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Keksintd koskee immunoglobuliinikonjugaattia,
joka sisdltas Vinca-alkaloidiosan, joka on

lii tt/nyt kovalenttisesti 4-aseman kautta
kaavan -0COXCO-, jossa X on vyksinkertainen
kemiallinen sidos tai, mahdollisesti substi-
tuoitu, 1 - 10 hiiliatomia sisdltavi ketju,
mukaisen ryhm&n vidlityksella immunoqlobuliiniin
tai immunoglobuliinifragmenttiin, seki sen
valmistusta,

Kyseiset konjugaatit ovat kdyttdkelpoisia sydvén
hoidossa.

Uppfinningen h&nfér sig till ett immuno-
globulinkonjugat, vilket innehdller en
Vinca-alkaloiddel som kovalent i 4-stg11-
ningen bundits via en grupp med formeln
-0COXCO-, vari X betecknar en kemisk en-
kelbindning eller en eventuellt substi-
tuerad Ci-10~kedja, vid ett immunoglobulin
eller ett immunoglobulinfragment, samt
till framst&dllningen av detsamma, Ifrdga-
varande konjugat dr anvindbara vid behand-
lingen av cancer.
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Menetelmd terapeuttisesti k#yttdkelpoisten immunoglobulii-
nikonjugaattien valmistamiseksi

T4md keksint® koskee menetelmdd terapeuttisesti
kidyttbkelpoisen konjugaatin valmistamiseksi, joka sisdltaa
Vinca-alkaloidiosan, joka on kovalenttisesti 1liittynyt
immunoglobuliiniin tai immunoglobuliinifragmenttiin, ja

jolla on kaava I

|
H | O I
|
I
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|
///CH3
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CH,0 2
OCOXCOIg

OH

R

jossa Ig merkitsee immunoglobuliinia tai immunoglobuliini-

fragmenttia, johon on 1liittynyt yksi tai useampi Vinca-
alkaloidiryhmd; ja X on suoraketjuinen C, , -alkyleeni; R!
on COOC, ,-alkyyli tai CONH,; R? on CH, tai CHO; ja k&si-
teltdessd R* ja R® erillisind, R® on H, R* on etyyli ja
R® on H tai OH; ja k#siteltdessd R'* ja R®° yhdessd niiden
hiiliatomien kanssa, joihin ne ovat sitoutuneet, ne muo-
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dostavat oksiraanirenkaan ja R® on etyyli. Uusilla immuno-
globuliinikonjugaateilla on farmaseuttisia ominaisuuksia
ja erityisesti sytostaattista aktiivisuutta.

Erids ryhmd yhdisteitsd, jotka ovat sytostaattisia
ja laajasti k#ytettyjd sydvdn hoidossa, ovat Vinca-suvun
kasveista saatavat indoli-dihydroindolialkaloidit seka
niistd valmistetut l#ikeaineet. Ndiden l&d#kkeiden kemote-
rapeuttisen kdytdn tehokkuutta rajoittavat potilaassa il-
menevdt haitalliset sivuvaikutukset, ja ndiden vaikutusten
minimoimista on paljon tutkittu. Esimerkiksi GB-patentti-
julkaisussa 2 090 837 kuvataan vindesiinin, joka on yksi
niistd Vinca-alkaloidil&#keaineista, joihin edelld viitat-
tiin, immunoglobuliinin kanssa muodostamaa konjugaattia,
jossa vindesiiniosa on liittynyt suoraan vindesiinimole-
kyylin 3-aseman kautta. Koska immunoglobuliini on vasta-
aine, konjugaatti ker#intyy vaikutuskohtaan vdhentden myr-
kyllistd vaikutusta muihin kudoksiin ja mahdollisesti va-
hentden potilaassa ilmenevis haitallisia sivuvaikutuksia.

Uusi konjugaatti on Vinca-alkaloidin, kuten esimer-
kiksi kasvaimia vastaan vaikuttavan dimeerisen 4-asetoksi-
tai 4-hydroksi(indoli-dihydroindoli)alkaloidin, johdannai-
nen ja immunoglobuliiniosaan voi olla kovalenttisesti
liittyneend yksi tai useampia sellaisia Vinca-alkaloidi-
osia.

Immunoglobuliini tai immunoglobuliinifragmentti on
vasta-aine tai vasta-ainefragmentti, jolla on antigeenia
tunnistavat ominaisuudet. Edullinen immunoglobuliinimate-
riaali on vasta-aine tai vasta-ainefragmentti, joka sovel-
tuu ihmiskehossa esiintyvien ei-toivottujen solujen pin-
nalla olevien antigeenien tunnistamiseen. My®s toisenlai-
set immunoglobuliinimateriaalit voivat tulla kysymykseen,
koska niill4 saattaa olla k#yttéd eldinten hoidossa jJa

vertallukokeissa sekd varsinaisissa kokeissa.



10

15

20

25

30

3 80383

Uudet konjugaatit ovat kdyttdkelpoisia muun muassa
sybpien hoidossa. Ne voivat olla tehokkaampia ja niilli
on vdhemmdn sivuvaikutuksia, koska ne kykenevidt lis#&m3i#n
sytotoksisen l&8keaineen pitoisuutta vaikutuskohdassa.
Lddkeaineosan sitoutuminen "vdliryhm#n" -OCOXCO- v&lityk-
selld tekee usein mahdolliseksi suuremman l&#keainem&3rin
liittdmisen tuotettavaan immunoglobuliinin ja voi siten
lisdtd konjugaatin tehokkuutta. Konjugaatit soveltuvat
myds kdytettdviksi epdsuorissa menetelmiss#d, joissa niitid
kdytetddn solun pinnan antigeeneille spesifisten vasta-
aineiden tunnistamiseen.

Immunoglobuliini tai immunoglobuliinifragmentti
voidaan muuntaa yhtd4 tai useampaa esitettyd Vinca-alkaloi-
diryhmdd kdyttiden.

Jotkut tunnetuista Vinca-alkaloideista, joista
edelld mainittuja konjugaatteja valmistetaan, sis#ltdvit
esimerkiksi edells esitetyn kaavan I mukaisen Vinca-alka-
loidiosan, jossa 4-asema on eri tavoin substituoitu, kuten
esimerkiksi:
vinblastiini, jossa R' on COOCH,, R? on metyyli, R® on
hydroksyyli, R' on etyyli, R® on vety ja substituenttina
4-asemassa on asetoksi;
vindesiini, jossa R!' on CONH,, R? on metyyli, R} on hydr-
oksyyli, R* on etyyli, R® on vety ja substituenttina 4-
asemassa on -OH;
vinkristiini, jossa R' on COOCH,, R? on formyyli, R® on
hydroksyyli, R* on etyyli, R® on vety ja substituenttina
4-asemassa on asetoksi;
leurosidiini, jossa R' on COOCH,, R?* on metyyli, R® on
etyyli, R' on hydroksyyli, R’ on vety ja substituenttina
4-asemassa on asetoksi;

VLB "A" (4'-deoksivinblastiini), jossa R! on COOCH, , R?
on metyyli, R® ja R® ovat vetyjd, R* on etyyli ja substi-
tuenttina 4-asemassa on asetoksi;
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VLB "B" (4'-deoksileurosidiini), jossa R' on COOCH,, R?
on metyyli, R® on etyyli, R* ja R° ovat vetyjd ja substi-
tuenttina 4-asemassa on asetoksi;

leurosiini, jossa R!' on COOCH,, R? on metyyli, R} on etyy-
1i, R* ja R* muodostavat yhdessd a-epoksidirenkaan (oksi-
raanirenkaan) ja substituenttina 4-asemassa on asetoksi;
ja

leuroformiini (N-formyylileurosiini), jossa R! on COOCH, ,
R? on formyyli, R® on etyyli, R* ja R° muodostavat yhdessé
a-epoksidirenkaan ja substituenttina 4-asemassa on asetok-
si.

4-desasetyylijohdannaisten kanta-alkaloideja kos-
kevat kirjallisuusviitteet ovat seuraavat:
leurosiini - US-patenttijulkaisu 3 370 057;

VBL - US-patenttijulkaisu 3 097 137;

leurosidiini (vinrosidiini) ja leurokristiini (vinkristii-
ni) - molempia k#sittelee US-patenttijulkaisu 3 205 220;
desmetyyli-VLB - US-patenttijulkaisu 3 354 163;
vindesiini ja muut 3-karboksamidit - US-patenttijulkaisu
4 203 898;

vinblastiinihappo, vinkristiinihappo jne. - US-patentti-
julkaisu 4 102 390;

4'-epivinkristiini - US-patenttijulkaisu 4 143 041;
leuroformiini, formyylileurosiini - US-patenttijulkaisu

4 279 816; ja

deoksi-VLB "A" sekd "B" - Tetrahedron Letters 1958, 783.
Muita Vinca-alkaloideja kuvataan US-patenttijulkaisuissa
4 166 810 ja RE 30 560.

Esimerkkejd niistd ryhmistd, joita X voi merkitd,
ovat metyleeni, etyleeni, propyleeni, butyleeni ja 1,2-
dimetyylietyleeni ja vastaavat.

Tuhottavien solujen pinnan antigeeneille spesifiset
immunoglobuliinit ja menettelytavat niiden tuottamiseksi
immunisoitujen eldinten seerumista tai viljelemdllda mono-
klonaalisia tuotteita erittivi# hybridoomia ovat tunnet-
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tuja. Tyypilt&&n edullinen vasta-aine t#min keksinn®n mu-
kaisesti kidytettidviksi on IgG-ryhm&n immunoglobuliini.
Joitakin tyypillisig immunoglobuliineja ovat seuraavat:

(i) ihmisen tai el#inten kasvaimiin liittyvien an-
tigeenien monoklonaaliset tai polyklonaaliset vasta-ai-
neet,

(ii) ihmisen B- tai T-soluantigeenien monoklonaali-
set tai polyklonaaliset vasta-aineet,

(iii) ihmisen Ia-antigeenien monoklonaaliset tai
polyklonaaliset vasta-aineet,

(iv) virus-, sieni- ja bakteeriantigeenien mono-
klonaaliset tai polyklonaaliset vasta-aineet, ja

(v) ihmisen tulehdusreaktioihin tai allergisiin
reaktioihin liittyvien solujen monoklonaaliset tai poly-
klonaaliset vasta-aineet.

Ihmisten tai el#dinten kasvaimiin liittyvien anti-
geenien vasta-aineista voidaan mainita

(i) karsinoembryanaalisella antigeenilla immunisoi-
duista vuohista tai lampaista eristetty Ig,

(1i) epdakuuttia varhaisimusoluleukemiaa sairasta-
van kaniinin seerumista eristetty 1IG,

(iii) erilaisten k#idellisten antiseerumista, joka
on muodostunut akuuttia varhaisydinsoluleukemiaa, kroonis-
ta varhaisimusoluleukemiaa ja kroonista Jyvédssoluleukemiaa
vastaan, eristetty Ig,

(iv) keuhkokarsinoomamateriaalilla immunisoiduista
vuchista tai lampaista eristetty 1g,

(v) ihmisen paksusuolen ja per#suolen sydvdn vasta-
aineita erittdvistd hiiren hybridoomista perdisin oleva
monoklonaalinen 1Ig,

(vi) ihmisen melanooman vasta-aineita erittdvisti
hiiren hybridoomista per#isin oleva monoklonaalinen IG,

(vii) ihmisen leukemiasolujen kanssa reagoivia vas-
ta-aineita eritt&vistd hiiren hybridoomista perdisin oleva
monoklonaalinen 1Ig,
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(viii) ihmisen varhaishermosolukasvainsolujen kans-
sa reagoivia vasta-aineita erittidvisti hiiren hybridoomis-
ta perdisin oleva monoklonaalinen 1g,

(ix) ibhmisen rintasydp8dantigeenien kanssa reagoivia
vasta-aineita erittdvistd hiiren hybridoomista perédisin
oleva monoklonaalinen Ig,

(x) ihmisen munasarjasydpédsolujen kanssa reagoivia
vasta-aineita erittdvistd hiiren hybridoomista perdisin
oleva monoklonaalinen Ig,

(xi) ihmisen luusarkoomasolujen kanssa reagoivia
vasta-aineita erittdvistd hiiren hybridoomista perdisin
oleva monoklonaalinen Ig, ja

(xii) keuhkokarsinooman vasta-aineita erittdvista
hiiren hybridoomista perdisin oleva monoklonaalinen Ig.

Kuten edells on mainittu, konjugaatti voidaan val-
mistaa myts kdyttden immunoglobuliinifragmentteja, joista
kaytetdsn merkintdja Fab, Fab' tai F(ab' ),, tai IgM-mono-
meeria, joita saadaan vasta-aineesta esimerkiksi proteo-
lyyttiselld entsyymilld hajottamalla. Kyseiset aineet ja
valmistusmenetelmit ovat tunnettuja, ja voidaan mainita,
etta edullisia proteolyyttisi# entsyymeja ovat pepsiini
ja papaiini.

Edullisia keksinn®dn mukaisesti valmistettuja kon-
jugaatteja ovat konjugaatit, joilla on edelld esitetty
kaava I, jossa R! on COOMe tai CONH,, R® on hydroksyyli,
R* on etyyli ja R’ on vety; erityisesti konjugaatit, joita
saadaan desasetyylivinblastiinista ja vindesiinistd. Ig on
edullisesti ihmisen tai eldimen kasvainantigeenin mono-
klonaalinen vasta-aine.

Keksinn®dn mukaiselle menetelmdlle on tunnusomaista,
ettd saatetaan immunoglobuliini tai immunoglobuliinifrag-
mentti regaoimaan puolihappojohdannaisen kanssa, jolla on
kaava
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II

0OCOXCO02
OH

T eeeve

jossa X, R', R?, R}, R* ja R’ merkitsevit samaa kuin kaa-
vassa I edelld ja Z on irtoava ryhm8, joka on atsidi-
(-N, )-ryhms, halogeeniatomi, asyylioksiryhmd, jolla on
kaava R’ .C0.0, jossa R’ on alifaattinen tai aromaattinen
ryhmd, alkoksi- tai aryylioksiryhmi, metaanisulfonyyliok-
si-, tosyloksi- tai bentseenisulfonyylioksiryhma, imidat-
soyyliradikaali tai N-asyylihydroksyyliamiiniryhma.
Irtoava ryhm8 Z on siis peptidikemiassa yleisesti
kdytetty ryhmd kovalenttisen amidisidoksen (-CONH) muodos-
tamiseen konjugaatin Ja immunoglobuliinimolekyylissa tai
-fragmentissa olevan vapaan aminoryhm&n v&lille. Z:n kal-
taiset ryhmidt ovat tunnettuja t4l14 alalla, ja niita k4si-
tellddn esimerkiksi teoksessa M. Bodanszky, Y. S. Klauser
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ja M. A. Ondetti, Peptide Synthesis, 2. painos, John Wiley
& Sons, 1976, erityisesti sivuilla 85 - 136. Mainittakoon,
ettd X:n merkityksista halogeeniatomi voi olla esimerkiksi
bromi ja erityisesti kloori, R’ on esimerkiksi C, _,-alkyy-
1i, alkoksiryhma on edullisesti Cl_a—alkoksi, tali Z on
esimerkiksi sukkinimidoksi, ftalimidoksi tai bentsotriat-
solyylioksi. Edullisia esimerkkejd ovat yhdisteet, joissa
Z on N—asyylihydroksyyliamiiniryhma, esimerkiksi N-hydr-
oksisukkinimidiesterit, joita valmistetaan k#ytt#malld 1-
sykloheksyyli—3—(2—morfoliinietyyli)karbodi-imidi(meto-p-
tolueenisulfonaattia) tai 1,3—disykloheksyylikarbodi-
imidi4 tai seka-anhydridin kautta, kuten isobutyylikloori-
formiaattia kiytettdessd saatavan seka-anhydridin kautta.
Kun Z on imidatsoyyliryhma, se voidaan muodostaa kdytta-
mdl1l4 karbonyylidi-imidatsolia, ja kun Z on R?CO-0, jossa
R’ on C, ,-alkyyli, erityisesti etyyli tai isobutyyli, se
voidaan valmistaa kayttdmalla vastaavasti l-etoksikarbon-
yyli-2—etoksi-1,2-dihydrokinoliinia tai isobutyylikloori-
formiaattia.

Yhdisteitd, joilla on kaava I1I, valmistetaan anta-
malla vastaavan, edelld mainitun kaavan II mukaisen vapaan
hapon, jossa Z on OH, reagoida sopivan aktivoivan yhdis-
teen kanssa inertissd liuottimessa, kuten esimerkiksi di-
metyyliformamidissa, ja edullisesti -20...+75°C:n l&mpoti-
lassa. Vapaat hapot (Z on OH) valmistetaan seuraavilla
menetelmillé.

Ensin valmistetaan soveltuva 4-desasetyyli(indoli-
dihydroindoli) esimerkiksi Hargove'n menettelytapaa kdyt-
tden (US-patenttijulkaisu 3 392 173).

4-desasetyyliyhdiste asyloidaan sen jdlkeen karbok-
syylihappoanhydridilla, jonka kaava on
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jJossa X:114 on aikaisemmin ilmoitettu merkitys.

Vaihtoehtoisesti voidaan k#yttsi asyloivaa yhdis-
tettd, jonka kaava on Z!COXCO0z?, jossa 2! on aktivoiva
ryhmd8 ja Z? on karboksyyliryhmén suojaryhmi, ja poistaa
karboksyyliryhm&4 suojaava ryhm8, jolloin saadaan kaavan
II mukainen yhdiste, jossa Z on OH. Sellaiset yvyhdisteet
muutetaan sitten aktiivisiksi yhdisteiksi reaktiolla sopi-
van aktivoivan yhdisteen kanssa.

Kun indoli-dihydroindolin on m#ir4 reagoida meri-
pihkahappoanhydridin tai vastaavan kanssa, jotta saadaan
kaavan II mukainen yhdiste, Jossa R' on COOH, sek# asemas-
sa C-3 ettd asemassa C-4 oleva esteriryhmd on hydrolysoi-
tava ensin, jolloin saadaan esimerkiksi VLB:st# 4-desase-
tyylivinblastiinihappo (Us-patenttijulkaisu 4 012 190).
Seuraavaksi asemassa C-3 oleva karboksyyliryhm& on suojat-
tava jollakin karboksyyliryhmin suojaryhmdlld, joita on
mainittu edelld. T&min johdannaisen, jonka C-3-karboksyy-
liryhm8 on suojattu ja joka sis#lt#4 asemassa C-4 vapaan
hydroksyylin, annetaan sitten reagoida edelld esitetylla
tavalla anhydridin kanssa. Syntyvd yhdiste voidaan sen
jdlkeen kdsitelld kemiallisesti siten, ettd saadaan kaavan
II mukaisia yhdisteit#d, joissa Z on aktivoiva ryhmd, kun-
han reaktio-olosuhteet ovat neutraalit tai emdksiset, jot-
ta C-3-karboksyyliryhm#4 suoojaavan ryhm&n irtoaminen v&l-
tetddn. Sen j#lkeen kun haluttu pddteryhmd Z on paikal-
laan, C-3-karboksyyliryhms4 suojaava ryhmd8 poistetaan,
jolloin saadaan kaavan II mukaisia yhdisteitd, joissa R!
on COOH.

Immunoglobuliinin tai immunoglobuliinifragmentin
reaktio kaavan II mukaisen yhdisteen kanssa toteutetaan
edullisesti vettd sisdltdvidssd viliaineessa 5 - 25°C:n
lamp&tilassa, pH:n ollessa 7,5 - 9,5, edullisesti 8,0-
9,0. Prosessin tuloksena yksi tai useampia Vinca-alkaloi-
diryhmi& liittyy kovalenttisella sidoksella immunoglobu-
liinimolekyylin vapaisiin aminoryhmiin, esimerkiksi lysii-



10

15

20

25

30

35

10 80383

nitidhteen aminoryhmiin. Sitoutuvien ryhmien lukum38rd madd-
riytyy reagoivien aineiden pitoisuuden ja reaktion keston
mukaan, mutta keskimddrdinen lukumddrid on tavallisesti
esimerkiksi yhdestd tai kolmesta 14:ta tai 20:een.

Esimerkiksi, reaktioita toteutettaessa 1lisdtdan
liuos, joka sis#ltda kaavan 11 mukaista yhdistettd sopi-
vassa liuottimessa, kuten dimetyyliformamidissa, hitaasti
pisaroittain puskuroituun liuokseen, joka sis#dltdd immuno-
globuliinia esimerkiksi 0,34 M boraattipuskurissa (pH
8,6). Konjugaatti eristetddn geelisuodatuksella, ja sita
sadilytetaan kyllédstetyssa ammoniumsulfaattiliuoksessa,
josta se saadaan helposti takaisin liuosmuotoon dialysoi-
malla kdyttden puskuriliuosta, esimerkiksi fosfaattipus-
kuroitua suolaliuosta, jonka pH on 7,4, tai sit8 voidaan
vaihtoehtoisesti s#ilyttds jéskaapissa 4°C:ssa tai jéahdy-
tettynd, esimerkiksi -20°C:ssa.

Konjugaatin arviointi voidaan suorittaa tunnettuja
menettelytapoja, kuten affiniteettikromatografiaa kayt-
tden. Konjugaatin tehokkuutta voidaan arvioida laskemalla
eldvien solujen lukum#drd sen jdlkeen, kun kasvainsolusus-
pensio on késitelty konjugaatilla, tai tritium-merkityn
uridiinin soluihin ottamista koskevien mittausten perus-
teella. Proteiini- ja laikeainepitoisuudet m33ritetdan
mittaamalla konjugaattiliuosten optiset tiheydet kahdella
aallonpituudella, esimerkiksi aallonpituuksilla 270 ja 280
nm, ja korreloimalla saadut arvot samoja aallonpituuksia
kdyttden saatuihin vapaan 144keaineen ja konjugoimattoman
immunoglobuliinin arvoihin.

Uudet keksinndn mukaisesti valmistetut konjugaatit
ovat k#yttdkelpoisia sydpien hoidossa, ja sellaisina niitd
valmistetaan edullisesti ruiskeina annettaviksi soveltu-
vissa valmisteissa kdytettdviksi. Farmaseuttinen valmiste,
esimerkiksi ruiskeina annettava valmiste sisidltad keksin-
ndn mukaista konjugaattia yhdistettynd alalla tunnettuun,
farmaseuttisesti hyvdksyttavidsn kantaja- tai laimennusai-



10

15

20

25

30

11 80383

neeseen. Se on edullisesti yksikkdannosmuodossa, jokaisen
annoksen sisdltdessd esimerkiksi 0,01 - 2 mg vaikuttavaa
aineosaa (joka médrd tarkoittaa Vinca-lidkeaineosien mii-
rdd).

Uudet konjugaatit ovat tehokkaita suuresti vaihte-
levilla annoksilla ja esimerkiksi aikuisia ihmisi# hoidet-
taessa normaaliannos viikossa on 1 - 10 mg/kg (Vinca-184-
keaineosaa), viel& tavallisemmin 3 - 9 mg/kg. Tulee kui-
tenkin ymmértdd, ettd kiytdnndssd annettavan yhdisteen
madrdn md8drdd hoitava l&4kari asiaan vaikuttavien seikko-
jen, muun muassa hoidettavan potilaan tilan ja k&ytett#vin
antotien perusteella.

Keksintdsd valaistaan seuraavin valmistusmenetelmin
ja esimerkein.

Valmistusmenetelmd 1

4-sukkinoyyli(desasetyylivinblastiini)

2 g 4-desasetyylivinblastiinia liuotettiin pyridii-
niin ja t&h&n liuokseen lis#ttiin 2 g meripihkahappoanhyd-
ridid. Reaktioseosta sekoitettiin ympiristdn lémpdtilassa
5 tuntia. (Ldmpdtila-alue 0 - 50°C on k#yttdkelpoinen tés-
sd reaktiossa.) Haihtuvat aineosat poistettiin haihdutta-
malla alipaineessa ja j##nnSkseen 1lis#ttiin CH,Cl, :a.
CH,Cl, -kerros pestiin natriumvetykarbonaatin 5-%:isella

vesiliuoksella ja sen jdlkeen vedelld. Orgaaninen kerros
kuivattiin ja liuotin poistettiin siit# alipaineessa, jol-
loin saatiin 4-sukkinoyyli(desasetyylivinblastiinia).
Edelld esitettyd menettelytapaa kdytettiin seuraa-
vien yhdisteiden valmistamiseksi:
4-sukkinoyylivindesiini,
4-sukkinoyyli(desasetyylivinkristiini) ja
4-sukkinoyyli-4'-epideoksidesasetyylivinblastiini.
Samankaltaista menettelytapaa kdytettiin 4-glutaro-
yyli(desasetyylivinblastiinin) valmistamiseksi k3yttden
meripihkahappoanhydridin tilalla glutaarihappoanhydridid.
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Kaikissa edelld mainituissa asylointireaktioissa,
mahdollinen sivureaktiona tapahtuva 3-OH-ryhm#n asyloitu-
minen voidaan kumota kisittelem#ll#d m#r#ll4d silikageelilld
Hargrove'n esittém&n menettelyn mukaisesti (US-patentti-
julkaisu 3 392 173). vaihtoehtoisesti yhdisteet voidaan
puhdistaa mahdollisesta 3-asyylijohdannaisesta tai muista
reaktion sivutuotteista kromatografisesti k#dyttden taval-
lisesti adsorbenttina silikageeli# ja eluenttina etyyli-
asetaatti-metanoliseosta.

Valmistusmenetelmd 2

Aktivoitu 4-sukkinoyyli(desasetyylivinblastiini)

1 g 4-sukkinoyylivindesiinia sekoitettiin 380
mg:aan N-metyylimorfiinia 20 ml:ssa dikloorimetaania ja

seokseen lisattiin 390 mg isobutyyliklooriformiaattia.
Reaktioseosta sekoitettiin 0°C:ssa typpikaasukeh&n alla
noin 45 minuuttia. Lis&ttiin 795 mg N-hydroksisukkinimidid
ja reaktioseosta sekoitettiin typen alla ja samalla se-
koittaen noin 45 minuuttia. Reaktioseos j#é#hdytettiin ja
jashdytetty seos pestiin deionisoidulla vedelld ja kuivat-
tiin v&littomisti Na,SO, :1la. Kuivausaine erotettiin suo-
dattamalla ja suodos haihdutettiin kuiviin alipaineessa.

Esimerkki 1

vindesiinisukkinoyyli-kaniinin anti-hiiri-IgG-kon-

jugaatti

Liuokseen, joka sisdlsi 4-sukkinoyylivindesiinia
(25 mg) kuivassa dimetyyliformamidissa (DMF; 0,4 ml), 1li-
sittiin samalla sekoittaen 0,3 ml liuosta, joka sisdlsi

N-hydroksisukkinimidid kuivassa DMF:ssd liuoksen pitoisuu-
den ollessa 11,4 mg/ml, ja sen jdlkeen 0,3 ml liuosta,
joka sisdlsi 1—sykloheksyyli—3-(2-morfoliinietyyli)kar-
bodi-imidi(meto-p-tolueenisulfaattia) kuivassa DMF:ssa
liuoksen pitoisuuden ollessa 41,7 mg/ml. Seosta pidettiin
pimedssd huoneen l&mpdtilassa 48 tuntia, jolloin saatiin
liuos, joka sis#lsi 4-sukkinoyylivindesiinin N-hydroksi-
sukkinimidiesterii (25 mg/ml).
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90 pl edelld saatua liuosta lis#dttiin samalla no-
peasti sekoittaen 0,9 ml:aan liuosta, joka sisdlsi kanii-
nin anti-hiiri-IgG:a 0,34 M boraattipuskurissa (pH 8,6)
liuocksen pitoisuuden ollessa 10,7 mg/ml. Seosta sekoitet-
tiin huoneen l&mpdtilassa 5,5 tuntia, ja tuote eristettiin
geelisuodatuksella kdyttden pylvdstd, jonka koko oli 1 x
27 cm (21 ml) ja joka sis#lsi Bio-Gel® P-6:a, joka oli
saatettu tasapainotilaan fosfaattipuskuroitua suolaliuosta
kdyttden. Pitoisuushuippu ker#ttiin (4,9 ml) ja siitid maa-
ritettiin proteiini ja vindesiini spektroskooppisesti
kdyttden aallonpituuksia 270 ja 380 nm. N&in valmistettu
konjugaatti sisdlsi 7,9 mol vindesiinid moolia kohden
Ig:a.

Esimerkki 2

Vindesiinisukkinoyyli-hiiren monoklonaalinen luu-

sarkooman vasta-aine-konjugaatti

300 pl liuosta, joka sis#lsi 4-sukkinoyylivindesii-
nin N-hydroksisukkinimidiesteri# kuivassa DMF:ssa liuoksen
pitoisuuden ollessa 28 mg/ml ja joka oli valmistettu esi-
merkissd 1 kuvatulla tavalla, lis#ttiin samalla nopeasti
sekoittaen 1,5 ml:aan liuosta, joka sis#lsi hiiren mono-
klonaalista luusarkooman vasta-ainetta 0,34 M boraattipus-
kurissa (pH 8,6) liuoksen pitoisuuden ollessa 19,8 mg/ml.
Seosta sekoitettiin huoneen ldmp#tilassa 4 tuntia, sen
jdlkeen se sentrifugoitiin kirkkaaksi, ja tuote eristet-
tiin geelisuodattamalla supernatantti k&ytt#en pylvésta,
jonka koko oli 1,5 x 26,5 cm (46,8 ml) ja joka sisdlsi
Bio—Gefa P-6:a, joka oli saatettu tasapainotilaan fosfaat-
tipuskuroitua suolaliuosta k#yttden. Pitoisuushuippu ke-
rattiin (5,52 ml) ja siitd misritettiin vindesiini ja pro-
teiini spektroskooppisesti k&ytt#en aallonpituuksia 270
ja 280 nm. N3in valmistettu konjugaatti sisdlsi 8,7 mol
vindesiini8 moolia kohden Ig:a.




10

15

20

25

30

35

14 80383

Esimerkki 3
vVindesiinisukkinoyyli-hiiren monoklonaalinen mela-

nooma-antigeenin vasta-aine-konjugaatti
200 pl liuosta, joka sisdlsi 4-sukkinoyylivindesii-
nin N-hydroksisukkinimidiesterié kuivassa DMF:ssa liuoksen

pitoisuuden ollessa 20 mg/ml, ja joka oli valmistettu esi-
merkissd 1 kuvatulla tavalla, lis#attiin samalla nopeasti
sekoittaen 1,0 ml:aan liuosta, joka sisdlsi hiiren mono-
klonaalista melanooma-antigeenin vasta-ainetta 0,34 M bo-
raattipuskurissa (pH 8,6) liuoksen pitoisuuden ollessa
21,1 mg/ml. Seosta sekoitettiin huoneen lampdtilassa 4
tuntia, ja tuote eristettiin geelisuodatuksella kayttden
pylvidstd, jonka koko oli 1,5 x 26,0 cm (45,9 ml) ja joka
sisdlsi Bio-GelR P-6:a, joka oli saatettu tasapainotilaan
fosfaattipuskuroitua suolaliuosta kdyttden. Pitoisuushuip-
pu kerattiin (12,31 ml) ja siita misritettiin vindesiini
ja proteiini spektroskooppisesti kayttdaen aallonpituuksia
270 ja 280 nm. N#in valmistettu konjugaatti sisdlsi 9,1
mol vindesiinii moolia kohden Ig:a.
Esimerkki 4

vindesiinisukkinoyyli-hiiren monoklonaalinen kar-

sinoembryonaalisen antigeenin vasta-aine-konjugaat-

ti

1,0 ml liuosta, joka sisdlsi 4-sukkinoyylivindesii-
nin N-hydroksisukkinimidiesteria kuivassa DMF:ssa
liuoksen pitoisuuden ollessa 22 mg/ml, ja joka oli valmis-
tettu esimerkissid 1 kuvatulla tavalla, lisattiin samalla
nopeasti sekoittaen 7,0 ml:aan liuosta, joka sisdlsi hii-

ren monoklonaalista karsinoembryonaalisen antigeenin vas-
ta-ainetta 0,34 M boraattipuskurissa (pH 8,6) liuoksen
pitoisuuden ollessa 21,4 mg/ml. Reaktioseosta sekoitettiin
huoneen lampdtilassa 4 tuntia, sen jdlkeen se laimennet-
tiin 3,5 ml:1lla seosta, joka sis#lsi natriumkloridia (0,8
M) ja fosfaattipuskuria (0,05 M; pH 7,4), ja tuote eris-
tettiin geelisuodatuksella kdyttden pylvdstd, jonka koko
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oli 3,2 x 24,4 cm (196 ml) ja joka sis#lsi Bio-GeI® P-6:a,
Jjoka o0li saatettu tasapainotilaan fosfaattipuskuroitua
suolaliuosta ké#yttden. Pitoisuushuippu ker#ttiin (28,24
ml) ja siitd m&sritettiin vindesiini ja proteiini spekt-
roskooppisesti k&yttden aallonpituuksia 270 ja 280 nm.
Ndin valmistettu konjugaatti sis#lsi 5,8 mol vindesiini#
moolia kohden Ig:a.

Esimerkki 5

Desasetyylivinblastiinisukkinoyyli—kaniinin anti-

hiiri-Ig-konjugaatti

Liuokseen, joka sis#lsi 4-sukkinoyyli(desasetyyli-
vinblastiinia) (18 mg) kulvassa DMF:ssa (0,4 ml), lisit-
tiin samalla sekoittaen 0,3 ml liuosta, joka sis#lsi N-
hydroksisukkinimidi& kuivassa DMF:ssa liuoksen pitoisuuden
ollessa 7,97 mg/ml, Ja sen jdlkeen 0,3 ml liuosta, joka
sisdlsi 1,3-disykloheksyylikarbodi-imidis kuivassa DMF:ssa
liuoksen pitoisuuden ollessa 14,4 mg/ml. Seosta pidettiin
pimedssd huoneen ldmpdtilassa 19 tuntia, jolloin saatiin
livos, joka sis#lsi 4-sukkinoyyli(desasetyylivinblastii-
nin) N-hydroksisukkinimidiesterii (18 mg/ml).

200 pl edelld saatua liuosta lisittiin samalla no-
peasti sekoittaen 1,8 ml:aan liuosta, joka sis#lsi kanii-
nin anti-hiiri-Ig:a 0,34 M boraattipuskurissa (pH 8,6)
liuoksen pitoisuuden ollessa 8,02 mg/ml. Seosta sekoitet-

tiin huoneen l#mp&tilassa 3,5 tuntia; se sentrifugoitiin
kirkkaaksi, ja tuote eristettiin geelisuodatuksella kiyt-
tden pylvdstsd, jonka koko oli 1,5 x 25 cm (44 ml) ja joka
sisdlsi Bio-Gel® P-6:a, joka oli saatettu tasapainotilaan
fosfaattipuskuroitua suolaliuosta kdyttden. Pitoisuushuip-
pu kerdttiin (6,47 ml) Ja siit4 mdsritettiin desasetyyli-
vinblastiini ja proteiini spektroskooppisesti kaytt4en
aallonpituuksia 270 Ja 280 nm. N#in valmistettu konjugaat-
ti sisdlsi 9,0 mol desasetyylivinblastiinia moolia kohden
Ig:a.
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Esimerkki 6
Desasetyylivinkristiinisukkinoyyli-hiiren mono-

klonaalinen melanooma-antigeenin vasta-aine-kon-

jugaatti

Liuokseen, joka sisdlsi 4-sukkinoyyli(desasetyyli-
vinkristiinia) (10 mg) kuivassa DMF:ssa (0,1 ml), lisdt-
tiin 0,2 ml liuosta, joka sisdlsi N—hydroksisukkinimidia
kuivassa DMF:ssa liuoksen pitoisuuden ollessa 6,5 mg/ml,
ja sen jdlkeen 0,2 ml liuosta, joka gsisilsi 1-sykloheksyy-
11—3—(2-morfoliinietyyli)karbodi—imidi(meto-p—tolueenisul-
fonaattia) kuivassa DMF:ssa liuoksen pitoisuuden ollessa

24 mg/ml. Seosta pidettiin pimedssd huoneen l3mpdtilassa
65 tuntia, jolloin saatiin liuos, joka sisélsi 4-sukkino-
yyli(desasetyylivinkristiinin) N-hydroksisukkinimidieste-
rida (20 mg/ml).

200 pl edelld saatua liuosta lisdttiin samalla no-
peasti sekoittaen 1,0 ml:aan liuosta, joka sisdlsi hiiren
monoklonaalista melancoma-antigeenin vasta-ainetta 0,34 M
boraattipuskurissa (pH 8,6) liuoksen pitoisuuden ollessa
22,7 mg/ml. Seosta sekoitettiin huoneen lampdtilassa 4
tuntia ja tuote eristettiin geelisuodatuksella kidyttden
pylvdstsd, jonka koko oli 3,2 x 24,5 cm (197 ml) ja joka
sisdlsi Bio-Ge1<3 P-6:a, joka oli saatettu tasapainotilaan
fosfaattipuskuroitua suolaliuosta kdyttéden. Pitoisuushuip-
pu kerdttiin (14,16 ml) ja siita misritettiin desasetyyli-
vinkristiini ja proteiini spektroskooppisesti kdyttden
aallonpituuksia 270 ja 280 nm. N&din valmistettu konjugaat-
ti sis#dlsi 13,3 mol desasetyylivinkristiinid moolia kohden
Ig:a.

Esimerkki 7

Desasetyylivinblastiinisukkinoyyli-hiiren monoklo-

naalinen keuhkoadenokarsinooman vasta-aine-konju-

gaatti

350 pl liuosta, joka sis#lsi 4-sukkinoyyli(desaset-
yylivinblastiinin) N-hydroksisukkinimidiesteria DMF:ssa
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liuoksen pitoisuuden ollessa 14,7 mg/ml, lis&dttiin samalla
nopeasti sekoittaen 2,0 ml:aan liuosta, joka sisilsi hii-
ren monoklonaalista pienisoluisen keuhkokarsinooman vasta-
ainetta 0,34 M boraattipuskurissa (pH 8,6) liuoksen pitoi-
Suuden ollessa 20,0 mg/ml. Reaktioseosta sekoitettiin huo-
neen l&mpétilassa 4 tuntia Ja sen jdlkeen sen pH s#idet-
tiin arvoon 7,4 k#dyttden 1 N suolahappoa ja seos sentri-
fugoitiin kirkkaaksi. Tuote eristettiin geelisuodatuksella
kdyttden pylvists, jonka koko oli 2,0 x 22,0 cm (67,0 ml)
Ja joka sisélsi Bio-Gel® P-6:a, joka oli saatettu tasapai-
notilaan fosfaattipuskuroitua suolaliuosta k3yttden. Pi-
toisuushuippu kerittiin (9,7 ml) ja siit4 mé&ritettiin
desasetyylivinblastiini ja proteiini spektroskooppisesti
kdyttden aallonpituuksia 270 ja 280 nm. N&in valmistettu
konjugaatti sis#dlsi 7,5 mol desasetyylivinblastiinia moo-
lia kohden Ig:a.

Samalla tavalla valmistettiin asianmukaisia eris-
tettyj8 N-hydroksisukkimimidiestereits kdyttden seuraavat
konjugaatit:
vindesiinisukkinoyyli-hiiren monoklonaalinen karsino-
embryonaalisen antigeenin vasta-aine-konjugaatti,
vindesiinisukkinoyyli-hiiren monoklonaalinen keuhkoadeno-
karsinooman vasta-aine-konjugaatti,
desasetyylivinblastiiniglutaroyyli-hiiren monoklonaalinen
karsinoembryonaalisen antigeenin vasta-aine-konjugaatti
ja
4'—epideoksidesasetyylivinblastiinisukkinoyyli-hiiren mo-
noklonaalinen karsinoembryonaalisen antigeenin vasta-aine-
konjugaatti.

Esimerkki 8

Preparaatti, joka sis#lsi viljelmdssd kasvavia so-
luja, jaettiin pieniin putkiin siten, ettd jokaiseen put-
keen tuli 10° solua. Sen j4lkeen kun solut oli tiivistet-
tuy sentrifugoimalla, lis#ttiin 0,2 ml konjugaattivalmis-
teita, joiden vdkevyys vaihteli. Solut suspendoitiin uu-
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delleen, inkuboitiin 37°C:ssa 30 minuuttia ja sen j&lkeen
sentrifugoitiin sekd poistettiin supernatantti. Sen jal-
keen solut suspendoitiin kudosviljelyelatusaineeseen ja
jaettiin mikroviljelymaljoihin siten, ettd jokaiseen sy-
vennykseen tuli 10* solua. 6 vuorokauden viljelyn jdlkeen
kussakin syvennyksessd olevien solujen lukum&drad midritet-
tiin ja m##ris verrattiin pelkdlla fosfaattipuskuroidulla
suolaliuoksella kdsiteltyyn solupreparaattiin.

Yhdessi kokeessa ihmisen melanoomasoluja kdsitel-
tiin joko vindesiinisukkinoyyli-hiiren monoklonaalinen
melanooma-antigeenin vasta-aine-konjugaatilla (esimerkki
3) tai desasetyylivinkristiinisukkinoyyli-hiiren monoklo-
naalinen melanooma-antigeenin vasta-aine-konjugaatilla
(esimerkki 6), ja misdritettiin vaikutukset solujen kas-

vuun. Tulokset olivat seuraavat:

Taulukko
Liittyneen Solujen kasvu %:eina fosfaat-
Liittynyt l44keaineen tipuskuroidulla suolaliuok-
ldsdkeaine pitoisuus sella kiasiteltyjen vertailu-
Bg/ml solujen kasvusta

Vindesiini 50 16,0

5,0 61,8

0,5 84,2
Desasetyyli-
vinkristiini 50 21,5

5,0 74,5

0,5 100,0

Toisessa kokeessa ihmisen paksusuolen ja perasuolen
sydvdn soluja k3dsiteltiin vindesiinisukkinoyyli-hiiren
monoklonaalinen karsinoembryonaalisen antigeenin vasta-

aine-konjugaatilla (esimerkki 4) seuraavin tuloksin:
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Taulukko

Liittyneen Solujen kasvu %$:eina fosfaattipus-
l88keaineen kuroidulla suolaliuoksella k&sitel-
pitoisuus (ug/ml) tyjen vertailusolujen kasvusta

120 3,2

60 39,9

30 89,9

15 104,8

Esimerkki 9

Jotta saataisiin testatuksi in vivo konjugaattien
tehokkuus kasvaimia vastaan vaikuttavina aineina, hiiriin,
joilta puuttui kateenkorva ja jotka oli jaettu ryhmiin,
siirrettiin ihonalaisesti solususpensioita, jotka sisidlsi-

vat ihmisen paksusuolen ja perdsuolen sy®vin soluja, ja
hiirisd hoidettiin sen jalkeen 5 viikon ajan kahdesti wvii-
kossa annetuin vatsakalvonsis#isin ruiskein. Hiiriin ruis-
kutettiin joko fosfaattipuskuroitua suolaliuosta, hiiren
monoklonaalista vasta-ainetta (karsinoembryonaalista anti-
geenia vastaan) tai tamin vasta-aineen vindesiinikonju-
gaattia, joka oli valmistettu esimerkissi 4 kuvatulla ta-
valla. Kullakin kerralla yhteen hiireen ruiskutettu vasta-
aineannos oli 3,3 - 3,7 mg. Kullakin kerralla yhteen hii-
reen ruiskutetun konjugaatin sisiltimi vindesiiniannos oli
119 - 128 yug.

61 vrk:n kuluttua kasvaimen istuttamisesta PBS:a
tai pelkkdi vasta-ainetta saaneisiin ryhmiin kuuluvat hii-
ret tapettiin ja kasvaimet poistettiin ja punnittiin. Vin-
desiini-vasta-aine—konjugaattia saaneet hiiret tapettiin
90 vrk:n kuluttua kasvaimen istuttamisesta. Kasvainten
keskim88riiset painot esitet88n seuraavassa taulukossa.
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Taulukko
Kasvaimen keskipaino
Hoitoryhma Hiirien (mg) = standardi-
lukumddra poikkeama
PBS 11 1793 + 1609
Pelkkd vasta-aine 10 527 + 477
Vindesiini-
vasta-aine-konjugaatti 8 22 + 19
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Patenttivaatimukset

1. Menetelm#8 terapeuttisesti kdyttdkelpoisen kon-
jugaatin valmistamiseksi, Joka sis#ltd8 Vinca-alkaloidi-
osan, joka on kovalenttisesti liittynyt immunoglobuliiniin
tai immunoglobuliinifragmenttiin, ja jolla on kaava

12
13

OCOXCOIg
ol

T eeces

jossa Ig merkitsee immunoglobuliinia tai immunoglobuliini-
fragmenttia, johon on liittynyt yksi tai useampi Vinca-
alkaloidiryhm&; ja X on suoraketjuinen C, _, -alkyleeni; R!
on COOC, _,;-alkyyli tai CONH,; R? on CH, tai CHO; ja k&si-
teltdessd R* ja R® erillisind RS on H, R* on etyyli ja R®
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on H tai OH; ja k#siteltdessa R* ja R® yhdessd niiden hii-
liatomien kanssa, joihin ne ovat sitoutuneet, ne muodos-
tavat oksiraanirenkaan ja R on etyyli,

tunnettu siita, ettid saatetaan immunoglobu-
liini tai immunoglobuliinifragmentti reagoimaan puolihap-

pojohdannaisen kanssa, jolla on kaava

12
13

I1

OCOXCOZ

jossa X, R', R?, R*, R* ja R® merkitsevat samaa kuin kaa-
vassa I edelld ja Z on irtoava ryhmd, joka on atsidi-
(—Na)-ryhma, halogeeniatomi, asyloksiryhma, jolla on kaava
R’ .CO.0, jossa R’ on alifaattinen tai aromaattinen ryhmd,
alkoksi- tai aryylioksiryhmd, metaanisulfonyylioksi-,
tosyloksi- tai bentseenisulfonyylioksiryhma, imidatsoyyli-
radikaali tai N—asyylihydroksyyliamiiniryhma.
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2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan terapeuttisesti
kdyttdkelpoinen konjugaatti, jolla on kaava

0COXCOIg
ol

D eeseegn

jossa Ig on ihmisen kasvaimeen liittyvdn antigeenin vas-
tainen monoklonaalinen vasta-aine, johon on liittynyt 3-
14 Vinca-alkaloidiryhm&4; X on -CH,CH,-; ja R' on COOCH, ;
R? on CH,; R® on OH; R* on etyyli, ja R® on H.
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Patentkrav

1. Férfarande for framstdllning av ett terapeutiskt
anvandbart konjugat, vilket innehaller en Vinca-alkaloid-
del som &r kovalent bunden till ett immunoglobulin eller

immunoglobulinfragment och med formeln

12
13

vari Ig betecknar ett immunoglobulin eller ett immunoglo-
bulinfragment, vilket &r férbundet med en eller flera Vin-
ca-alkaloidgrupper; och X &r en C1_4—alkylen med rak ked-
ja; R! &r en COOC, _,-alkyl eller CONH,; R? &r CH, eller
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CHO; och d& R* och R® tas var f&r sig 4r RS H, R' &r etyl
och R* &r H eller OH; och dA R' och R® tas tillsammans med
de kolatomer med vilka de &r forenade, bildar de en oxi-
ranring och R?® 4r etyl,

kdnnetecknat ddrav, att ett immunoglobulin
eller ett immunoglobulinfragment bringas att reagera med
ett hemisyraderivat med formeln

11

/’\1 o'
12
13 16 L
K»/le]-\ N C-0-ClJ
14 : 3
| n
13 0O 11

I
l
I
!
l
|
l

vari X, R', R?, R*, R' och R’ betecknar samma som i form-
eln I ovan, och Z &r en avgadende grupp, som 4r en azid-
(-N, )-grupp, en halogenatom, en acyloxigrupp med formeln
R’ .C0.0, dir R’ 4r en alifatisk eller aromatisk grupp, en
alkoxi- eller aryloxigrupp, en metansulfonyloxi-, en
tosyloxi- eller en bensensulfonyloxigrupp, en imidazolyl-
radikal eller en acylhydroxylamingrupp.
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2. Férfarande enligt patentkravet 1, k&dnne -
tecknat dirav, att man framstiller ett terapeutiskt
anvindbart konjugat med formeln

12
13

OCOXCOIg

vari Ig &r en monoklonal antikropp, mot en med humantumdr
associerad antigen, till vilken antikropp kopplats 3 - 14
vinca-alkaloidgrupper; X #r -CH,CH,-; och R! #&r COOCH,;
R 4r CH,; R® &r OH; R* &r etyl och R® &r H.
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