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Menetelmd kasvainten yhteydessi esiintyvaa antigeenia vas-
taan suunnatun monoklonaalisen vasta-aineen 88BVS59 valmis-

tamiseksi, sitd tuottava solu ja sen tunnistama epitooppi.

Keksinnén kuvaus

Téma keksintd koskee menetelmdd wmonoklonaalisen
vasta-aineen valmistamiseksi, ja sit& tuottavaa transfor-
moitua B-solulinjaa, joka on perdisin sellaisten sydpapo-
tilaiden B-soluista, jotka on aktiivigesti immunisoitu
autologisella kasvainantigeenilla. T&ata& monoklonaalista
vasta-ainetta voidaan kayttald sekd diagnostisissa menetel-
missa ettd ihmisen sydpien hoidossa. Keksinndn kohteena on
myds vasta-aineen kanssa reagoiva epitooppi. Tassa kuva-
taan myds raskas- ja kevytketjun vaihtelevien osien eris-
tys ja sekvenssointi, ja niissd olevien komplementaari-
suutta madrittavien alueiden tunnistus.

Keksinnén tausta

Tadssd esitetddn uusia ihmisen monoklonaalisia vas-
ta-aineita, jotka reagoivat spesifisesti antigeenien kans-
sa, jotka liittyvadt tiettyihin kasvaimiin, ja sellaisten
transformoituneiden B-solulinjojen tuotantoon, jotka ovat
peraisin aktiivisesti immunisoitujen potilaiden perifeeri-
gen veren B-soluista. Edelleen esitetdan diagnostisia me-
netelmia ja sydvan hoitoa, joissa kaytetdan niitad mono-
klonaalisia vasta-aineita.

Nykyisin saatavilla olevat sydvaAnhoitokeinot, eri-
tyisesti sadehoito ja kemoterapia, pohjautuvat siihen pe-
russyyhyn, ettd sydpdsolut ovat suhteellisesti herkempid
naille hoidoille kuin normaalisolut. N&itd hoitoja ra-
joittaa kuitenkin suuresti voimakas toksisuus normaaliku-
dokgille. Vasta-ainemolekyylit sita vastoin ovat tarkoin
spesifisia antigeeneilleen. Tutkijat ovat ndin ollen koet-
taneet eristidd syopasocluille gpesifisid wvasta-aineita,
jotka olisivat kauan etsitty "'maaginen luoti' sydvanhoi-

toon" (Science, 1982, 216:283).
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Vasta-aineet ovat proteiinimolekyylejd, joita val-
mistavat normaalisti B-solu-lymfosyytit, joita tuotetaan
luuytimessa ja jotka kulkeutuvat verenkierron mukana. Mitd
tahansa elimistddn tulevaa antigeenia vastaan, se on: mité
tahansa vierasta molekyyli& vastaan vksinkertaisesta or-
gaanisesta kemikaalista aina monimutkaiseen proteiiniin
asti, tuotetaan vasta-aineita, jotka tunnistavat kyseisen
tietyn kemiallisen rakenteen ja kiinnittyvat siihen. Sita
ainutkertaista kemiallista rakennetta antigeenin pinnalla,
johon tietﬁy vasta-aine voli sitoutua, kutsutaan nimelléa
antigeeninen determinantti tai epitooppi. Elimistdén B-so-
lu—lymfosyytit, joita nimitetdan B-soluiksi, lymfosyyteik-
i tai leukosyyteiksi, ovat olemassa satoina miljoonina
erilaisina geneettisesti ohjelmoituina soluina, Joista
kukin tuottaa vasta-ainetta, joka on spesifinen eri deter-
minantille. Vasta-aineen tuotantoa stimuloivalla antigee-
nilla wvoi olla useita determinantteja pinnallaan. Kun
B-solu kohtaa antigeenin, B-solu, joka kantaa pinnallaan
vasta-ainetta, joka on spesifinen kyseisen antigeenin pin-
nalla olevalle determinantille, alkaa jakautumaan. Tama
klonaalinen lisdantyminen tuottaa useita tytarsoluja, jot-
ka erittavat tata vasta-ainetta verenkiertoon.

Koska vasta-aineiden antigeenien tunnistus ja nii-
hin sitoutuminen on spesifistd, haluttiin tuottaa =suvria
madriad vasta-aineita, jotka ovat spegifisia vksittaiselle
determinantille, ja jotka nain ollen sitoutuisivat wvain
niihin antigeeneihin tai kudoksiin, joilla olisi tama
tietty determinantti.

B-solut eivat kasva jatkuvassa viljelmassa, ellei
niitd ole muutettu hybridiscimalla ne "kuolemattoman" so-
lun kanssa, tai ellei niitd ole transformoitu joko virus-
tai sydpaperaiselld DNA:lla. Sellaiset B-lymfosyyttisolu-
linjat, jotka on transformoitu joko spontaanisti tai tar-
koituksella lymfotrooppisella viruksella, kuten Epstein-
Barrin viruksella (EBV), tuottavat monoklonaalisia vasta-

aineita. Transformaatioc voidaan saada aikaan myds kaytta-
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malld muita transformoivia agensseja, kuten virusperainen
DNA ja soluperainen DNA. N&m& solut, toisin kuin hybridoo-
masolut, sis&dltdvat normaalin diploidisen madrin ihmiskro-
mosomeja (46).

Monoklonaalisia vasta-aineita tuotetaan puhtaassa
muodossa, jossa ei ole epapuhtautena muita immunoglobu-
liineja. Monoklonaalista vasta-ainetta tuottavien solujen
avulla on mahdollista tuottaa kaytdnndllisesti katsoen
rajattomia mé&riad vasta-ainetta, joka on spesifinen yhdel-
le determinantille tietyn antigeenin pinnalla.

On uskottu, ettda jos olisi saatavilla vasta-ainei-
ta, jotka olisivat spesifisid tiettyja sydplasoluja vas-
taan, niita voitaisiin kéyttad eri hoito- ja diagnoosime-
netelmiss&. Sellaiset vasta-aineet inaktivoisivat tai tap-
paisivat tiettyjé& sydpasoluja pelkéstdan kiinnittymalla
soluun sen determinantin kohdalla, jolle ne ovat spesifi-
sid. Vaihtoehtoisesti nama vasta-aineet voivat sitoutua
efektorilymfosyyttien tai makrofagien pintaan, ja muuttaa
ne kasvainantigeenille spegifisiksi tappajasoluiksi.

Monoklonaaliset vasta-aineet voivat myds 1lis&ta
kemoterapeuttisten l&aakkeiden, toksiinien ja radiocaktii-
visten isotooppien spesifisyyttd, ja ndin lisatd niiden
tehoa ja samalla alentaa niiden myrkyllisyyttd olemalla
konjugoituja niihin. Vasta-aineita, jotka on koniugoitu
radionuklideihin tai metallisiin merkkiaineisiin, voidaan
lisaksi kayttdd protoniemissioon (PET) ja ydinmagneetti-
seen resonanssiin (NMR) perustuvassa kuvantamisessa in
vivo diagnoosia ja etapesdkkeiden paikantamista varten.
Monoklonaalisia vasta-aineita voidaan myds kayttda, kun
halutaan eristdad kasvainantigeeneja silmall&d pitden mah-
dollista kayttdad standardinomaisessa rokotteessa.

Vakioalueen lisdksi, joka on lajille tunnusomainen,
vasta-aineet sis&ltavat vaihtelevia alueita sekd raskaassa
ketjussa (V) etta kevyessa ketjussa (V,). Namd vaihtelevat
alueet ovat ne vasta-aineen osat, jotka madrittdvat sitou-

tumisspesifisyyden, ja jokaisen vasta-aineen, joka sitou-
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kuin niiden vasta-aineiden vaihtelevat alueet, jotka si-
toutuvat eri epitooppeihin. $ilmdlla pitden vasta-aineen
spesifisyyden hyvdksik&ytttd laédkkeiden ja radiometallien
kohdistukseen terapiaa ja kuvantamista varten, uskotaan,
ettd etuja voidaan mahdollisesti saavuttaa, jos immuno-
konjugaattien valmistuksessa kdytetddn pelkidstddn niita
vasta-aineiden osia, jotka ovat aktiivisia sitoutumisessa.
Raskas- ja kevytketjujen komplementaarisuuden m@drittévien
alueiden tunnistus ja sekvenssointi antaa myds tietoa,
jonka nojalla voidaan syntetisoida kimeerisid ja multi-
funktionaalisia vasta-aineita. Tdstd syystd eristettiin ja
sekvenssoitiin vaihtelevat alueet ja ma&ritettiin sen
alueen sekvenssi, joka toimii epitooppiin sitoutumisessa.

Tekniikan tason kuvaus

Aikaisemmat yritykset saada aikaan monoklonaalisia
vasta-aineita, jotka olisivat spesifisid ihmisen kasvai-
mille, ovat noudattaneet kahta reittid B-solujen suhteen:
1) B-soluja on eristetty sellaisten hiirten pernoista,
joita oli immunisoitu ihmisen kasvaimia vastaan, US-pa-
tenttijulkaisu 4 172 124; ja 2) ihmisen B-soluja on eris-
tetty joko syOpédpotilaiden perifeerisestd verestda tai kas-
vaimia viemdrdivistd imusolmukkeista. Kumpikaan lahesty-
mistapa ei ole antanut tyydyttadvid tuloksia.

Ihmisen kasvaimia vastaan immunisoiduilla hiirilla
on liian laaja reaktiivisuus. Eli suurin osa aikaansaa-
duista hiiren monoklonaalisista vasta-aineista reagoi sel-
laisten ihmisantigeenien kanssa, jotka ovat ldsna yhta hy-
vin normaalissa kuin kasvainkudoksessakin. Vasta-ainetta,
joka reagoi pelkdstddn sydpdsolujen kanssa, on hyvin vai-
keaa valita suuresta mddrdstd tuotettuja vasta-aineita.
20 000 hybridoomaa, jotka olivat perdisin hiirigtd, jotka
©li immunisoitu ihmisen pienisoluisella keuhkékarsinoomal-
la, esimerkiksi seulottiin silm&lld pitden reaktiivisuutta
syopdsolujen kanssa (Science, 1982, 216:283). Toisin kuin
tédmdn tutkimusryhmén havaitsema hyvin alhainen frekvenssi
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(< 0,4 %), aktivoitujen B-solujen hankkiminen téssd kek-
sinndssd kdytettdvdllsd menetelmdlld tuottaa jopa 16 % kuo-
lemattomaksi tehtyjd B-soluja, jotka ovat perdisin immuni-
soiduista paksusuolipotilaista, ja jotka tuottavat mono-
klonaalisia vasta-aineita, jotka reagoivat spesifisesti
sybpésolujen kanssa. Lis8ksi hiiren B-soluista per#isin
olevilla monoklonaalisilla vasta-aineilla on rajoitetut
mahdollisuudet silmdllad pitden sovellutusta sydvén hoidos-
sa. Toistetun antamisen jdlkeen ne stimuloivat ihmisen
immuunijarjestelmdn tuottamaan "anti-hiiri" -vasta-ainei-
ta, joiden on kliinisiss8 Kkokeissa osoitettu vahentavin
merkitsevdsti hiiren monoklonaalisten vasta-aineiden te-
hoa. Ihmisen monoklonaalisten vasta-aineiden kayttd voi
kiertdd n&md vaikeudet. Pelkkien vaihtelevien alueiden tai
pelkkien komplementaarisuuden ma&rittéavien alueiden
(CDR:ien) k&ayttd antaa vield pienemmdn immunogeenisyyden
todenndkoisyyden, samoin kuin muita etuja. Pienempien mo-
lekyylien, kuten V,:n tai jopa yksittdisen CDR:n, Kkykya
poistua nopeasti elimistdstd voidaan kayttdd hyddyksi, kun
suunnitellaan nopeita in vivo -diagnostisia aineita.
Toinen ilmeinen ero ihmisen ja hiiren monoklonaa-
listen vasta-aineiden valilld on niiden immunohistokemial-
linen varjaaminen. Aikaisemmat tutkimukset hiiren vasta-
aineilla ovat osoittaneet, ettd kasvainleikkeissd olevat
solut vdrjiytyvdt usein heterogeenisesti. Tdmd reaktiivi-
suustapa johtuu joidenkin tutkijoiden mielestd sydpésolu-
jen antigeenisesta heterogeenisyydestd (Hand ym., Cancer
Regearch, 43:728 - 735, 1983). Toisaalta t&8l1ll& menettely-
tavalla kehitetyt ihmisen monoklonaaliset vasta-aineet
olivat homogeenisia mitd tulee niiden reaktiivisuuteen
kasvainten kanssa, joiden kanssa ne eivdt reagoineet. Us-
kottavan tuntuinen selitys hiiren monoklonaalisten vasta-
aineiden heterogeeniselle varj&damiselle on se, ettd se
heijastaa hiiren immuuniperdistd vaihe- tai solusyklispe-

sifisten erilaistumisantigeenien tunnistusta, joita syopéd-
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solujen pinnalla esiintyy runsaasti, pikemminkin Kkuin mah-
dollisia kasvaimeen liittyvid8 antigeeneja. Ei ole ep#loo-
gista odottaa, ettd kun hiiren immunisoi ihmisen sy&péso-
Yuilla, ilmenisi huomattavaa antigeenista kilpailua, mika
johtaisi runsaampiin ja vallitsevampiin kudostyyppi- ja
erilaistumisantigeeneihin, jotka kilpailisivat menestyk-
selld is&nnadn immuunivasteesta suhteellisen vah#isten kas-
vaimeen liittyvien antigeenien kanssa. T&ten ihmisen auto-
loginen immunisointi voi johtaa sellaisten vasta-aineiden
ilmaantumiseen, jotka on suunnattu antigeeniryhm&i vas-
taan, joka on normaalisti hiiress& huonosti immunogeeni-
nen. Tama todistusaineisto viittaa siihen, ettd ihmiset ja
hiiret voivat respondoida erilaisille kasvainantigeeneil-
le. T&td@ teoriaa tukee 1l0ydds, jonka mukaan yksik&d&n mei-
dén tuottamistamme 36 ensimmdisestd ihmisen monoklonaali-
sesta vasta-aineesta ei ndyttdnyt reagoivan karsinoembryo-
nisen antigeenin (CEA) kanssa, jonka tunnistavat yleisesti
ne hiiren monoklonaaliset vasta-aineet, jotka on tehty ih-
misen sy&pédsoluja vastaan.

Suuri osa aikaisemmista yrityksistd kehittd& ihmi-
sen monoklonaalisia vasta-aineita on kayttdnyt B-soluja,
jotka on eristetty joko perifeerisestd verestd tai kasvai-
mia siséltdvien potilaiden imusolmukkeista. Uskottiin,
ettd antigeenisen kasvaimen l&sndoclo saisi aikaan sen,
ettd kasvaimen sisdltivisssd yksildssd syntyisi immuunires-
ponssi t&mdn sydpdd vastaan ja hdn tuottaisi spesifisesti
immuuneja B-soluja. Tdten otettiin B-soluja niistd imusol-
mukkeista, jotka viemdrdivat sydpdsolujen kasvaimia, tai
perifeerisessd veressd olevista kiertdvistd lymfosyyteis-
td. Ennen t&td keksintdd kasvainspesifisten monoklonaalis-
ten vasta-aineiden aikaansaaminen on kuitenkin onnistunut
huonosti.

Kun halutaan saada aikaan monoklonaalisia vasta-ai-
neita, jotka olisivat spesifisid ihmisen kasvainantigee-

neille, pddongelma on ollut kykenemdttémyys loytdid spesi-
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fisesti immuunien B-solujen l8hde (Science, 1982, 216:
285). Ihmisess8 sytpdsolujen alkuperdisellid fokuksella on
taipumus kasvaa pitkén aikaa, 1 - 10 % ihmisen elinidsti,
ennen kuin taudista on mitdén ilmeistd kliinistd todistus-
ailneistoa. Tdssd vaiheessa potilaat ovat immunologisesti
hyporesponsiivisia kasvaimilleen, tai mahdollisesti immu-
nologisesti tolerantteja. T&ten ennen t&td Keksintdid ei
voitu toistettavasti hankkia ihmisen monoklonaalisia vas-
ta-aineita, jotka olisivat reaktiivisia sybpdsoluja vas-
taan.

On kehitetty uusi ja tehokkaampi ldhestymistapa
hankkia monoklonaalisia vasta-aineita kaytté&milld perifee-
risen veren B-soluja potilaista, jotka on immunisoitu hei-
dadn omista kasvaimistaan perdisin olevilla soluilla spesi-
fisissé rokotevalmisteissa. Jotta saataigiin aikaan aktii-
vinen spesifinen immunoterapia, potilaat immunisoitiin
kantasyépdsoluilla, eli heid&n omista kasvaimistaan peréi-
sin olevilla soluilla. T&mad l3hestymistapa otettiin sen
teorian perusteella, ettd sybpdsolut ekspressoivat kas-
vainspesifisid antigeeneja.

Ihmisten, joissa o0li syntynyt objektiivinen immuu-
niresponssi sybpdsoluja vastaan, havaittiin erityisesti
olevan hyvd aktivoitujen B-solujen l&hde. On osoitettu,
ettd sellaisten potilaiden perifeerinen veri, jotka on
immunisoitu aktiivisesti heiddn omia kasvaimiaan vastaan,
on sellaisten aktivoitujen B-solujen runsas l&hde.

Kliinisissd tutkimuksissa osoitettiin, ett&d saadaan
aikaan objektiivinen immuuniresponssi, kun potilaille,
joilla on tietty sy®pa, tehd&dn ihotestaus, eli viiviésty-
nyt ihon yliherkkyys (DCH). Immunisoiduilla potilailla oli
viivdstynyt ihon yliherkkyys omille paksu- ja perdsuolen
sybvilleen. Lis8ksi ne monoklonaaliset vasta-aineet, jotka
olivat perdisin immunisoitujen potilaiden B-soluista, rea-
goivat muissa potilaissa sellaisten syOpien kanssa, jotka
olivat samaa histologista tyyppid. Namid tulokset osoitta-
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vat, etta potilaan humoraalinen immuuniresponssi, vasta-
aineiden tuotto, on suunnattu paksusuolen sy®pdd vastaan
yleensd eikd ole ainutkertaisesti suunnattu immunisoidun
potilaan omaa sy®p&d vastaan. TAmd yleinen vaste on eri-
tyisen térked standardisoidun rokotteen kehittelyd silmidl-
la pitéaen.

Sellaisten B-solujen tuottaminen, jotka tuottavat
vasta-aineita, joilla on reaktiivisuutta, joka on spesifi-
nen kasvainsoluihin liittyvien antigeenien pinnalla olevia
epitooppeja kohtaan, erityisesti solun pinnan antigeenien,
kuten suurimmassa osassa tapauksista, on edullinen tulos,
joka oli parhaimmillaankin spekulatiivinen, kun immuni-
sointitutkimukset aloitettiin. El&inkokeiden aikana, joi-
hin ihmisen immunisointimenetelm&t perustuivat, havainnoi-
tiin ja mitattiin vain immunisoinnin terapeuttiset vaiku-
tukset, ei kasvainspesifisten vasta-aineiden tuottoa.

Yleinen immuuniresponssi, johon l1iittyi koehenkilén
tilan paraneminen, viittasi solutason responssiin, jossa
makrofagit ja T-solut aktivoituvat kasvainsoluantigeenien
ldsnd ollessa ja tuhoavat kasvainsolut. Vaikka immunisoin-
ti useimmissa olosuhteissa laukaisisikin ennustettavasti
vasta-aine-responssin, vasta-aine~responssin ja solutason
responssin kulku ajan suhteen olisi useimmissa tapauksissa
erilainen. Lis8ksi seikka, ettd potilaita immunisoitiin
autologisilla kasvainscoluilla, se on: potilaan omilla sy6-
pasoluilla, ja aikaisempien tutkijoiden kokemus, ettd po-
tilaan oma kasvain laukaisi vain v&hdisen vasta-ainetuo-
tannon tai ei mit&d&n, teki havainnosta, jonka mukaan immu-
nisoinnin jalkeen syntyy B-soluja, jotka tuottavat kas-
vainspesifigid vasta-aineita, odottamattoman edullisen
tuloksen.

Tamd keksintd on tulosta loydetyistd tavoista,
joilla voidaan valmistaa onnistuneita rokotteita aktiivis-
ta spesifistd immunisointia varten; kehittdd menetelmisd,

joilla voidaan eristdd8 immunisoituja ihmisen B-soluja; ja
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kehittd3 menetelmid, joilla voidaan pitd& ylld ihmisen mo-
noklonaalisia vasta-aineita tuottavien solulinjojen jatku-
vaa tuotantoa ja monoklonaalisten vasta-aineiden tuotan-
toa.

Keksinndén yhteenveto

Yksi tdmén keksinntn tavoite oli kehittd8d ihmisen
monoklonaalisia vasta-aineita, jotka olisivat spesifisesti
reaktiivisia kasvaimiin liittyville antigeeneille ja mini-
maalisesti reaktiivisia ei-kasvainkudoksessa esilld ole-
ville antigeeneille. Sellaiset vasta-aineet tarjoavat kei-
non, jolla voidaan havaita ja diagnosoida kasvaimia, ja
joilla voidaan hoitaa potilaita, joilla on tietty sy®pa-
tyyppi. Toinen tavoite oli tunnistaa ihmisen monoklonaali-
nen vasta-aine, jolla on ndmd ominaisuudet, ja eristdi,
immortaliscida ja viljelld solulinja, joka tuottaa té&td
vasta~ainetta. Tavoitteena oli mybs sekvenssoida valitun
vasta-aineen vaihtelevat alueet ja eristdd ja tunnistaa se
raskaiden ja Kkevyiden ketjujen osa, joka sitoutuu tosi-
asiassa ndiden antigeenien pinnalla oleviin epitooppeihin:
komplementaarisuuden méarittdvidt alueet.

Tédma keksintd sisdltda EBV:11& transformoidun ihmi-
sen B-solulinjan CO88BV59, joka tuottaa ihmisen IgG,; K:n,
joka on spesifisesti reaktiivinen ihmisen paksusuolisydvén
antigeenin pinnalla olevan epitoopin kanssa, samoin kuin
tdmén vasta-aineen komplementaarisuuden médrittdvien
alueiden tunnistamisen ja sekvenssoimisen.

Keksinndn yksityiskohtainen kuvaus

Tdmd keksintd on spesifisesti ihmisen diploidinen
solulinja, immortalisoitu ihmisen B-solulinja, joka trans-
formoitiin altistamalla se EBV:1le, ja jolle on annettu
nimeksi COB8BV59. Se tuottaa ihmisen IgG, x -vasta-ainetta,
joka on spesifisesti reaktiivinen paksusuolen kasvaimen
antigeenin pinnalla olevan epitoopin kanssa, ja Jjoka on
midritetty samaan aikaan vireill& olevassa US-patenttiha-
kemuksessa sarjanumero 07/343 475, jattopaiva 28. helmi-



10

15

20

25

30

35

10

kuuta 1989. Tdm8 antigeeni tunnistettiin ensimmdiseksi
kd8yttém&lld ihmisen IgM-vasta-ainetta 16-88, joka on m&&-
ritelty US-patenttijulkaisussa 4 997 762, joka oli tulok-
sena samaan aikaan vireilld olevasta US-patenttihakemuk-
sesta sarjanumero 07/038 811, jattobpaivd 15. huhtikuuta
1987, joka liitetddn tidhan kokonaisuudessaan wviitteeni.
IgG; k¥ 88BV59 ja IgM 16-88 tunnistavat saman sydpddn liit-
tyvdn antigeenin, mutta reagoivat eri epitooppien kanssa
tdm&n antigeenin pinnalla.

Esimerkki I

Herkistettyjen B-solujen valmistus

A, Potilaiden valinta

Potilaat, joille oltiin tekemdsséd paksu- tai pera-
suolen syovén kirurgista resektiota, valittiin aktiivisen
spesifisen immunoterapian satunnaistettuun kokeeseen. Sa-
tunnaistaminen tehtiin Jluokitellen aineisto patologisen
vaiheen mukaan ja kaikista potilaista, jotka tédyttivat
kliiniset kriteerit, hankittiin kasvain. Ehdokkaat tutki-
mukseen olivat paksu- tai perdsuolen syOvastd ké&rsivia
potilaita, joilla ei ollut aikaisempaa sairauskertomusta
sybvdstd, jotka eivdt olleet saaneet aikaisemmin kemotera-
piaa tai sddehoitoa, ja jotka olivat sopivassa l&&ketie-
teellisessa tilassa noudattaakseen avohoitopotilaan hoito-
ohjelmaa. Kokeeseen soveltuvat potilaat olivat niitd, joi-
den kasvain ulottui suolen seindmdn l&pi (Astler-Coller
B2), joilla oli positiiviset imusolmukkeet (vaiheet C1,
C2) tai potilaat, joilla oli metastaattinen tauti (vaihe
D). N&iden luokitusten sisdll8 potilaat valittiin satun-
naisesti osallistumaan joko hoidettavien tai ei-hoidetta-
vien ryhmiin. Satunnaistamiskortit tuotettiin tietokoneel-
la ja vedettiin per&ttdin kustakin kategoriasta leikkauk-
sen jalkeen.

B. Kasvaimen hankkiminen

Kirurgisen resektion jédlkeen suclindyte vietiin

heti sairaalan patologiselle osastolle ja avattiin sterii-
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leissd oloissa. Syopdkudos leikattiin irti, sijoitettiin
steriileihin putkiin, jotka sis#lsivdt Hanksin tasapaino-
tettua suolaliuosta (HBSS), joka sisdlsi gentamisiinia
50 pg/ml, ja kannettiin heti j&illd laboratorioon kdsitte-
lyd ja jaadytystd varten.

C. Kiintedn kasvaimen ja suolen limakalvon hajotta-
minen

Sovellettiin Petersin ym. (Cancer Research, 39:
1353 - 1360, 1979) kudoksen hajotusmenetelmds kayttien
steriilejd menetelmi&d koko ajan laminaarikaapissa. SyOpé&-
kudos huuhdottiin kolmasti sentrifugiputkessa HBSS:1lla ja
gentamisiinilla ja siirrettiin petrimaljalle j&ill&. Dis-
sektointi kirurginveitselld poisti ylim&&rdisen kudoksen
ja kasvain jauhettiin paloiksi, joiden halkaisija oli noin
2 - 3 mm. Kudosfragmentit sijoitettiin 75 ml:n pulloon,
jossa oli 20 - 40 ml 0,14-%:ista (200 yksikk®é&a/ml) kolla-
genaasi tyyppi 1:td& (Sigma C - 0130) ja 0,1 % (500 Ku-
nitzin yksikkod/ml) deoksiribonukleaasi tyyppi 1:t& (Sigma
D - 0876) (DNAase 1, Sigma D-0876), joka oli esilammitetty
37 °C:n l&mpotilaan. Pullot, joissa oli upotettavat mag-
neettisekoittajat, sijoitettiin 37 °C:n lampbdiseen vesi-
hauteeseen, nopeudella, joka aiheutti aaltojen vierimista
mutta ei vaahtoamista. 30 minuutin inkubaation jalkeen va-
paat solut dekantoitiin kolmen steriilin keskim&&r&n nai-
lonverkkokerroksen laépi (166t: Martin Supply Co., Balti-
more, Maryland) 50 ml:n sentrifugiputken l&pi. Solut sent-
rifugoitiin 1 200 rpm:11& (250 g) jd&dhdytetyssid sentrifu-
gissa 10 minuutin ajan. Supernatantti kaadettiin pois ja
solut resuspendoitiin 5 - 10 ml:aan DNAaasia (0,1 %
HBSS:ss58) ja pidettiin 37 °C:n l&mp6tilassa 5 - 10 minuu-
tin ajan. Putki tédytettiin HBSS:118, pestiin sentrifugoi-
malla, resuspendoitiin 15 ml:aan HBSS:3& ja pidettiin
jailla. Menettely toistettiin, kunnes saatiin tarpeeksi
soluja, yleensd kolme kertaa kasvainsolujen tapauksessa.

Sitten eri digesteistd perdisin olevat solut vhdistettiin,



10

15

20

25

30

35

12

laskettiin ja solujen elinkyky arvioitiin trypaanisinieks-
kluusiotestilld. Solut sentrifugoitiin lopullista pesua
varten ennen sailytté&mistd pakastimessa.

D. Sdilyttdminen pakastimessa

Optimaalinen s8dilyttéminen pakastimessa oli tdrkein
huolenaihe. Rokotevalmistetta varten dissosioitujen kas-
vainsolujen tiheydeksi s##dettiin 5 - 8 x 10’/ml HBSS:ss&
ja ne lisadttiin yht8 suuressa tilavuudessa jadhdytettyyn
2 x jaadytysliuokseen, joka sisdlsi 15 % dimetyylisulfok-
sidia (DMSO) ja 4 ¥ ihmisen seerumialbumiinia (HSA). Lopul-
linen suspensio, 2 - 4 x 10’ solua/ml, sijoitettiin 1,2
ml:n Nunc-pakastuspulloihin. DCH-solutestausta varten me-
nettely oli sama, paitsi ettd HSA:ta ei k&ytetty. Molem-
missa tapauksessa jdadytyksen valmistelemiseksi Nunc-put-
ket siirrettiin j&ill& Cryo-Med model 990 Biological Free-
zer -laitteeseen, jossa oli model 700 Controller -ohjaus-
vksikkd ja model 500 Temperature Recorder -lammdnmittaus-
laite kontrolloitua j&aadytysnopeutta varten. Pidettiin
huolta siitd, ettd yksittdisten pullojen lampdtila, moni-
toripullo mukaan lukien, ©li yht&l&inen j&&dytysmenetelmdn
alussa. Pullot j&dahdytettiin kontrolloidulla nopeudella
~1 °C/min lopulliseen -80 °C:n lamp®ttilaan. Pullot siir-
rettiin nestetypessid nestetyppisdilidon.

E. Kliininen protokolla

Potilaat, joilla oli kasvaimia, joiden patologinen
vaihe oli sovelias, saivat satunnaisesti joko autologisen
sybpdsolu-BCG~rokoteen tai joutuivat olemaan ilman jatko-
hoitoa. Vaiheen D potilaat saivat kaikki 5-fluorourasiili-
kemoterapiaa ja kaikki sellaiset potilaat, joilla oli lee-
sioita suoliliepeen puolella (perdsuolen sydpd), saivat
5 040 radia rontgensdteilyd lantion alueelle kaksi viikkoa
sen j&lkeen, kun immunoterapia oli lopetettu. Rokotteet
aloitettiin 4 - 5 viikkoa kasvaimen resektion j&lkeen,
jotta immunologinen suppressio, jonka anestesia ja kirur-~

gia o0li saanut aikaan, saisi toipua tarpeeksi kauan. 3 -
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4 viikkoa resektion jadlkeen sekd kontrollipotilaille ettd
hoidettaville potilaille tehtiin ihotesti standardinomai-
silla muistiantigeeneilla samoin kuin asteittaisilla an-
noksilla heidén autologisia sy®plsolujaan. Kéytetyt muis-
tiantigeenit olivat: Sikotauti-ihotestin antigeeni, USP,
Eli Lilly, Indianapolis, Indiana; Apliscl, PPD, (puhdis-
tettu tuberkuliiniproteiinijohdannainen), Parke-Davis,
Detroit, Michigan; Trichophyton, laimennettu 1:30, Center
Laboratories, Port Washington, New York; ja Candida al-
bicans, laimennettu 1:100, Center Laboratories, Port
Washington, New York, 0,1 ml kutakin sijoitettiin ihon-
alaisesti ké&sivarteen ja punotus ja kovettuminen tutkit-
tiin 24 ja 48 tunnin Kuluttua.

Potilaat, jotka valittiin hoitoprotokollaan, saivat
3 viikottaista ihonalaista rokoteinjektiota, jotka sis&l-
sivdat 107 sateilytettysd autologista kasvainsolua ja 107
BCG:td4 kahdessa ensimmdisess8 rokotteessa, ja viimeisessi
oli pelk&stddn 10’ kasvainsolua. Vasta j#ddytetty Tice BCG,
joka oli saatu tri Ray Crispeniltd, University of Illinois
Medical Center, Chicago, Illinois, varastoitiin -70 °C:n
lampdtilaan. Ensimmdinen rokote sijoitettiin vasemman rei-
den etupuolelle noin 10 cm nivustaipeen alle, toinen vas-
taavaan paikkaan oikeassa reidessd ja kolmas oikean har-
tialihaksen alueelle.

F. Rokotteen valmistus

Menestyksekkaiden rokotteiden kriteerit on luette-
loitu taulukossa 1. Ensimméisen ja toisen rokotteen anto-
pdivédnd pullo sulatettiin nopeasti 37 °C:n lamp&isessa
vesihauteessa, kasvainsolut laimennettiin hitaasti 15
ml:aan HBSS:84, pestiin kerran sentrifugoimalla 1 200
rpm:118 ja resuspendoitiin 15 ml:aan HBSS:d&. Solulasken-
nat ja wviabiliteettimd@iritykset tehtiin trypaanisinieks-
kluusiotestia kédyttden. Viabiliteetti oli wv&lilla 70 -
90 %, keskiarvo 80 %. Solut pestiin Kerran sentrifugoimal-

la 1 200 rpm:ssd ja resuspendoitiin 15 ml:aan HBSS:4&A&.
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Kasvainsolususpensio sijoitettiin jaille ja sdteilytettiin
4 020 rad/min, kaikkiaan 20 000 radia. Solususpension ti-
lavuus sdéddettiin sellaiseksi, ettéd putkessa oli jadljelléd
107 elinkelpoista sytpésolua (1,3 x 10’ sydpdsolua sisédlly-
tetddn mukaan, koska putkissa ja ruiskuissa voi mahdolli-
sesti tapahtua solukatoa ja koska lymfoidisten solujen
virheelliseen tunnistamiseen on noin 20 $%:n todenndkéi-
syys). Solut sentrifugoitiin, supernatantti poistettiin ja
107 BCG:t# lisattiin 0,1 ml:n tilavuudessa. HBSS:84 li-
sadttiin tarpeeksi paljon, jotta lopullinen tilavuus oli
0,2 ml. Kolmas rokote valmigstettiin vastaavalla tavalla,
mutta BCG jatettiin pois.

Rokotesuspensio vedettiin "20 gauge" -kokoisen neu-
lan 1&pi 1,0 ml:n tuberkuliiniruiskuun. "20 gauge" -kokoi-
nen neula korvattiin "27 gauge" -neulalla ihonalaista in-
jektiota varten ja neula sijoitettiin j&ille klinikalle
kuljetusta varten.

Potilaita tarkkailtiin huolella Kkunkin rokotteen
jdlkeen silmdlld pitden punotusta ja kovettumista injek-
tiokohdissa, kuumetta, imusolmuketautia tai mitd tahansa
haitallista reaktiota. Ensimmdiset kaksi rokotuskohtaa
haavautuivat 2 - 3 viikon kuluttua, mutta paranivat aina
10 -~ 12 viikon sis&llai.

Esimerkki II

Ihmisen monoklonaalisia vasta-aineita tuottavien

solujen tuotanto

A. Immunisoitujen B-solujen poistaminen potilaista
ja kidsittely

Potilaista otettiin verindyte toisen immuniscinnin
aikana, viikko ensimmdisen immunisoinnin j&lkeen, ja kol-
mannen rokotuksen aikana, viikko toisen immunisoinnin j&l-
keen. Laskimoverta kerdttiin aseptisesti s&dil®éntdaineetto-
man hepariinin lasnd ollessa (0'Neill, Jones and Feldman,
St. Louis, Missouri) niin, ettd lopullinen konsentraatio

0li 17 yksikk6d/ml. Veri sdilytettiin huoneenlimpdtilassa
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ja siirrettiin laboratoriocon nopeasti muutaman tunnin ku-
luessa kerdamisesta.

Veri, joka oli laimennettu 1:2 kalsiumittomalla ja
magnesiumittomalla HBSS:118, pantiin kerrokseksi (4 ml)
lymfosyyttierotusaineen (3 ml) padlle (LSM, Litton Bio-
netics) ja sentrifugoitiin 15 ml:n sentrifugiputkessa 30
minuuttia 400 x g:ssd. Valikerroksen solut poistettiin, ne
laimennettiin kolmella tilavuudella HBSS:84 ja ajettiin
sakaksi sentrifugissa (1 000 rpm 10 minuuttia). Perifeeri-
sen veren lymfosyytit resuspendoitiin 10 ml:aan seerumiva-
paata Hepes-puskuroitua Dulbeccon MEM:ia (DMEM), lasket-
tiin ja viabiliteetti ma&ritettiin.

EBV-transformaatiomenetelma

Immunisoiduista potilaista perdisin olevat perifee-
risen veren B-solut altistettiin tarkoituksella transfor-
moiville agensseille, mik& johti jatkuvasti kasvaviin so-
lulinjoihin, jotka tuottavat monoklonaalisia vasta-ainei-
ta. On kaytetty EBV:td transformoivana agenssina, vaikka-
kin voidaan k&ytt&dsd mitd tahansa tehokasta lymfotrooppista
virusta tai muuta transformoivaa agenssia, Jjoka kykenee
transformoimaan B-solut niin, ettd ne kasvavat jatkuvassa
viljelmdssad ja tuottavat silti monoklonaalisia vasta-ai-
neita, jotka olivat spesifisid kasvaimeen liittyville an-
tigeeneille.

Meiddn menetelmdll&émme heparinisoitu veri erotet-
tiin LSM-gradientilla ja mononukleaarinen solufraktio ke-
rdttiin vadlikerroksesta. Mononukleaarista solufraktiota
voidaan joko kayttdd tdssd vaiheessa tai s&8ildd pakasti-
meen mybhempdd transformaatiota varten.

Lymfosyytit, joko tuoreet tai pakastetut, joko
fraktioimattomat tai sellaiset, joista jotkin ei-B-solut
o0li poistettu, laskettiin ja 2 - 6 x 10° solua ajettiin
solusakaksi. Sakaksi ajetut solut resuspendeitiin 5 ml:aan
vasta Kkerdttyd Epstein Barr -virusta, joka oli laimenta-

mattoman B95-8-supernatanttinesteen muodossa, joka oli
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kerdtty 4 - 6 pdivdi vanhasta B95-8-solujen viljelmds-
td, Kkirkastettu sentrifugoimalla 2 000 rpm 15 minuuttia
4 °C:n lé&mpdtilassa ja suodatettu 0,8 mikronin suodattimen
ladpi sen varmistamiseksi, ettd kaikki solut oli poistettu.
B95-8-so0lulinja hankittiin tri G. Tostadolta, Division of
Biologics, FDA. Soluja ja EBV:td inkuboitiin 37 °C:n l&m-
pbtilassa 90 minuuttia viruksen adsorptiota varten. Viruk-
sen adsorption aikana soluja ravisteltiin ajoittain.

Solut maljattiin kuoppiin, jotka sigédlsivit sdtei-
lytettyjé feeder-soluja (kuten J774). Hiiren makrofagilin-
jaa J774 (ATCC, Rockville, Md.) sé&teilytettiin (20 000
radia) ja pakastettiin sitten. T&atd menetelmdd varten
feeder-solut sulatettiin ja sitten maljattiin (5 x 10’ so-
lua/kuoppa) 96-kuoppaisiin maljoihin p&aivdd ennen B-solu-
linjan EBV-transformaatiota.

Soluviljelyelatusainetta vaihdettiin kahdesti vii-
kossa jopa 6 -~ 8 viikon ajan. Supernatanttinesteen seulon-
ta kaivoista, joissa ndkyi huomattavaa solujen kasvua,
jolla tavalla saatiin seulottua ne solut, jotka valmisti-
vat ihmisen immunoglobuliinia, ja valittujen solulinjojen
viljely suoritettiin US-patenttijulkaisussa nro 4 828 911
kuvattujen menetelmien mukaisesti monoklonaalista vasta-
ainetta tuottavien solujen valikoimista ja viljely& var-
ten. |

Solut, jotka wvalittiin ihmisen immunoglobuliinin
tuottamista varten, viljeltiin ja kasvainreaktiivisuutta
selektoitiin seulomalla ihmisen kasvainsiirrdnndisid& vas-
taan. 88B59 seulottiin blokkia vastaan, joka kadsitti neljéa
pakastettua, karvattomista hiiristd peraisin olevaa ihmi-
sen paksusuolikarsinoomasiirrédnndisleiketta. Kaytettiin
siirrdnnédisleikkeitd ja vasta-aineen suoraa leimaamista,
jotta ihmisen immunoglobuliinin l&sndolo valtett&isiin.

C. Monoklonaalisten vasta-aineiden tuotanto

Ihmisen monoklonaalista vasta-ainetta tuottavat
solut kasvatettiin RPMI 1640 -elatusaineessa (Gibco, Grand



10

15

20

25

30

17

Island, New York), johon oli lisdtty fetaalinaudan seeru-
mia (10 %), L-glutamiinia (3 mM) ja gentamisiinia (5 pg/
ml). Elatusaineeseen lis&dttiin joissakin tapauksissa li-
sdksi 25-%:ista D-glukoosia (lopullinen pitoisuus 0,25 %).
Soluja pidettiin 37 °C:n lampbtilassa (35 - 38 °C) kosteu-
tetussa ilmakehéssd, jossa oli 7,5 % CO, ilman seassa. Vas-
ta-aine kerdttiin hyvin metaboloituneesta kaytetystid ela-
tusaineesta ajamalla sentrifugilla elatusaine soluttomaksi
(esim. sentrifugoimalla 500 rpm 15 minuutin ajan).

Esimerkki III

Monoklonaalisten vasta-aineiden reaktiivisuus nor-

maaleille ja kasvainkudoksille

Suurimmalla osalla vasta-aineista sitoutuminen nor-
maaliin paksusuolen limakalvoon oli vdhentynyt oleellises-
ti. Vasta-aineet, jotka olivat reaktiivisia parafiinileik-
keiden kanssa, testattiin myds silmdllid pitden reaktiivi-
suutta normaalikudoksen kanssa. 88BV59 oscoitti negatiivis-
ta reaktiivisuutta seuraavien normaalien ihmiskudosten
kanssa: munasarja, kohtu, kives, vagina, lisd&munuaisrauha-
set, eturauhanen, kilpirauhanen, kateenkorva, imusolmuk-
keet, perna, luuydin, sydé&nlihas, aivokuoren solut, iho,
lihas ja hemopoieettiset solut. B88BV59 osoitti pientd
reaktiivisuutta seuraavien kudosten kanssa: paksusuoli
(harjareunus ja pinnan rauhaset), ohutsuoli (harjareunus
ja pinnan rauhaset), maha (mahan kuopakkeet ja pinnan rau-
haset), ruokatorvi (rauhaset), haima (jokin tiehyen ja ek-
sokriininen rauhasepiteeli), munuainen (50 % kokoojaput-
kista), kohdun kaula [epiteelisisusta (2/3 kudoksista oli
positiivisia)], rinta (rakkulat ja tiehyiden epiteeli),
keuhko (jotkin alveolisolut ja bronkiaaliset solut), aivo
[(astrosyytit (2/3 kudoksista o0li positiivisia)], selka-
ydin (hermosyyhuovasto), iho (50 % rauhasista ihossa) ja
maksa (sappitiehyet). 88B59:n reaktiivisuus ihmisen kas-

vainsolulinjojen kanssa esitet&an taulukossa 2. Taulukko 3
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esittdd 88BV59:n reaktiivisuuden kasvainkudosnidytteiden
kanssa.

Sen lisdksi, ettd keksintd tarjoaa monoklonaalisia
vasta-aineita, jotka ovat reaktiivisia sy6p&solun pinnan
antigeenien kanssa in vivo -diagnoosia ja sydvan immunote-
rapiaa varten, se tarjoaa monoklonaalisia vasta-aineita,
jotka ovat hyddyllisia koettimina, joilla voidaan eristééd
ja karakterisoida antigeeneja, jotka ovat relevantteja
ihmisen syb6p&dd koskevan immuniteetin suhteen. Nam& anti-
geenit voivat lopulta osoittautua hyddyllisiksi sydpédro-
kotteena. Lis&ksi vasta-ainetta tuottavien diploidisten
solujen aikaansaaminen lis8d4 geneettisen stabiilisuuden
ulottuvuuden sellaisten ihmisen monoklonaalisten vasta-
aineiden tuotantoon, jotka ovat reaktiivisia kasvainsolun
pinta-antigeenien suhteen.

Edelléd kuvattu kuvaa uusien monoklonaalisten vasta-
aineiden muodostamista, jotka ovat spesifisid tietyille
kasvaimille, monoklonaalisia vasta-aineita tuottavia so-
lulinjoja ja menetelmid niiden valmistamiseksi. Ymmdrre-
tddn, ettd tadssd kuvattujen menetelmien monet variaatiot
ja modifikaatiot ovat ammattimiehen saatavilla, ja ettd
sellaisten variaatioiden ja modifikaatioiden ajatellaan
olevan tdmdn keksinndn suojapiirin sisdlla.

Tamd keksintd on suunnattu erityisesti solulinjaan,
joka tuottaa IgG, ¥ ihmisen monoklonaalista vasta-ainetta
88BV59, joka talletettiin American Type Culture Collection
-talletuslaitokseen, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Ma-
ryland 20852, USA, 13. joulukuuta 1990. 88BV59 tunnistet-
tiin kdyttédmdlld antigeenia, joka oli reaktiivinen ihmi-
sen IgM 16-88:n suhteen, joka oli tuotettu diploidisella
solulinjalla LiCo 16-88, kuten opetetaan US-patenttijul-
kaisussa 4 997 762, joka seurasi US-patenttihakemuksesta
038 811, jattopaiva 15. huhtikuuta 1987, lohkohakemus USSN
697 078:sta, jattopaivda 31. tammikuuta 1985, Talletettu

solulinja tunnistetaan seuraavasti:
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Tunniste Talletusnumero
Ihmisen B-soluperdinen solulinija CRL 10624
CO88BV592-1

Esimerkki IV

88BV59:n kloonaus ja sekvenssointi

Kokonais-RNA, joka o0li perdisin (diploideista)
C088BV59-goluista, valmistettiin Chomczynskin ja Sacchin
menetelmalld (Analvtical Biochemigtry, vol. 162:156 - 159,
1987) . Lyhyesti: solut ajettiin sakaksi, rajaytettiin si-
sdé&npain neljamolaarisella guanidiini-igotiosyanaatilla,
joka oli 25 mM natriumsitraatin suhteen, pH 7,0, 0,5 %
sarkosyylin suhteen ja 0,1 M 2-merkaptoetanolin suhteen,
ja RNA uutettiin sen jalkeen kun oli lisatty 0,02 M nat-
riumasetaattia, pH 4,0, 1 tilavuus fenolia ja 0,2 tila-
vuutta kloroformia. Naytteitd sentrifugoitiin 10 000 g:ssa
20 minuuttia 4 °C:n lampdtilassa ja vesifaasi siirrettiin
tuoreeseen putkeen ja saostettiin uudestaan yhdelld tila-
vuudella isopropanclia tunnin ajan -20 °C:n lampdtilassa.
Kun solusakat oli resuspendoitu guanidiini-isotiosyanaat-
tipohjaiseen liuckseen ja saostettu uudelleen isopropano-
lilla, solusakat pestiin 75-%:isella etanolilla ja resus-
pendoitiin 0,5-%:iseen SDS:4&n. 0Oligo-dT-selluloosakroma-
tografia (Aviv ja Leder, PNAS, volyymi 69:1408 - 1412,
1972) suoritettiin, jotta saataisiin selektoitua polyA (+)
-lahetti-RNA standardimenetelmilla.

A. cDNA-synteesi

1,2 ug 88BVS59 poly A (+):aa yhdistettiin 1 ug:aan
Promega NotI oligo-dT-alukeadapteria (%' CAATTCGCGGCCGC
(T),53') kuumentamalla 70 °C:n lampdtilaan ja jadhdytté&mal-
1la nopeasti jailla. (500 uM), ANTP:itd ja 200 yksikkda Life
Technologies Inc:in Moloneyn hiiren leukemiaviruksen RNaa-
si H -kdanteistranskriptaasia (Superscript)™ lisattiin ja
inkuboitiin 50 mM Tris-HCl:ssa, pH 8,3, joka oli 75 mM
KCl:n, 3 mM MgCl,:n ja 10 mM DTT:n suhteen, 60 minuuttia
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37 °C:n lampbtilassa. Toisen juosteen synteesi suoritet-
tiin lis&8mdll4d 187 pM ANTP:t, 40 yksikk®dd E,.colin DNA-
polymeraasi I:td, 15 yksikkdd E., colin DNA-ligaasia ja 1,4
yvksikktd E, colin RNAaasi H:ta 19 mM Tris-HCl:ssd, pH 6,9,
joka oli 90 mM KCl:n, 4 mM MgCl,:n, 125 pM:n B-Nad:n jJja
50 mM ammoniumsulfaatin suhteen. Kun oli inkuboitu 16 °C:n
lampdtilassa kaksi tuntia, reaktio pysdytettiin 50 mM
EDTA:1lla ja cDNA puhdistettiin fenoliuuttamisella ja eta-
nolisaostuksella. Kaksijuosteisen cDNA:n 5'-pdd tasattiin
lisd&m8lls 10 yksikkdé& T,-DNA-polymeraasia 225 pM dNTP:ien
ollessa l&ésnid 0,3-kertaisessa toisen juosteen cDNA:n syn-
teesin puskurissa. Kun o0li inkuboitu 37 °C:n la&mpdtilassa
kymmenen minuuttia, reaktio pysdytettiin 20 mM EDTA:1lla,
joka o0li 0,2-%:inen SDS:n suhteen, uutettiin fenolilla ja
saostettiin etancolilla. Tuloksena oleva tasoitettu, tay-
tetty kaksijuosteinen CDNA resuspendoitiin H,0:hon ja sitéa
kdytettiin jatkossa.

Promegan Ribaclone™ EcoRI -linkkeriligaatiosysteemi
I:td kaytettiin metyloimaan mitk#d tahansa sisdiset EcoRI-
kohdat kaksijuosteisessa cDNA:ssa ja tamdn jilkeen lisad-
mddn EcoRI-kohdat  tasoitettuihin, kaksijuosteisiin cDNA-
pdihin. ¢cDNA:han lis&dttiin 10 yksikk®d EcoRI-metylaasia ja
(100 pM) S-adenosyyli-L-metioniinia 100 mM Tris-HCl:ssa,
pH 8,0, joka oli 10 mM EDTA:n suhteen, ja inkuboitiin
37 °C:n lampdtilassa 15 minuuttia. Kun oli tehty lamp&in-
aktivaatio 70 °C:n lampdtilassa kymmenen minuutin ajan ja
fenoliuutto, metyloitu cDNA saostettiin etanolilla. Toi-
seen puoleen metyloitua cDNA:ta lis&ttiin EcoRI-linkkerit
30 mM Tris-HCl:ss&, pH 7,8, joka oli 10 mM MgCl,:n, 10 mM
ATP:n, 1 mM DTT:n ja 100 pg/ml BSA:n suhteen, ja 25 Weis-
sin yksikkdd T4-DNA-ligaasia katalysoi EcoRI-linkkerien,
jotka olivat l&dsnd 50-kertaisena molaarisena ylim&&rans,
lisd&mistd cDNA-p&&hdn, kun inkuboitiin yli y&én 15 °C:n
lamp&tilassa. Kun ligaatioreaktio oli inaktivoitu lamm$lla

70 °C:n lampotilassa kymmenen minuutin ajan, cDNA diges-
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toitiin restriktioentsyymeilld sek8 EcoRI ettd Notl (kum-
paakin 20 yksikkdd) 37 °C:n lémpdtilassa 2 tuntia. EDTA ja
SDS lisdttiin (20 mM) ja vastaavasti (0,2 %),, ja fenoliuu-
ton jélkeen vesifaasi vietiin Sepharacryl®-S-400-sentrifu-
gipylvdiden 1&pi ylim&&ridisten linkkereiden ja hyvin pien-
ten cDNA-molekyylien poistamiseksi. Kun oli lis&tty ammo-
niumasetaatti (2 M), ja 2 tilavuutta etanolia, cDNA saos-
tettiin ja resuspendoitiin 10 pl:aan dH,0:ta.

B. Kirjaston muodostaminen

5 pl 88B59-cDNA:ta ligoitiin 1 pg:aan Promega Cor-
porationin Agtll:n NotI-EcoRI-kdsivarsia ja tuloksena ole-
va DNA pakattiin in vitrg -faagipartikkeleihin k&yttam&lls
Gigapak Gold™:ia (Stratagene Corporation, La Jélla, CA)
valmistajan ohjeiden mukaisesti. Faagiin pakattu DNA mal-
jattiin 150 mm:n agarmaljoille tiheydelld noin 50 000 per
malja.

Ihmisen IgG,:n raskaan Ketjun vakioalueelle spe-
sifinen koetin saatiin suoraan ligoitumattomasta 88B59-
CDNA:sta. Oligonukleotidi, joka oli komplementaarinen ami-
nohapoille 115-121 IgG;:n raskaan ketjun CH,-alueelle, se
on: 5' TCCACCAAGGGCCCATCGGTC 3', joka ulottui 3'-suuntaan,
ja toinen oligonukleotidi, joka oli komplementaarinen ami-
nohapoille 222-217, se on: 5' TTTCTTGTCCACCTTGGTGTT 3'.
joka ulottui 5'~suuntaan, syntetisoitiin Milligen-synteti-
saattorissa ja puhdistettiin valmistajien ohjeiden mukai-
sesti. 100 pM oligonukleotideja k#éytettiin hyddyksi stan-
dardinomaisessa polymeraasiketjureaktiossa (PCR™) kd#ytta-
m&llsd Cetusin Ampli-Taq™-polymeraasia, jossa oli 1 ul
88BV59-cDNA:ta, ja jossa denaturoitiin 94 °C:n l&mpdti-
lassa 1 minuutti ja alukkeiden annettiin hybridisoitua
52 °C:n lampdtilassa yksi minuutti ja alukkeita jatkettiin
72 °C:n lampdtilassa yksi minuutti. PCR tuotti 291-emdspa-
rin pituisen, ihmisen IgG, CH,:lle spesifisen fragmentin.
Fragmentti radioleimattiin °’P:118 Boehringer Mannheimin

satunnaisalukkeita kayttdvdlla tarvikesarjalla (Boehringer
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Mannheim, Indianapolis, IN) valmistajan menetelmidn mukai-
sesti ja 500 000 faagia seulottiin **P-leimatulla IgG,-frag-
mentilla. Plakkihybridisaatio suoritettiin 6 =x SSC:ss4,
joka o0li 1 x Denhardtin reagenssin ja 0,01 % SDS:n suh-
teen, ja 50 pg/ml denaturoidun taimenen sperman DNA:n suh-
teen, 65 °C:n lamp&tilassa 18 tuntia. Lopulliset pesut
tehtiin 0,1 x SSC:ssd4, joka oli 0,1 % SDS:n suhteen,
61 °C:n lampdtilassa.

Oligonukleotidi, joka oli komplementaarinen kohdil-
le 109 - 114 ihmisen Ck~geenissd, se on: 5' ACTGTGGCTGCAC-
CATCT 3', syntetisoitiin ja 5'-p&d leimattiin T4-polynuk-
leotidikinaasilla (New England Biolabs, Beverly, MA), ja
kdytettiin hybdyksi seulottaessa 150 000 plakkia. Hybridi-
saatio oli identtinen raskaaseen ketjuun verrattuna, pait-
si ettd se suoritettiin 42 °C:n l&mpbtilassa 16 - 18 tun-
nin ajan. Lopulliset pesut kevytketjun koettimelle tehtiin
1 x SSC:ssd8, joka oli 0,1 % SDS:n suhteen, 42 °C:n lamp6-
tilassa.

Positiiviset kloonit tunnistettiin molemmista kir-
jastoista autoradiografian jdlkeen ja joko seitsemdn (ke-
vyelle ketjulle) tai kahdeksan (raskaalle ketjulle) yksit-
tdistd plakkia eristettiin kolmen plakkipuhdistuskierrok-
sen jédlkeen. Suoritettiin PCR-monistus, joka k&aytti hyo-
dyksi Promega Corporationin Agtll:n etusuunnan ja kddntei-
si8 alukkeita, joiden annettiin hybridisoitua 42 °C:n l&m-
pbtilassa, jolloin kéytettiin erdd 1 ml:n lysaatista kus-
takin A-kloonista. Inserttien koot médritettiin agaroosi-
geelielektroforeesilla.

C. Faagi-DNA:n subkloonaus

Itsendiset faagit, joilla oli kullakin odotetun ko-
koinen insertti tayspitkille IgG,- tai xk-kevytketjuille,
kasvatettiin 40 ml:n viljelmissd m.o.i-arvolla 100 solua
per yksi faagi 37 °C:n l&mpétilassa 6 tunnin ajan. Solu-
roskan poiston j&lkeen supernatantit digestoitiin 1 pg/ml
DNAaasilla ja RNAaasilla 37 °C:n lampdtilassa 2 tunnin
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ajan ja faagit saostettiin 5-%:isella polyetyleeniglyko-
lilla ja 0,5 M natriumkloridilla 2 tunnin ajan 4 °C:n l&m-
pbtilassa. Faagit ajettiin sakaksi sentrifugilla ja kloro-
formiuuttamisen jalkeen, joka poisti ylim#&r&isen polyety-
leeniglykolin, faagi-DNA uvutettiin kahdesti yht8 suurella
tilavuudella fenolia, jota seurasi yksi kloroformiuutos.
Kahden etanolitilavuuden lis&&minen mahdollisti A-DNA:n
kiertdmisen lasisauvan ympdrille ja sen siirron ja liuot-
tamisen 10 mM Tris-HCl:88n, pH 7,4, joka oli 1 mM EDTA:n
suhteen. A-DNA:t katkaistiin EcoRI:114 ja NotI:1ll& (20 -
40 yksikk®d kumpaakin) 37 °C:n lamp®dtilassa 2 tunnin ajan.
Ig-cDNA-insertit puhdistettiin O0,7-%:isista alhaisessa
lampétilassa sulavista agaroosigeeleistd FMC-Bioprod-
uctsin, Rockland, ME, menetelmien mukaisesti. pGEM11lfz(-)
(Promega Corporation, Madison, WI) -vektori katkaistiin
kahdesta kohdasta EcoRI:11& ja NotI:11ld ja kun entsyymit
0li inaktivoitu lammdlla, 5'-pddn fosfaatit poistettiin
vasikan suoliston emidksiselld fosfataasilla (CIAP) (Boeh-
ringer Mannheim, Indianapolis, IN) inkuboimalla 0,5 yksik-
ko6& CIAP:ia 37 °C:n lampdtilassa 30 minuuttia 10 mM Tris-
HCl:ss&4, pH 8,0, joka o0li 0,1 mM EDTA:n suhteen. Etanoli-
saostuksen jdlkeen vektori ligoitiin geelissd puhdistetun
insertin kanssa huoneenlémpdtilassa 2 - 3 tunnin ajan, ja
ligaatio transformoitiin kompetentteihin TG-1-soluihin
(Amersham Corporation, Arlington Heights, IL) Maniatiksen
ym. mukaisesti. Kloonit, jotka sisdlsivdt immunoglobulii-
nin raskaan ja kKevyen ketjun insertit, tunnistettiin pie-
nen mittakaavan plasmidikasvatuksella ja analysoimalla
EcoRI:118 ja NotI:1l1l4 katkaistut plasmidi-DNA:t ja erotta-
malla ne agaroosigeeleissa, kuten on kuvattu Maniatiksen
ym. teoksessa.

D. PCR-pohjainen faagi-DNA:n subkloonaus

Itsendisten faagi-inserttien PCR-monistus, jossa
kdytettiin hyvaksi Agtll:n etusuunnan ja kddnteisid aluk-

keita (Promega Corporation, Madison, WI), joiden annet-
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tiin hybridisoitua 42 °C:n lampdtilassa, tuotti faagin,
jolla oli odotetun kokoiset tdyspitk#t immunoglobuliinin
raskaan ja kevyen ketjun cDNA:t. PCR-tuotteet digestoi-
tiin EcoRI:118 ja NotI:1l1l&, puhdistettiin ja ligoitiin
pGEM11fz(-)-vektoriin, joka oli katkaistu EcoRI:11l3  ja
NotI:11l&4. Transformanteista perdisin oleva DNA, jossa oli
joko Ig H tai L-insertit, valmistettiin Maniatiksen ym.
mukaisesti ja sekvenssoitiin kdytt&mdllda dideoksimenetel-
mi3d ja Sequenase™-entsyymi& (US Biochemical Corporation,
Cleveland, OH) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Promega
Corporationin T7-polymeraasin promoottorille spesifista
oligonukleotidia, joka sijaitsi heti 5'-p&&n suunnassa
immunoglobuliini-inserteistd, kdytettiin sekvenssoitaessa
sek&d VH- ettd VL-cDNA:iden 5'~-osa. Vy-alueen jatkosekvens-
soinnissa k&ytettiin oligonukleotidia, joka oli komplemen-
taarinen aminohapoille 113 -~ 110 ihmisen J,:ssa (se on:
5' TGAGGAGACGGGTGACC 3'). Tam&n j&lkeen syntetisoitiin
erilliset oligonukleotidit, jotka olivat komplementaarisia
aminohapoille +1 - +6 sekd V,:ssa ettd V,:ssd. PCR-subkloo-
nausta varten kdytettiin kappa-kevytketjun oligonukleoti-
dia, joka oli komplementaarinen Ck-vakioalueen aminoha-
poille 214 -~ 209, samoin kuin sen soveliasta Vk:n aminoha-
poille 1 - 6 spesifistd oligonukleotidia. Muokattu Fab'
raskasketjun fragmentti, joka k&sitti aminohapot 1 - 241,
saatiin PCR:n pohjalta, jossa kdytettiin oligonukleotidia,
joka o0li komplementaarinen aminohapoille 241 - 236, ja
toista, joka oli komplementaarinen aminohapoille 1 - 6
Vy:ssa. Vastaavasti Fab-konstruktiota varten Fd-raskasket-
jun fragmentti saatiin aikaan PCR:118, jossa kaytettiin
oligonukleotidia, joka oli komplementaarinen aminohapoille
222 - 216, ja edelld mainittua 5'-pddn VH-aminohappojen
1 - 6 oligonukleotidia. Kaikki aminohappojen numeroinnit
perustuvat Kabatin ym. sd&ntoihin (Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Fourth Edition, NIH, 1987).

Soveliaat restriktioentsyymikohdat sijoitettiin kunkin
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oligonukleotidin 5'- ja 3'-p#&hdn, mikd mahdollisti sub-
kloonauksen bakteeriekspressiovektorin pSWV,POLY muokattuun
versioon, joka oli lahja Greg Winteriltd, MRC, Cambridge,
Englanti.

Yksittdiset subkloonit, kaksi Fab:lle ja kaksi
Fab':lle, analysoitiin ja sekvenssoitiin k&yttdmalld dide-
oksimenetelm&d Sequenasella™.

pSWV,POLY:ss& olevan Fab'-cDNA:n 5'- ja 3'-pddt on
muokattu sisdllyttamalla soveliaita restriktiokohtia
PCR:118 ja kaytta&m&llad hyddyksi pSWV,POLY Fab'-cDNA:ta teh-
tiin PCR, jotta ta&m& koko koodittava cDNA-jakso saataisiin
siirrettyd pET-jarjestelm@idn (Novagen Corporation, Madi-
son, WI).

Koko kevytketjun ja Fab'-raskasketjun sekvenssi
middritettiin pET-jdrjestelmén Fab:ia silm&lla pit#en ja
koko Fab:n sekvenssi pSWV,POLY:ssd m&dritettiin itsendises-
ti kahdelle eri subkloonille. Kuviossa 1 esitetddn kaavio,
joka kuvaa naiden kloonien sekvenssoinnissa hyddynnettyd
strategiaa. Taulukko 4 esittdd todellisen nukleotidisek-
venssin ja kahden oligonukleotidin sijainnin, joita kay-
tettiin, kun johdettiin 88BV59:n raskas- ja kevytketjujen
sekvenssid. Koko raskasketjun sekvenssi leaderista amino-
happoon 242 esitetdan kuviossa 1. 88BV59 kdyttadad VvV, ,IlI:aa
ja D-aluetta, joka on kenties perédisin intra-D-D-rekombi-
naatiosta ja/tai geenikonversiosta somaattisen mutaation
my®td. Se on radikaalisti erilainen kuin mik&in sukusolu-
linjan D-alue. Se kdyttdd hyddyksi sukusolulinjaa Jg,.

Kuviossa 2 88BV59-kappakevytketjun sekvenssi osoi-
tetaan CDR:ien ja vakioalueen eksonin sijainnilla. 88BV59
hyddyntdda VkI:tad ja Jx5:ttd. NH2-pid&n ensimmiiset 22 t&dh-
dettd vahvistettiin aminchapposekvenssoinnilla,

On huomionarvoista, ettd kysteiini aminohappokoh-
dassa 59 on ldsn& B8BBV59 V,:n sis&dlld. T&ma kysteiini on
vahvistettu sekd monien kloonien PCR-pohjaisista sekvens-

seistd ettd myds biologisesti monistetusta subklooni-A-
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faagista. Yhdelldk&dn toisella ihmisen vaihtelevan alueen
raskasketjulla ei ole kysteiinisd t8ssa kohdassa, eli Kaba-
tin kohdassa 59. Muilla harvinaisilla immunoglobuliineil-
la, eli £ 1 %, on kuitenkin kysteiinejd jotka sijaitsevat
niiden CDR:ien sis&dlld, mikd on middritetty joko aminohap-

po- tai DNA-sekvenssoinnilla.
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Taulukko 1
Menestyksekkididen rokotteiden kriteerejd aktiivista
spesifistd immunoterapiaa silmdlli pitiden
Adjuvantti
a) BCG (Phipps, Tice, Connaught); Lyofiliscitu, pakastettu
(annosriippuvuus > 10° (107 - 10%)]
b) C. parvum (Wellcome Labs) [annosriippuvuus > 7 pg (70
rg - 700 pg))
Kasvainsolut
a) Entsymaattinen dissosiaatio
1) Kollagenaasi tyyppi I (1,5 - 2,0 U/ml HBSS)
2) DNAaasi (450 D.U./ml HBSS)
3) 37 °C sekoittaen
b) S&ilytys pakastimessa
1) Pakastus kontrollecidulla nopeudella (-1 °C/min)
(7,5 % DMSO, 5 % HSA, HBSS)
2) Viabiliteetti 80 %
c) Rontgensdteilytys
1) Tehtiin kasvaimia aiheuttamattomiksi 12 000 -
20 000 R:n annoksella.
Komponentit ja annostus?!
a) Adjuvantin suhde kasvainsoluihin - 10:1 - 1:1 (optimi)
b) 10’ kasvainsolua (optimi)
c) 2 - 3 ihonsisdistd rokotusta viikon valein. Kolmas ro-

kotus sis#dltasd pelkédstddn kasvainsoluja.

! BCG-infektion kemoprofylaksia isoniatsidilla valinnainen.
BCG - Bacillus Calmette Guerin
HBSS - Hanksin tasapainotettu suolaliuos
DMSO - dimetyylisulfoksidi
HSA - ihmisen seerumialbumiini
R - radeja
PBS - fosfaattipuskuroitu suolaliuos

EDTA - etyleenidiamiinitetraetikkahappo



10

15

20

25

30

28

Taulukko 2
Ihmisen monoklonaalinen vasta-aine B88BVS59
Epdsuora immunofluoresenssi asetonilla kestavdi-

dyilléd kasvainsolulinjoilla®

Solulinja Kasvaintyyppi Fluoresenssin
intensiteetti

Ht-29 Paksusuolen karsinooma 3+

SKCO-1° Paksusuolen karsinooma 3+

LS174 Paksusuolen karsinooma 4+

WiDr Paksusuolen karsinooma E.T.®

HCT-8 Paksusuolen karsinooma -

Bt-20" Rintakarsinooma 3+

Ep® Rintakarsinooma 2+

MCF-7 Rintakarsinooma 4+

SKBR-III Rintakarsinooma -

CaLu-1° Keuhkon adenokarsinooma 4+

A2780 Munasarjakarsinooma -

Ovcar3® Munasarjakarsinooma 4+ (30%)°

WI-38 Normaaleja fibroblasteja -

a) Fluoresenssin intensiteetti: 4+ vahva, 3+ Keskinkertai-
nen, 2+ heikosta keskinkertaiseen, 1+ heikko, - negatiivi-
nen. 88BV59:n konsentraatio eoli 10 pg/ml. Varjdys ihmisen
IgG-kontrollilla konsentraationa 10 pg/ml oli negatiivinen
kaikissa soluissa.

b) Vvdrjda etusijassa mitoosivaiheen soluja.

Cc) Vdrjays nayttdd filamenttityyppisen sytoskeletonin vir-
jaytymiskuvion.

d) Solujen prosenttiosuus, joilla oli osoitettu fluore-
senssin intensiteetti, oli 100 % ellei toisin mainita.

e) E.T. = ei testattu.
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Taulukko 3
88BV59:n reaktiivisuus eri kasvaintyyppien kanssa

Kasvaintyyppi Reaktiivisten Testattujen Prosenttiosuus
kudosten mdird kudosten ko-

konaismaard

Paksusuoli 74 84 88
Rinta 22 23 99
Munasarja 16 20 80
Haima 14 17 88
Keuhko

Adenokarsinooma 6 6 100
Suomuinen solu 7 8 88
Pieni solu 0 1 0
Eturauhanen 4 6 67
Melanooma 0 9 0
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Taulukko 4
Nukleotideja Aminchappoja
Naimi Sekvenssi (VH=+1) (VH=+1)
H15-1 5'GGAGTTTGGGCTGAGCTG3’ ~55+-38 =19+-13 v,;-
leaderissa
H15-C 5'ACCTCCCAGGCTGGACCAC3’ 46428 1711 Vy:ssa
H15-A 5'GCAGGTACAGCGTGTTCTTG3’ 244+224 81474 “Vyissa
H15-B 5'GGAAGTAGTCCTTGACCAGG3’ 474+455 149+ 142 CHy :ss¥
CH1-5' 5'"TCCACCAAGGGCCCATCGGT3’ 379»399 115+121 CH; :ssa
H204+208 5'CTACACCTGCAACGTGAATC3' 6142633 2052212 saranaos.

o Nukleotideja Aminohappoja
Nimi Sekvenssi (VK= 41) (VK= +1)
VK 48-43 5'TAGATCAGGAGCTTAGGGGCI" 146127 49+43
VK 10-16 5'GTCTGATCTGTAGGAGACAG3' 33453 11+18
VK 82-88 5'GCAACTTATTACTGTCAACAGY 250270 8490
K 170-177 | 5'AGCAAGGACAGCACCTACAY 507-526 1682175
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Patenttivaatimukset

1. Transformoitu ihmisen B-solu CO88BV59, jolla on
ATCC:n talletusnumero CRL 10624,

2. Menetelmda monoklonaalisen vasta-aineen 88BVS9
tuottamiseksi, tunnet tu siitd, ettad viljelldan
ihmisen transformoitu B-solu CO0O88BVS59, jolla on ATCC:n
talletusnumero CRI, 10624 nestealustassa ja keratdaan tal-
teen nestealusta.

3. Eristetty ja puhdistettu epitooppi, t un -
nettu siitd, ettd se reagoi patenttivaatimuksessa 2

egitetyn vasta-aineen kanssa.
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Patentkrav

1. Transformerad human B-cell CO88BVS59 med ATCC-
deponeringsnumret CRL 10624.

2. Forfarande fér framstidllning av en monoklonal
antikropp 88BV59, k annetecknat av att man
odlar en transformerad human B-cell CO88BV59 med ATCC-de-
poneringsnumret CRL 10624 i ett vatskeformigt medium och
tar tillvara det vatskeformiga mediet.

3. En isolerad och renad epitop, kdnneteck-
n a d av att den Aar reaktiv med antikroppen som de-

finieras i krav 2.
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Kuvio 2

88BVH9-1 raskaskergu

| VAR
ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTFCCTTGTTGCTCTTTTAAGAGGTGTCCAGTGTCAG
MetGluPheGlyLeuSerTrpValPhelLeuValAlaLeuLeuArgGlyvalGlnCysGln

GTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCC
ValGlnLeuValGluSerGlyGlyGl Va1ValGlnProG1y?rgSerLeuArgLeuSer
CDR1 - ‘
TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCA
CysAlaAlaSerGlyPheThrPh?SerSerTyrGlyMetHisTrpVa1ArgG1nAlaPro
CDR2 — 52a
GGCAAGGGGCTGGATTGGGTGGCAGTTATATCATATGATGGAAGTAATGAATATTGTGCA
GlyLysGlyLeuAspTrpValAlavVallleSerTyrAspGlySerAsnGluTyrCysaAla

GACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTACCTG
AspSerValLysGlyArgPheThrIleSerArgAspAsnSerLysAsnThrLeuTyrLeu
82 82a 82b |CDR3 -
CAAATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGACACCGCTGTCTATTACTGTGTGAAAGAAGGGTTT
GlnMetAsnSerLeuArgAlaGluAspThrAlavValTyrTyrCysValLysGluGlyPhe

100 100a 100b 100¢ 1004 100e 100f 100g 100h
GGTTCAGTAGTGGTTATTACTCATCTTGCTTTTGATGTCTGGGGCCAAGGGACAATGGTC
les?rVaIVa1Va111eThrHisLeuAlaPheAspValTrpGlyGlnGlyThrMetVal

CH1 —~ ,
ACCGTCTCTTCAGCTTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGG
ThrValSerSerAlaSerThrLysGlyProSerValPheProLeuAlaProCysSerArg

AGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCG
SerThrSerGlyGlyThrAlaAlaleuGlyCysLeuValLysAspTyrPheProGluPro

GTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGNGTGCACACCTTCCCNGCTGTC
ValThrValSerTrpAsnSerGlyAlaLeuThrSerGlyValHisThrPheProAlaval

CTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTG
LeuGlnSerSerGlyLeuTyrSerLeuSerSerValValThrvalProSerSerSerLeu

GGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAG
GlyThrGInThrTyrThrCysAsnValAsnHisLysProSerAsnThrlLysValAspLys
| HINGE~ END FAB‘
AGLGTTGAGCTCAAAACCCCACTTGGTGACACAACTCACACATGCCCACGGTGCCCAGAG
AravValGluLeuLysThrProLeuGlyAspThrThrHisThrCysProArgCysProGlu

CCCAAATCTTGTGACACACCTCCCCCGTGCCCACGGTGCCCAGAGCCCAAATCTTGTGAC
ProLysSerCysAspThrArgProProCysProArgCysProGluProLysSerCysAsp

ACACCTCCCCCATGCCCACGGTGCCCAGAGCCCAAATCTTGTGACACACCTCCCCCATGC
ThrProProProCysProArgCysProGluProlysSerCysAspThrProProProCys

CCACGGTGC
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Vi-arueella Kabatin ja Wun sadnndn mukaisesti on merkitty aminohapot 1 — 113

Cp-ajueella on merkitty Kabatin ja Wun s83nndn mukaisesti aminohapot 114 - 242



Kuvio 3

88BV5H59-1 «kappA-kEVYTKETIU

[ VAR =

CGAGGTCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCAGATGTGAC
ArgGlyProAlaGlnLeuLeuGlyLeuLeuLeuLeuTrpLeuProGlyAlaArgCysAsp

ATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATC
IleGlnLeuThrGlnSerProSerPheLeuSerAlaSerValGlyAspArgValThrIle

| COR1 =»
ACTTGCCGGGCCAGTCAGGGCATTAGCAGTTATTTAGCCTGGTATCAGCAAAAACCAGGG
ThrCysArgAlaSerGlnGlyIleSerSerTyrLeuAlaTrpTyrGlnGlnLysProGly

| CDR2 =
AAGGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCTCTTTGCARAGTGGGGTCCCATCAAGG
LysAlaProLysLeuLeulleTyrAlaAlaSerSerLeuGlnSerGlyValProSerArg

TTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCCTGAA
PheSerGlySerGlySerGlyThrGluPheThrLeuThrIleSerSerLeuGlnProGlu

| CDR3 = 95A
GATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGCTTAATGGTTACCCTCGGATCACCTTCGGCCAA
AspPheAlaThrTyrTyrCysGlnGlnLeuAsnGlyTyrProArglleThrPheGlyGln

|con =
GGGACACGACTGGAGATTAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCA
GlyThrArgLeuGlulleLysArgThrValAlaAlaProSerValPheIlePheProPro

TCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTAT
SerAspGluGlnLeulysSerGlyThrAlaSerValValCysLeuLeuAsnAsnPheTyr

CCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
FroArgGluAlaLysValGlnTrpLysValAspAsnAlaLeuGlnSerGlyAsnSerGln

GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACG
GluServValThrGluGlnAspSerLysAspSerThrTyrSerLeuSerSerThrLeuThr

CTCAGCAANGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGC
LeuSerLysAlaAspTyrGluLysHisLysValTyrAlaCysGluValThrHisGlnGly

CTGAGCTCGCCCGTCACAMAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT'GT
LeuSerSerProValThrLysSerPheAsnArgGlyGluCys 214
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