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Tiivistelm& - Sammandrag - Abstract

Tama keksintd koskee uusia immuunitoksiineja ja menetelmiéd kasvainsairauksien hoitamiseksi. Nama immuunitoksiinit koostuvat
CD33-proteiiniin spesifisesti sitoutuvan antigeeniin sitoutuvan alueen ja solujen kasvua moduloivan aineen konjugaatista. Taman
keksinndn mukaiset immuunitoksiinit tappavat spesifisesti ja selektiivisesti kasvainsoluja, joille on tunnusmerkillistd CD33-antigeenin
esiintyminen. Siten ndma uudet immuunitoksiinit olisivat kayttékelpoisia ihmisen leukemioiden, seké akuuttien ettd kroonisten, ja muiden
myelodysplasiaoireistojen hoidossa.

Féreliggande uppfinning avser nya immuno-toxiner och férfaranden for behandling av neoplastiska sjukdomar. Dessa immunotoxiner
bestar av ett konjugat av en antigenbindande region, vilken uppvisar bindningsspecificitet for CD33-protein, och en celltillvaxtmodulator.
Immunotoxinerna i féreliggande uppfinning dédar specifikt och selektivt tumérceller, vilka karakteriseras av expressionen av
CD33-antigener. Darigenom kan de nya immunotoxinerna vara anvandbara vid behandlingen av ménniskans leukemier, bade akuta och
kroniska, och av andra myelodysplastiska syndrom.



10

15

20

25

30

CD33:11le sukua olevien pinta-antigeenien vastaisia immuu-

nitoksiineja

Keksinndn tausta

Keksinndén kentta

Tama Kkeksint® Kkoskee yleisesti kasvainsairauksien
hoitoalaa. Tarkemmin mddriteltynd t&dmd keksintd koskee
uusia immuunukonjugaatteja ja niiden k#yttba kasvainsai-
rauksien hoidossa. Vield tarkemmin madriteltynd tadmd kek-
sintd koskee uusia immuunikonjugaatteja, jotka ovat syto-
toksigia leukemiasoluille, joille on tunnusmerkillistéa
CD33-antigeenin esiintyminen.

Aiheeseen liittyvdn alan kuvaus

Kasvainsairaudet ovat yksi johtavista kuolevuuden
ja sairastavuuden syist8 l&ntisessd maailmassa. Kaikille
kasvainsairauksille eli "sytville" on yhtéisté ainakin
vksi tunnusmerkillinen piirre, ts. solujen kasvunsddtely-
prosessin virheiden mukanaolo.

Sybpdsolujen pinnalla sijaitsevat antigeenit ovat
olleet kdyttokelpoisia lymfoidisten leukemioiden erottami-
sessa ei-lymfoidisista leukemioista, akuutin myelogeenisen
leukemian alatyypin tunnistamisessa, hoitotuloksen ennus-
tamisessa ja in vivo -hoidossa tai luuytimen puhdistuksen
kautta tehtdvdssd ex vivo -hoidossa. Akuuttien ei-lymfo-
syyttisten solujen maéritysantigeenit ovat tunnusmerkilli-
sid myds normaaleille hematopoieettisille soluille niiden
kehityksen varhaisvaiheissa.

CD33-antigeeni on 67 kilodaltonin suuruinen glyko-
proteiini, jota esiintyy normaalin pesdkkeenmuodostusyksi-
kon granulosyytti-monosyytti (CFU-GM) -soluilla, osalla
purkauksenmuodostusyksikén erytroidi (BFU-E) -soluista ja
CFU-granulosyytti, -erytroidi, -monosyytti ja -megakaryo-
syytti (CFU-GEMM) -soluilla ja joita ei esiinny normaa-
leilla pluripotenteilla kantasoluilla.
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Vasta-aineet ovat proteiineja, joita el&imen immuu-
nijadrjestelma tuottaa normaalisti vasteena antigeenideter-
minantteihin. Vasta-aineet sitoutuvat siihen spesifiseen
antigeeniin, jonka vastaisia ne ovat. Spesifisten monoklo-
naalisten vasta-aineiden kehitt&@minen on antanut tutki-
joille mahdollisen keinon kohdentaa selektiivisesti kemo-
terapeuttisia aineita soluihin, joilla ilmenee ylim&8&rin
kasvaimeen liittyvi& antigeeneja.

Immuunitoksiinit ovat hybridimolekyyleja, jotka
koostuvat toksiiniin kovalenttisesti kytketystd monoklo-
naalisesta vasta-aineesta. Immuunitoksiineilla on muutamia
mahdollisia etuja tavanomaisiin kasvaintenvastaisiin ai-
neisiin ndhden, mukaan luettuina kasvainsoluselektiivisyys
ja daarimm&isen tehokkaiden toksiinien potentiaalinen vien-
ti kohteeseen.

CD33-antigeenin 1l&sndolo akuutin ei-lymfoidisen
leukemian ja akuutin myelogeenisen leukemian yhteydesséa
esiintyvill8 soluilla tarjoaa mahdollisuuden kehitt&dd se-
lektiivisi& immuunitoksiineja. Tdllaisia tehokkaita immuu-
nitoksiineja ei ole nykyisin olemassa. Niinp& t&l11& alalla
on edelleen olemassa suuri tarve ja toive saada yhdisteitéa
ja menetelmid leukemiasolujen tappamiseksi selektiivises-
ti.

Yhteenveto keksinndstad

Tdmd keksintd tarjoaa kiaytto6én uuden koostumuksen,
joka kdsittd88 CD33-proteiiniin spesifisesti sitoutuvan
antigeeniin sitoutuvan alueen ja solujen kasvun modulaat-
torin konjugaattia. T&dllainen koostumus toimii immuunitok-
siinina sellaisten kasvainsolujen tappamiseksi spesifises-
ti, joille on tunnusmerkillistd CD33-proteiinin esiintymi-
nen.

Niinpd t&m&n keksinnon yhdessd suoritusmuodossa
tarjotaan kdyttd6én uusi ainekoostumus, joka kasittd&a CD33-
proteiiniin spesifisesti sitoutuvan antigeeniin sitoutuvan

alueen ja solujen kasvun modulaattorin konjugaattia. Solu-
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jen kasvun modulaattori voi olla toksiini, sytosidinen
ladkeaine, sytostaattinen l&8keaine tai biologisen vasteen
muuntaja. Solujen kasvun modulaattori on edullisesti gelo-
niini.

Tadmdn keksinndn yhdessd toisessa suoritusmuodossa
tarjotaan kayttd66n menetelm& kasvainsairauksien hoitami-
seksi, jossa annetaan sytosidisesti vaikuttava annos t&mdn
keksinndén mukaista immuunitoksiinia mainitunlaisen hoidon
tarpeessa olevalle yksildlle. _

Tadm&8n keksinndn vield yhdessd toisessa suoritusmuo-
dossa tarjotaan kayttoddén menetelmd luuytimess8 olevien
kasvainsolujen tappamiseksi, jossa poistetaan luuydinté
kasvainsairautta potevasta yksilostd, kdsitelld&dn luuydin
tdmédn keksinndn mukaisella koostumuksella ja infusoidaan
kdsitelty luuydin takaisin yksiloon.

Tadm&n keksinndén yhdessd toisessa suoritusmuodossa
tarjotaan kdyttd66n menetelmd sellaisen kasvainsairauden
uusiutumisen estdmiseksi, jolle on tunnusmerkillist& CD33-
proteiinin ilmeneminen. Uusiutuminen estet&&n antamalla
sytosidisesti wvaikuttavana hoitokuurina +t&mdn keksinndn
mukaisia immuunitoksiineja.

Tamdn keksinnén vield yhdesséd toisessa suoritusmuo-
dossa tarjotaan kdyttodon uusi ainekoostumus, joka kasittéa
fuusioproteiinia, joka on muodostettu liittédm&lla yhteen
CD33-antigeeniin sitoutuva alue ja solujen kasvun modu-
laattori. Solujen kasvun modulaattori on edullisesti gelo-
niini.

Keksinndn muissa suoritusmuodoissa tarjotaan kadyt-
t66n menetelmid kasvainsairautta potevan nisdkkddn elin-
ajan pidentd@miseksi antamalla té&lle nisdkkddlle tamdn kek-
sinndn mukaista immuunitoksiinia. Viel& muissa suoritus-
muodoissa tarjotaan kdyttdodn menetelmd kasvainten kasvuno-
peuden hidastamiseksi antamalla t&mdn keksinnén mukaista

immuunitoksiinia. Vield lis&ksi tarjotaan kdyttodn farma-
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seuttinen koostumus, joka k&sitt&3d t&mdn keksinndn mukais-
ta immuunitoksiinia.

Piirustusten lyhyt kuvaus

Kuvio 1 esittdd geloniinin ja M195-immuunitoksiinin
aikaansaamaa proteiinisynteesin inhibitiota HL60-soluilla.

Kuvio 2 esittdd geloniinin ja M195-geloniinin ai-
kaansaamaa proteiinisynteesin inhibitiota SKLY16- ja HL60-
solulinjoilla.

Kuvio 3 valaisee proteiinisynteesin inhibitiota
inkuboitaessa M195-immuunitoksiniinia kolme vuorokautta
yhdessa HL60:n kanssa.

Kuvio 4 esittd& proteiinisynteesin inhibitiota in-
kuboitaessa M195-IT:a viisi vuorokautta yhdess& HL60-solu-
jen kanssa.

Kuvio 5 valaisee HuGl:n ja HuGl-IT:n sitoutumista
HL60-, U937- ja MOLT4-soluihin.

Kuvio 6 valaisee HuGl-IT:n aikaansaamaa DNA-syntee-
sin inhibitiota HL60-soluilla.

Kuvio 7 esittdad HuGl-IT:n ja HuGI:n tai FD79:n va-
listd kilpailua.

Kuvio 8 valaisee pelkdn M915:n, reaktioseoksen,
pelk&dn geloniinin ja puhdistetun M195-geloniinin elektro-
foreesikuviota.

Keksinnén yksityiskohtainen kuvaus

Tdssd kdytettynd "kimeeriset vasta-aineet" tai "ki-
meeriset peptidit" tarkoittaa vasta-aineita tai vasta-ai-
nepeptidejd, joissa yhdelld osalla peptidistd on amino-
happosekvenssi, joka on perdisin ensimmdisestd geenilédh-
teestd saadussa vasta-aineessa tal peptidissd olevasta
vastaavasta sekvenssistd tai homologinen sille, kun taas
jaljelld oleva segmentti tai yksi tai useampi ketju on
homologinen toisen geenil&hteen vastaaville sekvensseille.
Kimeerinen raskaan ketjun k&sittdva vasta-ainepeptidi voi
kdsittaa esimerkiksi hiiren vaihtelevan alueen ja humaani-

vakioalueen. Kyseiset kaksi geenildhdettd ovat tyypilli-
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sesti kaksi eri lajia, mutta niiden kohdalla on silloin
tdll6in kyse yhdestd lajista.

Kimeerisid vasta-aineita tai peptidejad tuotetaan
tyypillisesti kayttdmalla yhdistelmdmolekyyli~ ja/tai -so-
lumenetelmid. Monissa tapauksissa kimeerisissd vasta-ai-
neissa on sekd@ kevyiden ettd raskaiden ketjujen vaihtele-
via alueita, jotka jadljittelevadt jostakin nisdkdslajista
perdisin olevien vasta-aineiden vaihtelevia alueita, sa-
malla kun vakio- ja/tai kehysosat ovat homologisia toises-
ta, eri nisdkdslajista perdisin olevissa vasta-aineissa
esiintyville sekvensseille.

Tdssd kdytettynd kimeerisen vasta-aineen m&dritelmd
el kuitenkaan rajoitu t&h&n esimerkkiin. Kimeerinen vasta-
aine on mik& tahansa vasta-aine, jossa joko raskas tail
kevyt ketju tai ne molemmat koostuvat eri lahteistad saata-
vissa vasta-aineissa esiintyvia sekvenssejd jdljittelevis-
t4d sekvensseistd riippumatta siitd, ovatko ndm& l&dhteet
perdisin eri luokista, erilaisia antigeenivasteita tai
perdisin eri 1lajeista, ja siitda, onko fuusiointikohta
vaihtelevan ja vakioalueen rajalla vai ei. Kimeerisiin
vasta-aineisiin voi esimerkiksi kuulua vasta-aineita,
joissa kehysalueet ja komplementaarisuuden madrddvat alu-
eet (CDR:t) ovat perdisin eri léhteistd. Ei-humaani-~CDR:i&
integroidaan esimerkiksi humaanivakioalueeseen kytkettyi-
hin kehysalueisiin "humanisoitujen vasta-aineiden" valmis-
tamiseksi. Katso esimerkiksi  PCT-hakemusjulkaisu WO
87/02671; US-patenttijulkaisu 4 816 567; EP-hakemusjulkai-
su 0 173 494; Jones et al., Nature 321 (1986) 522 -~ 525;
Verhoyen et al., Science 239 (1988) 1534 - 1536, jotka
kaikki mainitaan tdssd& viitteini.

Tdssd& kdytettynd "humaanialueen kaltainen Kkehys-
alue" on kunkin vasta-aineketjun yhteydessd oleva kehys-
alue, ja se késittda tavallisesti vadhintdédn noin 70 amino-
happoryhmdd, tyypillisesti wv&hintdan 75 - 85 ryhm&a. Hu-
maanialueen kaltaisen kehysalueen aminohapporyhmistd va-
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hintddn noin 80 %, edullisesti noin 80 - 85 % ja edulli-
simmin yli 85 % on homologisia ihmisen immunoglobuliinissa
esiintyville ryhmille. T&m& muiden endogeenisten vasta-
aineiden kanssa yhteinen piirre on kdyttékelpoinen muodos-
tettaessa kohdentuva ryhm&, joka aiheuttaa vain v&hdisen
immuunireaktion, esimerkiksi mekanismin, jolla minimoidaan
reagointi "omiin" markkereihin.

Tdss8 kdytettynd "humanisoitu" tai humaani-immuno-
globuliinin kaltainen immunoglobuliini" tarkoittaa immuno-
globuliinia, joka k&sitt&38 humaanialueen kaltaisen kehys-
alueen ja vakioalueen, joka on olennaisesti homologinen
ihmisen immunoglobuliinin vakioalueelle, esimerkiksi homo-
logisuusasteeltaan vdhint&d4n noin 80 %, edullisesti vahin-
td8&8n noin 85 - 90 % ja edullisimmin v&hint&&8n noin 95 %.
Niinp& ihmisen immunoglobuliinin kaltaisen immunoglobulii-
nin useimmat osat, lukuun ottamatta mahdollisesti CDR:i§,
ovat olennaisesti homologisia yhden tai useamman ihmiselle
luontaisen immunoglobuliinisekvenssin vastaaville osille.

Tdssd kaytettyna "hybridivasta-aine" tarkoittaa
vasta-ainetta, jossa kukin ketju on erikseen homologinen
jonkin nisdkédsvasta-aineketjun suhteen, mutta yhdistelmia
edustaa uutta kokoonpanoca, niin ettd vasta-aine tunnistaa
kaksi eri antigeenia. Hybridivasta-aineissa yksi raskaan
ja kevyen ketjun muodostama pari on homologinen parille,
joka esiintyy yhtd antigeenin tunnistuspiirrettd, esimer-
kiksi epitooppia, wvastaan muodostuneessa vasta-aineessa,
kun taas toinen raskaan ja kevyen ketjun muodostama pari
on homologinen parille, joka esiintyy jotakin toista epi-
tooppia vastaan muodostuneessa vasta-aineessa. Tdm&d johtaa
multifunktionaalisuusominaisuuteen, ts. kykyyn sitoutua
samanaikaisesti vahint&8adn kahteen eri epitooppiin. Tdllai-
sia hybridejd@ voidaan tietenkin muodostaa myts kayttdmalla
kimeerisid ketjuja.

Tassd kaytettynd termi "monoklonaalinen vasta-aine”

tarkoittaa vasta-ainekoostumusta, joka tunnistaa erillisen
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antigeenideterminantin. Sitd ei ole tarkoitettu rajoite-
tuksi vasta-aineen ldhteen tai valmistustavan suhteen.

Tamén keksinndn yhteydessd& vasta-aine tai muu pep-
tidi on spesifinen CD33:1le, jos vasta-aine tai peptidi
sitoutuu tai kykenee sitoutumaan esimerkiksi CD33-proteii-
niin mitattuna tai mdaritettynd tavanomaisin vasta-aine-
antigeeni- tai ligandi-reseptorimd@&drityksin, esimerkiksi
kilpailumd&rityksilld tai tavanomaisilla immuunimdarityk-
silla, kuten ELISA:1la tai RIA:lla. Tamd spesifisyysmddri-
telmd p&dtee yksittdisiin raskaisiin ja/tai kevyisiin ket-
juihin, CDR:iin, fuusioproteiineihin tai raskaiden ja/tai
kevyiden ketjujen fragmentteihin, jotka ovat my®s spesifi-
sid CDb33:n suhteen, jos ne sitoutuvat CD33:een yksindan
tai sisdllytettyind asianmukaisesti immunoglobuliinikon-
formaatioon, jossa on sopivia komplementaarisia vaihtele-
via alueita ja vakioalueita, pystyvdt sitoutumaan CD33:een
spesifisesti.

Kilpailumddrityksissd voidaan madrittda vasta-ai-
neen tai peptidifragmentin kyky sitoutua antigeeniin de-
tektoimalla peptidin kyky kilpailla sitoutumisesta yhdis-
teen kanssa, jonka tiedetddn sitoutuvan kyseiseen antigee-
niin. Tunnetaan lukuisia kilpailumd&dritystyyppejd ja niita
kdsitellddn tédssd. Vaihtoehtoisesti voidaan kayttda myds
madrityksid, joilla mitataan testiyhdisteen sitoutumista
inhibiittorin poissa ollessa. Molekyylin tai muun yhdis-
teen kyky sitoutua c-erbB-2-proteiiniin voidaan detektoida
esimerkiksi leimaamalla kiinnostuksen kohteena oleva mole-
kyyli suoraan, tai se voidaan j&ttda leimaamatta ja detek-
toida epédsuorasti kdyttédm&lla erilaisia kerrosmddritysmal-
leja. Tunnetaan lukuisia sitoutumismddritystyyppejé, kuten
kompetitiivisia sitoutumismé@drityksid (katso esimerkiksi
US-patenttijulkaisut 3 376 110 ja 4 016 043 ja Harlow ja
Lane, Antibodies; A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Publications, N.Y. 1988, jotka mainitaan tdss& viitteind).

On myds saatavana mddrityksid, jotka on tarkoitettu mit-
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taamaan testiyhdisteen sitoutumista yhteen komponenttiin
yksin&&8n kilpailumddrityksen kaytdn sijasta. Esimerkiksi
immunoglobuliineja voidaan kaytt&d CD33:n lasndolon tun-
nistamiseen. Tavanomaisia monoklonaalisiin vasta-aineisiin
perustuvia m@&ritysmenettelyjd, kuten ELISA-menetelmas,
voidaan k&yttda& (katso Harlow ja Lane, supra). Katsaus
erilaisiin signaalinmuodostusjédrjestelmiin, joita voidaan
kdyttda, esitetddn US-patenttijulkaisussa 4 391 904, joka
mainitaan t&dssd viitteend. »

Sitoutuvien ryhmien spesifisyys CD33:n suhteen voi-
daan lisdksi maarittdd niiden affiniteetin kautta. Maini-
tunlainen spesifisyys on olemassa, jos ryhmittym&n disso-
siaatiovakio (K, = 1/k, jossa K on affiniteettivakio) on
<1 mmol/l, edullisesti < 100 nmol/l ja edullisimmin
<1 nmol/l. Vasta-ainemolekyylien K, on tyypillisesti mata-
lahkoilla alueilla. K, = [R-L]/[R][L], jossa [R], [L] ja
[R-L] ovat reseptorin eli CD33:n (R), ligandin, vasta-ai-
neen eli peptidin (L) ja vastaavasti reseptori-ligandi-
kompleksin (R-L) tasapainopitoisuudet. Ligandin eli pepti-
din ja reseptorin eli antigeenin sitoutumisvuorovaikutuk-
siin kuuluvat tyypillisesti reversiibelit ei-kovalenttiset
yvhteenliittymiset, kuten sd&hkostaattiset vetovoimat, Van
der Waalsin voimat ja vetysidokset.

Muissa m&dritysmalleissa voidaan detektoida wvuoro-
vaikutuksen seurauksena tapahtuvien erilaisten fysiologis-
ten tai kemiallisten muutosten, kuten alasp&d&in tapahtuvan
modulaation, internalisaation tai fosforylaation lis&d&nty-
misen l&sn&- tai poissaolo, kuten kuvataan US-patenttiha-
kemuksessa nro 07/644 361, joka on jatetty 18.1.1991 ja
mainitaan t#&ss8 viitteend. Katso myts Receptor-Effector
Coupling - A Practical Approach, toim. Hulme, IRL Press,
Oxford 1990.

Geloniini on Gelonium multoflorumin siemenist& puh-
distettu glykoproteiini (M noin 29 000 - 30 000 kD). Gelo-
niini kuuluu voimakkaiden ribosomeja inaktivoivien kasvi-
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toksiinien ryhm&&n. Muita t&m&n ribosomeja inaktivoivien
kasvitoksiinien ryhmé&n jdsenid& ovat abriinin, risiinin ja
modeksiinin ketjut. Geloniini, samoin kuin abriini ja ri-
siini, inhiboi proteiinisynteesid vahingoittamalla nis&k-
kdiden ribosomien alayksikk®d, jonka sedimentaatiovakio
(S) on 60. Geloniini nayttad olevan stabiili kemiallisessa
ja fysikaalisessa késittelyssd. Lisdksi itse geloniini ei
sitoudu soluihin ja on siksi myrkyténtd (paitsi suurina
pitoisuuksina) ja turvallista k&sitella laboratoriossa.
Ribosobien inaktivaatio on irreversiibeli, siihen ei naytéa
liittyvédn kofaktoreita, ja se tapahtuu teholla, joka viit-
taa siihen, ettd geloniini toimii entsymaattisesti.

Geloniini ja risiini kuuluvat aktiivisimpiin prote-
iinisynteesid inhiboiviin toksiineihin proteiinin painon
mukaan laskettuna. Geloniini on on 10 - 1000 kertaa aktii-
visempaa kuin risiinin A-ketju proteiinisynteesin inhi-
boinnissa. Sellaiset peptidit kuin risiini ja abriini
koostuvat kahdesta ketjusta, A-ketjusta, joka on toksinen
vksikkd, ja B-ketjusta, joka toimii sitoutumalla soluihin,
Toisin kuin risiini ja abriini, geloniini koostuu yhdesta
ketjusta, ja koska siitd puuttuu soluihin sitoutuva B-ket-
ju, se on itsessddn suhteellisen myrkytontd intakteille
soluille.

Nisdkdssoluilta puuttuu ilmeisesti kyky sitoa
ja/tai ottaa sisddnsé luonnon geloniinimolekyyli. Gelonii-
nin konjugaatit monoklonaalisen vasta-aineen, kuten tie-
tyilld Kkasvainsoluilla esiintyvadn kasvaimeen 1liittyvén
antigeenin vastaisen M195:n, kanssa tarjovat sekéd spesifi-
sen menetelmdn geloniinin sitomiseksi soluun ettd reitin
geloniini-vasta-ainekompleksin viemiseksi solun sisdan.

Immuunitoksiinin sytotoksinen ryhmittym& voi olla
sytotoksinen l&&keaine, bakteeri- tai kasviperdinen entsy-
maattisesti aktiivinen toksiini tai t&llaisen toksiinin
entsymaattisesti aktiivinen fragmentti ("A-ketju"). Entsy-

maattisesti aktiiviset toksiinit ja niiden fragmentit ovat
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edullisia, ja niistd ovat esimerkkejé geloniini, difterian
A-ketju, difteriatoksiinin sitoutumattomat aktiiviset
fragmentit, oksotoksiinin A-ketju (Pseudomonas aerugin-
osasta), risiinin A-ketju, abriinin A-ketju, modeksiinin
A-ketju, alfa-sarsiini, Aleurites fordii -proteiinit, di-
antiiniproteiinit, Phytoiacca americana -proteiinit (PAPI,
PAPII ja PAP-S), Momordica charantia -inhibiittori, Kkur-
siini, krotiini, Saponaria officinalis -inhibiittori, mi-
togelliini, restriktosiini, fenomysiini ja enomysiini.
Edullisinta on konjugointi geloniinin kanssa.

Aktiivisiin fragmentteihin ja johdannaisiin kuulu-
vat mitkd tahansa yhdisteet, joilla on sama ydinrakenne
kuin tayspitk&lld geloniinirakenteella mutta joista puut-
tuu koko primaarisekvenssi. N&illd fragmenteilla tai joh-
dannaisilla on sama tai parempi biologinen tai sytotoksi-
nen aktiivisuus kuin geloniinilla. Geloniinifragmenttien
tai -johdannaisten sytotoksisuuden voivat ammattimiehet
madrittdd rutiininomaisesti kdytté&m&lla kaniinin retikulo-
syyttilysaatti -ma@adritysta.

Biologista vastetta muuntaviin aineisiin, joita
voidaan kytked Ml95-vasta-aineeseen ja kdytt&d tamén kek-
sinnén yhteydessd, kuuluvat, mainittuihin kuitenkaan ra-
joittumatta, lymfokiinit ja sytokiinit, kuten IL-1, IL-2,
interferonit (a, B tai ), TNF, LT, TGF-8 ja IL-6. N&illa
biologista vastetta muuntavilla aineilla on joukko erilai-
sia vaikutuksia kasvainsoluihin. N&ihin vaikutuksiin kuu-
luvat lisdantynyt kasvainsolujen tappaminen suoran vaiku-
tuksen kautta samoin kuin lisdantynyt kasvainsolujen tap-
paminen lisd&ntyneiden is&nndn puolustusmekanismien valit-
tadmien prosessien kautta. M1l95-vasta-aineen 1liitt&minen
ndihin biologista vastetta muuntaviin aineisiin mahdollis-
taa myds selektiivisen kohdentamisen kasvainten sisdllad ja
siten parannetut antiproliferatiiviset wvaikutukset vahen-
t8en samalla epdspesifisid vaikutuksia, jotka johtavat

toksisuuteen muiden kuin kohdesolujen suhteen.
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Sytotoksisiin l88keaineisiin (ja niiden johdannai-
siin), jotka ovat kayttokelpoisia tdman keksinndn yhtey-
dessa, kuuluvat, mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta,
adriamysiini, cis-platinakompleksi, bleomysiini ja meto-
treksaatti. N&md sytotoksiset l&&keaineet ovat kadyttdkel-
poisia uusiutuvien kasvainten kliinisessd hoidossa, mutta
niiden kayttd& hankaloittavat wvakavat sivuvaikutukset ja
muiden kuin kohdesolujen vahingoittuminen. M195-vasta-aine
voi toimia kayttokelpoisena kantajana tdllaisille l&skeai-
neilla ja tarjota tehokkaan keinon ladkeaineen toimittami-
seksi kasvaimeen ja viemiseksi tehokkaammin itse kasvain-
soluihin. Lis&ksi sytotoksisten l&&keaineiden toimittami-
nen kasvaimiin spesifisen vasta-aineen avulla suojaa herk-
kid kohtia, kuten maksaa, joissa ei esiinny CD33:a, ja
luuytimen kantasoluja kemoterapeuttisten aineiden haitta-
vaikutuksilta. M195-vasta-aineeseen kytkettyjen l&&keai-
neiden k8yttd antojdrjestelmé@nd mahdollistaa itse l&&keai-
neen pienemmdn annostuksen, silla kaikki ladkeaineryhmit-
tymd@t kytketddn vasta-aineisiin, jotka keskittyvat kasvai-
meen tai leukemiasoluihin.

Monoklonaalisen vasta-aineen konjugaatteja voidaan
valmistaa kayttdmdlla erilaisia bifunktionaalisia proteii-
ninkytkentdaineita. Esimerkkejd tdllaisista reagensseista
ovat SPDP, iminotiolaani (IT), imidoesteriden bifunktio-
naaliset johdannaiset, kuten dimetyyliadipimidaatti, HCI1,
aktiiviset esterit, Kkuten disuksiini-imidyylisuberaatti,
aldehydit, kuten glutaarialdehydi, bis-atsodiyhdisteet,
kuten bis(p-atsidobentsoyyli)heksaanidiamiini, bis~-diatso-
niumjohdannaiset, kuten bis-(p-diatsoniumbentsoyyli)ety-
leenidiamiini, di-isosyanaatit, kuten tolyleeni-2,6-di-
isosyanaatti, ja bis-aktiiviset fluoriyhdisteet, kuten
1,5-difluori-2,4-dinitrobentseeni.

Tdmdn Kkeksinndén mukaisten immuunitoksiinien anto
vksilbélle, jolla on diagnosoitu olevan leukemia, jolle on

tunnusmerkillistd CD33-proteiinin esiintyminen, mahdollis-
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taa sytotoksisen aineen kohdentamisen ja Keskittédmisen
kohtaan, jossa on tarpeen tapaa kasvainsoluja. Kohdenta-
malla sytotoksiset aineet t&1l1& tavalla eliminoidaan epa-
spesifinen toksisuus muille elimille, kudoksille ja so-
Juille tai v&hennet&dn sita.

Kdytettdessd immuunitoksiineja hoitoon in vivo,
niitd annetaan ihmis-~ tai el&inpotilaalle terapeuttisesti
vaikuttavia md&rid, ts. m8arid, jotka eliminoivat kasvain-
rasituksen tai vahentdvat sita, tai maarisa, jotka elimi-
noivat j8ljelld olevan sairauden aiemman kemoterapian tai
sddehoidon jdlkeen. Niitd annetaan normaalisti parenteraa-
lisesti, edullisesti laskimonsisdisesti. Annos ja annos-
tusohjelma riippuvat leukemian luonteesta ja sen solupopu-
laatiosta, Kkyseisen immuunitcksiinn ominaispiirteista,
esim. sen terapeuttisesta indeksistd, potilaasta ja poti-
laan historiasta. Annettava immuunitoksiinimd&rd on tyy-
pillisesti suunnilleen alueella 0,01 - 1,0 mg/kg potilaan
painoa.

Immuunitoksiinit formuloidaan parenteraalista antoa
varten injektoitavissa olevaan yksikkoannosmuotoon (liuok-
seksi, suspensioksi, emulsioksi) yhdessd farmaseuttisesti
hyvdksyttédvan vehikkelin kanssa. Mainitunlaiset vehikkelit
ovat itsess&idn myrkyttimid ja ei-terapeuttisia. Esimerkke-
jé& mainitunlaisista vehikkeleistd ovat wvesi, suolaliuos,
Ringerin liuos, dekstroosiliuos ja 5-%:inen ihmisen seeru-
mialbumiiniliuos. Vedetttmid vehikkeleja, kuten rasvasdljy-
jéd ja etyylioleaattia, voidaan myds kayttda. Liposomeja
voidaan kaytt&dd kantajina. Vehikkeli voi sisdltda pienia
madrid lisdaineita, kuten aineita, jotka parantavat isoto-
nisuutta ja kemiallista stabiiliutta, esimerkiksi pusku-
reita ja sdilytteitd. Immuunitoksiinia formuloidaan maini-
tunlaisiin vehikkeleihin tyypillisesti suunnilleen pitoi-
suuksiksi 0,1 - 10 mg/ml.

T&mdn Kkeksinndn mukaisia immuunitoksiineja voidaan

kdyttdd myds menetelmdssd luuytimessad olevien kasvainsolu-
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jen tappamiseksi. T&ssd8 menetelmdssd luuydin poistetaan
ensin yksiléstd, jolla on kasvainsairaus, kuten leukemia.
Sitten luuydin kéasitelldan sytosidisesti wvaikuttavalla
annoksella t&m&n keksinnén mukaista immuunitoksiinia.

Seuraavissa esimerkeissad kuvataan yksityiskohtai-
sesti té@m&n keksinndén mukaisten immuunitoksiinien valmis-
tusta, karakterisointia ja kayttdd. N&itd esimerkkejd ei
ole tarkoitettu keksint$d milldadn tavoin rajoittaviksi.

Esimerkki 1

Geloniinin puhdistus

Gelonium multoflorumin siemenet kuorittiin ja p&h-
kindt jauhettiin homogenaattorissa kahdeksankertaisessa
tilavuudessa NaCl-liuosta (0,14 mol/l), joka sisdlsi
1 mmol/l natriumfosfaattia (pH 7,4). Homogenaattia sekoi-
tettiin y6n yli la&mpotilassa 4 °C, jdahdytettiin j&illd ja
sentrifugoitiin 20 min kiihtyvyydellad 35 000 G lémpdtilas-
sa 0 °C. Supernatantti poistettiin, dialysoitiin natrium-
fosfaattiliuosta (5 mmol/l, pH 6,5) vastaan ja konsentroi-
tiin kayttédmdlla pmlO-suodatinta. Ndyte laitettiin kerrok-
seksi Cm-52-ioninvaihtokolonnille (120 x 1,5 cm), joka oli
tasapainotettu natriumfosfaattiliuoksella (5 mmol/l, pH
6,5). Ioninvaihtohartsiin sitoutunut materiaali eluoitiin
400 ml:1la lineaarista NaCl-gradienttia 0 -» 0,3 mol/1l no-
peudella 25 ml/h lampodtilassa 4 °C. Kerdttiin 5 ml:n frak-
tioita. Fraktioita seurattiin aallonpituudella 280 nm
spektrofotometrissa. Geloniini eluoitui suunnilleen
fraktioissa 55 - 70 ja se o0li viimeinen suuri eluoin-
tihuippu. Fraktiot 55 - 70 yhdistettiin, dialysoitiin kah-
desti tislattua vettd vastaan ja konsentroitiin kylmakui-
vaamalla. Kunkin valmisteen puhtaus ja moolimassa tarkis-
tettiin suurpainenestekromatografialla k&ayttaéam&lld TSK
3000 -geelipermaatiokolonnia ja natriumfosfaattipuskuria
(50 mmol/1, pH 7,4) ja elektroforeettisesti 15-%:isella
natriumdodekyylisulfaatti-polyakryyliamidigeelillda (SDS-
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page). Geloniini 1liikkui yhtend vythykkeen& suunnilleen
moolimassan 20 000 - 30 000 daltonia kohdalla.

Esimerkki 2

Geloniiniaktiivisuuden mdiritys

Geloniiniaktiivisuutta seurattiin soluttomalla pro-
teiinisynteesin estomdaritykselld. Soluton proteiinisyn-
teesin estomddritys toteutettiin lisd&mdlld 50 pl:aan ka-
niinin retikulosyyttilysaattia seuraavat komponentit se-
koittaen joka lisdyksen jélkeen: 0,5 ml Tris-HCl-liuosta
(0,2 mol/1, pH 7,8), 8,9 ml etyleeniglykolia ja 0,25 ml
HCl-liuosta (1 mol/l).

20 pl suola-aminohappo-energiaseosta (SAEM), jonka
koostumus oli 0,375 mol/1l KCl:a, 10 mmol/1l Mg(CH,CO,),:a,
15 mmol/l1 glukoosia, 0,25 - 10 mmol/l1 aminohappoja (leu-
siini pois luettuna), 5 mmol/l ATP:a, 1 mmol/l GTP:a ja
50 mmol/1 Tris-HCl:a (pH 7,6), 10 pnl kreatiniinifosfaatti-
kreatiniinifosfokinaasia, 3 pl [YC]-leusiinia (Amersham,
348 mCi/mmol) ja lisdten 1,5 pl liuoksia, jotka sisdlsivat
vaihtelevina pitoisuuksina geloniiniseosta. Seosta inku-
boitiin 60 min l&mp6tilassa 30 °C. [*C]-leusiinin sisally-
tystd seurattiin seosndytteestd saostamalla syntetisoitu-
nut proteiini lasikuitusuodattimille, pesem&ll&d 10-%:isel-
la TCA~liuoksella ja asetonilla ja seuraamalla radioaktii-
visuutta beeta-laskurissa kdyttd@m&lla Aquasol-tuikelasken-
tanestettd. Geloniini, jonka ominaisaktiivisuus oli vdhin-
tasn 4-10° yksikkdd/mg, kdytettiin konjugaatioon vasta-ai-
neiden kanssa. Yksi geloniiniaktiivisuusyksikkd on se m&a-
rd geloniiniproteiinia, joka saa aikaan 50-%:isen inhibi-
tion [YC]-leusiinin sis&llytyksessd proteiiniin solutto-
massa maarityksessa.

Esimerkki 3

Geloniinin muuntaminen iminotiolaanilla

2-IT-muunnetun geloniinin valmistus

Geloniinin liuos fosfaattipuskuroidussa fysiologi-

sessa suolaliuoksessa konsentroitiin suunnilleen pitoisuu-
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teen 10 mg/ml Centriprep 10 -konsentrointilaiteessa. Li-
sdttiin trietanoliamiinihydrokloridia (TEA/HCl), pH 8,0,
ja EDTAa 1loppupitoisuuksiksi 60 mmol/1 TEA/HCl:a ja
1 mmol/1l EDTAa, pH 8,0. Lis&ttiin 2-iminotiolaanivarasto-
liuosta [500 mmol/l TEA/HCl-puskurissa (60 mmol/1l), joka
sisdltdd 1 mmol/l EDTRa, pH 8,0] loppupitoisuudeksi
1 mmol/1l ja n&dytettd inkuboitiin 90 min lampdtilassa 4 °C
typpikaasuvirran alla ja sekoittaen. Ylim&dr&inen imino-
tiolaani poistettiin geelisuodatuksella Sephadex G25 -ko-
lonnilla (1 x 24 cm), joka oli tasapainotettu ennalta fos-
faatti-EDTA-puskurilla, pH 7,5, joka sisdlsi 0,01 mol/1l
Na,HPO,:a, 0,0018 mol/1 KH,PO,:a, 0,0034 mol/1 KCl:a,
0,001 mol/1l EDTA:a ja 0,17 mol/1l NaCl:a. Fraktioista ana-
lysoitiin proteiinisisdltt mikromaljoilla kayttdm&llad Bio-
Rad-maaritysta. Geloniini eluoitui huokostilavuudessa
{suunnilleen fraktiot 21 - 33). Ndmd fraktiot yhdistettiin
ja sdilytettiin lampdtilassa 4 °C.

4-suksiini-imidyylioksikarbonyyli-a-metyyli-a(2-
pyridyyliditio)tolueeniin (SMPT) kytketty M195 valmiste-
taan kytkem&lld 2-IT-muunnettu geloniini SMPT-muunnettuun
MAB-M195:een. Lyhyesti esitettynd M195:n muuntamiseksi
SMPT:1148 laimennetaan seos, joka sis&ltdad 10 mg vasta-ai-
netta 1,0 ml:ssa PBS:d8, suhteessa 1:1 2X-boraattipusku-
rilla (0,05 mol/l natriumboraattia, 1,7 % natriumkloridia,
pH 9,0) ja lis&dtddn vasta-aineliuokseen hitaasti 52 pl
liuosta, joka sisdltdd 4 mmol/1 SMPT:t& kuivassa DMF:ssa.
Reaktioseosta inkuboidaan huoneenlampotilassa 2 tuntia
sekoittaen typen alla. Ylimddrainen SMPT poistetaan joh-
tamalla reaktioses Sephadex G-25 -kolonnin 1&pi, joka si-
sdltasa fosfaatti-EDTA-puskuria, pH 7,5, ja vasta-aineposi-
tiiviset fraktiot tutkitaan Bio-Rad-mddritykselld. Frak-
tiot yhdistet&d&n ja sdilytet&&n l&mpdtilassa 4 °C N,:n al-
la. Silloitus 2-IT:11& tehd&&n l&mpdtilassa 27 °C N,:n alla
sekoittaen 96 tuntia. Lopputuote puhdistetaan edelléd
SPDP:n vhteydessd kuvatulla tavalla.
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Esimerkki 4

Hiiren monoklonaalisen vasta-aineen M195 valmistus

Hiiren monoklonaalista vasta-ainetta M195 tuotet-
tiin hybridomista, joita saatiin fuusioimalla NS-1l-hiiren
myeloomasoluja ja pernasoluja, joita saatiin viiden viikon
ikdisestd BALB/c-hiirestd, joka oli immunisoitu akuuttia
ei-lymfosyyttistd leukemiaa (FAB-M2) sairastavasta poti-
laasta perdisin olevilla leukemiasoluilla. Kloonatuista
hybridomaviljelmistd saadut supernatanttinesteet tutkit-
tiin leukemisolulinjajoukkoa ja alkuper&disiad ANLL-leuke-
miasoluja vastaan kayttdmalla Staphylococcus aureus -pro-
teiini A (PA) -erytrosyytti -rosettimenetelmdd. Useaan
kertaan alikloonattua M195-hybridomaa lis&ttiin pristaa-
nilla kahdesti esikdsitellyissd (C57 BL/6 kertaa BALB/c)
Fl-hiirissd.

M195 puhdistettiin PA-Sepharosella affiniteettikro-
matografisesti k&ytt&m&lld perdkkdin laimennoksia, joissa
pH muuttui portaittain. Puhtaus mddritettiin natriumdode-
kyvlisulfaatti (SDS) -polyakryyliamidigeeleilld, jotka
varjattiin Coomassie Brilliant -siniselld. Humanisoitu
monoklonaalinen vasta-aine M195 valmistettiin Con et al.
kuvaamalla tavalla [Chmieric and Humanized Antibodies with
Specificity for the CD33 Antigen, J. Immunol. 148 (1992)
1149 - 1154] ja se tuotettiin hybridomista ja puhdistet-
tiin edelld kuvatulla tavalla.

Lyhyesti esitettynd kloonattiin voimakkaasti muut-
tuva alue (V-alue) hiiren M195:n H- ja L-ketjuja varten
immobilisoidulla PCR-menetelmé&lla. Ensin hajotettiin
M195-hybridomasolut ja uutettiin RNA k&ytt&m&lla kuuma
fenoli -menetelmdd. cDNA syntetisoitiin RNA:sta inkuboi-
malla viruskd8nteistranskriptaasin kanssa. Sitten suun-
niteltiin PCR-alukkeet ja sisdllytettiin edelld ja jaljes-
s8 oleviin alukkeisiin sekd@ EcoRI- ettd HindIII-kohtia
alikloonauksen tekemiseksi kdtevaksi. PCR-reaktiot toteu-

tettiin ohjelmoitavassa kuumennusyksikdssd kdyttamalla 30
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lamp6tilasyklid (1 min 92 °C, 2 min 50 °C ja 3 min 72 °C).
PCR-tuotteet erotettiin elektroforeettisesti matalassa
lampotilassa sulavalla agaroosigeelilld. VyShykkeet lei-
kattiin irti, pilkottiin restriktiocentsyymeilld ja kloo-
nattiin vektoriin PUC 18 sekvenssin m@aritté@mistd wvarten.
Hiiren H- ja L-ketjujen vaihtelevat alueet silmukoitiin
sitten plasmideihin, jotka sisdlsivadt komplementaarisia
humaani-H- ja -L-ketjuja k&yttamdlla eri vektoreita. Ki-
meerisilld hiiri/humaani-L- ja -H-ketjuja koodittavilla
vektoreilla transfektoitiin sitten SP 2/0 -soluja elektro-
poraatiomenetelmdllada. Elossa olevat pesdkkeet siirrostet-
tiin maljoille ja niistd testattiin kyky tuottaa humani-
soitua aCD,,~-vasta-ainetta.

Esimerkki 5

SPDP-muunnetun monoklonaalisen vasta-aineen M195

konjugointi iminotiolaanimuunnettuun geloniiniin

1 mg esimerkissd 1 kuvatulla tavalla valmistettua
puhdistettua geloniinia (2 mg/ml PBS:ssd) muunnettiin
iminotiolaanilla esimerkissd& 3 kuvatulla tavalla. Esi-
merkissd 4 kuvatulla tavalla muunnettu monoklonaalinen
vasta-aine M195 sekoitettiin yht& suuren painom&dran kans-
sa muunnettua geloniinia. T&m& suhde vastasi 5-kertaista
mooliylim88rasd geloniinia vasta-aineeseen ndhden. Seoksen
pH s&dddettiin arvoon 7,0 lisdamalld TEA/HCl-puskuria
(0,05 mol/1l, pH 8,0) ja seosta inkuboitiin 20 tuntia l&m-
pbtilassa 4 °C typen alla. Lis&dttiin jodiasetamidia
(0,1 mol/l) loppupitoisuudeksi 2 mmol/1 mahdollisesti jal-
jelld olevien vapaiden sulfhydryyliryhmien suojaamiseksi
ja jatkettiin inkubointia vield 1 tunti suunnilleen lamp&d-
tilassa 25 °C. Reaktioseos sdilytettiin la&mpodtilassa 4 °C.

geelisuodatuspuhdistukseen asti.
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Esimerkki 6

Geloniini - monoklonaalinen vasta-aine M195 -komp-

leksien puhdistus

Konjugoitumaton geloniini ja moolimassaltaan pienet
tuotteet poistettiin esimerkin 6 reaktioseocksista tekemdl-
14 geelisuodatus Sephadex $-300 -kolonnilla (1,6 x 31 cm),
joka oli ennalta tasapainotettu PBS:114.

Esimerkissd8 5 saadut reaktioseokset konsentroitiin
noin 1 ml:ksi Centricon 30 -mikrokonsentrointilaitteella
ennen sy®ttamist&dn Sephadex-kolonnille. Kolonni huuhdot-
tiin PBS:118. Kerdttiin 1 ml:n fraktioita ja analysoitiin
50 pl:n nadytteistd proteiini Bradford-mdaritykselld.

Konjugoitumattoman M195:n poistamiseksi laitettiin
S-300-kolonnista eluoitunut moolimassaltaan suuri piikki
(fraktiot 28 - 40) Blue Sepharose CL-6B -affiniteettikro-
matografiakolonnille (1 x 24 cm), joka oli tasapainotettu
fosfaattipuskurilla (10 mmol/l, pH 7,2), joka sisdlsi
0,1 mol/1 NaCl:a. Kun S-300-eluaattindyte oli lisd&dtty,
kolonni huuhdottiin 30 ml:lla samaa puskuria konjugoitu-
mattoman vasta-aineen eluoimiseksi tdydellisesti.

Geloniiniin konjugoitunut vasta-aine sitoutui ko-
lonniin ja eluoitiin lineaarisella suolagradientilla 0,2 -
2 mol/l1 NaCl:a fosfaattipuskurissa (10 mmol/l1, pH 7,2).
Vasta-aine-geloniinikompleksi eluoitui suunnilleen NaCl-
pitoisuuden 0,7 mol/l1 kohdalla. Eluoitujen fraktioiden
proteiinisisdltd mddritettiin Bradford-mdaritykselld. Pro-
teiinia sis8ltavat fraktiot yhdistettiin ja eluoitumismal-
1i varmistettiin elektroforeettisesti pelkistamatttmalla
polyakryyliamidigradienttigeelilld 5 - 20 %.

Kuvio 8 valaisee pelkd@n M195:n, puhdistamattoman
M195:48, geloniinia ja M1l95-geloniinia sisdlt&dvé&n reaktio-
seoksen, pelkd&n geloniinin ja puhdistetun M195~-gelonii-
nin elektroforeesikuviota. Lépivirtauspiikki (fraktiot
14 - 20) sis&ltdd vain vapaata vasta-ainetta, kun taas

fraktiot 50 - 80, jotka eluoituivat suurella suolapitoi-
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suudella, sisdltdvat M-195-geloniinikonjugaattia, joka on
vapaata geloniinista tai vasta-aineesta. Lopputuote sis&l-
si M195-vasta-ainetta kytkettynd 1, 2 tai 3 geloniinimole-
kyyliin. Keskim8drdinen geloniinisis&ltd oli 1,5 molekyy-
lia yhtd vasta-ainemolekyylid kohden. Olennaisesti puhtaan
geloniini-M195-vasta-ainekompleksin geloniiniaktiivisuus
arvioitiin kayttam&dlla in vitro -translaatiojarjestelmas,
jossa kdytettiin kaniinin retikulosyyttejd. Yksi aktiivi-
suusyksikks madriteltiin tdmdn madrityksen yhteydessa pro-
teiinimadrdksi, joka tarvitaan saamaan aikaan proteiini-
synteesin 50-%:inen inhibitio verrattuna k&sittelemdtto-
miin vertailundytteisiin. Kayttdmdlla tata m&aritystd saa-
tiin lucnnon geloniinin ja M195-geloniinikonjugaatin omi-
naisaktiivisuudeksi 2:10®° yksikkda/mg ja vastaavasti
8,2-105 yksikksdd/mg. Olennaisesti puhdas geloniini-M195-
vasta-aine on aktiivista retikulosyyttilysaattimaadrityk-
sessd. Alkuperdinen ndyte laimennettuna suhteessa 1:1000
sai aikaan noin 50-%:isen proteiinisynteesin inhibition,
ts. 50 %:n vihenemisen [''C]-leusiinin sis&dllytyksessi pro-
teiiniin. Niinpd alkuperdisen valmisteen aktiivisuus oli
1000 yksikkoéd/ml.

Esimerkki 7

Tdmdn keksinnon mukaisiin Kkoostumuksiin saattaa
kuulua monoklonaalisen M195-vasta-aineen ja sytoksisen
ryhmittymén fuusiorakenteita. T&llaisia t&mdn Kkeksinndn
mukaisen immuunitoksiinin fuusiorakenteita voidaan valmis-
taa Con et al. menetelmdlld, joka mainitaan tdssa viittee-
na.

Ennen k&yttoddn nédissd tutkimuksissa Sp2/0-Aglé-
soluja kasvatetaan aluksi luonnon geloniinin ollessa l&snéd
pitoisuutena 0,1 pg/ml. Geloniinipitoisuutta nostetaan
muutaman kuukauden aikana asteittain, kunnes soluja pysty-
td8n pitédmddn ylla jopa pitoisuudessa 10 mg/ml. Sitten
solut kloonataan rajalaimennusmenetelm&lld geloniinin ol-

lessa l&asnd pitoisuutena 10 mg/ml ja tuloksena olevia ge-
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loniinille resitenttejd pesédkkeitd 1lis&tddn. Geloniini
poistetaan sitten kasvualustoista kahden sukupolven ajaksi
ja solut altistetaan uudelleen geloniinille stabiilisti
resistenttien pesdkkeiden kehittymisen varmistamiseksi.
Kun on tehty testit humanisoidun M195:n tuotannon ja ak-
tiivisuuden varmistamiseksi, kasvatetaan geloniiniresis-
tentteja, vasta-ainetta tuottavia SP2/0-soluja ja M195-
vasta-ainetta vastaava cDNA poistetaan kokonais-DNA:sta
inkuboimalla yhdesséa restriktioendonukleaasin kanssa. Rin-
nalla poistetaan cDNA optimoitua geloniinia tuottavasta
E. coli JM105:std, puhdistetaan se ja vapautetaan gelonii-
nia koodittava DNA HindIII- ja EcoRI-pilkonnan jdlkeen.
Geloniinigeeni ligatoidaan raskaan ketjun kdsittévaddn
fragmenttiin ja t&dm& insertti sijoitetaan geloniiniresis-
tentteihin SP2/0-soluihin. Solut alikloonataan sitten ra-
jalaimennusmenetelmalld ja klooneista tutkitaan seka huma-
nisoidun vasta-aineen tuotanto ettd geloniinisis&lt6. Lo-
puksi positiivisia klooneja lis&td&8n ja rekombinanttifuu-
sioproteiini puhdistetaan ja testataan sek& in vitro syto-
toksisuusmd88rityksilla ettd in vivo kudosjakautumis-, far-
makokinetiikka-, hoito- ja toksisuuskokein. M195-gelonii-
nifuusioproteiinin ominaisuuksia verrataan edelld kuvattu-
jen M195-geloniinirakenteiden ominaisuuksiin Kkummankin
etujen ja haittapuolien mé&ritté&miseksi. N&iden tutkimus-
ten perusteella voidaan tehdda 1. vaiheen kliininen tut-
kimus kimeeriselld M195-geloniinifuusioproteiinilla pit-
kdlle edennytté rintasydpédd sairastavissa potilaissa.

Esimerkki 8

Viitaten kuvioon 1, M195-immuunitoksiinin kyky tap-
paa HL60-soluja testattiin verrattuna vapaaseen gelonii-
niin. Proteiinisynteesin inhibitiota [m&&ritettiin kaytta-
mdlld testid, jolla mitataan tritioidun aminchapposeoksen
(0,5 pCi/ml; New England Nuclear Corp.) sis&llytystéd tri-
kloorietikkahapolla (TCA) saostettavissa olevaan proteii-

niin] ké&ytettiin k&ytetyn aineen aktiivisuuden mittana.
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M195-geloniini-immuunitoksiinin loppupitoisuudet olivat
alueella 5 pg/ml - 5 ng/ml. Geloniinin loppupitoisuudet
olivat alueella 44 - 0,6 pg/ml.

M195-geloniini-immuunitoksiini oli noin 600 Kkertaa
tehokkaampaa kuin pelkk& vapaa geloniini. M195-geloniini-
immuunitoksiinin ID., oli noin 0,4 nmol/l. Proteiinisyntee-
sin inhibointi M195-geloniini-~immuunitoksiinilla johtaa
sitten joko solujen jakautumattomuuteen tai solujen kuole-
maan. Solukuolema varmistettiin kokeilla, joissa kaytet-
tiin trypaanisinieksluusiota eldvien solujen kokonaisluku-
mdaran ja eldvien solujen prosentuaalisen osuuden maarit-
tdmiseksi. Viitaten kuvioon 1, HL60-soluja, joiden loppu-
pitoisuus oli 1-10° solua/cm®, inkuboitiin kolme vuorokaut-
ta l&mpdtilassa 37 °C M195-geloniini-immuunitoksiinin tai
pelké&n geloniinin l&snéd ollessa.

Viitaten kuvioon 2, HL60 SKLY1l6 -soluja, joiden
loppupitoisuus oli 5-10° solua/cm®, inkuboitiin kolme vuo-
rokautta lampotilassa 37 °C joko pelkdn geloniinin tai
M195~-geloniini-immuunitoksiinin l&snd ollessa. M195-gelo-
niini-immuunitoksiinin loppupitoisuudet olivat alueella
4 pg/ml - 15,2 pg/ml. Geloniinin loppupitoisuudet olivat
alueella 10 - 0,1 pg/ml. Proteiinisynteesitasot m&&ritet-
tiin sis&llyttdmdlld +tritioituja aminohappoja 5 tunnin
ajan trikloorietikkahapolla saostettavissa olevaan prote-
iiniin.

Kuten kuviosta 2 on nadhtavissd, M195-geloniini-
immuunitoksiinipitoisuudet inhiboivat yli 80 % HL60:n pro-
teiinisynteesistda; vertailukelpoisilla immuunitoksiinipi-
toisuuksilla ei o0llu vaikutusta SKLYl6-soluihin. M195-ge-
loniini-immuunitoksiinin selektiivisyys on siten selva.

Viitaten kuvioihin 3 ja 4, HL60-soluja inkuboitiin
loppupitoisuutena 1.10° kolme vuorokautta (kuvio 3) tai
viisi vuorokautta (kuvio 4) l&ampdtilassa 37 °C M195-gelo-
niini-immuunitoksiinin 1&8sn& ollessa. Immuunitoksiinin

loppupitoisuus oli alueella 4 pg/ml - 0,9 ng/ml. Proteii-
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nisynteesitasot mé&8ritettiin sis&dllytt&mdlla tritioituja
aminohappoja 5 tunnin ajan trikloorietikkahapolla saostet-
tavissa olevaan proteiiniin.

Kuten on ndhtdvissd vertaamalla kuvioita 3 ja 4,
altistusaika immuunitoksiinille vaikuttaa t&mén aktiivi-
suuteen. Itse asiassa havaitaan nocin M195-geloniini-immuu-
nitoksiinin tehon noin kymmenkertainen kasvu HL60-solujen
kanssa tehdyn viisi vuorokautta kestdneen inkuboinnin j&l-
keen verrattuna kolmen vuorokauden inkubointiin.

Viitaten kuvioon 5, tutkittiin humanisoidun M195
(HuGl) -immuunitoksiinin sitoutumista HL60-, U937- ja
MOLT4-soluihin. HuGl:& ja HuGl-immuunitoksiinia lis&ttiin
HL60~soluihin (kuvio 5, kuva A) tai U937- ja MOLT4-solu-
linjoihin (kuvio 5, kuva B) pitoisuuksiksi 5 pg/ml -
5 ng/ml. Soluja inkuboitiin j&issd 1 tunti ennen ylim&a-
rdaisen vasta-aineen pesemistd pois. Sitten soluihin lis&t-
tiin wvuchen anti-humaani-FITC:t&d& ja soluja inkuboitiin
uudelleen 1 tunti jdissd. Kun ylimddrdinen vasta-aine oli
pesty pois, solut kiinnitettiin paraformaldehydilla
(0,5 %) ja tehtiin luenta EPICS Profile -virtaussytomet-
rilla.

Kuvio 5 valaisee sitd, ettd humanisoidulla M195-
geloniini-immuunitoksiinilla on kyky sitoutua spesifisesti
kohdesoluihin. Kédytettdessd epdsuoraa virtaussytometriaa
humanisoitu M195-geloniini-immuunitoksiini sitoutui kuvi-
ossa 5 spesifisemmin CD33-positiivisiin solulinjoihin
(HL60) ja U937:84n vastaavalla tavalla kuin pelkk& humani-
soitu M195-vasta-aine. Se ei sitoutunut CD33-negatiivisiin
solulinjoihin (MOLT4; kuvio 5, kuva B).

Viitaten kuvioon 6, HL60-soluja inkuboitiin loppu-
pitoisuuksina 3-10° ja 5.10° viisi vuorokautta ldmpotilassa
37 °C humanisoidun M195-geloniini-immuunitoksiinin ollessa
lasnd loppupitoisuuksina 4 pg/ml - 0,2 ng/ml. Geloniinin
loppipitoisuudet olivat alueella 50 - 0,5 pg/ml. DNA-syn-
teesi mddritettiin tekemdlld viisi tuntia kestdva inku-
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bointi yhdess8 tritioidun tymidiinin kanssa. Kuten kuvios-
ta 6 on ndhtdviss&, humanisoitu M195-geloniini-immuunitok-
siini inhiboi proteiinisynteesid noin 4500-kertaisesti
pelkkd&n geloniinin n&hden.

Kuvio 7 valaisee humanisoidun M195-geloniini-immuu-
nitoksiinin kyky& tappaa HL60-soluja. Kuten kuviosta 7 on
ndhtadvissd, humanisoidun M195-geloniini-immuunitoksiinin
ID;, 0li alle 10 pmol. T&m& immuunitoksiinin ID,, on yli 400
kertaa alhaisempi kuin pelk&dn geloniinin ID,.

Viitaten kuvioon 8, HL60-soluja inkuboitiin yksi
tunti j&illd humanisoidun M195-vasta-aineen tai F79:n,
isotyypiltédn samanlaisen GUGl-vertailuvasta-aineen, kans-
sa. Humanisoitua M195-geloniini-immuunitoksiinia lis&ttiin
pitoisuudeksi 0,15 pg/ml. Soluja inkuboitiin 96 tuntia
lampbtilassa 37 °C. Eldvien solujen lukumd@drd madritettiin
trypaanisinieksluusiomenetelmdlla. Prosentuaalinen inhibi-
tio edustaa tapettujen solujen vdhenemistad kilpailevan
vasta-aineen 1l&snd ollessa verrattuna pelkdn immuunitok-
siinin tappamiin soluihin.

Kuten kuviosta 8 on nahtédvissd, humanisoitu M195-
vasta-aine pystyi estadmd&n humanisoidun M195-geloniini-
immuunitoksiinin sytotoksisuutta annoksesta riippuvalla
tavalla. Sen sijaan Fd79:11&4, epéspesifiselld humanisoi-
dulla IgGl:118, ei ollut vaikutusta samoina pitoisuuksina.

Johtopdatdksend on siten ndhtdvissd, ettda tdmé kek-
sintd ja té&ssd8 esitetyt suoritusmuodot soveltuvat hyvin
alussa esitettyjen tavoitteiden toteuttamiseen ja saavut-
tamiseen. Menetelmd&dn ja laitteistoon voidaan tehda tiet-
tyj& muutoksia joutumatta t&mdn keksinnén hengen ja suoja-
alan ulkopuolelle. Ymmdrrettdneen, ettd muutokset ovat
mahdollisia, ja lis&ksi on tarkoituksena, ettd missd ta-
hansa seuraavista patenttivaatimuksista esitettdva kukin
elementti tai vaihe on ymmarrettdvad viittaavaksi kaikkiin
vastaaviin elementteihin tai vaiheisiin olennaisesti samo-

jen tulosten toteuttamiseksi olennaisesti samalla tai vas-
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taavalla tavalla. Tam& keksintd soveltuu siten hyvin mai-
nittujen samoin kuin siihen luontaisesti liittyvien ta-

voitteiden ja etujen toteuttamiseen.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelma fuusioproteiinin valmistamiseksi, jo-
ka kdsittda CD33-proteiinin antigeenialueeseen spesifisesti
sitoutuvan proteiinin 7ja kasviperdisen toksiinin, joka
kasviperdinen toksiini valitaan geloniinin, t&dyspitkan re-
kombinanttigeloniinin Jja geloniinifragmenttien joukosta,
tunnettu siitd, ettd mainittu spesifisesti sitoutu-
va proteiini ja mainittu toksiini fuusioidaan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&,
tunnettu siitd, ettd spesifinen sitoutuminen tapah-
tuu CD33:n solunulkoiseen epitooppiin.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd toksiini valitaan luonnon tok-
siinien ja rekombinattitoksiinien joukosta.

4. Menetelmd farmaseuttisen koostumuksen valmista-
miseksi, Jjoka sisaltaa fuusioproteiinin, Jjoka kdsittaa
CD33-proteiinin antigeenialueeseen spesifisesti sitoutuvan
proteiinin ja kasviperdisen toksiinin, Jjoka kasviperdinen
toksiini valitaan geloniinin, tdyspitkan rekombinanttigelo-
niinin ja geloniinifragmenttien joukosta, sekad farmaseutti-
sesti hyvdksyttdvdn vehikkelin, t unnettu siita,
ettd mainittu spesifisesti sitoutuva proteiini ja toksiini
fuusioidaan ja formuloidaan farmaseuttisesti hyvaksyttdvan

vehikkelin kanssa.
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Patentkrav:

1. Komposition, kdnnetecknad av, att
den omfattar ett protein som specifikt binder sig wvid
CD33-proteinets-antigenomrdde och ett ur vaxtriket derive-
rat toxinkonijugat, varvid det ur vaxtriket deriverade tox-
inet wvalts Dbland gelonin, rekombinant gelonin med full
langd och geloninfragment.

2. Komposition enligt patentkrav 1, kdnne -
t e cknad av, att det gpecifika bindandet sker vid en
extracelluldr CD33-epitop.

3. Komposition enligt patentkrav 1, kanne -
t ecknad av, att toxinet valjs bland naturliga
toxiner och rekombinanta toxiner.

4. Komposition enligt patentkrav 1, kadnne -
t ecknad av, att konjugatet &r ett fusionsprotein
mellan det nadmnda antigenbindande omradet och det ur vaxt-
riket deriverade toxinet.

5. Farmaceutisk komposition enligt patentkrav 1.
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