TTG
Leu

TGC
Cys

TGC
Cys

Al
Lys
1290

GAC
Asp

TCA
Ser

ATC
Ile

ACC
Thr

ACA
Thr
200

AGC
Ser

AGC
Ser

cce
Pro

GAC
Asp
25

Ala

GAG
Glu

AGC
Ser

ACT
Thr

GCG
Ala
105

TGC
Cys

GTG
val

TCcC
Ser

cCcT
Pro

CGG
Arg
185

CGA
A

ACC

Thr

RCT
Thr

TAC

Tyr
10

CAG
Gln

Lys

GAC
Asp

TGT
Cys

CGG
Azrg
90

cT6
Lev

CGC
Arg

GTG
val

ACG
Thr

Gly
170

AGT
Ser

TCC
Ser

TCC
Ser

GGC
Gly

GCC
Ala

ACA
Thr

GTC
val

Ser

Gly
75

Glu

AGC
Ser

cce
Pro

TGC
Cys

GAT
Asp
155

AAT

Asn

ATG
Met

Gln

TTC
Phe

GAC
Asp
235

cCG
Pro

GCT
Ala

TTC
Phe

ACA
Thr
60

TCC
Ser

CAG
Gln

ARG

»

bt |

GaC

Gly

AAG
Lys
149

ATT
Ile

Ala

GCC
Ala

CAC
His

CTIG
Leu
220

TIC
Phe

81

GAG
Glu

CAG
Gln

TGT
Cys
45

TAC
Tyr

CGC
Arg

AAC
Asn

CAG
Gln

TIC
Phe
125

ccC
Pro

TGC
Cys

AGC
Ser

cca
Pro

ACG
Thr
208

cre

Leu

GCT
Ala

cce
Pro

ATG

Met’

30

ACC
Thr

ACC
Thr

TGT
Cys

cGe
Arg

GAG
Glu
110

GGC
Gly

TGT
Cys

AGG
Arg

ATG
Met

GGG
Gly
150

CAG
Gln

CIa
Pro

crT
Leu

Gly
15

TGC
Cys

AAG
Lys

CAG
Gln

AGC
Ser

ATC
Iie
85

Gly

GTG
val

GCC
Ala

€ce
Pro

GAT
Asp
175

GCA
Ala

CCA
Pzo

RTG
Met

CCA
Pro

Ser

TGC-

Cys

ACC
Thr

cTC
Leu

TCT
Ser
80

TGC
Cys

TGC
Cys

GCC
Ala

cCG
Pro

CAC
His
160

GCA
hAla

GTA
Val

ACT
Thr

GGC
Gly

GTT
Val
240

Thr

AGC
Ser

TCG
Ser

GG
Tcp
65

GAC
Asp

ACC
Thr

CGG
Arg

AGA
Arg

GGG
Gly
145

CAG
Gln

GTC
Val

CaC
His
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Cys

Lys

GAC
Asp
50

AAC
Asn

CAG
Gln

TGC
Cys

CTG
Leu

cca
Pro
130

ACG
Thr

ATC
Ile

TGC
Cvs

TTA
Leu

GAR
Glu
210

AGC
Ser

. CTC

Leu

207

255

303

351

399

147

495

543

581

639

10

s |
Lap
i

783

a
$ad
b

o
-1
s




ATT
Ile

TGT
Cys

Glu
275

GGC
Gly

AGC
Ser

CGG
Arg

GCC
Ala

ACC
Thr
3ss

CAC

His

GAT
Asp

AMG

Lys

CIG
Leu

GGG
Gly
435

TGAGCCCTGE CAGGATGACC CTGTIAAGGS GCCCTGETCT TTCCAGGCCC CCAZCACTAG

GACTCTGAGS

GTC
Val
260

GCC
Ala

cce
Pro

TCC
Ser

AAC
Asn

CGG
Arg
340

CAG
Gln

AGC
Ser

TCC
Ser

GAG
Glu

GGG
Gly
420

ATG
Met

GGT
Gly
245

ATC
Ile

ARG
Lys

GAG
Glu

CTG
Leu

CAG
Gln
325

GCC
Ala

GTC
val

TCA
Ser

AGC
Ser

GAA
Gle
403

AAG
Lys

CTGACCTGCA G

vVal

ATG
Met

GTG
val

CAG
Gln

GAG
Glu
310

CCA
Pro

AGC
Ser

AAT
Asn

CAG
Gln

cce
Pro

390

TGT
Cys

- ACC
r Thr

cce
Pro

T™hr

ACC
Thr

cCT

Pro

CAG
Gln
285

AGC
Ser

CAG
Gln

ACC
Thr

GTC
Val

TGC
Cys
375

TCG
Ser

GCC
Ala

GAA
Glu

AGT
Ser

CAG
Gln

CAC
His
280

CAC
His

TCG
Ser

Ala

Gly

ACC
Thr
360

TCC
Ser

GAG
Glu

TTT
Phe

GAG
Glu

GTG
Val
265

TTG
Leu

CTG
Leu

GCC
Ala

CCa
0

AGC
Ser
345

TGC
Cys

TCC
Ser

TCC

Sezx

o~
3

AZG

ARG
Llvs
425%

GGT
Gly
250

Lys

ccr
Pro

Leu

AGT
Ser

Gly
330

TCA
Ser

ATC
Ile

Gln

(wlaie]
Pro

TCA
Ser
410

cce
Pro

CTA
Leu

MG
Lys

GCC
Ala

ATC
Ile

GCG
Ala
315

GTG
val

GAT
Asp

GTG
val

GCC
Ala

ARG
Lys
3385

CAG
Gln

TG
Leu

B2

CIA
Leu

AAG
Lys

GAT
Asp

ACA
Thr
300

TTG
Leu

Glu

TCT
Ser

AAC
Asn

AGC
Ser
380

GAC
Asp

CTG
Leu

ccce
Pro

ATA
Ile

cce
Pro

ARG
Lys
285

GCG
Ala

GAC
Asp

GCC
Ala

TCC
Ser

GTIC
val
365

TCC
Ser

GAG
Glu

GAG
Glu

CTT
Leu

ATA
Ile

TIG
Leu
270

GCC
Ala

cCG
Pro

AGA
Arg

AGT
Ser

cer
Pro
350

T
Cys

ACA
Thr

CAG
Gln

ACG
Thz

GGA
Gly
430

Gly
255

TGC
Cys

CGG
Arg

AGC
Sear

AGG
Arg

Gly
335

GGT
Gly

AGC
Ser

ATG
Met

GTC
Val

CCa
Pro
415

GTG
Val

GTG
val

CTG
Leu

GGT
Gly

TCC
Ser

GCG
Ala
320

GCC
Ala

GGC
Gly

AGC
Ser

GGA
Gly

ccc
Pro
400

GAG
Glu

cCT
Pre

GIG
Vval

CAG
Gln

ACA
Thr

AGC
Ser
305

ccc
Pro

Gly

CAT
His

TCT
Ser

GAC
Asp
385

TIC
Phe

ACC
Thr

- .
% -

Asp
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MAC
Asn

AGA
Arg

CAG
Glin
290

AGC

Ser

ACT
Thr

GAG
Glu

Gly

GAC
Asp
370

ACa
Thr

TCC
Ser

CTG
Leu

GCT
Ala

TAACCAGGCC GGTGTGGGCT GTGTCGTAGS CARGETGGGC

440

CTCTTTCTGE GTTAAGTTCC TCTAGIGCCC TCCACAGCCG CASIoTCCCT

527

973

1023

lom

1119

1167

1213

1263

1311

1407

e
wn
~)

-
L4
[ #3 ]
(% ]

E————




(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:2:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 461 amino acids
amino acid
linear

(B) TYPE:
{D} TOPOLOGY:

83

{ii} MOLECULE TYPE: protein

(xi) SEQUENCE

Met Ala
-22

Trp Ala
-5

Ala Pro

Thr Rla

Vval Phe

$er Thr
60

Gly Ser
75

Glu Gln
Ser Lys
Pro Gly
Cys Lys

140

Asp lle
155

Asn Ala
Met Rla

Gln His

Phe Leu
220

Pro
~20

Ala

Glu

Gln’

Cys

45
Tyr
Arg
Asn
Gln
Phe
12%
Pro
Cys
Ser

Pro

Thr
205

Val
Ala
Pro
Met

30
Thr
Thr
Cys
Arg
Glu
110
Gly
Cys
Arg
Met
Gly
190

Gln

Pro

Ala
His
Gly

15
Cys
Lys
Gln

Ser

lle

95
Gly
Val
Ala
Pro
Asp
175
Rla

Pro

Met

DESCRIPTION:

Val
Ala
Ser
Cys
Thr
Leu
Ser
Cys
Cys
Ala
?ro
His
160
Ala
val

Thr

Gly

Trp

Leu

1

Thr

Ser

Ser

Trp

65

Asp

Thr

Arg

Arg

Gly

Ala
-15

Pro

Cya

Lys

Asp

50

Asn

Gln

Cys

Leu

Pro

130

Thr

145 .

Gln

val

His

Pro

Pro
225

Ile

Cys

Leu

Glu

210

Ser

SEQ 1D

Ala
Ala
Arg
Cys

35
Thr
Trp
val
Arg
Cys
115
Gly
Phe
Cys
Thr
Pro
195

Pro

Pro

Leu

Gln

Leu

20

Ser

Val

val

Glu

Pro

100

Ala

Thr

Ser

Asn

Ser

180

Gln

Ser

Pro

NO:2:

Ala

val

Arg

Pro

Cys

Pro

Thr

Gly

Pro

Glu

Asn

Val

165

Thr

Pro

Thr

Ala

val

Ala

Glu

Gly

hsp

Glu

70

Gln

Trp

Leu

Thr

Thr

150

val

Ser

val

Ala

Glu
230

Gly
~-10

Phe
Ty:r
Gln
Ser

55
Cys
Ala
Tyr
Arg
Ser
135
Thr
hla
Pro
Ser
Pro

215

Gly

116943

Leu

Thr

Tyr

His

490

Cys

Leu

Cys

Cys

Lys

120

Asp

Ser

Ile

Thr

Thr

200

Ser

Ser

Glu
Pro
Asp

25
Ala
Glu
Ser
Thr
Ala
105
Cys
val
Ser
Pro
Arg
185
Arg

Thr

Thr

Leu
Tyr

10
Gin

Lys

Asp

Axrg

90
Leu
Arg
Val
Thr
Gly
170
Ser
Ser

Ser

Gly




Asp
235
Lys
Ala
Ile
Ala
315
Yal
Asp
Val
Ala
Lys
385

Gln

Leu

Phe

Leun

Lys

Asp

Thr

300

Glu

Ser

Asn

Ser

380

Asp

Leu

Pro

Ala Leu Pro
Ile Ile Gly
255

Pro Leu Cys
270

Lys ARla Arg
285

Ala Pro Ser
Asp Arg Arg
Ala Ser Gly

335

Ser Pro Gly
350

val Cys Ser
365

Ser Thr Met
Glu Gln Val

Glu Thr Pro
415

Leu Gly Val
430

Val
240
val
Leu
Gly
Ser
Ala
320
Ala
Gly
Ser
Gly
Pro
400

Glu

Pro

Gly

Val

Gln

Thr

Ser

305

Pro

Gly

His

Ser

Asp

385

Phe

Thr

Asp

84
Leu Ile
Asn Cys

Arg Glu
275

Gln Gly
250

Ser Ser
Thr Arg

Glu Ala

Gly Thr
355

Asp His
370

Thr Asp
Ser lys

Leu Leu

Alas Gly
435

(2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:3:

(i)

{ii)
(iii)
{iv)

{vi)

{vii}

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 1368 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

Val

Val

260

Ala

Pro

Ser

Asn

Arg

340

Gln

Ser

Ser

Glu

Gly

420

Met

MOLECULE TYPE: CDNA to mRNA

HYPOTHETICAL: NO

ANTI-SENSE:

NO

ORIGINAL SOQOURCE:
{A} ORGANISM: HOMO SAPIENS

IMMEDIATE SOURCE:
(B) CLONE: lambda-gtlO-7ctnfbp

Gly
245
Ile

Lys

Glu

Gln
a2s
Ala
Val
Ser
Ser
Glu
405

Ser

Lys

vVal

Met

val

Gln

Glu

310

Pro

Ser

Asn

Gln

Pro

350

Cys

Thr

Pro

Thr

Thr

FPro

Gln

295

Ser

Gln

Thr

Val

Cys

375

Ser

Ala

Glu

Ser

116943

Ala

Gln

His

280

His

Ser

Ala

Gly

.Thr

360

Ser

Glu

Phe

Glu

Leu

Val

265

Leu

Leu

Ala

Pro

Ser

345

Cys

Ser

Ser

Arg

Lys
425

Gly
250
Lys

Pro

Ser

Gly

330

Ser

Ile

Gln

Pro

Ser
410

Pro




ATG
Met
-41

GAG
Glu

CAC
His

TAT
Tyr

GGA

-Gly

25

Py
Cys

AGA
Arg

GAG
Glu

ANG
Lvs

AT
Aszn
105

ARS
Lys

tix) FEATURE:
(A) NAME/KEY:
(B) LOCATION:

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY:
(B) LOCATION:

(ix) FEATURE:
{A) NAME/KEY:
{B} LOCATION:

cD3

1..1366

mat_peptide
121..1363

sig_peptide
1..120

85

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:3:

GGC
Gly

CIG
Leu

CTA
Lau

ATC
Ile
10

ACC
Thr

AGG
Azg

CAC
His

ATC
Ile

AAC
Asn
S0

TGC

Cys

CAS
Gla

CTC
Leu

TT6
Leu

GGG
Gly

CAC
His

TAC
Tyr

GAG
Glu

TGC
Cys

cT
Ser
75

CAG
Gln

AGC
Ser

"~
-

Asn

TCC ACC

Ser

GTG
Val

GAC
Asp
-5

cCT
Pro

TTG
Leu

TGT
Cys

CTC
Leu

cT
Ser

TAC

Thr

GGA
Gly
=20

AGG
Arg

Gln

TAC
Tyr

GAG
Glu
45

AGC
Ser

TGC
Cys

CGG

Arg

TGS
Cys

C GTG
= val

125

GTG
Val
-35

ATA
Ile

GAG
Glu

AAT
Asn

AAT
Asn
ag

AGC
Ser

TGC
Cys

ACA
Thr

CAT
His

CTC
Leu
110

TGC
Cys

cCT
Pro

TAC
Tyr

AAG
Lys

AAT
Asn
15

Gac
Asp

GGC
Gly

TCC
Serxr

GIG
Val

w0 b
-3

[E10 ]

AAT
Asn

ACTT

Thr

GAC
Asp

ccc
Pro

AGA
Arg

TCG
Ser

TGT
Cys

TCC
Ser

Lys

GAC
Asp
80

CTG
Leu

TCA
Ser

GAT
Asp
1

ATT
Ile

CCA
Pro

TTC
Phe

TGC
Cys
65

CGG
Arg

AGT
Ser

ACC
Thr

T CAT

His

CTG
Leu

GGG
Gly
-15

AGT
Ser

TGC
Cys

GGC
Gly

ACC
Thr
50

CGA
Arg

GAC
Asp

Glu

GTG
val

GCA
Ala
130

CTG
Leu
-30

GTT
val

GTG
Val

TGT
Cys

CCG
Fro
35

GCT
Ala

AAG
Lys

ACC
Thr

AAC
Asn

CacC
His
115

G3T
Gly

CCG
Pro

ATT
Ile

TGT
Cys

ACC
Thr

GGG
Gly

TCA
Ser

Glu

GTG
Val

CTT
Leu
100

CTC
Leu

TTC
Phe

CTG
Leu

GGA
Gly

ccc
Pro

ARG
Lys

CAG
Gln

Glu

ATG
Met

TGT
Cys
85

TG
Phe

TCC
Ser

7T

Phe

GTG
Val

CIG
Leu

Gln

TGC
Cys

GAT
Asp

ARC
Asn

GGT
Gly
70

GGC
Gly

CAG
Gln

TGC
Cvys

CTa
Leu

CTC
Leu

GTC
Val
=10

Gly

CaC
His

ACG
Thr

CAC
His
55

CaAG
Gln

TGC
Cys

TGS
Cys

-

non
+ B
H

e
4l
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116943

CTG
Leu
-25

cCT
Pro

Lys

Lys

GAC
Asp
40

CTC
Leu

GTG
Val

RGG
g

48

36

144

182

240

288

336

(W]
[+
o

432

£
(L)




AAG
Lys

Gly

TTA
Leu
185

TcCe
Ser

Gly

ITC

Phe

cce
Pro

i o= o1

Pro
265

GCT
Ala

cccC
Pro

AT
Thr

TTG

ATC
Ile
355

TAC

GAG
Glu

TTG
Leu

ACC
Thr
170

TCC
Ser

AAG
Lys

GAG
Glu

AGT
Ser

AGT

Ser
250

AAC
Asn

TGT
Cys

TGC
Cys
155

ACA
Thr

CTC
Leu

CcTC
Leu

cTT
Leu

ccc
Pro
235

TCC
Ser

TTT
Phe

G1C
Val
140

CTA
Leu

GTG
Val

crC
Leu

TAC
Tyr

Glu
220

ACT
Thr

ACC
Thr

GCG
Ala

ATC
Ile

AAG
Lys
300
cCce

Pro

AAG

Lys

CTG

5 Leu

CTG
Leu

TCC
Ser

CCcC
Pro

CTG
Leu

TTC
Phe

TCC
Ser
205

Gly

cca
Pro

TTC
Phe

GCT
Ala

cTT
Leu
285

TGG
Trp

GCG
Ala

GAR
Glu

GAG
Glu

GCG
Ala
i3S

Cys

CAG
Gln

TTG
Leu

ATT
Ile
150

ATT
Ile

Thr

GGC
Gly

ACC
Thr

cce
Pro
270

GCG
Ala

GAG
Glu

ACG
Thr

TTC
Phe

CIG
Leu
35¢

ACC
Thr

MT
Ser

ATT
lle

cce
Pro
;15

GGT
Gly

GTT
val

ACT
Thr

TTC
Phe

TCC
Ser
255

CGC
Arg

ACA
Thr

GAC
Asp

CTs
Leu

GTG
Val

Aan

GAG
Glu
160

CT6
Leu

TTA
Leu

TGT
Cys

Thr

ACC
Thr
240

AGC
Ser

AGA
Arg

GCC
Ala

AGC
Ser

TAC
Tyr
320

CGG

AIG

Z AAC
n Asn

TeG AGS

L rg

Cys
145

AAT
Asn

GTC
Val

ATG
Met

Gly

AAG
Lys
225

cce
Pro

TCC
Ser

GAG
Glu

CTC
Leu

GCC
aAla
305

GCC
Ala

CGC
Arg

GGG
Gly

CGG
Arg

86

Lys

GIT
vVal

ATT
Ile

TAT
Tyr

Lys
210

ccc
Pro

ACC
Thr

ACC
Thr

GTG
Val

GCC
Ala
290

Ccac
His

GTG
Val

CTA
Leu

CGC
=g

CGC
Arg
3790

Lys

AAG
Lys

TTC
Phe

CGC
Arg
195

yme
Ser

CTG
Leu

CTG
Leu

TAT
Tyr

GCA
Ala
275

TCC
Ser

ARG
Lvs

GTG
Val

Gly

TGC
Cys
355
ACG
Thr

Ser

Gly

TIT
Phe
180

TAC
Ty:

ACA
Thr

GCC
hla

Gly

ACC
Thr
260

CCa
Pro

GAC
Asp

CCa
Pro

GAG
Glu

CTG
Leu
340

CTG
Leu

elalc]
Pzo

CIG
Leu

ACT
Thr
165

GGT
Gly

Gln

ccr
Pro

CCA
Pro

TTC
Fhe
245

CcCC
Pro

ccc
Pro

cCcC
Pro

CAG
Gln

RAC
Asn
325

AGC

Ser

CGC
ATg

otelc
Arg

GAG
Glu
150

GAG
Glu

CTT
Leu

GG
Arg

Glu

AAC
Asn
230

AGT
Ser

GGT
Gly

-

TAT
Tyr

ATC
Ile

AGC
Ser
310

GTG
val

GAC

116943

Cys

GAC
Asp

TGC
Cys

GG
Tzp

Lys
215

CcCa
Pro

cce
Pro

GAC
ASD

CAG
Gln

cce
Fro
2853

Asp Hi

GAG
Glu

CGC
Arg

ACG
Thr

TCA
Ser

CTT
Leu

ARG
Lys
200

GAG
Glu

AGC
Ser

GTG
Val

TGT
Cys

GGG
Gly
280

ARC
Asn

GAC

576

624

672

"120

768

816

864

912

96¢C

1008

1053
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116943

87
ACG CTIG GAG CIG CTG GGA CGC GTG CTC CGC GAC ATG GAC CTG CTG GGC 1296
Thr Leu Glu lLeu Leu Gly Arg Val Leu Arg Asp Met Asp Leu Leu Gly
380 385 390
TGC CTG GAG GAC ATC GAG GAG GCG CTT TGC GGC CCC GCC GCC CTC CCG 1344
Cys Leu Glu Asp Ile Glu Glu Ala Leu Cys Gly Pro Ala Ala Leu Pro
39S 400 405

"€CC GCG CCC AGT CTT CTC AGA TGA 1368
Pro Ala Pro Ser Leu Leu Arg

410 - 415

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:4:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 455 amino acids
‘(B) TYPE: aminoc acid
{D) TOPOLOGY: linear

{ii) MOLECULE TYPE: protein
{xi)} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:4:

Met Gly lLeu Sar Thr Val Fro Asp Leu Leu Leu Pro leu Val Leu leu
- =40 -35 =30 -25

Glu leu Leu Val Gly Ile Tyr Pro Ser Gly Val Ile Gly Leu Val Pro
-20 - =15 -10

His Leu Gly Asp Arg Glu Lys Arg Asp Ser Val Cys Pro Gln Gly Lys
-5 1 5

Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys Cys Thr Lys Cys His Lys
10 1§ 20

Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys Pro Gly Pro Glv Gln Asp Thr Asp
25 30 35 40

Cys Arg Glu Cys Glu Ser Glv Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn His Leu
45 S6 5z

Arg His Cys Leu Ser Cys Ser Lys Cys Arg Lys Glu Met Gly Gln val
60 ) 65 70

Glu Ile Ser Ser Cys Thr Vel Asp Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys Ar
75 80 85

Lys Asn Gln Ty: Arg His Tyr Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gln Cys Phe

3 100

Asn Cys Ser Leu Cys Leu asn Glv Thr val His Leu Ser Cys Gln Glu
105 110 115 120

Lys Glan Asn Thr Val Cys Thr Cvs His
125

Gly Phe Phe Leu

-

[PU B
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Asn Glu Cys Val Ser Cvs Cys Lys Lvs Se: Leu Giu
140 145 150
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a8
Lys Leu Cys Leu Pro Gln Ile Glu Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp Ser
155 160 165

Gly Thr Thr Val Leu Leu Pro Leu Val Ile Phe Phe Gly Leu Cys Leu
170 175 180

Leu Ser Leu Leu Phe Ile Gly Leu Met Tyr Arg Tyr Gln Arg Trp Lys
185 190 185 200

Ser Lys Leu Tyr Ser Ile val Cys Gly Lys Ser Thr Pro Glu Lys Glu
205 210 215

Gly Glu Leu Glu Gly Thr Thr Thr Lys Pr¢ Leu Ala Pro Asn Pro Ser
220 225 230

Phe Ser Pro Thr Pro Gly Phe Thr Pro Thr Leu Gly Phe Ser Pro Val
235 240 245

Pro Ser Ser Thr Phe Thr Ser Ser Ser Thr Tyr Thr Pro Gly Asp Cys
250 255 260

Pxo Asn Phe Ala Ala Pro Arg Arg Glu Val Ala Pro Pro Tyr Gln Gly
265 270 275 280

Ala Asp Pro Ile Leu Ala Thr Ala Leu Ala Ser Asp Pro lle Pro Asn
285 290 245

Pro Leu Gln Lys Trp Glu Asp Ser Ala His Lys Pro Gln Ser Leu Asp
300 305 310

Thr Asp Asp Pro BRla Thr Leu Tyr Ala Val Val Glu Asn Val Pro Pro
315 320 325

Lau Arg Trp Lys Glu Phe Val Arg Arg Leu Gly Leu Ser Asp His Glu
330 335 340

Ile Asp Arg Leu Glu Leu Gln Asn Gly Arg Cys Leu Arg Glu Ala Gln
345 350 355 380

Tyr Ser Met Leu Ala Thr Trp Arg Arg Arg Thr Pro Arg Arg Glu Ala
365 370 375

Thr Leu Glu Leu Leu Gly Arg Val Leu Arg Asp Met Asp Leu Leu Gly
380 385 390

Cys Leu Glu Asp Ile Glu Glu Ala Leu Cys Gly Pro Ala Ala Leu Pro
395 400 405

Pré Ala Pro Ser Leu Leu Arg
410 415

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:5:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 3011 base pairs
(B} TYPE: nucleic acid
(C} STRANDEDNESS: single
(D} TOPOLOGY: linear

{ii) MOLECULE TYPE: cDNA t¢ mRNA
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Phe

AGACGCACCC TCTGAAGATG GTGGACTCCC TCCTGAGAAG CTGGGACCCC TTGGTAAAAG

(iii)
{iv)

{vi)

(vii)

{ix}

{ix)

{ix)

{xi)

89

HYPOTHETICAL: NO
ANTI~SENSE: NO

ORIGINAL SQURCE:
{A) ORGANISM: Homo sapiens

IMMEDIATE SOURCE:
(B) CLONE: HUIL-1R

FEATURE :
(A} NAME/KEY: CDS
{B) LOCATION: 84..1793

FEATURE:
(A} NAME/KEY: mat_peptide
(B) LOCATION: 144..1750

FEATURE:
(A) NAME/KEY: sig_peptide
{B) LOCATION: 84..143

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:5:

116943

ACAAGGCCTT CTCCAAGAAG AAT ATG AAA GTG TTA CTC AGA CTT ATT TGT
Met Lys Val Leu Leu Arg Leu Ile Cys

TTC

CGT
‘Arg

CGT
Az

TAT
Tyr

ATT
lle

GAT
Asp
70

AGA
Azg

ATA
Ile
=10

GAA
Glu

ccc
Pro

Lys

ATT
Ile

~-20

GCT CTA CTG ATT TCT TCT CTG GAG
Ala Leu Leu Ile Ser Ser Leu Glu
~5

GAA MAA ATA ATT TTA GTG TCA TCT
Glu Lys Ile Ile Leu Val Ser Ser
i0 15

TGT CCT CTT AAC CCA RRT GAA CAC
Cys Pro Leu Asn Pro Asn Glu His
25 30

GAT GAC AGC AAG ACA CCT GTA TCT
Asp Asp Ser Lys Thr Pro Val Ser
40 45

CAA CAC AAA GAG AAA CTT TGG TTT
Gln His Lys Glu Lvs Leu Trp Phe
60

GGA CAT TAC TAT TGC GTG GTA AGA

r Gly His Tyr Tvr Cys val Val Arg

75

AAR ATA AGT GCA AAA TTT GTG GAG
Lys Ile Ser Ala Lys Phe Val Glu
50 95

GCT
Ala

GCA
Ala

Lys

ACA
Thr

GTT
Val

AAT
Asn

ART
Asn

-15

GAT AAA
Asp Lys
1

AAT GAA
Asn Glu

GGC ACT
Gly Thr

GAR CAR
Glu Gln
S0

CCT GCT
Pro Ala
65

TCA TCT
Ser Ser

GAG CCT
Glu Pro

TGC
Cys

ATT
Ile

ATA
Ile
35

GCC
hla

AAG
Lys

TAC
Tv:

ARC
Azn

AAG GAA

Lys

GAT
hsp
20

ACT
Thr

Glu
5

GTT

val

TGE
Tro

AGG
&g

60

110

158

206

3%z

44z




TAT
Tyr

Gly

GAG
Glu

GAC
Asp
150

are
Val

TAC
Tyzr

CTA
Leu

GAG
Glu

GIC
Val
230

GTA
Vval

Glu

ATA

Ile

GCC
Ala

CCa
Pro
310

ACA
Thr

AAT
Asn

GGA
Gly

TTA
Leu
135

AAT
Asn

GCT
Ala

6
Leu

GAG
Glu

ACA
Thr
215

ACC
Thr

ATT
Ile

AAT
Asn

TCaG
Ser

AAG
Lys
295

GTC

Val

GTC
Val

GCA
Ala

CTT
Leu
120

ccT
Pro

ATA
Ile

Glu

GGC
Gly

Glu
200

ATG
Met

GGC
Gly

GAT
Asp

CCT
Pro

Glu
280

AAT
Asn

ACT
Thr

ATA
Ille

Gln
108

GTG
val

Lys

CAC
His

Lys

ARG
Lys
185

AAC
Asn

Glu

CAG
Gln

‘Glu

GCA
Ala
265

ATT
Ile

ACA
Th:

AAT
Asn

ATT
Ile

GCC
Ala

TGC
Cys

TTA
Leu

TTT
Phe

CAT
His
170

Gln

Lys

GTA
val

TTG
Leu

GAT
Asp
250

ARC
Asn

GAA
Glu

CAT
His

TTIC
Phe

GTIG
Val
330

ATA
Ile

cctT
Pro

CAG
Gln

AGT
Ser
155

AGA
Arg

TAT
Tyr

cce
Pro

GAC
Asp

AGT
Ser
235

GAC
Asp

Lys

AGT
Ser

GGT
Gly

CAG
Gln
a1s

TGT
Cys

Phe

TAT
Tyr

TGG

Trp
140

Gly

GGG
Gly

cCcT
Pro

ACR
Thr

TTG
Leu
220

GAC
Asp

AGa
Arg

AGA
Azg

ATA
Ile
300

ARG
Lys

T
Ser

Lys

ATG
Met
125

TAT
Tyr

GTC
Vval

ANC
Asn

ATT
Ile

AGG
Arg
205

GGA
Gly

ATT
Ile

GTG
Val

AGG
Arg

TTT
Phe
285%

GAT
Asp

CAC
is

GTT
Val

Gln
110

GAG
Glu

AAG
Lys

Lys

TAT
Tyr

ACC
Thr
190

CCT
Pro

TCC
Ser

GCT
Ala

CTA
Leu

AGT
Ser
270

TAT
Tyr

GCA
Ala

ATG
Met

TTC
Phe

20

AAM
Lys

TTT
Phe

GAT
Asp

GAT
Asp

ACT
Thr
1758

CGG
Azg

GTG
Val

CAG
Gln

TAC
Tyr

Gly
255

ACC
Thr

Lys

GCA
Ala

ATT
Ile

ATC
Ile
335

CTA
Leu

TTT
Phe

TGC
Cys

AGG
Arg
160

6T
Cys

GTA
Val

ATT
Ile

ATA
Ile

TGG
Trp
240

Glu

CTC
Leu

CAT
His

TAT
Tyr

GGT
Gly
320

TAT
Tyt

ccce
Pro

Lys

Lys
145

CTIC
Leu

CAT
His

ATA
lle

GTG
val

Gln
225

AMG
Lys

GAC
Asp

ATC
Ile

cca
Pro

ATC
Ile
305

ATA
Ile

ARA
Lvs

GTT
Val

AAT
Asn
130

CCT
Pro

ATC
Ile

Ala

Glu

AGC
Ser
210

TG
Leu

166G
Trp

TAT
Tyr

ACA
Thr

TTT
Fhe
299

CAG
Gln

TGT
Cvs

ATC
Ile

Ala
115

Glu

CTA
Leu

GTG
val

TCC
Ser

TTT
Phe
195

cca
Pro

ATC
Ile

AAT
Asn

TAC
Tyr

GTG
vzl
275

ACC
Thr

TTa
Leu

LTl
-l

Val

TC
Phe

Gly

AAT
Asn

CTT
Leu

ATG
Met

TAC

Tyr
189

ATT
Ile

GCT
Ala

TGT
Cys

GGG
Gly

AGT
Ser
260

CTT

Leu

TGT
Cys

ATA
Ile

ACC
Thz

GAC
Asp

AAT
Asn

CIT
Leu

ART
Asn
165

ACA
Thr

ACT
Thr

AAT
Asn

AAT
Asn

TCA
Ser
245

GTG
Vval

RAT
Asn

TTT
Phe

TAT
Tvyr

-~
TG

325

AAG AT

Lys
340

116943

494

542

590

638

686

734

782

830

878

926

W
~1
o
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GAC
Asp

Lys

ACT
Thr

GTC
Val
330

TAT
Tyr

Glu

ACH
Thr

ATG
Met

CTG
Leu
470

ATT
lle

GGA
Gly

ATG
Met

CCa
Pro

TAGCATGGAG
AGGTTATGCC
CTGAGGTCAC

SGCACTTICAG

ATT
Ile

GCT
Ala

GTT
Vval
375

TTG
Leu

Gly

AAC
Asn

TCA
Ser

TAT
Tyr
455

GAG
Glu

ARG
Lys

CCh
Pro

CCa
Pro

GCC
Ala
535

GTG
Val

TCA
Ser
360

GGG
Gly

ccT
Pro

AGG
Arg

GTA
val

GGC
Gly
440

AAT
Asn

MARA
Lys

CAG
Gln

CAG
Gln

GTC
val
520

ACT
Thz

Leu
345

GAT
Asp

Glu

GAG
Glu

GAT
Asp

AAG
Lys
425

TTC
Phe

GCT
Ala

ATC
Ile

ARRA
Lys

TCT
Ser
505

CAG
Gln

ARG
Lys

Trp

Gly

GGG
Gly

GIC
Val

GAC
Asp
410

Lys

AGC
Ser

CTT
Leu

CAx
Gln

CAT
His
490
GCA
Ala

CGA
Arg

GAG
Glu

AAGTTGCCAA

TCATGCTGAC

TAC
Tyr

AAG
Lys

T
Ser

76
Leu
395

TAC
Tyr

AGC
Ser

TGG
Trp

GTT
val

GAC
Asp
475

Gly

ARG
Lys

CGG
Arg

ARA
Lys

Arg

ACC
Thr

ACC
Thr
380

Glu

GTT
Val

AGA
Arg

CTG
Leu

CAG
Gln
460

TAT
Tyr

GCT
Ala

ACA
Thr

TCA
Ser

CTG
Leu
540

GAT
AsSp

TAT
Tyr
365

TCT
Ser

Lys

Gly

AGA
Arg

GGT
Gly
445

GAT
Asp

GAG
Glu

ATC
Ile

AGG
Arg

CcCcT
Pro
525

CAA
Gin

TIGCAGAGTT

AGTAGAGGSC TTGGGAAGAT

TCC
Ser
350

GAC
Asp

GAC
Asp

CAG
Gln

GAA
Glu

CTG
Leu
430

GGT
Gly

GGA
Gly

AAR
Lys

CGC
Arg

TIC
Phe
510

TCA
Ser

AGA
Arg

Ala

TGT
Cys

TGT
Cys

GAC
Asp
415

ATT
Ile

TCA
Ser

ATT
Ile

ATG
Met

TGG
Trp
455

GG
Trp

TCT
Ser

GAG
Glu

TAT
Tyr

TAT
Tyr

GAT
Asp

GGA
Gly
400

ATT
Ile

ATC
lle

TCT
Ser

Lys

CCA
Pro
480

TCA
Ser

AAG
Lya

ADR
Lys

GCT
Ala

GAGTTCTTTA GGTGCCTCCT

CATGGAATGT

CTGGAATCAG ATTATTAAGS GAATAAGCCA

CTTTTAAMMAA

GAT
Asp

ATA
Ile

ATT
Ile
385

TAT
Tyr

GTT
val

ATT
Ile

Glu

GTT
Val
465

GAA
Glu

GGG
Gly

AAT
Asn

CAC
His

CAC
His
545

GTCTTATGGT G

TTT
Phe

CTIG
Leu
370

TTT
Phe

AAG

Lys

GAG
Glu

TTA
Leu

GAG
Glu
450

GTC
val

TCG
Ser

GAC
Asp

GTC
val

CAG
Gln
530

GTG
vVal

Leu
355

TAT
Tyr

GTG
val

CTG
Leu

GTC
val

GTC
Val
435

CAA
Gln

CTG
Leu

ATT
Ile

TTT
Phe

AGG
Arg
515

TTA
Leu

~
L

Pro

AACTATATCA

TGACGTCAAT

GOCAGTAGSS

T

CCA
Pro

CCa
Pro

TTT
Phe

TTC

Phe

ATT
Ile
420

AGAR
Arg

ATA
Ile

CTT
Leu

Lys

ACA
Thr
500

TAC
Tyr

CTG
Leu

CTC
Leu

raleluk od-Luada
i ow o b

116943

ATA
Ile

AAG
Lys

Lys

ATT
Ile
405

AAT
Asn

GAA
Glu

GCC
Ala

GAG
Glu

TTC
Phe
485

CAG
Gln

AGCTAGTCCAC

CCGGTIZTHGET

1214

1262

1310

1358

1406

1454

1502

1550

1598

1646

1694

v
-
a»
~

17606
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92
GGCTCACGCC TATAATCCCA GCACTTTGGG AGGCTGAAGT GGGTGGATCA CCAGAGGTCA 2090
GGAGTTCGAG ACCAGCCCAG CCAACATGGC ARMACCCCAT CTCTACTAAA AATACAAAAAR 2150
TGAGCTAGGC ATGGTGGCAC ACGCCTGTAA TCCCAGCTAC ACCTGAGGCT GAGGCAGGAG 2210
AMTTGCTTGA ACCGGGGAGA CGGAGGTTGC AGTGAGCCGA GTTTGGGCCA CTGCACTCTA 2270
GCCTGGCAAC AGAGCAAGAC TCCGTCTCAA AMAAAGGGCA ATAAATGCCC TCTCTGARTG 2330
TTTGAACTGC CRAGAAAAGG CATGGAGACA GCGAACTAGA AGARAGGGCA AGAAGGAAAT 2390
AGCCACCGTC TACAGATGGC TTAGTTAAGT CATCCACAGC CCAAGGGCGG CGGCTATGCC 2450
TTGTCTGGGG ACCCTGTAGA GTCACTGALC CTGGAGCGGC TCTCCTGAGA GGTIGCTGCAG 2510
GCAAAGTGAG ACfGACACCT CACTGAGGAAR GGGAGACATA TTCTTGGAGA ACTTTCCATC 2570
TGCTTGTATT TTCCATACAC ATCCCCAGCC AGAAGTTAGT GTCCGAAGAA GAGCTTGAAA 2630
ACTCACTTCA ATGAACARAG GGATTCTCCA GGATTCCAAA GTTTTGAAGT CATCTTAGCT 2690
TTCCACAGGA GGGAGAGAAC TTAAAARAGC AACAGTAGCA GGGAATTGAT CCACTTCTTA 2750
ATGCTTTCCT CCCTGGCATG ACCATCCTGT CCTTTGTTAT TATCCTGCAT TTTACGTCTT 2810.
TGGAGGAACA GCTCCCTAGT GGCTTCCTCC GTCTGCAATG TCCCTTGCAC AGCCCACACA 2870
TGAACCATCC TTCCCATGAT GCCGCTCTTC TGTCATCCCG CTCCTGCTGA AACACCTCCC 2930
AGGGGCTCCA CCTGTTCAGG AGCTGAAGCC CATGCTTTCC CACCAGCATG TCACTCCCAG 2990
' ACCACCTCCC TGCCCTGTCC T 3011
(2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:6:
{i} SEQUENCE CHARACTERIS?ICS:
(R) LENGTH: 569 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear
{ii) MOLECULE TYPE: protein
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:6:
Mel Lys Val Leu Leu Arg Leu Ile Cvs Phe Ile Ala Leu Leu Ile Ser
-20 -15 -10 -5
Ser Leu Glu Ala Asp Lys Cys Lys Glu Arg Glu Glu Llvs Ile Ile Leu
1 S 10
Val Ser Ser Ala Rsn Glu Ile Asp Val Arg Pro Cys Pro Leu Asn Pro
15 20 25
Asn Glu His Lys Gly Thr Ile Thr Trp Tyr Lys Asp Asp Ser Lvs Ths
3¢ : 35 : 40
Pzo Val Ser Thr Glu Gln Ala Ser Arg Ile His Gln His Lys Glu Lys
4t : 50 5% 6C




Val

Phe

Lys

Met
125

Tyr

val

Asn

Ile

Arg

205

Gly

Ile

Val

Axrg

Phe

285

Asp

His

Val

Asp

Tyr
365

Trp

Val

val

Gln

110

Glu

Lys

Lys

Ths

190

Pro

Ser

Ala

Leu

Ser

270

Tyr

Ala

Met

Phe

Ser

3iso

Asp

Phe
Arg
Glu

95
Lys
Phe
Asp
Asp
Thr
175
Arxrg
Val
Gln
Tyr
Gly
255
Thr
Lys
Ala
Ile
Ile
335

Cys

Ala

val
Asn

BO
AS n'
Lau
Phe
Cys
Arg
160
Cys
val

Ile

lle

Trp
240
Glu
Leu
His
Tyr
Gly
320
Tyr

Tyr

Tyr

Pro

65

Ser

Glu

Pro

Lys

Lys

145

His

Ile

val

Gln
225

Lys

Asp

Ile

Pro

Ile

305

Ile

Lys

Asp

Ile

Ala
Ser
Pro
vVal
Asn
130
Pro
Ile
Ala
Glu
Ser
2190
Leu
Trp
Tyr
Thr
Phe
290
Gln
Cys
Ile
Phe

Leu
370

Lys

Tyr

Asn

Ala

115

Glu

Leu'

val

Ser

Phe

195

Pro

Ile

Asn

Tyr

Val

275

Thr

Leu

Val

Phe

Leu

355

Tyr

val

Cys

Leu

100

Gly

Asn

Leu

Met

Tyr

180

Ile

Ala

Cys

Gly

Ser

260

Leu

Cys

Ile

Thr

Lys

340

Pro

Pro

93
Glu
Leu

es
Cys

Aap

Asn

Asn
165

Thr
Thr
Asn
Asn
Ser
245
Val
Asn
Phe
Tyr
Leu
325
Ile

Ile

Lys

Asp

70
Arg
Tyr
Gly
Glu
Asp

150

vVal

Tyr

Leu

Glu

Val

230

Val

Glu

ile

Ala

Pro

310

Thr

Asp

Lys

Thr

Ser

Ile

Asn

Gly

Leu

135

Asn

Ala

Leu

Glu

Thr

215

Thr

lle

Asn

Ser

Lys

295

val

val

Ile

Ala

val
375

Gly

Lys

Ala

Leu

120

Fro

Ile

Glu

Gly
Glu
200
Met
Gly
Asp
Pro
Glu
280
AsSD
Thr
Ile
val
Ser

360

Gly

His

Ile

Gln

105

val

Lys

His

Lys

Lys

185

Asn

Glu

Gln

Glu

Ala

265

Ile

Thr

Asn

Ile

Leu

345

Asp

Glu

TYr

Ser

80

Rla

Cys

ieu

Phe

His
170
Gln
Lys
val

Leu

Asp
250
aAsn
Glu
His
Phe
val
330
Trp

Gly

Gly

116943

Tyr

75
Ala
Ile
Pro

Gln

Ser
155

Arg
Tyr
Pre
Asp
Ser
235
Asp
Lys
Ser
Gly
Gln
315
Cys
Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Phe

Tyr

Trp

140

Gly

Gly

Pro

Thr

Leu

220

Asp

Pro

Arg

Arg

Ile

300

Lys

Ser

Arg

Thr

Thr
380
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Sar Asp Cys Asp lle Phe Val Phe Lys Val Leu Pro Glu Val Leu Glu
3as 390 395

Lys Gln Cys Gly Tyr Lys Leu Phe Ile Tyr Gly Arg Asp Asp Tyr Val
400 405 410

Gly Glu Asp Ile Val Glu Val Ile Asn Glu Asn Val Lys Lys Ser Arg
415 420 425

Arg Leu Ile Ile Ile Leu Val Arg Glu Thr Ser Gly Phe Ser Trp leu
430 435 440

Gly Gly Ser Sar Glu Glu Gln Ile Ala Met Tyr Asn Ala Leu Val Gln
445 450 455 460

Asp Gly Ile Lys Val Val Leu Leu Glu Leu Glu Lys Ile Gln Asp Tyr
465 470 475

Glu Lys Met Pro Glu Ser Ile Lys Phe Ile Lys Gln Lys His Gly Ala
480 485 490

Ile Arg Trp Ser Gly Asp Phe Thr Gln Gly Pro Gln Ser Ala Lys Thr
495 500 505

Arg Phe Trp Lys Asn Val Arg Tyr His Met Pro Val Gln Arg Arg Ser
510 515 520

Pro Ser Ser Lys His Gln Leu Leu Ser Pro Ala Thr Lys Glu Lys Leu
525 530 535 540

Gln Arg Glu Ala His Val Pro Leu Gly
545

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:7:

{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 1357 base pairs
{B)Y TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: single
{D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: ¢DNA to mRNA

{iii) HYPOTHETICAL: NO

{iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Homo sapiens
(G} CELL TYPE: Human B cell lymphoblastoid
(H) CELL LINE: CB23

(vii) IMMEDIATE SOURCE:
(B) CLONE: pHulL-1RII7S

{ix) FEATURE:
{A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 154..1350 e




CTGGAMAATA CATTCTGCTA CTCTTAAMAA CTAGTGACGC TCATACAAAT CAACAGARAG
AGCTTCTGAA GGAAGACTTT AMAGCTGCTT CTGCCACGTG CTGCTGGGTC TCAGTCCTCC
ACTTCCCGTG fCCTCTGGAA GTTGTCAGGA GCR ATG TIG CGC TTG TAL GTG TTG

Met Leu Arg Leu Tyr Val Leu
-10

GTA
val

GCT
Ala

AGG

N Arg

766
Trp

AAT
Asn

GCC
Ala
75

GGC
Gly

TCC
Ser

ATC
Ile

TGC
Cys

(ix) FEATURE:
{A) NAME/KEY: mat_peptide
(B} LOCATICN:

{ix) FEATURE:
(A} NAME/KEY: sig peptide
{B) LOCATION:

193..1347

154..192

95

{xi)} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:7:

ATG
Met
=5

GCC
Ala

CTG
Leu

TTG
Leu

GAC
Asp
60

CAG
Gln

ACC
Thr

ATT
Iie

TCA
Ser

cCcT
Pro
140

GGA
Gly

AGA
Arg

GAA
Glu

TGG

Tzp
45

TCT
Ser

GAC
Asp

TAC
Tyzr

GAG
Glu

TAC
Tyr
125

GAC
Asp

GTT
vVal

AGC
Ser

GGG
Gly
30

GCC
Ala

GCT

Ala

GGT
Gly

GTC
Val

CTC
Leu
119

CCe
Pro

CTG
Leu

T
Ser

TGC
Cys
15

GAG
Glu

7T
Ser

AGG
Arg

GCT
Ala

TGC
Cys
95

AGA
Arg

Gln

AGT
Ser

GCC
Ala

CGG
Arg

cCT
Pro

GTC
val

ACG
Thr

CTG
Leu
80

ACT
Thr

GTT
vVal

ATT
Ila

Glu

TTC
Phe

TTT
Phe

GTA
Val

AGC
Ser

GTC
val
€5

TGG
Trp

ACT
Thr

T
Phe

TTA
Leu

TTC
Phe
145

ACC
Thr

CGT
Arg

GCe
Ala

cce
Pro

CCA
Pro

CcIT
Leu

AGAR
Arg

GAG
Glu

ACC
Thr
130

ACC

Thr

CTT
Leu

Gly

CTG
Leu
35

CGC
Arg

GGA
Gly

CTG
Leu

AAT
Asn

AAT
Asn
115

TTG
Leu

CGT
Arg

=13

CAG
Gln

AGG
Arg
20

AGG
Arg

ATC
Ile

Glu

cCa
Pro

GCT
Ala
100

ACA
Thr

TCA
Sezx

GAC
Asp

CCT
Pro
5

CAT
His

TGC
Cys

ARC
Asn

Glu

GCC
Ala
B5

TCT
Ser

GAT
Asp

ACC
Thr

Lys

GCG GCA
Ala Ala

TAC AAG
Tyr lys

CCC CAG
Pro Gln

CTG ACA
Leu Thr
55

GAG ACA
Glu Thr
70

TTG CAG
Leu Gln

TAC TGT
Tyr Cys

GCT TTC
Ala Phe

TCT GGG
Ser Gly
135

ACT GAC
Thr Asp
150

CaC
His

CGG
Arg

GTG
val
40

TGG
Tzp

CGG
Arg

GAG
Glu

GAC
Asp

CTG
Leu
120

GTA
val

GTG
val

ACA
Thr

GAG
Glu
25

ccc

Pro

CAT
His

ATG
Met

GAC
Asp

Lys
103
CCG

Pro

TTA
Leu

AAG
Lys

116943

GGG
Gly
10

TTC
Phe

TAC
Tyr

ARR
Lys

TGG
Trp

TCT
Ser
90

ATG
Met

TrC
Phe

CGTA
val

ATT
Ile

60

120

174

222

270

318

368

414

51¢C

558

6932




Gln
155

CTA
Leu

Glu

CAG
Gln

Lys

Ala
235

ACC
Thr

His

CAG
Gln

TIT
FPhe

GTC
Val
13

talal
N

Ala

GCC
Ala

AGA
Arg

GAC

Asp

Trp

AGT
Ser

GAT
Asp

Gln

GAA
Glu
220

TCT
Ser

GGC
Gly

ATA
Ile

Glu

GAT
Asp
300

CAT
His

TCC
Ser

TTC
Phe

ACT
Thr

TTT
Phe
300

TAC
Tyr

GTG
val

GCT
Ala

TAC

Tyr
205

GAG
Glu

CTG
Leu

ACA
Thr

GAG
Glu

TAT
Tyr
285

CcCT
Pro

AAT
Asn

TCC
Ser

TTG
Leu

GGA
Gly
365

CAA
Gln

AAG
Lys

AGG
Arg

GGC
Gly
180

AMC
Asn

ACC
Thr

Gly

ccC
Pro

AGC
Ser
270

TCA
Ser

GTC
val

ACC
Thr

ACG
Thr

GTT

Val

350

Lys

CC
Ser

GAT
Asp

GGG
Gly
175

TAT
Tyr

ATC
Ile

ATT
Ile

TCA
Ser

TTA
Leu
255

GCC
Ala

GAA
Glu

ACA
Thr

CTG
Leu

TTC
Phe
338

TTG
Leu

GCA
Ala

TAT
Tyr

CcT
Ser
160

ACC
Thr

TAC
Tyr

ACT
Thr

CCT
Pro

AGA
Arg
240

ACC
Thr

TAC
Tyr

AAT
Asn

AGAR
Arg

AGT
Ser
320

TCC

Ser

GGG
Gly

GAT
Asp

ccc
Pro

ACT
Thr

cGC
Arg

AGG
Arg

GTG
val
225

CTG
Leu

ACC
Thr

CCG
Pro

GGT

Gly

RAG
Lvs

385

crT
Leu

CAC
His

TGT
Cys

AGT
Ser
210

ATC
Iie

ACA
Thr

ATG
Met

Gly

GAG
Glu
290

GAT
Asp

CAG
Gln

o GGC

Gly

-

ATA
Ile

CTG
Leu
370

TTA
Leu

GTC
val
195

ATT
Ile

ATT
Ile

ATC
Ile

CTG
Leu

GGC
Gly
275

AAC
Asn

TTG
Leu

ACA
Thr

ATT
Ile

TGG
Trp
355

ACT
Thr

36

GAT
Asp

CTC
Leu
180

CTG
Leu

GAG
Glu

T™CC
Ser

cCG
Pro

TGG
Trp
260

CGC
Arg

TAC
Tyrx

CAC
His

CTA
Leu

GTG
val
340

ATG
Met

GTG
Val

TGAAATAAAT

Lys
165

GTA
val

ACA
Thr

CTA
Leu

ccc
Pro

TGT
Cys
245

TGG
Trp

GTG
Val

ATT
Ile

ATG
Met

CGC
Arg
325

CTG
Leu

CAC
His

CcTa
Les

GAC
Asp

CAC
His

TTT
Phe

CGC
Arg

CTC
Leu
230

AAG
Lys

ACG
Thr

ACC
Thr

Glu

GAT
Asp
310

ACC
Thr

GCe
Ala

AGA
Arg

TGS
ro

AAT
Asn

GAT
Asp

GCC
Ala

ATC
Ile
215

AAG
Lys

GTG
Val

GCC
Ala

GAG
Glu

GTG
Val
295

TTT
Fhe

ACR
Thr

CCA
Pro

CGG
Arg

CcCT
Pro
375

GAG
Glu

GTG
Val

CAT
His
200

AAG
Lys

ACC
Thr

TTT
Phe

AAT
Asn

GGG
Gly
280

CCa
Pro

Lys

GTC
val

CTT
Leu

TGC
Cvs
360

Lys

GCC
Ala
185

Glu

Lys

ATA
Ile

CTG
Leu

GAC
Asp
265

CCa
Pro

TTG
Leu

TGT
Cys

ARG
Lys

TCA
Ser
343

Ad3

Lys

CAT
His

116943

TTT
Phe
170

CTG
Leu

GGC
Gly

Lys

TCA
Ser

GGA
Gly
250

ACC
Thr

CGC
Arg

ATT
Ile

GTT
Val

GAR
Glu
330

CTG

Leu

CaAC
His

Cax
Gin

702

750

798

846

894

8942

950

1038

108¢

1134

1182

123C

fur
Car
(%]
[% 1Y

p—
Lo
i
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{(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:8:
{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 398 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: protein
{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:8:

Met Leu Arg Leu Tyr Val leu Val Met Gly Val Ser Ala Phe Thr Leu
-13 -10 -5 1

Gln Pro Ala Ala His Thr Gly Ala Ala Arg Ser Cys Arg Phe Arg Gly
5 10 15

Arg His Tyr Lys Arg Glu Phe Arg Leu Glu Gly Glu Pro Val Ala Leu
20 25 30 35

Arg Cys Pro Gln Val Pro Tyr Trp Leu Trp Ala Ser Val Ser Pro Arg
40 45 50

lle Asn Leu Thr Trp His Lys Asn Asp Ser Ala Arg Thr Val Pro Gly
35 60 65

Glu Glu Giu Thr Arg Met Trp Ala Gln Asp Gly Ala Leu Trp Leu Leu
70 75 80

Pro Ala Leu Gln Glu Asp Ser Gly Thr Tyr Val Cys Thr Thr Arg Asn
85 90 93

Ala Ser Tyr Cys Asp lys Met Ser Ile Glu Leu Arg Val Phe Glu Asn
100 105 110 115

Thr Asp Ala Phe Leu Pro Phe Ile Ser Tyr Pro Gln Ile Leu Thr Leu
120 125 130

Ser Thr Ser Gly Val Leu Val Cys Pro Asp Leu Ser Glu Phe Thr Arg
135 140 145

Asp Lys Thr Asp Val Lys Ile Gln Trp Tyr Lys Asp Ser Leu Leu Leu
‘ 150 155 160

Asp Lys Asp Asn Glu Lys Phe Leu Ser Val Arg Gly Thr Thr His Leu
165 170 175

Leu Val His Asp Val Ala Leu Glu Asp Ala Gly Tyr Tyr Arg Cys Val
180 185 150 185

Leu Thr Phe Ala His Glu Gly Gln Glh Tyr Asn Ile Thr Arg Ser lle
200 20% 210

Glu Leu Arg Ile Lys Lys Lys Lys Glu Glu Thr Ile Pro Val Ile Ile
215 220 225

Ser Pro Leu Lys Thr Ile Ser Ala Ser leu Gly Ser Arg Leu Thr Ile
230 235 - 240 :




98

Pro Cys Lys Val Phe Leu Gly Thr Gly Thr Pro Lsu Thr

245 250 255

Trp Trp Thr Ala Asn Asp Thr His Ile Glu Ser Ala Tyr

260 265 270

Arg Val Thr Glu Gly Pro Arg Gln Glu Tyr Ser Glu Asn

280 285

Tyr Ile Glu Val Pro Leu Ile Phe Asp Pro Val Thr Arg

295 300

His Met Asp Phe Lys Cys Val Val His Asn Thr Leu Ser
310 315 320

Leu Arg Thr Thr Val Lys Glu Ala Ser Ser Thr Phe Ser

325 330 335

Val Leu Rla Pro Leu Ser Leu Ala Phe Leu Vval Leu Gly

340 345 350

Met His Arg Arg Cys Lys His Arg Thr Gly Lys Ala Asp

360 365

Val Leu Trp Pro His His Gln Asp Phe Gln Ser Tyr Pro

375 380

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:9:

{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 30 base pairs
(B} TYPE: nucleic acid
(C} STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

{xi} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NG:9:
CTGAAGGGAG CACTGGCGAC TAAGGATCCA
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NC:10:
(i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A} LENGTH: 45 base pairs
(B} TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
{D} TOPOLOGY: linear

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:10:
GATCTGTAAC GTGGTGGCCA TCCCTGGGAAR TGCAAGCATG GATGC
{2) INFORMATIONR FOR SEQ ID NO:11:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A} LENGTH: 33 base pairs

Thr

Pro

Asn

Glu

305

Phe

Trp

Gly

Gly

Lys
385

Met

Gly

Glu

280

Asp

Gln
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{B) TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:11%:
AGTCTGCACG TCCACGTCCC CCACCCGGTG AGC ‘33

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NG:12:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 12 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ 1D NO:l2:
GATCTGTTGA GC 12

(2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:13:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 36 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D} TOPOLOGY: linear

(xi} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:13:

CTGAAACATC AGACGTGGTG TGCAAGCCCT GTTARA 36

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:14:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 29 base pairs
(B} TYPE: nucleic acid
(C} STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

{xi)} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:14:

GCGTCGACCT AGTGACGCTC ATACAAATC 29

(2} INFORMATION FOR SEQ ID NQ:15:

{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 33 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: single
(D)} TOPOLOGY: linear
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:15:

GCGCGGCCGC TCAGGAGGAG GCTTCCTTGA CTG 33
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:16:
{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 66 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(i1} MOLECULE TYPE: cDNA to mRNA
(iii) HYPOTHETICAL: NO
(ix) FEATURE:
{A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 3..65
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NQ:16:
CT GRA GGG AGC ACT GGC GAC GGT GGC GGT GGA TCC GGC GGT GGC GGC 47
Glu Gly Ser Thr Gly Asp Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15
66

GGC TCA TTG CCC GCC CAG G
Gly Ser Leu Pro Ala Gln
20

(2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:17:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(R) LENGTH: 21 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D} TOPOQLOGY: linear

(ii) MDLECULE TYPE: protein
(%1} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:17:

Glu Gly Ser Thr Gly Asp Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Pro Ala Gln
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:18:

(i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 17 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear —
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:18:

ACCGAGGGAC CTGAGCG 17
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:19:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 53 base pairs
{(B) TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: =ingle
{D} TOPOLOGY: linear
(xi} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:19:
TGAGCCGCCG CCACCGCCGG ATCCACCGCC ACCAGTGACT GGATATATTA ACT 53
{2} INFORMATION FOR SEQ 1D NO:20:
{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 51 basae pairs
(B} TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:20:
GGTGGCGGTG GATCCGGCGS TGGCGGLGGC TCATTGCCCG CCCAGGTGGC A 51
{2} INFORMATION FOR SEQ 1D NO:21:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A} LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
{(C) STRANDEDNESS; single
(D) TOPOLOGY: linear
{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:21:
18

GCTTGCTCAG CGCGCAGT
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Patenttivaatimukset

1. Eristetty DNA, tunnettu siitd, ettd se koo-

daa fuusioproteiinia, jolla on kaava:
TNF-R-kytkijdjakso-TNF-R

jossa kytkijdjakso on peptidikytkijdjakso.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen DNA, tunnettu
siitd, ettd se koodaa fuusioproteiinia, jossa peptidikytki-
jdjakso sisdltaa 5 - 100 aminohappoa, Jjotka on wvalittu
ryhmdstd, Jjohon kuuluvat glysiini, asparagiini, seriini,
treoniini ja alaniini.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen DNA, tunnettu
siita, ettda se koodaa fuusioproteiinia, Jjossa kumpikin
TNF-R on liukoinen TNF-R-polypeptidi.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen DNA, tunnettu
siitd, ettd se koodaa fuusioproteiinia, Jossa kumpikin
liukoinen TNF-R sisdltad aminchapposekvenssin, Jjoka on
sekvenssin tunnusnumeron 1 mukaiset aminohapot 1 - x tai
-22 - %, jossa X on kokonaisluku 163 - 235,

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen DNA, tunnettu
siitd, ettd se Kkoodaa fuusioproteiinia, Jjossa kumpaakin
TNF-R:d44 koodaa DNA, joka on sekvenssin tunnusnumerolla 1
tai 3 esitettyad nukleotidisekvenssia sisdltdvid DNA tai DNA,
joka kykenee hybridiscitumaan kohtalaisesti rajoittavissa
closuhteissa sekvenssin tunnusnumeron 1 ja/tai sekvenssin
tunnusnumeron 3 mukaiseen nukleotidisekvenssiin, Jja TNF-
R:44 koodaava DNA koodaa biologisesti aktiivista TNF-R-
polypeptidia.

6. Ilmentdmisvektori, tunnettu siit3d, ettd se
sisaltdid patenttivaatimuksen 1 mukaista DNA:ta.

7. Menetelmd sellaisen fuusioproteiinin wvalmista-

miseksi, jolla on kaava
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TNF-R-polypeptidikytkijajakso-TNF-R,

tunnettu siitd, ettd viljellddn patenttivaatimuksen 6
mukaisella ilmentamisvektorilla transformoitua isantdsolua
olosuhteissa, Jjotka edistdvat fuusioproteiinin ilmenty-
mistd, ja otetaan fuusioproteiini talteen.

8. Menetelmd farmaseuttisen koostumuksen wvalmista-
miseksi, joka sisaltad patenttivaatimuksen 1 mukaisen DNA:n
koodaamaa fuusioproteiinia, tunnettu siitd, ettid vil-
jelladn isdntdsolua, joka sisaltda ilmentamisvektorin, joka
sisdlt&& mainitun DNA:n olosuhteissa, Jjotka edistidvat fuu-
sioproteiinin ilmentymistd, ja otetaan fuusioproteiini tal-
teen ja sekoitetaan se sopivan laimentimen, lisdaineen ja/

tai kantaja-aineen kanssa.
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Patentkrav

1. Isolerat DNA, kdnnetecknat av att det ko-

dar ett fusionsprotein med formeln:
TNF-R-kopplingssekvens-TNF-R

ddr kopplingsdelen &r en peptidkopplingssekvens.

2. DNA enligt patentkrav 1, k&@nnetecknat av
att det kodar ett fusionsprotein d&r kopplingssekvensen
innehdller 5 - 100 aminosyror, som valts ur gruppen till
vilken hoér glycin, asparagin, serin, treonin och alanin.

3. DNA enligt patentkrav 1, kannetecknat av
att de kodar ett fusionsprotein dar vardera TNF-R &r en
l6slig TNF-R-polypeptid.

4. DNA enligt patentkrav 3, kdnnetecknat av
att det kodar ett fusionsprotein dar vardera lésliga TNF-R
innehé&ller en aminosyrasekvens, som utgdrs av aminosyrorna
1 - x eller -22 - x av sekvensen enligt SEQ ID NO 1 dir =
dr ett heltal 163 - 235.

5. DNA enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av
att det kodar ett fusionsprotein, didr vardera TNF-R kodas
av DNA, som innehdller en nukleotidsekvens som visas i SEQ
ID NO 1 eller 3, eller DNA som fdrmadr hybridisera med en
nukleotidsekvens enligt SEQ ID NO 1 eller 3 under moderat
stranga férhadllanden, och DNA:t scom kodar TNF-R kodar en
biclogiskt aktiv TNF-R-polypeptid.

6. Expressionsvektor, kdnnetecknat av att den
innehdller DNA enligt patentkrav 1.

7. Forfarande for framstallning av ett fusionspro-

tein med formeln:
TNF-R-kopplingssekvens-TNF-R

kdnnetecknat av att man odlar en viardcell som trans-—

formerats med en expressionsvektor enligt patentkrav 6 un-
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der forhdllanden dom frédmjar expression av fusionsprotei-
net, och tar tillvara fusionsproteinet.

8. Forfarande for framst&dllning av en farmaceutisk
komposition, som innehdller fusionsprotein som kodas av
DNA enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av att man od-
lar en vdrdcell, som innehaller en expressionsvektor, som
innehdller ndmnda DNA under f&rhallanden som framjar ex-
pression av fusionsproteinet, och tar fusionsproteinet
tillvara och blandar det med ett lampligt utspadningsme-
del, en excipient, och/eller en barare.
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CTC TGG GTT GCG GCG CAC GCC TTG CLC GCC CAG GTG Goa 77T ACH
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CCC TAC GCC CCG GAG CCC GSG AGC ACA TGC CGG CTC AGA G2» TAC 2
Pro Tyr Alz Pzo Glu Pro Gly Se2r Thr Cys Aczg Ley 2rg CGiu Ty
TAT GAC CAC ACA GCT CAG ATEG TGC TGT AGT AAA TGL TLG CTS GGC
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ATA ATA GGA GTG GTG AAC TGT GTC ATC ATG ACC
Tle Tle Aly Val Yal 2en Cvys Va1l Tla Ma= k-

LY

TTG GGT CTA C7T
Layv Sly Len la

-
-

3

AAG CCC TTG TGC CTG CAG AGA GAR GCC AAG GTG
s Lys Pro Leu Cys Leu Gln Arg Glu Ala Lys Vval

@

CAG GTG AAR AA
Gln Val Lys Ly

CCT CAC TTG CCT GCC GAT ARG GCC CGG GGT ACA CAG GGC CCC GAG
Pro His Leu Pro Ala Asp Lys Ala Arg Gly Thr Gln Gly Pro Glu

CAG CAG CAC CTG CTG ATC ACA GCTG CCG AGC TCC AGC AGC AGC TCC
Gln Gln His Leu Leu Ile Thr Ala Pro Ser- Ser Ser Ser Ser Ser

CTG GAG AGC TCG GCC AGT GCG TTG GAC AGA AGG GCG CCC ACT CGG
Leu Glu Ser Ser Ala Ser Alz Leu Asp Arg Arg Ala Pro Thr Arsg

AAC CAG TCA CAG GCA CCA GGC GTG GAG GCC AGT GGG GCC GGG GAG
Asn Gln Pro Gin Ala Pro Gly Val Glu Ala Ser Gly Ala Gly Glu

GTC CGG GCC AGC ACC GGG AGC TCA GAT TCT TCC CLT GGT GGC CAT
Ala Arg Ala Ser Thr Gly Ser Ser Asp Ser Ser Pro Gly Gly His

GGG ACC CAG GTC AAT GTC ACC TGC ATC GTG AAC GTC TGT AGC AGT
Gly Thz Gln Val Asn Val Thr Cys lle Val Asn Val Cys Ser Ser

TCT GAC CAC AGT TCA CAG TGC TCC TCC CAA GCC AGC TCC ACA ATG
Ser Asp Eis Ser Ser Gln Cys Ser Ser Gln Ala Ser Ser Thr Met

GGA GAC ACA GAT TCC AGC CCC TCG GAG TCC CCG AAG GAC GAG CAG
Gly Asp Thr Asp Ser Ser Pro Ser Glu Ser Pro Lys Asp Glu Gln

:7C CCT TTC TCC AAG GAG GAA TGT GCC TTT CGG TCA CAG CTG GAsS
Val Pro Phe Ser Lys Glu Glu Cys Ala Phe Arg Ser Gln leu Glu

ATG CCR GAZ ACTC CTG CTG GGG AGC ACC GAA GAG ARG CCC CTE CCC
Thr Pro Glu Thr Leu Leu Gly Ser Thr Glu Glu Lys Pro Leu Pro

TZ GGA GTIG CCT GAT GCT GGS ATG ARG CCC AGT
Gly Val Pro Asp Ala Gly Met Lys Pro Ser

TAACCAGGCCGGTETOGSCTGTGT G TAGCCARGSTGSGCTGAGCCCTGGCAGGATGAL
Lo TG o GAAGGEGCCCTGGTCCTTCCAGGTTCCCACCACTAGSALTCTGAGGCTITTTICT

SGCCAACTTCLTCTAGTGICCTCCACAGCCGCAGCCTCECTETGACCTGEAG
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