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1
Kahtasolujen lisaantymisen inhibiittoreita - Inhibitorer av proliferation av
stamceller

Keksinngn al |
Keksintd liittyy oheisten patenttivaatimusten mukaisiin tuotteisiin, kayttdihin,
menetelmiin ja farmaseuttisiin koostumuksiin.

Keksinnan taust

Useimmat uudistuvissa jarjestelmissé esiintyvat terminaalisen vaiheen solut -

ovat lyhytik&isi& ja niiden tilalle on muodostuttava jatkuvasti uusia soluja koko
yksilon elamén ajan. Esimerkiksi verisolut ovat peraisin multipotenttisten
hematopoieettisten kantasolujen (HSC) itsestédén uudistuvasta populaatiosta.
Hematopoieettiset kantasolut ovat hematopoieettisten solujen alapopulaatio.
Hematopoieettisia soluja voidaan saada esimerkiksi luuytimesta, napaveresta
tai periferaalisesta veresta (joko mobilisoitumattomina tai mobilisoituina rea-
genssilla, kuten G-CSF:lla); hematopoieettisia soluja ovat kanta-
solupopulaatio, esiastesolut, erilaistuneet solut, apusolut, stroomasolut ja
muut solut, jotka myodtavaikuttavat kypsien verisolujen muodostumiselle
valttaméattoman  ympériston muodostumiseen. Koska hematopoieettiset
kantasolut ovat tarpeellisia kaikkien hematopoieettisen ja
immuunijéarjestelmien kypsien solujen kehittymiselle, niiden elossa pysyminen
on olennaista tdysin toimintakykyisen isannadn puolustusjarjestelman
muodostumiselle uudelleen potilailla, joiden hoitoon on kaytetty kemoterapiaa
tai muita aineita.

Hematopoieettisten solujen muodostumista sastelee ryhma tekijoita, jotka
stimuloivat hematopoieettisten solujen kasvua ja erilaistumista ja joista
tekijoista tiettyja, esimerkiksi erytropoietiinia ja G-CSF:34, kaytetaan nykyisin
hoitokaytdssa. Yksi osa kontrolliverkostoa, jota ei ole laajamittaisesti luonneh-
dittu, on kuitenkin se takaisinsyottdmekanismi, joka muodostaa saételyilmién
negatiivisen haaran [Eaves, et al., Blood 78 (1991) 110 - 117].

Lord ja hdnen tydtoverinsa ovat varhaisissa tutkimuksissaan osoittaneet, etta
normaaleissa hiiren ja sian luuydinuutteissa esiintyy liukoinen proteiinitekija,
joka kykenee inhiboimaan palautuvasti hematopoieettisten kantasolujen
solukierron [Lord, et al., Br. J. Haem. 34 (1976) 441 - 446. Talle inhiboivalle
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‘aktiivisuudelle (suhteellinen moolimassa 50- 100 kD) annettiin nimitys

kantasolujen inhibiittori (SCI).

Taman tekijan puhdistusta primaarisista materiaalildhteista ei suoritettu siita
syystd, ettd in vivo -olosuhteissa suoritetussa maarityksessa esiintyi luontaisia
vaikeuksia, joissa vaadittin suuria maaria sateilytettyja hiirid. Kun Pragnell
yritti tydtovereineen selvittda néitd ongelmia, he kehittivat in vitro -olosuhteissa
suoritettavan maarityksen, joka oli tarkoitettu primitiivisten hematopoieettisten
solujen (CFU-A) havaitsemiseksi ja he seuloivat solulinjoja, jotka toimisivat
inhibitorisen aktiivisuuden lahtdmateriaalina [tata kysymysta on kasitelty julkai-
sussa Graham, et al., Nature 344 (1990) 442 - 444],

Koska makrofagit oli varhaisissa tutkimuksissa tunnistettu mahdollisiksi
kantasolujen inhibiittorimateriaalin Iahteiksi [Lord, et al., Blood Cells 6 (1980)
581 - 593), valittiin k&yttddn hiiren makrofagisolulinja J774.2 [Graham, et al.,
Nature 344 (1990) 442 - 444]. Graham, et al. kayttivat puhdistamiseen tdman
solulinjan kasvatukseen kaytettyd elatusainetta; eristettiin inhibitorinen peptidi,
joka osoittautui olevan identtinen aikaisemmin kuvatun sytokiinin, makrofagien
tulehdusproteiini-1-alfan (MIP-1¢) suhteen. Siten MIP-1¢, eristettiin solulinjasta
eikd primaarisesta materiaalista. Vaikkakin Graham, et al. havaitsivat, ett
MIP-1q:aa vastaan suunnattu vasta-aine havitti  puhdistamattoman
luuydinuutteen aktiivisuuden, ovat muut tutkijat osoittaneet, ettd muut
inhiboivat aktiivisuudet ovat tarkeita. Esimerkiksi Graham, et al. [J. Exp. Med.
178 (1993) 925 - 32] ovat ehdottaneet, ettd hematopoieettisten kantasolujen
primaarinen inhibiittori on TGFp eikéd MIP-1¢. Liséksi Eaves, et al. [PNAS 90
(1993) 12015 - 19] ovat ehdottaneet, ettd seka MIP-1¢ etta TGFp esiintyvat
optimaalista pitoisuutta pienemmissa pitoisuuksissa luuytimessa ja etta
inhibitio vaatii néiden kahden tekijan valista synergiaa.

Muut tutkijat ovat kuvanneet muita kantasolujen inhibitorisia tekijéita. Frindel
on tyGtovereineen edistanyt fetaalisesta vasikan luuytimesta ja maksauutteista
tetrapeptidin, jolla on kantasoluja inhiboivia aktiivisuuksia [Lenfant, et al.,
PNAS 86 (1989) 779 - 782]. Paukovits, et al. [Cancer Res. 50 (1990) 328 -
332] ovat luonnehtineet pentapeptidin, joka monomeerisessa muodossaan on
kantasolujen solukierron inhibiittori ja dimeerisessa muodossaan stimulaattori.
Muiden tekijoiden on myds vaitetty olevan inhibitorisia in vitro -olosuhteissa
useissa erilaisissa jarjestelmissa [naitd kysymyksid on kasitelty julkaisuissa
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Wright ja Pragnell, teoksessa Bailliere's Clinical Haematology v. 5, pp. 723 -
39, 1992 (Bailliers Tinadall, Paris)]

Tsyrlova, et al., SU 156 1261 A1 ovat kuvanneet kantasolujen lisdantymisen
inhibiittorin puhdistusmenetelman.

Tahan paivamaaraan mennessa ei mitadn naista tekijoistd ole hyvé‘ksytty
kliiniseen kayttéén. On kuitenkin olemassa tarvetta saada kayttéon tehokkaita
kantasolujen inhibiittoreita. Kemoterapiaan tai sadehoitoon liittyva tarkein
toksisuus on normaalien lisdantyvien solujen tuhoutuminen, miké voi johtaa
luuytimen toiminnan estymiseen tai gastrointestinaaliseen toksisuuteen.

Tehokas kantasolujen inhibiittori suojaisi néaitd soluja ja antaisi -

mahdollisuuden optimoida naitd hoito-ohjelmia. Aivan samalla tavoin kuin on
osoitettu olevan tarvetta saada kayttoén useita erilaisia stimuloivia sytokiineja
(toisin sanoen sytokiinejd, kuten IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL7, IL-9,
IL-11, IL-13, IL-14, IL-15, G-CSF, GM-CSF, erytropoietiini, trombopoietiini,
kantasolutekija, flk2/flt3-ligandi ja muut naitd vastaavat sytokiinit, jotka
stimuloivat hematopoieettisten solujen solukiertoa) kulloinkin kyseessa olevan
Kliininen tapauksen mukaan, on myods todennakdista, ettd erilaisia kliinisia
kayttdtarpeita varten tarvittaisiin useita erilaisia inhibitorisia tekijoita.

Hemoglobiini on erittdin muuttumattomana pysyvé tetrameerinen proteiini,
jonka suhteellinen moolimassa on noin 64 000 daltonia. Se koostuu kahdesta
alfaketjusta ja kahdesta beeta-ketjusta. Kukin ketju sitoo yhden
hemimolekyylin (ferroprotoporfyriini 1X), joka on rautaa sisaltava prosteettinen
ryhmé. Selkdrankaisten alfa- ja beeta-ketjut ovat todennékdisesti peréisin
yhdestd kantageenista, joka duplikoitui ja tdman jalkeen kehittyi eri suuntiin;
naiden kahden ketjun sekvenssi on sailynyt huomattavan identtisina seka
toisiinsa verrattuna ettéd useiden eri selkérankaisten valilla (ks. kuvio 16A).
Kromosomin 16 sisaltdméa alfa-ketjun ryhmittyma sisaltas ihmisissa 2 alfa-
geenia (alfas ja alfay), jotka koodaavat identtisia polypeptideja, seka geeneja,
jotka koodaavat muita alfaa muistuttavia ketjuja: zetaa, thetaa ja useita
pseudogeenejd, joille ei tapahdu transkriptiota (ks. kuvio 16B, joissa on
esitetty ihmisen alfa-ketjun cDNA- ja aminohapposekvenssit). Kromosomin 11
sisaltama beeta-ketju-ryhmittyma sisaltda yhden beeta-ketjun geenin ja useita
beetaa muistuttavia geeneja: delta, epsilon, G gamma ja A gamma, sekéa
vahintaan 2 iimentyméatontd pseudogeenia (ks. kuvio 16C, jossa on esitetty
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ihmisen beeta-ketjun cDNA- ja aminohapposekvenssit).

Naiden geenien ilmentyminen vaihtelee yksilonkehityksen aikana. [hmisen
hematopoieesissa, joka on luonnehdittu perusteellisesti, syntetoivat alkion
erytroblastit kahdesta zeta-ketjusta ja kahdesta epsilon-ketjusta muodostuvia
tetrameereja (Gower ), kahdesta alfa-ketjusta ja kahdesta epsilon-ketjusta
muodostuvia tetrameereja (Gower Il) tai kahdesta zeta-ketjusta ja kahdesta
gamma-ketjusta muodostuvia tetrameereja (Hb Portland). Embryogeneesin
edistyessa koostuu vallitseva muoto fetaalisesta hemoglobiinista (Hb F), joka

koostuu kahdesta alfaketjusta ja kahdesta gammaketjusta. Aikuisen

hemoglobiini (2 alfa- ja 2 beeta-ketjua) alkaa syntetoitua sikidkauden aikana;
syntymahetkelld noin 50 % hemoglobiinista on aikuismuotoista ja siirtyma-
vaihe on mennyt loppuun noin 6 kuukauden idssa. Aikuisessa ylivoimaisesti
suurin osa hemoglobiinista (noin 97 %) on muotoa, joka sisdltda 2 alfa- ja
2 beeta-ketjua (Hb A), ja siind on havaittavissa pienid maaria Hb F -ketjua tai
deltaketjua (Hb A»).

Hemi& on tutkittu perusteellisesti sen suhteen, miten se vaikuttaa
hematopoieesiin [tatd kysymystd tarkastelevia katsauksia ovat Sassa, S.,
Seminars Hemat. 25 (1988) 312- 20, ja Abraham, N., et al., Int. J. Cell
Cloning 9 (1991) 185 - 210]. Hemia tarvitaan erytroblastien kypsymiseen; in
vitro -olosuhteissa hemiini (klooriferroprotoporfyriini IX - tosin sanoen hemi,
joka sisaltaa ylimaaraisen kloridi-ionin) lisda CFU-GEMM-, BFU-E- ja CFU-E-
yksikkojen lisdéntymistd. Samalla tavoin hemiini lisdd solupitoisuutta pitkan
aikaa viljeltavissa luuydinviljelmissa.

L SyévAn kemoterapia ia sadehai

Stimuloivia kasvutekijoitd koskeva tuloksia tuottanut tutkimus johtanut siihen,
etta useita naita tekijoitd (erytropoietiinia, G-CSF:43, GM-CSF:4a ja muita
vastaavia tekijoitd) kaytetdan kliinisesti. Nama tekijat ovat vahentaneet
kemoterapeuttisiin  ja  sddehoito-ohjelmiin  liittyvaa  kuolevuutta ja
sairastavuutta. Kemoterapiaa tai sadehoitoa saavat potilaat voisivat viela
hyGtya kliinisesti muista vaihtoehtoisista strategioista, joihin kuuluisi se, ettd
kantasolujen siirtyminen solukiertoon estettaisiin, mika suojaisi niita toksisilta
sivuvaikutuksilta.

R TN



L3
. .
-

10

16

20

25

30

35

117468

L1 i i : : |

Luuytimen siirto (BMT) on kayttékelpoinen useiden erilaisten hematologisten
sairauksien, autoimmuunisairauksien ja syopasairauksien hoitomuoto;
nykyisin kaytdssa oleviin hoitomuotoihin sisaltyvat hematopoieettiset solut,
jotka on otettu talteen napaveresta tai periferaalisesta veresta (joko mobilisoi-
tumattomina tai mobilisoituina aineilla, kuten G-CSF:lla) seka luuytimesta.
Nykyisin kaytetddn hematopoieettisten solujen manipulointia ex vivo
-olosuhteissa primitiivisten kantasolujen kasvattamiseksi siirtoon soveltuvaksi
solupopulaatioksi. Téman menetelman optimointiin tarvitaan: (1) riittéva
maara kantasoluja, jotka kykenevat sdilyttdmain hematopoieesin rekonsti-
tuointikyvyn pitkan aikaa; (2) kaanteishyljintdd aikaansaavien T-lymfosyyttien
maaran vahentamistd ja (3) jaljelld olevien malignien solujen puuttumista.
Tatd menetelmaa voidaan optimoida kayttdmalla siind lisaksi kantasolujen
inhibiittor(e)i(t)a solujen kasvattamiseksi ex vivo -olosuhteissa.

Jéljellda  olevien malignien  solujen  eliminoimiseksi  suoritettavan
hematopoieettisten solujen puhdistamisen tehokkuus sytotoksisia ladkeaineita
kayttéen on rajoitettua, mikd johtuu naiden yhdisteiden toksisuudesta
normaaleille hematopoieettisille soluille ja erityisesti kantasoluille. On
olemassa tarvetta saada kayttéon tehokas normaalien solujen suojauskeino
soluja puhdistettaessa; suojaus voidaan saada aikaan siirtamalla kantasolut
pois solukierrosta tehokasta inhibiittoria kayttéen.

L. Perif I kantasoluien talt it

Periferaalisen veren kantasoluista (PBSC) saadaan autologisen siirron
kyseessé ollessa useita potentiaalisia etuja luuytimeen verrattuna. Sellaisten
potilaiden periferaalisesta veresta, joilta ei 10ydy luuytimen talteenottoon
sopivia kohtia siitd syysta, etta ndissa on tuumori tai siksi, ettd niihin on
annettu aikaisemmassa vaiheessa sadehoitoa, voidaan kuitenkin ottaa talteen
kantasoluja. Veressé esiintyvid kantasoluja kaytettaessa jagvit yleisanestesia
ja kirurgiset toimenpiteet tarpeettomiksi potilailla, jotka eivét sieda naita. Veren
talteenottoon tarvittava afereesitekniikka on tehokas ja se on kaytettavissa
yleisesti useissa suurissa ladketieteellisissi keskuksissa. Taman menetelman
tarkeimmat rajoitukset ovat seké kantasolujen pieni normaali esiintymistiheys
dynaamisessa tasapainossa periferaalisessa veressa ettéd solukierron
voimakas esiintyminen sellaisten mobilisointimenetelmien jalkeen, joissa on
kaytetty ladkeaineita tai kasvutekijoita (esimerkiksi syklofosfamidia, G-CSF:a4,
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kantasolutekijad). Tehokas kantasolujen inhibiittori olisi kayttdkelpoinen
ndiden solujen palauttamiseksi lepotilaan, mika siten estéisi niiden
erilaistumisesta johtuvan menettamisen.

Useille sairauksille on luonteenomaista solujen liikalisdéntymistila, jossa
kantasolujen saatelyhairid saa aikaan loppuvaiheen solujen liiallisen
muodostumisen. N&ita sairaustiloja ovat mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta,
psoriaasi, jossa esiintyy epidermisolujen likamuodostusta sek& gastrointesti-
naalikanavassa esiintyvat premalignit sairaudet, joille on luonteenomaista
polyyppien ilmaantuminen  suoleen. Kantasolujen inhibiittori  olisi
kayttokelpoinen néiden sairauksien hoidossa.

V. Geenien si
Kykya siirtéad geneettistd informaatiota hematopoieettisiin soluihin kaytetaan
nykyisin hyvéksi kliinisessa kayttdymparistéssd. Hematopoieettiset solut ovat
kayttokelpoisia geeniterapian kohteita, koska niitd p&astaan helposti kayt-
tamaan hyvéaksi, tdman kudoksen kasittelystd ja hoidosta on laaja-alaista
kokemusta ja ne ovat kayttokelpoisia siitd syysta, ettd verisolut kykenevat
tunkeutumaan kudoksiin. Lisaksi tiettyja ihmisen geenivirheitd voidaan
mahdollisesti kyetd korjaamaan liittdmalla toiminnallinen geeni ihmisen
hematopoieettisen jarjestelman alkeellisiin kantasoluihin.

Geenien liittdmiselle ihmisen hematopoieettisiin soluihin, mihin kaytetdan joko
retrovirusvektoreihin tai fysikaalisiin menetelmiin perustuvaa geeninsiirtoa, on
olemassa useita rajoituksia: (1) koska kantasolujen esiintymistiheys hemato-
poieettisissa kudoksissa on pieni, niin tdma on tehnyt tarpeelliseksi kehittda
erittdin tehokkaita geeninsiitomeneteimis; ja (2) kantasolujen solukierron
nopeuttaminen on osoittautunut parantavan niiden infektoitumisherkkyytté
vektorilla, mutta infektiofrekvenssin nostaminen stimuloimalla kantasolujen
lisaantymista kasvutekij6illa vaikuttaa negatiivisesti geenin ilmentymiseen
pitkdn ajan kuluessa, koska transgeeneja sisaltavat solut pakotetaan
erilaistumaan palautumattomasti ja ne menettavat uudistumiskykynsa. Naita
ongelmia voidaan vahentdd kayttamalla kantasolujen inhibiittoria, jonka
tarkoituksena on estaa erilaistuminen ja solujen oma uudistumiskyky.
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Keksinto liittyy kantasolujen lisd&ntymisen inhibiittoreina ("INPROL") toimiviin
polypeptideihin ja niiden kayttéon. Keksintd on esitetty tarkemmin oheisissa
patenttivaatimuksissa.

Keksintd sisaltdd INPROL'ia sisaltavia farmaseuttisia koostumuksia, jotka on

tarkoitettu useiden eri sairauksien hoitamiseen, kutenfarmaseuttisen
koostumuksen, joka on tunnettu siita, ettd se sisaltaa (a) INPROL'ia ja (b)
vahintaan yhta inhibitorista yhdistetta, joka on valittu joukosta, jossa on MIP-
1a, TGFB, TNFa, INFa, INFB, INFy, pyroGlu-Glu-Asp-Cys-Lys-pentapeptidi,
N-asetyyli-Ser-Asp-Lys-Pro-tetrapeptidi ja glutationi-tripeptidi (Gly-Cys-yGlu),
mainitun INPROL'in ollessa alla méaaritelty peptidi PEP.

Keksintd sisaltda lisaksi farmaseuttisen koostumuksen, joka siséltaa (a)
INPROL’ia ja (b) vahintdan yhtd stimuloivaa yhdistetta, joka on valittu
joukosta, jossa on IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-13, IL-
14, 1L-15, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, erytropoietiini, trombopoietiini,
kantasolutekija ja flk2/flt3-ligandi, mainitun INPROL'in ollessa alla maaritelty
peptidi PEP. :

Téassé selitysosassa kantasolut voivat olla hematopoieettisia kantasoluja, jotka
tavallisesti esiintyvat ja jakautuvat luuytimessa. Kantasolut voivat olla
vaihtoehtoisesti epiteelikantasoluja, jotka sijaitsevat esimerkiksi suolessa tai
paanahassa tai muilla alueilla ruumiissa, tai ne voivat olla lisdantymiselimissa
sijaitsevia sukusoluja.

Tamé keksintd siséltad myds peptidin, jonka sekvenssi on:

Phe-Pro-His-Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val.
Tama keksintd sisaltda myos syklisen peptidin jonka sekvenssi on

Cys-Phe-Pro-His-Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val-Cys,

jossa kaksi Cys-ryhmad muodostavat disulfidisidoksen tai liittyvat toisiinsa
hiilisillan valityksella.

Tama keksinto sisaltdd myds peptidin, jonka sekvenssi on:
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.Asp-AIa-Leu-Thr-Asn-AIa-Vai-AIa—His-Val—Asp-Asp-Met-Pro-Asn-AIa-Leu-Ser—

Ala.
Tama keksintd sisaltda myos jonkin peptidin (PEP), jonka sekvenssi on:

Phe-Pro-His-Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val,

Cys-Phe-Pro-His-Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val-Cys (jossa kaksi

Cys-ryhmda muodostavat disulfidisidoksen tai liittyvat toisiinsa hiilisillan
vélitykselld),
Asp-Ala-Leu-Thr-Asn-Ala-Val-Ala-His-Val-Asp-Asp-Met-Pro-Asn-Ala-Leu-Ser-
Ala, .
Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-Gin-Arg-Phe,
Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg,

Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn,

Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr,

Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp,

Leu-Val-Val-Tyr-Pro,

Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-Gln,

Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg-Phe,

Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg,

Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn tai

Tyr-Pro-Trp-Thr,

kaytdn valmistettaessa kantasolun lisdantymisen inhiboimiseen tarkoitettua
l&aketta.

Keksintd siséltdd myds kasvua stimuloivan INPROL-m&aran kaytén
valmistettaessa B-solujen kasvun stimuloimiseen kaytettavaa laaketta,
mainitun INPROL'in ollessa ylla maaritelty peptidi PEP.

Keksintd siséltda edelleen kantasolujen lisdantymistd inhiboivan maaran
INPROL’ia kaytdn valmistettaessa sydvan, erityisesti leukemian, hoidossa
kaytettavad ladkettd, tai valmistettaessa kantasolujen jakautumisen
inhiboimiseen nisdkkaassa, jossa on tapahtunut altistumista kantasoluja
tuhoavalle tai vahingoittavalle aineelle, kuten antiviraaliselle aineelle,
kaytettavaa laaketta, mainitun INPROL'in ollessa ylla maaritelty peptidi PEP.
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Keksintd sisaltda menetelman nisdkkaiden hematopoieettisten kantasolujen
sailyttamiseksi ex vivo -olosuhteissa, jossa menetelméssé hematopoieettiset
solut saatetaan kosketukseen kantasolujen liséantymista inhiboivan INPROL-
maaran kanssa, mainitun INPROL'in ollessa ylla maaritelty peptidi PEP.

Keksinté sisaltdd mydskin liikalisdantymista rajoittavan maardn INPROL'ia
kayton valmistettaessa myeloproliferatiivisen sairauden tai
autoimmuunisairauden tai epiteelikantasolujen liikalisdantymisen nisakkaassa,
joilla naita sairauksia esiintyy, kuten myelodysplastisen oireyhtymén, hoidossa
kaytettavaa ladkettd, mainitun INPROL'in ollessa ylla méaritelty peptidi PEP.

Keksintd siséltdd kantasoluja suojaavan maaran INPROL'ia kaytdn
valmistettaessa ladketts, jolla annetaan nisdkkaassé esiintyville normaaleille
kantasoluille mutta ei sydpasoluille differentiaalisesti suoja kemoterapiaa tai
sateilyd vastaan, mainitun INPROL'in ollessa ylla maaritelty peptidi PEP.

Keksintd sisaltdd INPROL'in kdytdn valmistettaessa rokotteen lisiainetta,
mainitun INPROL'in ollessa ylla méaritelty peptidi PEP.

Keksintd sisdltda lisdksi sellaisen maaran INPROL'ia, joka kaantaa
likalisdantymisen kulun painvastaiseksi kdyton valmistettaessa ladketts, jolla
hoidetaan sellaista nisdkastd, jolla kantasolujen liikalisdantyminen on
aiheuttanut immunologisen jarjestelman toiminnan heikkenemista, mainitun
INPROL'in ollessa yll& maaritelty peptidi PEP.

Edelleen keksintd siséltdd menetelmas kantasolujen lisadamiseksi ex vivo-
olosuhteissa, joka menetelma sisadltdd sen, ettd hematopoieettiset solut
saatetaan kosketukseen INPROL'in ja vahintd&n yhden stimuloivan sytokiinin
kanssa, mainitun INPROL'in ollessa ylia maaritelty peptidi PEP.

Hemoglobiinista on eristetty peptideja (naistd kaytetaan nimitysta
"hemorfiinit"), joilla esiintyy opiaatteja muistuttavia aktiivisuuksia [esimerkiksi
Brantl, et al., Eur. J. Pharm. 125 (1986) 309 - 10; Davis, et al., Peptides 10
(1989) 747 - 51; Karelin, et al., Bioch. Biophys. Res. Comm. 202 (1994) 410 -
9; Zhao, et al., Ann. N.Y. Acad. Sci 750 (1995) 452 - 8]. Kukin naista artikke-
leista on liitetty tahan selitysosaan siihen oikeuttavien sadnndsten nojalla.
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Edella olevien peptidien sekvensseilld on yhtaldisyyksid muiden
opiaattityyppisten peptidien suhteen, kuten Tyr-MIF-1-ryhmén peptidien
suhteen [tatd kysymystd on kasitelty katsauksessa Reed, et al., Neurosci.
Biobehav. Rev. 18 (1994) 519 - 25], kaseiinista perdisin olevien kaso-
morfiinien [Brantl, et al., Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 360 (1979) 1211 -
16; Loukas, et al., Biochem. 22 (1983) 4567 - 4573, Fiat ja Jolles, Mol. Cell.
Biochem. 87 (1989) 5- 30] suhteen, sytokromi B:stéd peréisin olevien
peptidien, joista on kaytetty nimitysta sytokrofiinit [Brantl, et al., Eur. J. Pharm,
111 (1985) 293 - 4] suhteen seké sellaisista kombinatoriaalisista kirjastoista
perdisin olevien peptidien suhteen, joille on suoritettu seulonta
opiaattireseptoreihin sitoutumisen suhteen [tatd kysymystd on kasitelty
katsauksessa Dooley, et al., Peptide Research 8 (1995) 124 - 137]. Kukin
naistd artikkeleista on liitetty tdhan selitysosaan siihen oikeuttavien
saanndsten nojalla.

Kéasilld olevassa selityosassa kuvataan kantasolujen inhibiittoria (INPROL)
joka eroaa télla alalla tunnetuista inhibiittoreista, kuten MIP-1q:sta, TGFb:sta,
Frindel'in ja hénen tybtovereidensa mukaisesta tetrapeptidista ja Paukovitsin
ja hanen tydtovereidensa mukaisesta pentapeptidista (vrt. Wright & Pragnell,
1992 (op cit). Luonnossa esiintyvan INPROL'in suhteellinen moolimassa on
ultrasuodatuksen perusteella yli 10 000 daltonia, mikd erottaa sen
tetrapeptidistd seké pentapeptidistd. Se on hydrofobisempi kuin MIP-1¢ tai
TGFbp k&anteisfaasikromatografiajarjestelmissd, mika erottaa sen naista
sytokiineista. Liséksi sen vaikutustapa eroaa kaikista aikaisemmin kuvattujen
inhibiittorien vaikutusta vasta siind mieless3, ettd se on aktiivinen in vitro -olo-
suhteissa suoritettavassa maarityksessa kiytettyna pelkan esi-inkubointiajan
kuluessa. MIP-1¢ ei esimerkiksi ole tehokas kaytettynd pelkastaan esi-

~ inkubointiaikana (esimerkki 5). Lisaksi luonnossa esiintyvd INPROL on

aktiivinen méarityksessa, jolla méaaritetaan "suuren lisdantymispotentiaalin
soluja" (HPP-PFC), kun taas MIP-1¢ ei ole (esimerkki 6).

 Lyht] irroksis

Kuvioissa 1 - 4 on esitetty SDS-polyakryyliamidigeeli, joka on ajettu tuotteesta
kunkin puhdistusvaiheen jalkeen.

Kuvio 1 - Kanava 1 on kymotrypsinogeeni, kanava 2 on ovalbumiini, kanava 3
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on BSA, kanava 4 on alle 30 kD:n fraktiot, kanava 5 on 30 - 50 kD:n suuruiset

fraktiot ja kanava 6 on 50 - 100 kD:n suuruiset fraktiot.

Kuvio 2 - Kanava yksi on ammoniumsulfaattisaostuksen (40 - 80 %) jélkeen ja
kanavat 2 - 5 ovat DEAE-fraktioita (kanava #2 edustaa aktiivista fraktiota).

Kuvio 3 - Kanava 1 on ammoniumsulfaattisaostuksen jilkeen saatu
supernatantti, kanava 2 on aktiivinen DEAE-fraktio, kanavat 3 - 5 edustavat
geelisuodatusfraktioita (kanava nro 5 edustaa aktiivista fraktiota

Kuvio 4 - Kanava 2 edustaa lopputuotetta.

Kuvio 5 esittas viimeisen puhdistusvaiheen kaanteisfaasi-HPLC-
kromatogrammia.

Kuvio 6 esittaa tritioidun tymidiinin kerdantymista (cpm) FDCP-mix-solulinjan
soluihin ilman INPROL'ia (kontrolli = 0 % inhibitio) ja sian luuytimesta
puhdistetun  INPROL'in  (pINPROL) useiden eri konsentraatioiden
lasnéollessa. Koetulokset on normalisoitu kontrolliarvoja vastaan.

Kuvio 7 esittdd solukierron S-vaiheessa olevien solujen osuutta sen jalkeen
kun hiirid on ké&sitelty testosteronipropionaatilla (TSP), TSP:lla seka
pINPROL'illa tai kantaja-aineella (kontrolli). Kukin ryhma sisélsi 25 eléinta (3 -
4 yhta ajankohtaa kohti). :

Kuvio 8 esittaa sellaisten hiirten eloonjaamista, joita on kasitelty kahdella 5-
FU-annoksella ja kéytetty pINPROL-ké&sittelya tai tama on jatetty
suorittamatta. Kukin ryhma sisélsi 30 elainta.

Kuvio 9 esittad sellaisten 'séteilytettyjen hiirten eloonjaémista, joita oli kasitelty
pINPROL'illa tai jatetty kasittelematta. Kukin ryhma sisalsi 50 elainta.

-~ Kuvioissa 10 A ja 10 B esitetddn normaalin luuytimen pitkaaikaisen

soluvilielméan solujen uudistumista 1 viikko (10 A) ja 3 viikkoa (10 B) sen
jalkeen kun soluja on kasitelty Ara-C:lla tai Ara-C:lla ynna pINPROL'illa.

Kuviossa 11 on esitetty hiirten (75 ryhmé&é kohti) eloonjadminen sen jalkeen

PUIPSY
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kun niille on annettu tappava sateilyannos ja nithin on siirretty 3 x
10* luuydinsolua, joita ennen siirtoa oli esi-inkuboitu neljan tunnin ajan

mediumin (kontrolli) tai pINPROL'in (25 ng/ml) kanssa. Eloonjaamista

seurattiin 30 paivan ajan.

Kuvio 12 esittsa 14 paivan vilielyn jélkeen saatujen CFU-GM-yksikdiden
lukumaaraa, joka oli saatu luuydinsoluista, jotka olivat peréisin tappavalla
annoksella sateilytetyistd hiiristd, joiden luuydin oli uudistettu luovuttajilta
saaduilla luuydinsoluilla, joita on esi-inkuboitu neljan tunnin ajan pINPROL'in
tai mediumin kanssa.

Kuvio 13 esittaa pitkaaikaisesta lymfoidisoluvilielmésta persisin olevaa
solususpensiota, jotka solut poistettiin kerran viikossa, pestiin ja esi-inkuboitiin
ensin nelja tuntia mediumin tai pINPROL'in kanssa ja maljattiin sitten IL-7:44
(10 ng/ml) sisaltaville maljoille.

Kuvio 14 esittad pINPROL'illa kasiteltyjen leukemisten periferaalisen veren |

solujen kykyd muodostaa solupopulaatio uudelleen. Pitk&aikaisen viljelman
lahtosolujen (LTC-IC) ma&ard maéritettin  maljaamalla kiinnittyvat ja
kiinnittymattomat LTC-solut pINPROL'in kanssa ja ilman tata ja maarittamalla
7. paivana CFU-GM. Koetulokset on normalisoitu kontrolliarvojen suhteen.

Kuvio 15A on 53-%:isen asetonitrilin kohdalla eluoituvan puhdistetun
PINPROL'in C4-kaanteisfaasikromatogrammi. Kanava 1 on puhdistamaton
materiaali, kanava 2 on suhteellisen moolimassan markkerit ja kanava 3 on
puhdistettu materiaali. Kuvio 15B esittaa 43,9-%:isen asetonitriilin kohdalla
eluoituvan MIP-1¢:n C4-kdanteisfaasikromatogrammia. Kuvio 15C esittaa
puhdistamattoman pINPROL-preparaatin ja kaanteisfaasin jalkeen saadun
puhdistetun preparaatin SDS-PAGE-kromatogrammia.

Kuvio 16 esittdd hemoglobiinisekvensseja: kuvio 16A esittda ihmisen alfa-
hemoglobiinin cDNA- ja aminohapposekvenssit ja kuvio 16B esittaa ihmisen
beeta-hemoglobiinin  ¢cDNA- ja aminohapposekvenssit. Numerointi on
aminohappojen mukainen. Kuvio 16C esittdd ihmisen, hiiren ja sian
hemoglobiinien alfa- ja beetaketjujen aminohapposekvenssien vilista vertai-
lua. :
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Kuvio 17 on pINPROL'in (kuvio 17A) ja kiteytétyn sian hemoglobiinin (kuvio
17B) C;-kaanteisfaasi-HPLC-piirturijélkien vertailu. :

Kuvio 18 esittad kiteytetyn sian hemoglobiinin C4-kaanteisfaasi-HPLC-

erotuksesta perdisin olevien fraktioiden SDS-PAGE-geelid. Kanava 1 esittad

suhteellisen moolimassan markkereita, kanava 2 esittdd ensimmaisesta

piikista (47,11 minuutin kohdalla esiintyva piikki) peraisin olevia fraktioita 48 -
49, kanava 3 esittda toisesta piikistd (49,153 minuutin kohdalla esiintyvé
piikki) perdisin olevia fraktioita 50 - 51, kanava 4 esittda kolmannesta piikista
(52,25 minuutin kohdalla esiintyva piikki) perdisin olevia fraktioita 54 - 55 ja

kanava 5 esittdd neljannesta piikistd (53,613 minuutin kohdalla esiintyva

piikki) peréisin olevia fraktioita 56 - 57.

Kuvio 19 esittdd pINPROL'In (kuvio 19A) ja puhdistetun sian beeta-
hemoglobiinin (kuvio 19B) kaksisuuntaisten geelielektroforeesien vertailua.

Kuvio 20 esittdd niiden vaikutusten vertailua, joita puhdistetulla sian alfa-
hemoglobiinilla, beeta-hemoglobiinilla tai p-INPROL'illa on FDCP-MIX-
maarityksessa.

Kuvio 21 esittdd sian hemoglobiinin erottamista kaanteisfaasilla loivaa

eluointigradienttia kayttaen.

Seuraava yksityiskohtainen selitys esitetddan selventamaan kuvattua
keksintda. Vaikka tdma selitys toimii esimerkkina tasta keksinndsta, sen ei ole
katsottava rajoittavan tata keksintod millaan nimenomaisella tavalla ja kaikki
ne muunnelmat, jotka ovat ilmeisia tdman alan ammattikokemuksen
perusteella, katsotaan kuuluviksi tdméan keksinnon suojapiiriin.

Edullist lutust ksitviskohtai i

INPROL inhiboi palautuvalla tavalla kantasolujen jakautumista. Tarkemmin
sanottuna INPROL saa hematopoieettisten kantasolujen solunjakautumisen
inhiboitumaan valiaikaisesti. Siten taman selitysosan mukaista menetelmaa
voidaan kéayttda lievittamaan kemoterapian niitd haitallisia sivuvaikutuksia,
jotka kohdistuvat potilaan hematopoieettiseen jarjestelmaan, myeloidiseen
jarjestelm&an ja immunologiseen jarjestelmian silla perusteella, ettd se
suojaa kantasoluja sydpasolujen tai virusten infektoimien solujen tuhoamiseen
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kaytettyjen kemoterapeuttisten aineiden tai sateilytyksen aiheuttamalta
vauriolta. Taman selitysosan yhdessd sovellutusmuodossa INPROL'ia
annetaan potilaalle maara, joka on riittdvd inhiboimaan kantasolujen
jakautumisen samalla kun kemoterapeuttinen aine vaikuttaa sairastuneisiin

soluihin. Kun kemoterapeuttinen aine on suorittanut tehtavéansa, INPROL'in

inhiboimat kantasolut muuttuvat ilman jatkokasittelyd takaisin jakautuviksi
soluiksi. Jos hematopoieesin uudistumista on haluttua tehostaa, voidaan
liséksi kayttaa stimuloivia kasvutekijoita tai sytokiineja.

Tassa selitysosassa termi "INPROL" siséltdd esimerkeissé esitetylld tavalla
puhdistetut nisékkaiden proteiinit, hemoglobiinin, hemoglobiinin alfaketjun
(hemiryhman kanssa ja ilman tata), hemoglobiinin beetaketjun (hemiryhman
kanssa tai ilman tata), alfa- ja beetaketjujen seokset (hemiryhman kanssa tai
ilman tatd) ja naiden proteiinien fragmentit tai analogit, mukaan lukien alkion,
sikion tai aikuisen yksilon muodot (esimerkiksi alfa-, beeta-, gamma-, delta-,
epsilon- tai zeta-ketjut joko yksindan tai seoksina, dimeereina tai
multimeereina joko hemiryhman kanssa tai ilman tatd), jotka kykenevat
inhiboimaan kantasolujen lisdéntymistd. Termi "INPROL" sisdltadd naiden
proteiinien luonnossa esiintyvat muodot sekd muodot, joita ei esiinny
luonnossa (esimerkiksi yhdistelm&-DNA-menetelmilld muodostetut muodot).

Tyypillisessa kliinisess4 tapauksessa INPROL'ia annetaan potilaalle kayttien
paivittistd annostusohjelmaa, jossa tatd injektoidaan tai infusoidaan
suonensisaisesti kerta-annosmuodossa kayttden esimerkiksi 0,01 - 100 mg/kg
ja edullisesti 0,1 - 1,0 mg/kg INPROL'ia annettuna esimerkiksi 4 - 60 tuntia
ennen tavallista kemoterapeuttista hoitoa tai sadehoitoa.

Vield yhdess& tamén selitysosan sovellutusmuodossa INPROL'ia kéyttéen
suoritettu esihoito antaa mahdollisuuden lisatd kemoterapeuttisten aineiden
annoksia tai sateilyannoksia potilaiden normaalisti sietdmid annoksia
suuremmiksi.

Suuri osa hematopoieettisista kantasoluista on tavallisesti lepotilassa
(muodossa, jossa solukierto ei ole kaynnistynyt). Solukierto kaynnistyy
kuitenkin ~ suurehkossa osassa kantasoluista kemoterapian jalkeen
kompensoivana vasteena kemoterapian aikaansaamalle hematopoieettiselle
vauriolle, mik&d tekee ne erityisen herkiksi mydhemmin annettaville
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sytotoksisten kemo{erapeuttisten aineiden annoksille tai sadehoidolle. Sen
perusteella, ettd INPROL-hoito inhiboi tallaisten kantasolujen solukiertoa, on
tallaisen hoidon jalkeen mahdollista antaa aikaisemmin tai useammin syto-
toksisten kemoterapeuttisten aineiden annoksia joko tavanomaisina
annoksina tai annoksia suurentaen,

Yhdessa tdaman selitysosan sovellutusmuodossa annetaan INPROL'ia (0,1 mg
- 6mg - edullisesti 1,0 - 60 mg) noin 24 tuntia - 10 paivaa ensimmaisen
kemoterapia-annoksen jalkeen. Viela yhden 4 - 60 tunnin pituisen aikavalin
jalkeen, edullisesti 24 - 48 tunnin jalkeen, kaytetdan toista kemoterapeuttista
annosta. Tata syklia, jossa kemoterapiaa ja INPROL'ia kaytetdan vuorotelien,
jatketaan siitd saadun terapeuttisen hyddyn mukaisesti. Annosteltavaksi
tarkoitetut kemoterapeuttiset aineet ja toimenpiteet valitaan sen perusteella,
kuinka ne sopivat tietyn tyyppisiin tuumoreihin tavanomaisen Kliinisessa
hoitokéytédnndsséa vallitsevan kaytannén mukaisesti. Kemoterapian tai séade-

hoidon jalkeen kaytetdan mahdollisesti hematopoieettisen toiminnan uudistu-

misen edistamiseksi stimuloivia kasvutekijoita, kuten G-CSF:a3 ja
kantasolutekijaa.

Ex vivo -olosuhteissa suoritettavia sovellutuksia varten kaytetaan 0,1 -
100 ng/10° solua millilitrassa, ja edullisesti 20 - 50 ng/10° solua millilitrassa.

Vield yhdessa tdmaén selitysosan sovellutusmuodossa INPROL'ia kaytetasn
menetelméssa, joka on tarkoitettu autologisten hematopoieettisten solujen
esikasittelyyn siirtoa varten. Hematopoieettisia soluja kasitellaan ex vivo
-olosuhteissa tehokkaalla maaralla INPROL'ia kantasolujen jakautumisen
inhiboimiseksi ja ndistd puhdistetaan tdman jalkeen sydpasolut kasittelemalla
luuydinvilielmid tehokkaalla maaralla kemoterapeuttista ainetta tai
sadettamalla niita. Edullisia ovat kemoterapeuttiset aineet, jotka ovat spesifisia
solukierrossa oleville soluille. Talla tavoin kasitelty luuydin injektoidaan
takaisin autologiseen luovuttajaan. Potilasta kdsitellaign mahdollisesti aineella,
jonka tiedetdan stimuloivan hematopoieesia, hematopoieettisen jérjestelman
uudistamiseksi potilaaseen.

Vield yhdessa taman selitysosan sovellutusmuodossa INPROL'ia kaytetaan
tukihoitona leukemian hoidossa. Esimerkiksi sairaustiloissa, joissa leukemiset
solut eivat reagoi INPROL'iin, kasitelladn leukemisia hematopoieettisia soluja
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ex vivo -olosuhteissa INPROL'Illa. INPROL'in antaminen estd3 normaalien
kantasolujen lisdantymisen. Normaali kantasolupopulaatio on siten suojattu

vaurioitumiselta  kasiteltdessd lisdantyvid leukemiasoluja  solusyklille
spesifisella sytotoksella aineella. Liséksi viljelmiin lisdtaan stimuloivaa

sytokiinia, kuten IL-3:a tai GM-CSF:4a, solukierron aikaansaamiseksi
leukemisissa soluissa laidkeainehoidon tai sddehoidon aikana samalla kun

normaalit kantasolut suojataan INPROL'illa. Potilasta k&sitellddn leukemisten
solujen tuhoamiseksi kemoterapeuttisilla aineilla tai sadehoidolla ja
puhdistettu luuydin siirretaan takaisin potilaaseen hematopoieettisen
jarjestelman uudistumisen aikaansaamiseksi.

Samalla tavoin viela yhdessé tdman selitysosan sovellutusmuodossa, joka on
tarkoitettu vakavan verisolujen tai lymfosyyttien virusinfektion, kuten HIV-
infektion, saaneiden potilaiden hoitamiseksi, hematopoieettisia soluja kasitel-
l&4&n ex vivo -olosuhteissa INPROL'illa, minka jalkeen niitd kasitellaan
antiviraalisilla aineilla, infektoituneita soluja tuhoavilla la3keaineilla tai vasta-
aineisiin perustuvilla jarjestelmilld infektoituneiden solujen poistamiseksi.
Myeloablatiivisten antiviraalisten tai myeloablatiivisten kemoterapeuttisten
toimenpiteiden jalkeen, jotka suoritetaan viruksen isantasolujen poistamiseksi
taydellisesti potilaasta, palautetaan INPROL'illa kasitellyt luuydinsolut takaisin
potilaaseen.

Viela yhdess3 taman selitysosan sovellutusmuodossa INPROL'a kaytetdsn
kantasolujen liikalisdantymiseen liittyvien sairauksien hoitamiseen. Esimerkiksi
psoriaasi on ihon epiteelisolujen likalisaantymisen aiheuttama sairaus ja sité
hoidetaan joskus sytotoksisilla l1adkeaineilla. Muita esineoplastisia vaurioita,
joihin liittyy kantasolujen lisaantymista, on myés mahdollista hoitaa tehokkailla
maarilla INPROL'ia, jota kdytetdan kantasolujen lisdantymisen inhiboimiseen
kokonaan tai osittain. Naiden kayttdmuotojen kyseessi ollessa kaytetdan
vaihtoehtona INPROL'in antamiselle parenteraalisesti sita sisaltavia paikallis-
koostumuksia tai |adkeainetta transdermaalisesti vapauttavia koostumuksia
(esimerkiksi voiteita, vesia, geeleja tai laastareita) sen mukaan, millainen
kayttbtapa on asiaankuuluvaa. Useimmissa leukemiatapauksissa ovat
leukemian esiastesolut erilaistuneita solupopulaatioita, joihin INPROL ei
vaikuta ja joita téstd syystd hoidetaan menetelmilla, kuten edelld kuvatuilla
menetelmilla, joissa k&ytetdan INPROL'ia. Niissd tapauksissa, joissa
leukemian esiastesolut ovat hyvin alkeellisia ja suoraan herkkia INPROL'n
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aikaansaamalle inhibitiolle, rajoitetaan Ieukemiasdlujen Iisééhtymisté
antamaila tehokkaita méaria INPROL'ia.

INPROL-polypeptidejd vastaan suunnattuja vasta-aineita, jotka ovat joko
monoklonaalisia tai polyklonaalisia, kehitetaan tavanomaisin menetelmin.
Nama vasta-aineet tai INPROL-polypeptidit, varustetaan monentyyppisilla
talla alalla tunnetuilla havaittavilla leimoilla. Leimalla varustettua INPROL'ia tai
INPROL'ia vastaan suunnattuja vasta-aineita kaytetdan taman jalkeen kanta-
solujen markkereina kantasolujen tunnistamiseksi ja eristdmiseksi antamalla
néitéd potilaalle suoraan diagnostisia tarkoituksia varten. Naitd leimalla
varustettuja polypeptideja tai vasta-aineita kaytetdan vaihtoehtoisesti ex vivo
-olosuhteissa kantasolujen tunnistamiseksi hematopoieettisten solujen
preparaatista, jotta ndméa kyettaisiin poistamaan ennen neoplastisten solujen
puhdistamista luuytimestd. Samalla tavoin tallaisia leimalla varustettuja
polypeptidejd tai vasta-aineita kaytetddn epiteelisolujen tai muiden
kantasolujen eristdmiseen ja tunnistamiseen. Liséksi naitd vasta-aineita, jotka
ovat joko leimalla varustettuja tai varustamattomia, kaytetdan terapeuttisesti
sen vélitykselld, ettd ne neutroloivat INPROL'in aktiivisuutta, tai diagnostisesti
sen valityksella, etta niilld havaitaan verenkierrossa kiertdvan INPROL'in pitoi-
suuksia.

INPROL voidaan kloonata ihmisen geeni- tai cDNA-kirjastoista yhdistelma-

humaani-INPROL'in  ilmentdmiseksi tavanomaisia menetelmia kayttaen,
Esimerkiksi puhdistetusta proteiinista saatua sekvenssi-informaatiota kéyttaen
konstruoidaan oligonukleotidikoettimia, jotka voidaan varustaa leimalla, esi-
merkiksi 32-fosforilla, ja niitd kéytetaan sopivan cDNA-kirjaston (esimerkiksi
luuytimestd peraisin olevan kirjaston) seulontaan. Vaihtoehtoisesti INPROL'ia
koodaavia cDNA-molekyylejd seulotaan esiin sopivasta materiaalildhteesta
(esimerkiksi luuytimestd) perdisin olevasta ilmentamiskirjastosta kayttien
vasta-ainetta tai kéyttden sopivaa toiminnallista maaritysta (esimerkiksi
esimerkissa 2 kuvattua méaaritysta). Itse hemoglobiinia seké yksittaisia alfa- ja
beeta-ketjuja on kloonattu ja ilmennetty kayttden tekniikan tason mukaisia
menetelmia [n&itd on kasitelty julkaisuissa Pagnier, et al., Rev. Fr. Transfus.
Hemobiol. 35 (1992) 407 - 15; Looker, et al., Nature 356 (1992) 258 - 60;
Methods in Enzymolocy 231 (1994)]. Kukin naista artikkeleista on liitetty téhan
selitysosaan siihen oikeuttavien saannésten nojalla.
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Tama selitysosa sisaltdd DNA-sekvensseja, joihin on liitetty: kodoneja, jotka
"ovat muihin nahden etusijalla” niiden ilmentdmiseksi valituissa ei-
nisdkasisannissa: joissa on kaytetty kohtia, joista sekvenssit kyetéén
pilkkomaan restriktioendonukleaasientsyymeilld; ja joissa on kaytetty muita
aloitus-, lopetus- tai vali-DNA-sekvensseja, jotka edistavat vaikeuksitta
iimennettavien vektorien konstruointia tai hemoglobiinin alfa-, beeta-, gamma-,
delta-, epsilon- ja/tai zeta-ketjun tuottamista tai puhdistusta.

Tastd selitysosasta saadaan myds kayttéon DNA-sekvenssejd, jotka
koodaavat hemoglobiinin alfa-, beeta-, gamma-, delta-, epsilon- tai zeta-
ketjujen polypeptidianalogeja tai johdannaisia, jotka poikkeavat luonnossa
esiintyvistd muodoista yhden tai useamman aminohapporyhmén identiteetin
tai sijainnin kyseessa ollessa (toisin sanoen deleetioanalogit, joissa ei esiinny
kaikkia mainittuja ryhmi&; substituutioanalogit, joissa yksi tai useampi
mainituista ryhmistd on korvattu muilla ryhmilld; ja additioanalogit, joissa
polypeptidin terminaaliseen osaan tai keskiosaan on lisatty yksi tai useampia
aminohapporyhmid) ja joiden yhteisend piirteend on luonnossa esiintyvien
muotojen jokin ominaisuus tai niiden kaikki ominaisuudet.

Edullisessa sovellutusmuodossa INPROL on periman tai cDNA:n
kloonauksen tai geenien synteesin avulla saatujen ulkopuolisten DNA-
sekvenssien ilmentamistuote, jota on ilmennetty prokaryoottisessa tai
eukaryoottisessa isdnndssa (esimerkiksi viljellyissd bakteerisoluissa,
hiivasoluissa, korkeammissa kasvisoluissa, hyonteissoluissa ja nisékas-
soluissa). Taméa merkitsee sita, ettd edullisessa sovellutusmuodossa INPROL
on "yhdistelma-INPROL". Tyypillisessa hiivaisantasoluissa (esimerkiksi
Saccharomyces cerevisiae -soluissa) tai prokaryootti-isédntasoluissa (esi-
merkiksi E. coli -soluissa) suoritetun ilmentédmisen tuotteen yhteydessa ei
esiinny mitdan nisékkaiden proteiineja. Selkarankaissoluissa [esimerkiksi ei-
humaani-nisékassoluissa (esimerkiksi COS- tai CHO-soluissa) ja lintujen
soluissa] suoritetun ilmentamisen tuotteiden yhteydessa ei esiinny mitaan
humaaniproteiineja. Kaytetyn isdnnédn mukaan voivat tdman selitysosan
mukaiset polypeptidit olla glykosyloituneita tai ei-glykosyloituneita. TAman
selitysosan mukaiset polypeptidit sisaltavat myés mahdollisesti ensimmaisena
aminohapporyhména metioniinin (asemassa -1).

Tama selitysosa kattaa myés muut tuotteet, kuten hemoglobiinin alfa-, beeta-,
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gamma-, delta-, epsilon- ja/tai zeta-ketjun polypeptidianalogit. N&ita analogeja
ovat hemoglobiinin alfa-, beeta-, gamma-, delta-, epsilon- ja/tai zeta-ketjun
fragmentit. Tunnettujen menetelmien mukaisesti on mahdollista suunnitella ja
valmistaa vaikeuksitta geeneja, jotka koodaavat mikrobeissa ilmentamiseen
tarkoitettuja polypeptideja, joiden primaariset sekvenssit ovat sellaisia, etta ne
eroavat tdssa selitysosassa kuvatuista sekvensseistd yhden tai useamman
ryhman identiteetin tai sijainnin osalta (esimerkiksi substituutiot, terminaaliset
ja paiden valiin tehdyt lisdykset ja deleetiot). Vaihtoehtoisesti voidaan cDNA:ta
ja periman geeneja muuttaa vaikeuksitta tunnetuilla
kohdemutageneesimenetelmillé ja naitd voidaan kayttda hemoglobiinin alfa-,
beeta-, gamma-, delta-, epsilon- tai zeta-ketjujen analogien ja johdannaisten
valmistamiseen. Téllaisille tuotteille on yhteisend piirteend vahintdan yksi
INPROL'in biologisista ominaisuuksista mutta ne voivat poiketa tastd muissa
suhteissa. Esimerkkeind on mainittava, ettd tdman selitysosan mukaiset
tuotteet sisaltavat alfa-, beeta-, gamma-, delta-, epsilon- tai zeta-ketjuja, joita
on typistetty kéyttdmalla esimerkiksi deleetioita; tai ketjuja, jotka kestavat
tavallista paremmin hydrolysoitumista (ja tasta syysta niiden vaikutukset voivat
olla voimakkaampia tai pitkékestoisempia kuin luonnossa esiintyvien ketjujen);
tai joita on muutettu yhden tai useamman mahdollisen O-
glykosyloitumiskohdan ja/tai N-glykosyloitumiskohdan poistamiseksi tai
lisdamiseksi tai joista on poistettu yksi tai useampi kysteiiniryhma tai niiden
tilalla on kaytetty esimerkiksi alaniini- tai seriiniyhmia ja ne ovat helpommin
eristettavissa aktiivisessa muodossa mikrobijarjestelmista; tai joissa yksi tai
useampi tyrosiiniryhmd@ on korvattu fenyylialaniinilla ja jotka sitoutuvat
suhteellisen helposti vaikutuskohteena oleviin proteiineihin tai kohdesolujen
pinnalla oleviin reseptoreihin. Tassad selitysosassa ajatellaan myos kaytet-
tavaksi polypeptidifragmentteja, joissa toistuu ainoastaan osa alfa-, beeta-,
gamma-, delta-, epsilon- tai zeta-ketjujen yhtdjaksoisesta
aminohapposekvenssistd tai sekundaarisista konformaatioista, joissa
fragmenteissa voi esiintyd yksi INPROL'In ominaisuus (esimerkiksi
sitoutuminen reseptoriin) eikd muita (esimerkiksi kantasoluja inhiboivaa
aktiivisuutta). On merkillepantavaa, ettd aktiivisuus ei ole valttamaténta sille,
etta mikdan yksi tai useampi tdman keksinnén mukainen tuote olisi
kayttokelpoinen terapeuttisesti (t&td kysymystd on kasitelty julkaisussa
Weiland, et al., Blut 44 (1982) 173 - 5. tai kayttokelpoinen muissa yhteyksissa,
kuten maarityksissd, joilla selvitetdan inhibitorisen tekijan antagonistisuutta.
Kompetitiiviset antagonistit ovat kaytttkelpoisia niisséd tapauksissa, joissa
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kantasolujen inhibiittoreja tai sen reseptoria muodostuu liikaa.

Proteiinisekvenssista voidaan lisaksi syntetoida kemiallisesti vakiomenetelmin
peptideja, joissa on jaljelld biologista akfiivisuutta. Tastd selitysosasta
saadaan myods kayttoon sekvenssejd, jotka koodaavat hemoglobiinin alfa-,
beeta-, gamma-, delta-, epsilon- tai zeta-ketjun peptidianalogeja tai johdan-

naisia, jotka poikkeavat luonnossa esiintyvistd muodoista yhden tai
useamman aminohapporyhman identiteetin tai sijainnin suhteen (esimerkiksi

deleetioanalogit, jotka eivat sisélla kaikkia mainittuja ryhmié; substituutioana-
logit, joissa yhden tai useamman mainitun ryhman tilalla kaytetdan muita
ryhmia, jotka joko esiintyvét luonnossa tai ovat télla alalla tunnettuja muita
analogeja, kuten D-aminohappoja; ja additioanalogeja, joissa yhta tai
useampaa aminohapporyhmistd on modifioitu kemiallisesti sen stabiilisuuden
lisddmiseksi, liukoisuuden lisaamiseksi ja/tai proteolyysin keston lisddmiseksi)
ja joille on yhteisend piirteend jokin luonnossa esiintyvien muotojen
ominaisuuksista tai nAma kaikki ominaisuudet.

Peptidisekvensseja, kuten edelld kuvattuja sekvenssejd, voidaan tunnistaa
usein erilaisin keinoin. Vertaamalla maarityksessd aktiivisen natiivin
hemoglobiinin kolmiulotteisia rakenteita (esimerkiksi alfa-ketjua) rakenteeltaan
naitd muistuttaviin proteiineihin, jotka ovat inaktiivisia (esimerkiksi myoglobii-
niin), voidaan tunnistaa alueita, joiden konformaatiot poikkeavat néista kolmi-
ulotteisessa avaruudessa ja jotka tasta syystd ovat ehdolla olevia alueita
aktiivisia peptideja varten. Toisessa lahestymistavassa kaytetadn hyvéksi
valikoivaa proteolyysia, jossa proteolyyttisia entsyymeja kaytetdan hemo-
globiiniketjujen rajoitettuun pilkkomiseen, misté syntyy peptideja, jotka voidaan
erottaa esimerkiksi k&anteisfaasi-HPLC:lla ja joista tdméan jalkeen voidaan
suorittaa kantasolujen inhibitiomaaritys. Peptideja voidaan myds maarittaa
syntetoimalla niita kemiallisesti (esimerkiksi kiintean faasin synteesilld);
voidaan valmistaa vaikeuksitta sarja limittaisia peptideja (esimerkiksi 15-mee-
rejd), jotka kattavat tutkittavan hemoglobiinisekvenssin (esimerkiksi alfa-
ketjun, ja ndmé& voidaan tutkia kantasolumaarityksissd. Voidaan valmistaa
kombinatoriaalisia kirjastoja, joissa suoritetaan useita kemiallisia synteeseja ja
joissa valituista aminohappoasemista tehdaan muuttuvia, mistd saadaan
suuria maéaria peptidianalogeja seulontaa varten [esimerkiksi Dooley, et al.,
Peptide Research 8 (1995) 124 - 137]. Vaihtoehtoisesti voidaan kayttaa
yhdisteima-DNA-menetelmia. Kohdemutageneesia voidaan kayttaa sellaisten
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kriittisten  ryhmien tunnistamiseksi, jotka ovat valttimattdmia tietyn
nimenomaisen hemoglobiiniketjun aktiivisuudelle. Ketjussa (esimerkiksi alfa-
ketjussa), jonka tiedetdan olevan aktiivinen kantasolun inhibiittorina, voidaan
niiden alueiden tilalla, joiden tiedetdan olevan aktiivisia kantasolun
inhibiittorina, kayttda alueita, jotka ovat perdisin tatd ketjua muistuttavasta
mutta inaktiivisesta proteiinista (esimerkiksi myoglobiinista) ja naitd voidaan
tutkia kantasolumaarityksissd, minka avulla on mahdollista tunnistaa
aktiivisuudelle valttamattomat alueet. Téllaisia tunnistettuja alueita voidaan

iimentdd peptideind ja niistd voidaan tutkia aktiivisuus kantasolujen B

solukiertoon perustuvissa maarityksissa.

Muista lajeista perdisin olevien INPROL'in homologisia tai analogisia
muunnelmia  kaytetddn  useissa  erilaisissa  elainldaketieteellisissa
kayttbmuodoissa, jotka muistuttavat téssa selitysosassa edella kuvattuja
terapeuttisia sovellutusmuotoja.

INPROL vaikuttaa solukierrossa oleviin kantasoluihin muuttamalla ne
"lepo"tilaan, jossa ne eivat jakaudu. Kun lepotilassa olevat solut halutaan
stimuloida kaynnistamaan jakautumisen, esimerkiksi sen jalkeen kun potilasta
on késitelty kemoterapeuttisilla aineilla tai séadehoidolla, annetaan potilaalle
pesakestimulaatiotekijoita ja muita hematopoieesia stimuloivia aineita.
Esimerkkeja naista tekijoistd ovat mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta syto-
kiinit, kuten IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14
tai erytropoietiini.

INPROL-polypeptideja tai aktiivisia fragmentteja, joissa on kantasoluja
inhiboivaa  akfiivisuutta, puhdistetaan tai syntetoidaan kayttamalla
tavanomaisia kemiallisia menetelmia yhdistettyn&d asiaankuuluviin biologisiin
maé&rityksiin, jotka on tarkoitettu kantasoluja inhiboivan aktiivisuuden havait-
semiseksi, ja joista esimerkkeja on esitetty alla kuvattavissa suoritusohjeissa.

Taman selitysosan yhdessa sovellutusmuodossa kaytetdan terapeuttisesti
tehokasta mééraa INPROL-proteiinia tai taman terapeuttisesti tehokasta
fragmenttia yhdistettyna farmaseuttisesti hyvaksyttavaan kantaja-aineeseen.
Tatad INPROL-koostumusta annetaan tavallisesti injektoimalla tai infusoimalla
parenteraalisesti. Kayttéon valitaan saavutettavan terapeuttisen vaikutuksen
mukaan annostelutieksi ihonalainen, suonensisiinen tai lihaksensisdinen
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injektio.

Annosteltaessa taman selitysosan mukaisesti kaytettavaksi tarkoitettua
terapeuttista  koostumusta  systeemisesti, se on pyrogeenittoman
parenteraalisesti  hyvéksyttdvan  vesipitoisen  liuoksen = muodossa.
Farmaseuttisesti hyvaksyttavan steriilin proteiiniliuoksen, jossa on huolehdittu
oikeasta pH:sta, isotonisuudesta, pysyvyydesta, kantajaproteiinista ja muista
naitd vastaavista tekijoista, valmistaminen kuuluu alan ammattikokemuksen
piiriin.

Tassa selitysosassa  ajatellaan myds kaytettavaksi farmaseuttisia
koostumuksia, jotka siséltavat terapeuttisesti tehokkaita maaria taman
selitysosan mukaisia polypeptidituotteita yhdistettynd sopiviin INPROL-
hoidossa kayttékelpoisiin laimentimiin, sailyteaineisiin, solubilisointiaineisiin,
emulgaattoreihin, lisdaineisiin ja/tai kantaja-aineisiin. "Terapeuttisesti tehokas
maard" tarkoittaa tassa selitysosassa maaraa, joka tuottaa terapeuttisen
vaikutuksen tietyn sairauden ja tietyn hoito-ohjelman kyseessé ollessa. Naita
koostumuksia ovat nesteet, geelit, voiteet tai lyofilisoitu tai jollakin muulla
tavoin kuivattu formulaatio ja ne siséltavat laimentimia, jotka ovat ovat pH-
arvoltaan ja ionivahvuudeltaan sopivia ja jotka sisaltavat useita erilaisia
puskureita (esimerkiksi Tris-HCl:a4, asetaattia, fosfaattia), lisaaineita, kuten
albumiinia tai gelatiinia pintoihin tapahtuvan adsorboitumisen estamiseksi,
detergentteja (esimerkiksi Tween 20:t4, Tween 80:t3, Pluronic F68:aa, sappi-

happosuoloja), solubilisointiaineita, ~  (esimerkiksi glyserolia,
polyetyleeniglykolia), antioksidantteja (esimerkiksi  askorbiinihappoa,
natriummetavetysuffiittia), sailyteaineita (esimerkiksi timerosalia,

bentsyylialkoholia, parabenejd), tayteaineita tai tonisuutta muokkaavia aineita
(esimerkiksi laktoosia, mannitolia), proteiiniin  kovalenttisesti liitettyja
polymeereja, kuten polyetyleeniglykolia, metalli-ionien kanssa komplekseja
muodostavia yhdisteitd, tai joissa materiaali on liitetty polymeeriyhdisteista,
kuten polymaitohaposta, polyglykolihaposta, hydrogeeleista ja muista naita
vastaavista materiaaleista valmistettuihin partikkelimuotoisiin preparaatteihin
tai naiden pinnalle tai liposomeihin, niosomeihin, mikroemulsioihin, miselleihin,
unilamellaarisiin tai multilamellaarisiin vesikkeleihin, biologisesti hajotettavissa
oleviin injektiomikrokapseleihin tai mikrosfaareihin tai proteiinimatrikseihin,
erytrosyyttien  solukalvoihin, sferoplasteihin, iholaastareihin tai muihin
tunnettuihin ~ keinoihin, jotka on tarkoitettu farmaseuttisten aineiden
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vapauttamiseen tai pakkaamiseén.' Nama koostumukset vaikuttavat
INPROL'in fysikaaliseen tilaan, liukoisuuteen, pysyvyyteen,
vapautumisnopeuteen in vivo -olosuhteissa ja siihen nopeuteen, milld se
poistuu elimistdstd in vivo -olosuhteissa. Saadellysti tai jatkuvasti 1&d8keaineita
vapauttavia koostumuksia ovat formulaatio lipofiilisiin depot-valmisteisiin
(esimerkiksi rasvahapot, vahat, dljyt). Tassa selitysosassa ajatellaan myGos
kaytettdvaksi partikkelimuotoisia koostumuksia, jotka on péaallystetty
polymeereilla (esimerkiksi poloksameereilla tai poloksamiineilla) ja INPROL'ia,
joka on kytketty kudosspesifisia reseptoreja, ligandeja tai antigeeneja vastaan
suunnattuihin vasta-aineisiin tai joka on kytketty kudosspesifisten reseptorien
ligandeihin. Muissa tamén selitysosan mukaisissa sovellutusmuodoissa
kaytetddn suojapéillysteiden, proteaasien, inhiboivien tekijdiden tai
permeaatiota tehostavien yhdisteiden partikkelimuotoisia muotoja, jotka on
tarkoitettu kaytettavaksi useissa erilaisissa annosteluteissa, mukaan lukien
parenteraalisessa, pulmonaarisessa, nasaalisessa, paikallisessa (iholle tai
limakalvolle) ja oraalisessa annostelussa. Vield yhdessa sovellutusmuodossa
INPROL'ia siséltavaa koostumusta annetaan paikallisesti tai iholaastarin 1api.

Yhdessd sovellutusmuodossa tdmén selitysosan mukaiset koostumukset
pakataan kerta-annosmuodossa steriileihin pulloihin tai ampulieihin.

Tdméa selitysosa kasittdd myds koostumukset, jotka sisdltavat yhta tai
useampia muita tekijoitd, kuten kemoterapeuttisia aineita (esimerkiksi 5-
fluoriurasiilia  (5FU), sytosiiniarabinosidia, syklofosfamidia, sisplatiinia,
karboplatiinia, doksirubisiinia, etoposidia, taksolia, alkyloivia aineita,
antiviraalisia aineita (esimerkiksi AZT:ta, asikloviiria), TNF:43, sytokiineja .
(esimerkiksi interleukiineja), solujen lisdantymistd estavid ladkeaineita,
antimetaboliitteja ja DNA-metaboliaa estévia laakeaineita.

Potilasta hoitava ladkari maaraa hoito-ohjelman mukaisesta annostuksesta
menetelmassa, jolla on tarkoitus hoitaa sytotoksisille aineille altistettavaa
potilasta tai jota kaytetdadn kantasolujen liikalisazntymisen hoitoon, harkiten
laakeaineiden vaikutusta modifioivia useita erilaisia tekijoitd: esimerkiksi
potilaan kuntoa, ruumiinpainoa, sukupuolta ja ruokavaliota, minka tahansa
infektion vakavuutta, annostelun ajankohtaa ja muita kliinisié tekijoita.

Sen jalkeen kun potilaan altistuminen sytotoksiselle aineelle tai sateilylle on
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tapahtunut, kaytetddn tdman selitysosan mukaisessa hoitomenetelmass3
mahdollisesti menettelyd, jossa potilaalle annetaan yhta tai useampaa
lymfokiinid, pesakestimulaatiotekijéita tai muita sytokiineja, hematopoietiineja,
interleukiineja tai kasvutekijditd, joiden tarkoituksena on stimuloida
kantasolujen (ja niiden jalkeldisten) kasvua ja solunjakautumista, jotka
edeltdvd INPROL-kasittely on inhiboinut. Naitd terapeuttisia aineita, jotka
edistavat hematopoieesia, ovat IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, Meg-CSF,
M-CSF (CSF-1), GM-CSF, G-CSF tai erytropoietiini. Ndaiden aineiden
annokset valitaan sen tiedon mukaan, mika niiden kéaytosta Kliinisissa
kokeissa, joilla on ollut tarkoituksena selvittda niiden tehokkuus hematopoieet-
tisen jarjestelmadn uudistumisen edistimisessd kemoterapian tai

hematopoieettisten kantasolujen siirron jalkeen. Nama annokset siadetdan -

suuruudeltaan sellaisiksi, ettd ne kompensoivat potilaan fyysisen kunnon
vaihteluja ja kompensoivat kemoterapeuttisen aineen tai potilaan saaman
sateilyn maaraa ja tyyppia. Sitd, miten INPROL'in antamisesta johtuvan -
kantasolujen inhibition k&antyminen painvastaiseen suuntaan etenee hoitoa
saaneessa potilaassa, seurataan tavanomaisin menetelmin.

Leukemian hoidossa on hyddyllistd annostella sek& INPROL'ia, jota kaytetaén
normaalien kantasolujen solukierron inhiboimiseksi, etta leukemisten solujen
kasvua stimuloivaa tekijad, kuten IL-3:a tai GM-CSF:aa, yhtd aikaa
sytotoksiseen ladkeaineeseen perustuvan hoidon tai sadehoidon kanssa.
Tatd menettelytapaa kayttden on mahdollista saavuttaa suurimmat erot
normaalien ja leukemisten solujen solukierron tilojen ja l1&akeaineherkkyyksien
kesken. -

nhibition A

Kantasolujen Iiséiéntymisen havaitsemiseksi madritettiin CFU-S-yksikkdjen
maara solukierron S-vaiheessa kayttamalla °H-tymidiinin  perustuvaa
“itsetuho"-menetelmaa [Becker, et al., Blood 26 (1965) 296 - 308].

Epékypséat hematopoieettiset esiastesolut - pernassa pesékkeitd muodostavat
yksikét (CFU-S), voidaan havaita in vivo -olosuhteissa sen perusteella, ettd ne
muodostavat makroskooppisia pesakkeitd tappavan sateilyannoksen
saaneiden hiirten pernoissa 8- 12 paivda hematopoieettisten solujen
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suonensisdisen injéktion jalkeen (Till & McCulloch, 1961).

Tavalliseen CFU-S-lisdantymismaaritykseen kaytetadn tavallisesti 3H-
tymidiiniin perustuvaa "itsetuho"menetelmaa (Becker, et al., 1965). Mene-
telma perustuu radioaktiivisella leimalla varustetun tymidiinin (*H-tymidiinin),
joka on DNA-prekursori, keraantymiseen soluihin DNA-synteesin aikana.
Voimakas radioaktiivisuus tuhoaa ne CFU-S-yksikét, jotka tutkittaessa ovat
solukierron S-vaiheessa, eivdtkd nama kykene tastd syystd muodostamaan
pesakkeita pernassa. Siten ilman *H-tymidiinia inkuboidun solunaytteen ja *H-
tymidiinin kanssa inkuboitujen samojen solujen injektoimisen vaikutuksesta
syntyneiden  CFU-S-yksikdiden  lukumdaarien  valinen ero  esittda
lisdantymiskykyisten CFU-S-yksikdiden osuutta alkuperaisessa naytteessa.

Inhibiittorin tutkimusta ei voida suorittaa stimuloimattomista eldimista peréisin
olevalla luuytimen kantasolupopulaatiolla, sik&li kuin inhibiittori vaikuttaa
ainoastaan CFU-S-yksikoihin, joissa solukierto on kaynnissd ja jotka
muodostavat niinkin pienen maarédn kuin 7- 10 % normaalien hiirten
luuytimen CFU-S-yksikdiden kokonaispopulaatiosta.

CFU-S-yksikoiden lisédéntymisen stimuloimiseksi kaytettiin fenyylihydratsiinia
(PHZ) tai subletaalista sateilytysta.

Tassad  selitysosassa on  kehitetty testosteronipropionaatin  (TSP)
kayttomenetelma, joka perustuu taman CFU-S-yksikdiden solukiertoa
stimuloivaan vaikutukseen [Byron, et al., Nature 228 (1970) 1204], joka
yksinkertaisti tutkimusta eikd saanut aikaan mitadn sivuvaikutuksia. TSP
indusoi CFU-S-yksikdiden lisaantymisen stimuloitumisen 20 - 24 tuntia injek-
tion jalkeen ja vaikutus voitiin havaita vahintaan 7 paivan ajan.

Menetelma, jota kaytettiin fraktioiden seulontaan inhibiittorin puhdistuksen
aikana, oli seuraava:

Hiiret: kaikkiin tutkimuksiin kaytettiin BDF1- tai CBF 1-hiirikantoja.
Luovuttajina kéytettyja hiiria kasiteltin TSP:lla, jonka annos oli 10 mg/100 g,

injektoimalla tata intraperitoneaalisesti 0,2 mi/hiiri, minka tarkoituksena oli
kaynnistaa S-vaihe 30 - 35 %:lla CFU-S-yksikoista.
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Luuydintd otetaan 24 tunnin kuluttua reisiluista solususpensiopreparaatin
valmistamiseksi. Taméan jalkeen eri kontrollifraktioiden ja tutkittavien
fraktioiden kanssa inkuboidaan 5 - 10 miljoonaa solua millilitrassa 3,5 tunnin
ajan 37 °C:ssa vesihauteessa siten, ettd kutakin ryhmaa kohti kaytetdan kahta
koeputkea (yksi kuumaa (radioaktiivista) naytetta varten ja yksi kylmaa (ei-
radioaktiivista naytetta varten)).

Kuhunkin kuumaan putkeen lisataan 3,5 tunnin  kuluttua >H-tymidiini3
(1 mCi/ml, ominaisaktiivisuus 18 - 25 Ci/mmol) 200 yl:n tilavuudessa kutakin
solususpension yhtd millilitraa kohti; kylmiin putkiin ei lisata mitaan.
Inkubointia jatketaan vield 30 minuuttia 37 °C:ssa.

Soluja tuhoava reaktio lopetetaan 30 minuutin inkuboinnin jalkeen lisaamalla
seokseen 10ml kylmaa (4 °C) mediumia, joka sisaltaa 400 pg/ml ei-
radioaktiivista tymidiinia. Solut pestaan huolellisesti (3 kertaa).

Solut suspendoidaan uudelleen ja ne laimennetaan injektioita varten 0,3 -
0,5 mi:n  tilavuuteen haluttuun solukonsentraatioon, tavallisesti 2- 4 x
10* solua hiirta kohti.

Vastaanottajina toimivia hiirid, (8- 10 elainta ryhmaa kohti) sateilytetéan
viimeistaan 6 tuntia ennen injektioita.

Vastaanottajina kaytetyt pernat kootaan talteen 9 - 12. paivina ja kiinnitetaan
Tellesnitskyn  liuoksessa;  pesdkkeet lasketaan  arvioimalla  ne
silméamaaraisesti. S-vaiheessa olevien solujen osuus lasketaan kayttamalla
kaavaa:

%S:a—b

x(100%)

jossa a -- CFU-S-yksikéiden lukumaara iiman *H-tymidiinia
jossa b -- CFU-S-yksikéiden lukumaara *H-tymidiinin kanssa

Taulukossa 1 esitetyt tutkimuskoetulokset INPROL'ista osoittavat, etta
solukierrossa olevat solut ovat INPROL'illa suoritetun kasittelyn jalkeen
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muuttuneet resistenteiksi >H-tymidiinin vaikutukselle. T#mé&n ja kaikkien :
muiden seuraavien esimerkkien kyseessa ollessa termi "pINPROL" tarkoittaa
sian luuytimestd perdisin olevaa puhdistettua proteiinia. Sama suojaus
havaitaan S-vaiheelle spesifisten sytotoksisten |&akeaineiden,
sytosiiniarabinosidin ja hydroksiurean, kyseessa ollessa (koetuloksia ei ole
esitetty). Jos késitellyt kantasolut pestdan tdman jalkeen kylmalla mediumilla,
joka siséltaa ei-radioaktiivista tymidiinia, lisdantyvat henkiinjadneet kantasolut
hiirten pernoissa ja muodostavat pesékkeita tavalliseen tapaan.

Taulukko 1

pINPROL'in inhiboiva  aktiivisuus  CFU-S-yksikdiden lisddntymiseen
inkuboitaessa niitd 4 tunnin ajan luuydinsolujen kanssa.

Ryhma “H-TdR +H-TdR *H-TdR:n tuhoa-
mien CFU-S-yk-
sikkéjen %-
maara

Ei inkubointia 22,2 +2,0* 13,7 £ 2,4* 38,3+1,7

4 tuntia mediu- | 18,7 + 3,0* 11,4 +1,3* 43,1+1,4

min kanssa

4 tuntia pIN- 21,2+2,3" 20,7 £2,6* 2,1+0,08

PROL'in kanssa

* CFU-S-yksikkajen masrd 2 x 10° solua kohti

inhibifiomAzit

Kayttden seuraavaa tutkimusjarjestelmaa [Lord, et al., teoksessa The
Inhibitors of Hematopoiesis pp. 227 - 239 (1987)] osoitettiin INPROL'in suora
vaikutus. Monen kehityslinjan tekijastd (IL-3) riippuvaista kantasolulinjaa,
FDCP-mix A4 (A4), kasvatettin IMDM-mediumissa, jota oli tAdydennetty 20-
%:isella hevosen seerumilla ja 10-%:isella mediumilla, jota oli kaytetty WEHI-
3-solujen kasvatukseen pesakkeiden muodostumista stimuloivan IL-3:n
l&hteeksi.
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Lisaantymisen madarittamiseksi kaytettiin tritioidun tymidiinin keraantymiseen
perustuvaa maaritysta: A4-soluja (5 x 10* 100 ul:ssa mediumia, joka sisalsi
20-% hevosen seerumia ja 50 % WEHI-3 CM:44) inkuboitiin 37 °C:ssa 5-
%:isessa COz:ssa 16 tunnin ajan.

Koe aloitettiin lisaamalla seokseen pINPROL'ié tai puhdistamatonta BME:ta

(fraktio IV). Kuhunkin ryhmaan lisattiin tritioitua tymidiinia ((*H-TdR), 3,7 KBq
50 pl:ssa radioaktiivisuuden ollessa 740 GBg/mmol) ja inkubointia jatkettiin
vield 3tuntia. Lisdantymistaso maaritettin kokoamalla solut talteen ja
maarittaen inhibitio-%, joka laskettiin kaavasta:

Inhibitio-% = s:pm_llmanJNERQL_la_cpm_lNEBQLJn_kanssa x(1oo %)
cpm ilman INPROL’ia

Kuviossa 6 on esitetty tritioidun tymidiinin (*H-TdR) keraantyminen FDCP mix-
Ad-soluihin, joita on kasvatettu normaalin luuydinuutteen tai kohoavien
pINPROL-annosten lasndollessa. Voidaan havaita, ettd puhdistettua
pINPROL'ia sisaltava koostumus on vahintdan 1000 kertaa aktiivisempaa kuin
lahtdmateriaali.

Késittelyn ajankohta (16 tuntia) on tarked tekija tehokkaan inhiboitumisen
aikaansaamiselle ja tam& osoittaa sen, ettd pINPROL vaikuttaa suoraan A4-
solulinjan kantasoluihin.

Tutkimukset, jotka koskivat in vivo -olosuhteissa injektoidun INPROL'in
vaikutusta, osoittivat, ettd INPROL voi estaa tehokkaasti CFU-S-yksikoiden
siira solukiertoon, mik& siten suojaa néita soluja jatkokasittelyn sytotoksisilta
vaikutuksilta, mikd osoittaa, ettd sitd on mahdollista kayttda Kkliiniseen
kayttoon.

Kokeessa kaytetyilla suoritusvaiheilla oli kaksi paamaaraa: tarkistaa
INPROL'in vaikutus CFU-S-yksikéihin injektoituna in vivo -olosuhteissa ja
maarittdd INPROL'in aktiivisuuden tehokas kesto suhteessa solukierrossa

PO
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oleviin kantasoluihin.

CFU-S-yksikdiden lisddntymisen stimuloimiseksi - kaytettiin
testosteronipropionaatin injektiota perustuen edella olevassa esimerkissa 1
mainittuun vaikutukseen.

BDF1-hiiriin  injektoitin 0. péaivana TSP:ta (10 mg/100 g); kuhunkin
kokeelliseen ryhmaan kuuluville hiirille (4 hiitd ryhmaa kohti) annettiin
24 tuntia myéhemmin yksi pINPROL-injektio, jonka annokset olivat 0 19, 5 g,
10 ug ja 15 ug/hiirii.p.

Hiiret lopetettin 24 tuntia INPROL-injektion antamisen jalkeen, ja
solukierrossa olevien CFU-S-yksikdiden osuus maaritettin esimerkissd 1
kuvatulla maaritykselld. TSP-injektio sai aikaan solukierron alkamisen noin
50 %:lla CFU-S-yksikoista verrattuna kasitteleméttdmissa hiirissa havaittuun
7 %iin. pINPROL kykeni jopa niinkin pienind annoksina kuin 2 pg/hiiri
inhiboimaan TSP:n indusoiman lisdantymisen normaalitasolle.

Vaikutuksen keston maarittdmiseksi yhteen ryhmaan hiiria (21 hiirtd ryhmaa
kohti) injektoitiin pelkdstdan TSP:td ja toiseen ryhmaan injektoitin seka
TSP:ta ettd pINPROL'ia (24 tuntia TSP:n jalkeen). Solukierrossa olevien CFU-
S-yksikdiden maard maaritettiin joka 24. tunti viikkon aikana ottamalla kolme
luovuttajaa kustakin ryhmasta ja maarittdmalla  hiirten  luuytimesta
solukierrossa olevien CFU-S-yksikdiden maara kayttamalla kuvattua
menetelmaa (ks. esimerkki 1). Kuviossa 7 esitetyt koetulokset osoittavat, etta
vaikkakin TSP:n vaikutus kesti vahintaan 7 paivaa, voi yksi INPROL-injektio
siirtdd CFU-S-yksikdt lepotilaan ja pitad ne poissa solukierrosta korkeintaan
48 - T72tunnin ajan. Koska suurimmalla osalla syopa ja leukemia-

kemoterapiaan kaytettavistd kemoterapeuttisista aineista on suhteellisen lyhyt

puoliintumisaika, tavallisesti 24 tuntia, ei INPROL'in vaikutus aikaansaatujen
koetulosten mukaisesti kesté pitempéaéan kuin se tehokas aika, jonka kuluessa
kemoterapeuttiset aineet, kuten sytosiiniarabinosidi ja hydroksiurea, ovat
aktiivisia in vivo -olosuhteissa. Vield tirkeampaa on se, etta sellaisten
kemoterapeuttisten hoitojen ja s&adehoitojen kyseessd ollessa, joissa
ensimmaisen (kantasoluja vaurioittamattoman) ja toisen (CFU-S-yksikkéja

- vaurioittavan) késittelyn valilla kaytetaan pitkahkoa aikaa (yli 24 tuntia ja alle

96 tuntia), pitaisi kemoterapeuttisen aineen tai sateilytyksen kahden kayttd-
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kerran valisens aikana yhden INPROL-injektiokerran olla riittava. Useiden
toistettavissa olevien sytotoksisen hoidon tai sadehoidon syklien kyseessa
ollessa voitaisiin INPROL'in vaikutuksen keston perusteella kayttdd samaa
strategiaa.

S5-fluoriurasiili (5-FU) -ld&keaine pienentdd silmiinpistavasti luuydin- ja
imutieosastoissa esiintyvien solujen lukumaarid. Sen arvellaan tavallisesti
olevan solusyklispesifinen ja sen toiminta kohdistuu nopeasti lisdantyviin
soluihin, koska tdmén nukleotidianalogin keraantyminen DNA:han solukierron

S-vaiheen aikana tai ennen tata johtaa solun kuolemaan. Yksi 5-FU-annos ei

vaikuta pitkalla aikavalillda hiirten luuytimen elossapysymiseen eika taman
immunohematopoieettisen jarjestelman uudistumiseen; osoitettiin kuitenkin
[Harrison, et al, Blood 78 (1991) 1237 - 1240, ettd pluripotenttiset
hematopoieettiset kantasolut (PHSC) herkistyvat toiselle 5-FU-annokselle
lyhyen noin 3 - 5 paivan mittaisen ajan kuluessa ensimmaisen annoksen jal-
keen. Talle voidaan tarjota selitys, jonka mukaan PHSC-solujen solukierto on
normaalisti niin hidas, ettd yksi 5-FU-annos j&& tehottomaksi ja
stimuloituminen nopeaan solukiertoon tapahtuu ensimmaisen 5-FU-kasittelyn
tuottamien stimulusten vaikutuksesta. Taméan selitysosan tekijat ovat
ehdottaneet, ettd INPROL palauttaa PHSC-solut tilaan, jossa solukierto on
hidas ja jossa ne ovat suojattuja toiselta 5-FU-kasittelylta.

Naiss& kokeissa kéytetyt hiiret olivat koiraspuolisia BDF1-hiirid. 5-FU:n
(Sigma) kantaliuos valmistettiin fysiologiseen suolaliuokseen konsentraatioon
10 pg/mi. Kullekin kasitellylle hiirelle annettiin hantalaskimon kautta 2 mg 5-
FU:ta kutakin 10 ruumiinpainogrammaa kohti kokeen 0. paivana; 24 tuntia
myS&hemmin hiiriin injektoitiin intraperitoneaalisesti pINPROL'ia (10 ug kutakin
100 ruumiinpainogrammaa kohti) ja toinen 5-FU-annos injektoitiin 3. paivana.
Suoritettiin - eloonjaadmistutkimus, jossa hiirten  kuolemista seurattiin
koeryhmassa (késittely pINPROL'illa) ja kontrollirynmassa, joissa kussakin oli
30 hiirta. Eloonjaamiskayrat on esitetty kuviossa 8.

3
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verrattuna

Taman kokeen tarkoitus oli verrata pINPROL-esi-inkuboinnin ja MIP-1g-esi-
inkuboinnin inhibitorisia vaikutuksia hiiren luuydinsoluihin in
vitro -olosuhteissa.

Kokeen suoritus oli seuraava:
In vivo: 6 - 15 viikon ikaisiin BDF1-hiiriin m;ektmdaan 200 mg/kg 5-FU:ta i.p.
48 tuntia ennen luuytimeen talteenottoa reisiluista.

In vitro: yhdistetyn yksisoluisen suspension solujen lukum#ara lasketaan ja 5 x
10° solua inkuboidaan yhteensa 2 ml:n tilavuudessa seosta, joka sisaltaa
pINPROL'ia tai MP-1¢:a tai josta naméa on jatetty pois seké 5 % hevosen
seerumia, IMDM-mediumia, joka sisaltdd mediumiin lisattya L-glutamiinia,
37 °C:ssa ja 5-%:isessa CO;y:ssa 4 tunnin ajan. Taman jalkeen solut pestaan
kaksi kertaa ja lasketaan uudelleen. Ne maljataan metyyliselluloosalle
lopullisissa olosuhteissa, jotka ovat:

0,8 % metyyliselluloosaa

25 % hevosen seerumia

20 ng/ml yhdistelma-muriini-IL-3:a
L-glutamiinia, lisattyna seokseen
5 x 10° solua millilitrassa
IMDM-mediumia

Maljoja inkuboitiin 11 padivaa 37 °C:ssa ja 5-%:isessa COz:ssa 100-%:isessa
kosteudessa. Yli 50 solua sisaltavat pesikkeet laskettiin.

Taulukko 2

Ryhmat Peséakkeiden % kontrollista
lukumaara

Kontrolli 31 100 %

pINPROL 21,25 68,5 %

MIP-1¢ 35,25 114 %
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In vitro -olosuhteissa  suoritettava maaritys, joka soveltuu hiiren
rekonstituoituvien kantasolujen ja varhaisten esiastesolujen maéaarittdémiseen,
on suuren lisdantymispotentiaalin  siséltdvien pesakkeiden (HPP-PFC)
madritys; muilla tatd muistuttavilla maarityksilla, esimerkiksi CFU-A:lla, CFU-
GM:lla, CFU-Ella ja CFU-GEMM:lla, havaitaan enenevissa maarin
rajoittuneempia esiastesolupopulaatioita [Moore, M., Blood 177 (1991) 2122 -
2128]. Tama esimerkki osoittaa, etta solujen esikasittely pINPROL'illa inhiboi
niiden lisdantymista, kun taas MIP-1¢ ei kykene tahan naissa koeolosuhteis-
sa.

BDF1-hiiria kasiteltiin 5-fluoriurasiililla (200 mg/kg i.p.) ja niiden luuytimesta
maadritettin HPP-CFC-yksikdiden lukumaarat. Solut pestiin sentrifugoimalla ja
niita inkuboitiin neljan tunnin ajan solutiheyksissa, jotka olivat 10° - 5 x 10%/ml,
mediumissa, johon ei oltu lisatty mitdan (kontrollit), joka sisélsi pINPROL'ia
(25 ng/ml) tai MIP-1¢:aa (200 ng/ml). Solut pestiin inkuboinnin jélkeen ja ne
maljattiin agarille (0,3 %), joka sisélsi 30 % FCS:43 ja yhdistettya solujen
kasvatukseen kaytettyd mediumia, joka oli perdisin 5637- ja WEHI-3B-
solulinjoista (7,5 % kutakin solujen viljelykseen kaytettyd mediumia Sharp, et
al.:n, 1991, suosittelemalla tavalla. Maljauskonsentraatio 60 mm:n maljoille oli
5 x 10* solua/ml. Pesakkeet laskettiin 14. paivéni ja tulokset on esitetty alla.

Taulukko 3
Ryhma HPP-CFU % kontrollista
Kontrolli 1556+1,2 1
pINPROL 8,3+0,7 53,5 %
MIP-1a 15,8 +0,9 101 %

Naiden tulosten mukaisesti MIP-1¢ ei estanyt kaikkein epakypsimpien
esiastesolujen lisdantymista silloin, kun sitd kaytettin ainoastaan esi-
inkubointiajan kuluessa. pINPROL inhiboi tehokkaasti lisdantymista naissa
olosuhteissa, mika viittaa perustavanlaatuisiin eroihin pINPROL'in ja MIP-1¢:n
valilla biologisen aktiivisuuden suhteen,

R A
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Luuytimen aplasia on syovan sadehoidon tarkein rajoittava toksisuuden
muoto. Tiettyjen kasvutekijdiden (esimerkiksi G-CSF, GM-CSF, erytropoietiini)
on osoitettu voivan nopeuttaa toipumista sateilyn aikaansaamasta luuytimen
aplasiasta. Ajatus suojan aikaansaamisesta kayttamalla kantasolujen
lisdantymisen inhibiittoria on poikkeava ja taydentava lahestymistapa
hematologisesta  vauriosta  selviytymiseen.  Aikaisemmin  kehitetyn

hoitomenetelman (esimerkit 3, 4) noudattamista varten luotiin hiirten letaalista -

sateilyttAmista koskeva malli. Talla alalla tiedetaan, etta hiiret, joille annetaan
9 Gy koboltti 60:tta, alkavat kuolla noin 10 - 14 paivan kuluttua; 30. paivaan
mennessa kuolevuus ldhestyy 50 %. Mallissamme kaytettiin tatd tappavaa
annosta jakamalla se kahteen perékkaiseen kasittelykertaan, joilla
kummallakin annettin 4,5 Gy ja annosten valilld pidettin 3 paivan vali.
Alustavat koetulokset osoittivat, ettd eloonjaamiskayra tassa mallissa muistutti
hyvin tarkasti 9 Gy:n annoksella suoritetun sateilytyksen tunnettua eloon-
jadmiskayraa; CFU-S-yksikdiden tutkimus osoitti lisaksi, etta lisdantyminen
kaynnistyy 35- 50 %:lla CFU-S-yksikdistd 24 tuntia  ensimmaisen
sateilytyksen jalkeen. Nama solut voivat saada suojan ennen toista annosta
annetun kantasolujen inhibiittorin vaikutuksesta.

Témén mahdollisuuden tutkimiseksi annettiin hiirille (50 hiirtd ryhméé kohti) 0.
paivana 4,5 Gy:ita. 24 tuntia mydhemmin yhdelle ryhmalle annettiin
pINPROL'ia (2 pg/hiiri i.p.) ja toiseen, kontrolliryhmaan, injektoitiin fysiologista
suolaliuosta. Toinen séateilyannos (4,5 Gy) annettiin 3. paivana.

Kuviossa 9 on esitetty, ettd eloonjagaminen lisaéntyy yhden pINPROL-
annoksen jalkeen. Mallin olosuhteet ovat kliinisesti relevantteja minké tahansa
syévan hoidon kyseessa ollessa, mukaan lukien niiden sydpien kyseessé
ollessa, joille luonteenomaisina ovat kiinteat tuumorit; tallaista hoitoa

kaytettaisiin  syopapotilaalla antamalla tehokas INPROL-annos kahden -

perakkaisen sateilyannoksen valilla, minka ansiosta sy6van hoitoon voidaan
kayttdd suurempia annoksia. Tatd hoitotapaa pitdisi myds olla mahdollista
laajentaa kemoterapeuttisiin aineisiin.

T R R N R
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Luuydinsiirto on ainoa tunnettu parantava hoitokeino useiden leukemioiden
(CML, AML ja muut naita vastaavat leukemiat) kyseessa ollessa. Autologisen
BMT:n sopeuttamisesta ex vivo -olosuhteissa infuusioon pitdisi saada
kayttéon normaalien kantasolujen potentiaalisia autologisia materiaaliléhteita,
joissa ei esiinny leukemista kontaminaatiota ja jotka kykenevét uudistamaan
vastaanottajan hematopoieettisen jarjestelman solupopulaatiota, minka avulla
on mahdollista kayttaa aggressiivista ja tehokasta hoitoa.

1. INPROL'in vaikutuksen tutkimiseen soveltuva pitk&aikaiseen luuytimen
" ] . . . .
gjﬁll i hdistul 'Id I A

Pitk&aikaisia luuydinviljelmid (LTBMC) perustettiin Toksoz, et al.'n [Blood 55
(1980) 931- 936] mukaisesti ja leukemiasolulinjaa L1210 ryhdyttiin
viljelemé&én samanaikaisesti LTBMC:n kanssa kahden viikon ajan. Normaalit
ja leukemiset esiastesolut kasvoivat samanaikaisesti naissa yhdistetyissa
LTBMC/L1210-viljelmissa, mika muistuttaa tilannetta leukemiapotilaan luu-
ytimessa. Normaalit pesékkeitd muodostavat CFU-yksikét kyettiin erottamaan
leukemisista CFU-yksikdista kasvattamalla niitd agarpesakkeina WEHI-3-so-
luista (IL-3:a tuottava solulinja) perdisin olevan solujen kasvatukseen kaytetyn
mediumin lasnéollessa tai tdméan puuttuessa. Normaaleille soluille tapahtuu
IL-3:n puuttuessa apoptoosi, kun taas leukemiasolut kykenevit sen puuttues-
sa muodostamaan pesékkeitd. LTBMC-L1210-koostumuksesta peraisin
olevasta solususpensiosta saadaan IL-3:n lasnaollessa 50 000 maljattua
solua kohti noin 150 pesdketta (normaalit hematopoieettiset kloonit) ja
70 pesakettd kasvatettaessa naita ilman IL-3:a (leukemiset kioonit).

Puhdistusmenetelma oli seuraava: 0. paivana kaikki suspendoidut solut ja
medium (10 ml/pullo) otettiin LTBMC-1210:aa sisaltavista pulloista ja sen
tilalle lisattin 2 ml mediumia, joka sisalsi 200 g sytosiiniarabinosidia (AraC)
[Tsyrlova, et al., teoksessa Leukemia: Advances in Biology and Therapy v. 35,
1988) 20 tunnin inkuboinnin jélkeen pullojen sisaltd huuhdottiin pois ja sen
tilalle lisattiin 4 tunnin ajaksi 2 ml pelkkaa tuoretta mediumia (kontrolliryhma)
tai mediumia, joka sisélsi pINPROL'ia, jonka konsentraatio oli 25 ng/ml.
Tamén esi-inkuboinnin jalkeen soluja inkuboitin uudelleen 3 tunnin ajan
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37 °C:ssa kéayttden 100 pg/pullo AraC:#a. Kukin ryhma sisélsi 4pulloa.

LTBMC-L1210-vilielmat pestiin 3 kertaa ja elatusaineena kaytettiin tuoretta
LTBC-mediumia, soluja kasvatettiin uudistumistutkimuksia varten 3 - 4 viikon
ajan kuten aikaisemminkin. Koetulokset on esitetty kuviossa 10. pelkalla
AraC:lla kasitellyissd kontrolliviljelmissa ei havaittu solujen kasvua, kun taas
INPROL'n suojaamissa pulloissa hematopoieesi muodostui uudelleen
nopeammin, mik& johtui tarttuneesta Kkerroksesta peraisin olevien
esiastesolujen lisdantymisesta. Lisaksi kokeellisesta ryhmasta peraisin olevat
solut kasvoivat agarille maljattuina ainoastaan IL-3:n lasndollessa ja ne
muodostivat noin 100 CFU:ta 50 000 solua kohti; leukemiasolujen ei havaittu
kasvavan ainakaan 4 viikkoon. Siten luuydin, jota on kasitelty ex
vivo -olosuhteissa tehokkaalla AraC-annoksella INPROL'iin yhdistettyna,
voidaan puhdistaa sy®dpasoluista kantasolujen pysyessd samalla suojattuina.
Tata hoitotapaa pitaisi olla mahdollista laajentaa muihin kemoterapia- tai
sadehoitomuotoihin,

MRA, solujen kyky uudistaa tappavalla sateilyannoksella séteilytettyjen hiirten
luuytimen solupopulaatio, sek&@ kyky muodostaa suoja sateilyn vaikutuksia
vastaan 30 paivan ajalta maaritettynd, ovat yhdess& sellainen suora in
vivo -olosuhteissa suoritettava maéritys, jolla arvioidaan mahdollisuuksia
saada eldimet, joiden verta muodostavan jarjestelmdn toiminta on
heikentynyt, jadmaan eloon [Visser, et al., Blood Cells 14 (1988) 369 - 384].

Sellaisia tutkimuksia varten, joissa maaritettin suojan muodostumista séteilyn'

vaikutuksia vastaan, sateilytettin BDF1-hiiria 9,5 Gy:lla ja elimistén vauriot
korjattiin siirtamalla luuydintd testosteronilla stimuloiduista luovuttajista. -
Elimistdn vauriot yhdessé vastaanottajien ryhmassa korjattiin kayttamailla luu-
ydinsoluja, jota oli esi-inkuboitu 4 tunnin ajan mediumin kanssa (kontrollit -
ryhmé A) ja elimistdn vauriot toisessa ryhmissa (ryhma B) pINPROL'in
kanssa, jonka konsentraatio oli 25 ng/ml. Kummankin ryhmén sisaltamat solut
pestiin ja sateilytettyihin eldimiin siirrettin 30 000 solua hiirtd kohti. Eloon-
jaa@miskokeen tulokset on esitetty (kuvio 11). Kuviossa on kuvattu kolmen
kokeen yhteenlasketut tulokset ja kontrollit on normalisoitu 100 %:ksi.
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pINPROL-inkubointi lisdsi 30. paivaan menness3  hiirten eloonjaamista
kontrolliryhmassa havaitusta 36,5 %:sta 61,8 %:iin.

INPROL-esi-inkuboinnin indusoima MRA:n voimistuminen voisi olla yksi
mekanismeista, jotka edistavat suojan muodostumista sateilyn vaikutuksia
vastaan. Taman hypoteesin tutkimiseksi maaritettin MRA Visser, et al..n
(edelld) mukaisesti. Lyhyesti mainittuna luovuttajina kaytettyjda BDF1-hiiria
esikasiteltiin  testosteronilla, niiden luuydintd esi-inkuboitin  mediumin tai
pINPROL'In kanssa 4 tunnin ajan ja injektoitin séteilytettyihin elaimiin.
Vastaanottajan reisiluista peraisin olevat luuydinsolut maljattiin 13. péaivana
kolmessa eri konsentraatiossa (0,01, 0,05, 0,1 reisiluuekvivalenttia) agarille,
joka sisdlsi 20 % hevosen seerumia ja 10 % WEHI-CM:84. 7. paivan
pesékkeiden lukumaara edusti MRA:ta, mikali vastaanottajien luuytimesséa
esiintyvat pesékkeitd muodostavat solut talld ajankohdalla ovat luovuttajan
epakypsien kantasolujen esimuotoja.

Kuten kuviosta 12 voidaan nahda, on INPROL'n kanséa esi-inkuboidun |
solupopulaation MRA suurempi kuin kontrolliryhmassa (B).

| bl o id ) iz erlaistumistanai

CFU-S-yksikdiden liikalisdantymistd ei havaita ainoastaan luuytimen
uudistumisessa sytotoksisten I|&akeaineiden tai sateilyn aikaansaamien
vaurioiden jalkeen vaan myds normaalin ikdantymisen seurauksena, ja sen
arvellaan olevan térkein ominaisuus myelodysplastisessa oireyhtymassa
(MDS). Siihen liittyvat erilaistumishairiét, kuten erytroidisen erilaistumisen
vallitsevuus granulosyyttisen kehityslinjan mukaisen erilaistumisen samalla
heikentyessa.

Luuydinsoluja inkuboitiin 4 tunnin ajan 37 °C:ssa pINPROL'in kanssa, jonka
konsentraatio oli 25 ng/ml, tai mediumin kanssa (kontrolli), solut pestiin ja ne
maljattiin agarille, joka sisalsi 20 % hevosen seerumia, 2 U/ml erytropoietiinia
ja 10 % WEHI-CM:83. BFU-E- ja GM-CFU-pesidkemaarat laskettiin 7.
paivand. Taulukossa 4 esitetyt koetulokset ovat yhteenveto koimesta
kokeesta - kustakin ryhmasta otettiin 4 elaintd koepistetta kohti; kokeessa
maljattiin 4 maljaa.
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Kuten taulukosta 4 kay ilmi, ei nuorista eldimistéd (BDF1, ik& 8 - 12 viikkoa)
otetun normaalin fuuytimen (NBM) inkubointi INPROL'in kanssa muuttanut
erityyppisten pesakkeiden lukumaaraa tai osuutta. Testosteronipropionaatilla
(TSP) esikasitellyissd BDF1-luovuttajissa havaittin sama CFU-S-yksikdiden
lisdantymisen voimistuminen kuin mita havaittiin aikaisemmin (esimerkki 1, 3,
4), pieni erytroidisolujen esiastemuotojen lukum&aran nousu (BFU-E-
pesakkeet) ja GM-CFU-maaran pieneneminen, jotka inkubointi INPROL'in
kanssa ehkaisi kokonaan. Lisdksi epadnormaalin korkea CFU-S-yksikdiden
lisdantymisaste palautui tilanteeseen, jossa 10 % CFU-S-yksikoistd oli
solukierron S-vaiheessa. CFU-S-yksikdiden liikalisdantymisen tiedetaan
olevan joidenkin sellaisten hiirikantojen, esimerkiksi Balb/c-hiirten, ominai-
suus, jotka ovat herkkid indusoimaan virusleukemian, (taulukko 4), ja joka
voidaan my®s havaita vanhahkoissa eldimissd (taulukko 4). Se sama tietyn
kehityslinjan  valinneiden esiastesolujen uudelleenjakautuminen, joka
havaitaan TSP:lla kasitellyissd BDF1-hiirissd, havaitaan Balb/c-hiirissa ja
vanhahkoissa (23 - 25 kuukauden ikaisissa BDF1-hiirissd, joille yhteisena
piirteend on CFU-S-yksikdiden epanormaalin korkea lisdantymistaso.
Inkubointi INPROL'illa sai aikaan seké CFU-S-yksikdiden lisaantymistilanteen
ettd niiden erilaistumistilanteen korjaantumisen. Viela tatakin kliinisesti asiaan-
kuuluvampaa on se, ettd INPROL'in injektoinnin in vivo -olosuhteissa
(2 pg/hiiri) osoitettiin tdssa tutkimuksessa, vaikuttavan seka CFU-S-yksikkojen
lisddntymiseen ettd erytroidipesakkeiden (BFU-E) ja GM-pesakkeiden
suhteeseen (taulukko 4).



. .
. .8

15

117468
38

Taulukko 4 : _
INPROL'in vaikutus CFU-S-yksikdiden erilaistumiseen kehityslinjan valinneiksi

BFU-E- ja CFU-GM-esiastemuodoiksi

Luuytimen | pIN- | °HTdR:ntu- | BFU-E CFU-GM
luovuttajat PROL | hoamien
CFU-S-yksi-
koiden %-
maara
BDF1 nuoret - 12,0+0,3 28,33+ 1,91 46,22 + 3,44
+ 15,0+ 1,3 22,00 £ 3,74 47,70 + 3,72
BDF1 van- - 471+19 43,75+ 1,54 24.0+1,33
hat
+ 114 +0,7 15,25+ 1,45 440+ 7,63
BDF1 - 532+16 32,67 £2,44 15,71 + 2,28
TSP:la sti- + 72+04 12,00 £ 1,83 3550+14
muloidut
BDF1-elai-
met
Balb/C - 570+£19 47,60 + 2,96 33,67 £+ 3,45
+ 230+24 24 .86 + 2,53 70,60 £ 4,96

On havaittu, ettd sellaisten luuydinsolujen inkubointi INPROL'in kanssa, jotka
sisaltéavat suuren maaran lisaantyvia CFU-S-yksikoita, ei ainoastaan muuta
CFU-S:n osallistumista solukiertoon vaan myés niiden erilaistumista, vaihtaen
paaasiassa erytroidisen erilaistumisen granulosyyttisia ja lymfoidisia
esiastesoluja suosivaksi. Tdma INPROL'in ominaisuus on tarkeé siita syysta,
ettd kemoterapian tai s&ddehoidon sivuvaikutukset heikentavat immunologisen
jarjesteiman  toimintaa, sek& siitda syystd, ettd kantasolujen liika-
lisdantymissairauksien ja ikdantymisen yhteydessa esiintyy immunologisen
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jarjestelman toiminnan heikentymista.

Tama esimerkki osoittaa, ettd INPROL vaikuttaa suoraan epékypsien
esiastemuotojen erilaistumiseen pre-beeta-esiastesoluiksi lymfoidisten solujen
pitkékestoisesta vilielmasta (LLTC), joka on perustettu julkaisun Wittlock &
Witte [Ann. Rev. Immun. 3 (1985) 213 - 35] mukaisesti, madaritettyné
pesakkeiden muodostumisesta IL-7:aa sisdltdvassa metyyliselluloosassa.

LLTC-viljeimat perustettiin kuvatulla tavalla ja niiden elatukseen kaytettiin

tuoretta LL.TC-mediumia (Terry Fox Labs., Vancouver, Kanada) kaksi kertaa - -

vilkossa. Alustaan kiinnittyméattdomét solut koottiin talteen kerran viikossa,
pestiin puhtaiksi tekijdistd ja inkuboitiin 4 tunnin ajan pINPROL'in kanssa,
jonka konsentraatio oli 25 ng/ml, tai kontrollina kaytetyn pelkdn mediumin
kanssa. Solut pestiin inkuboinnin jélkeen ja ne maljattiin solutiheyteen 10° so-
lua/ml metyyliselluloosalle, joka sisélsi 30 % FCS:4a ja 10 ng/ml IL-7:34.
Koetulokset kolmen viikon ajalta on esitetty kuviossa 13. Suurien pre-B-
solujen pesakkeiden lukumaara vaihteli kontrollissa, lisdantyen ajan myota,
mutta esi-inkubointi INPROL'illa stimuloi aina pesakkeiden kasvua 4 - 8-
kertaisesti kontrollitason ylapuolelle. Tama osoittaa INPROL'in immunologisen
jarjestelmén toimintaa stimuloivan ominaisuuden, jolla on kayttéa
immuunivajavuustilojen parantamisessa ja haluttujen immuunivasteiden,
esimerkiksi rokotukseen syntyvan vasteen, tehostamisessa.

Krooninen myelooinen leukemia (CML) on hematopoieettisen kantasolun
letaali maligni sairaus. CML:n hoito kroonisessa vaiheessa yhden aineen
kemoterapialla, yhdistelmakemoterapialla, pernan poistolla tai pernan
sateilytykselld voi hillitd sairauden merkkeja ja oireita mutta ei merkittavasti
pidenné elinaikaa. CML:n edetessa kroonisesta kiihtyvaan vaiheeseen ei ta-
vallisella hoidolla ole vaikutusta. Ainoa tunnettu parantava hoito CML:een on
nykyisin luuytimen siirto (BMT). BMT-hoito, jossa luuydin on peréisin joltakin
muulta kuin potilaan sukulaiselta, on vaikeaa kudosten
epayhteensopivuusongelmien johdosta. Sopivalla tavalla yhteensopiva
sukulainen 16ytyy luovuttajaksi alle 40 %:lla muutoin hoidettavaksi soveltuville
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CML-potilaille; tasta syysté autologista siirtoa pidetaan edullisena. Se, etta
luuydin kyetdan sopeuttamaan autologiseen BMT:hen infuusiota varten
samalla kun pitk&aikaisessa vilielmassa (LTC) kasvavia myeloidisolujen ei-
leukemisia (Ph-negatiivisia) esiastemuotoja kyetaan valikoimaan Ph-
positiivisista potilaista, viittaa siihen, ettd normaalien kantasolujen autologisilla
lahtdmateriaaleilla on kayttdpotentiaalia, jolla CML:4& on mahdollista hoitaa
aggressiivisesti ja tehokkaasti.

BMT:n kyseessa ollessa voidaan hematopoieettinen kantasolu maaritella
soluksi, joka kykenee muodostamaan kypsid verisoluja pitkia aikoja. Tasséa

selitysosassa on sekd@ kantasolujen lukumaarien kvantitointin ettd niiden

kasittelyyn terapeuttista kayttéd varten kaytetty C. Eaves'in ja A. Eaves'in
kehittamaa humaani-LTC-jarjestelmaa. Tama sisaltaa sen, etta solut lisataan
kasvamaan etukateen valmistettuun séteilytettyyn kiinnittymiskerrokseen, joka
on valmistettu ihmisen luuytimesta; naita viljelmia kasvatetaan taméan jalkeen
viiden viikon ajan. Loppupisteend on taman ajan umpeen kuluttua
talteenotettujen viljelmien kokonainen klonogeenisten solujen lukumé&ara
(alustaan kKiinnittyneet + kiinnittyméattomat solut). Klonogeenisten solujen
tuotto naissad olosuhteissa on lineaarisesti riippuvainen esiastesolujen
lukumaarasta (pitkaaikaisen viljelman aloittavat solut (LTC-IC), jotka on lisatty
vilieimé&an viljelya aloitettaessa; keskiméaarainen tuotto yksittaisesta humaani-
LTC-IC:stéd on 4 klonogeenistad esiastemuotoa LTC-IC:t4 kohti. Aikaisemmin
on osoitettu, ettd kun CML-potilaista peréisin oleva luuydin saatetaan
vastaaviin olosuhteisiin, védhenee leukemisten (Ph-positiivisen) klonogeenisten
solujen lukum&éré nopeasti. Kayttamalla jaljella olevien normaalien LTC-IC-
yksikkojen kvantitointia CML-potilaissa on mahdollista valita ne potilaat, jotka
saavat hy6tya tehohoidosta viljeltyjen autograftien siirron tukemana [Phillips,
et al., Bone Marrow Transplantation 8 (1991) 477 - 487].

Seuraavaa menetelm&éd kaytettin sen vaikutuksen tutkimiseksi, joka
INPROLilla  on CML-potilaan periferaalisesta verestd valmistettujen
luuydinsiirtosolujen joukossa esiintyvien klonogeenisten solujen (LTC-IC)
lukumaaraan. Soluja ryhdyttiin viljelemaan pitkakestoisina viljelmina etukteen
sateilytetyn strooman pinnalla. Kontrollina kaytettiin terveen luovuttajan peri-
feraalista verta. CML-potilaasta saatuja periferaalisia verisoluja esi-inkuboitiin
PINPROL'in kanssa (25 ng/ml tai ilman tatd neljan tunnin ajan, pestiin ja
pipetoitin - LTC-IC-jérjestelmaan viiden viikon ajaksi LTC-IC-solujen
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kontrolliarvon maarittimiseksi. Kokeita varten valmistettin muita rinnakkaisia

vilielmia 10:ksi paivaksi. 10 pdivan ajan kasvavista viljelmista peraisin olevien
alustaan kiinnittyneiden ja kiinnittymattdmien solujen seosta esi-inkuboitiin
pINPROL'in kanssa tai ilman téta ja ne pipetoitiin etukateen valmistettujen
syobttésolukerrosten pinnalle vield kahdeksaksi viikoksi. Kustakin kokeellisesta
vilielmasta peraisin olevien LTC-IC-solujen lukumaarad arvioitiin maljaamalla
seka kiinnittyneet ettd kiinnittymattomat solut metyyliselluloosalle asiaan-
kuuluvien kasvutekijoiden ohella (Terry Fox Laboratories, Vancouver,
Kanada) ja laskemalla tulokseksi saatujen pesékkeitd muodostavien solujen
kokonaislukuma&ara. Tata menetelmaa kayttaen saadut LTC-IC-arvot oli saatu
klonogeenisten solujen (CFC) kokonaispitoisuuden maarityksesta kayttaen
kaavaa:

#LTC-IC =#CFC/4

Kuviossa 14 esitetyt koetulokset osoittavat, ettd terveen luovuttajan
luuytimesté suoritetun ensimmaisen kymmenen viljelypdivan aikana ei
esiintynyt yhtdan LTC-IC-solujen héavikkia ja viljielmassa oli vield viiden viikon
vilielyn jalkeen noin 30 % alussa lisattyjen LTC-IC-solujen méaarasta. CML-
potilaiden LTC-IC-solujen lukum&ara pieneni silmiinpistavasti noin 8 %:iin
10 p&ivan aikana eika se palautunut inkubointia jatkettaessa, kun taas solujen
esi-inkubointi INPROL'in kanssa kohotti LTC-IC-solujen pitoisuutta 30 %:iin
siita maarastd, joka oli lisétty viljelmiin viljelya aloitettaessa ja tama sailyi
8 viikon ajan. :

Ne INPROL'in Kliinisesti relevantit sovellutukset, jotka ovat ennustettavissa
naiden alustavien koetulosten perusteella, sisaltavat niiden kéyton
strategioissa, joilla on tarkoitus lisata selekdtiivisesti juuri valmistettujen luuydin-
siirteiden tai viljeltavien luuydinsiiteiden normaalia kantasolupitoisuutta,
strategioissa, joilla on tarkoitus tehostaa jaljellda olevien normaalien
kantasolujen muuttumista aktiivisiksi, sekd menetelmissa uuden geneettisen
materiaalin siirtdmiseksi ihmisen luuydinsoluihin niiden siirtamiseksi edelleen
potilaisiin,
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Luuydin eristettiin sikojen kylkiluista. Sikojen ruhoista peraisin olevat kylkiluut
erotettiin ja puhdistettiin lihassyista ja rasvasta, leikattiin kappaleiksi ja luuydin
eristettin  Biophyzpribor'in  valmistamalla  hydraulisella  puristimella
(hydropress). Luuydinsolut erotetaan sentrifugoimalla K-70-sentrifugissa
kierrosnopeudella 2000 kierrosta minuutissa 20 minuutin ajan. Tdman jalkeen
uutteen supernatanttia kasitellddn perakkaisilla ultrasuodatuksilla Amicon
USA-membraanien XM-100, PM30, PM-50 lapi. Elektroforeesilla suoritetun
analyysin mukaisesti padkomponentti on albumiini (ks. kuvio 1).

.B. ] . "‘ ] l. I .

Luuydinuute ja fraktioiden proteiinikomponentit analysoitin jokaisessa
puhdistusvaiheessa geelielektroforeesilla 10-%:isessa polyakryyliamidissa,
joka sisélsi 0,1 % natriumdodekyylisulfaattia. Naytteisiin, joita inkuboitiin 5 mi-
nuuttia 70 °C:ssa ennen niiden pipetoimista geeliin, lisattiin korkeintaan 7 %
natriumdodekyylisulfaattia ja korkeintaan 0,5 - 1 % merkaptoetanolia.

Elektroforeesi suoritettin 20 V jannitteelld geelin kutakin senttimetrid kohti
viiden tunnin ajan. Geeli varjattiin taman jalkeen 0,25-%:isessa Coomassie
CBBC250:ssa suhteessa 5: 5: 1 valmistetussa etanolin, veden ja
etikkahapon seoksessa yhden tunnin ajan 20 °C:ssa ja pestiin 7-%:isessa
etikkahapossa vaihtaen pesuliuos useita kertoja. Tuotteen aktiivisuus
méaritettiin hematopoieettisten kantasolujen (CFU-S) lisdantymisen inhibition
menetelmalla. Menetelmé on kuvattu yksityiskohdittain jaljempana.

Aktiivisuus puhdistettiin saostamalla 25-%:isella ammoniumsulfaatilla kayttéaen
40 - 80-%:ista kyllaisyysastetta, joka valittiin taulukossa 5 esitettyjen tulosten
perusteella.
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Taulukko 5
Kylldisyysaste (%) 0-40 0-20 60 - 80 80-100
Aktiivisuus (%) 37,2-354 | 372-18 | 37,2-128 | 37,2-26,1
=1,8% =354 % =244 % =11,1%

Kunkin puhdistusvaiheen jalkeen tutkimiseen kéytetyn preparaatin maaré

maaritettiin puhdistumistason mukaisesti ja se vastasi annosta, jonka suuruus
oli 2 x 10 mg vaiheen alussa ollutta tuotetta. Aktiivisuus madritettiin kaavasta:

" muutos-% = Sa-% - Sb-%

jossa Sa-% on S:n %-maéra kontrollissa
Sbh-% on S-% tutkittavan fraktion kanssa suoritetun inkuboinnin jéalkeen.

Fraktiosta poistettiin suolat ammoniumsulfaatin konsentraation pienentdmiseksi
20-kertaisesti ennen akfiivisuustutkimusta ja ennen kutakin seuraavaa
puhdistusvaihetta.

Vaihe 2. Vaiheesta 1 peréisin olevaa epdpuhdasta inhibiittoria kasitellasn
suolan poiston jalkeen ioninvaihtokromatografialla, joka tassa esimerkissa on
DEAEZ23-selluloosa, ja fraktioidaan ja eluoidaan t&dméan jalkeen natrium-
asetaattipuskurigradientilla (pH 6,0).

Inhibiittorin  aktiiviset fraktiot eluoituvat alueella 3- 5mM olevissa
konsentraatioissa.

Kolonnin tilavuus oli 1 ml ja eluointinopeus oli 4 ml tunnissa. Havaitseminen
suoritettiin Millicrome-kromatografilla 230 ja 280 nm:n kohdalta. Fraktio 1 (ks.
kuvio 2), jossa esiintyi suurin aktiivisuus, eristettin ja eluoitin 5 mM
natriumasetaattipuskurilla (ks. taulukko 6).

‘3‘
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Taulukko 6
Fraktiot 1 2 3 4 5
Akdtiivi- 46,3-0 | 46,3- 46,3- 146,3-19,6| 463-
suus 14,1 421 451
=463% | =322% | =42% | =267% | =1.2%

Elektroforeesikoetulokset viittaavat siihen, ettéd tarkein proteiinikontaminantti -
albumiini (ks. kuvio 3) poistuu tasté fraktiosta mika tuottaa vield nelinkertaisen
puhdistumisen.

Vaihe 3. Vaiheesta 2 oleva osittain puhdistettu inhibiittori lisataan suoraan G-75-
Sephadex-kolonniin. :

Kolonnin tilavuus on 20ml (20 x 1), eluointinopeus on 2 ml tunnissa.
Eluointipuskuri on 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5. Havaitseminen
suoritettiin Millicrome-kromatografissa 230 ja 280 nm:n kohdalta. Fraktio 5,
jonka aktiivisuus oli korkein, eristettiin.

fd
L

Taulukko 7

Fraktiot 1 2 3 4 5
Aktiivi- 422 - 422 - 422 - 422-388| 422-0
suus 191 35,2 21,5

=231% | =70% | =20,7 % =34 % =422 %

Vaihe 4. Kaanteisfaasikromatografia (Pharmacia FPLC System), jossa kaytettiin
Pro-REC-kolonneja, suoritetaan Ultrasfera-matriksissa. Proteiini eluoidaan
kéyttéden 0,1 % trifluorietikkahappoa asetonitriiligradientissa.

Tuotteen, jonka suhteellinen moolimassa on 16 - 17 kD, homogeenisuus vastaa ke
90-%:ista homogeenisuutta akryyliamidi/natriumdodekyylisulfaattigeelianalyysin
osoittamalla tavalla (ks. kuvio 6). Tulos on esitetty kuviossa 4. Aktiivisuus
maaritetdan fraktiosta 5. Tuotteen lopullinen saanto on 5 %. Taman tuloksena
on proteiinin, jonka suhteellinen moolimassa on 16 kD, kokonaismaara
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puhdistuksen jalkeen on 650 ng/ml alkuperiista tuotetta. Puhdistusmenetelman

aikana tuotetta kasiteltiin inkuboimalla sitd lammdssa 70 °C:ssa useiden

minuuttien ajan, mutta biologisen aktiivisuuden menetysta ei havaittu.

istimiseksi

Erist kuvail

Tuoreista sianruhoista peréisin olevista kylkiluista puhdistetaan lihassyyt ja
rasva ja ne paloitellaan sitten kappaleiksi ja huuhdellaan suhteessa 1: 1
(painoftilavuus) fosfaatilla puskuroidussa fysiologisessa suolaliuoksessa.
Aikaansaatu seos murskataan hydraulisella puristimella luuytimen erottamiseksi
kiintedsta luumateriaalista.

Luuydinsolujen suspensio kootaan talteen ja suodatetaan puhtaaksi kiinteista
partikkeleista neljan juustoliinakerroksen lapi. Suodosta inkuboidaan 56 °C:ssa
40 minuutin ajan, minkd jalkeen se jaahdytetdan jadhauteella 4 °C:een.
Tulokseksi saatu saostuma poistetaan sentrifugoimalla 10 000 x g:n voimalla
30 minuutin ajan 4 °C:ssa ja tdma heitetaan pois.

Selkeytetty supernatantti lisatdén pisaroittain seosta samalla sekoittaen
30 minuutin aikana sen omaa tilavuutta 10 kertaa vastaavaan tilavuuteen
jagkylméa asetonia, joka sisaltda 1 tilavuus-% vakevda suolahappoa.
Tulokseksi saatua seosta pidetddn 4 °C:ssa 16 tunnin ajan saostuman
taydellisen muodostumisen aikaansaamiseksi. Taman jalkeen saostuma
sentrifugoidaan napiksi 20 000 x g:n voimalla 30 minuutin ajan 4 °C:ssa. Tamé
nappi pestaan kylmaila asetonilla ja kuivataan.

HPL C-puhdistus

Nappi liuotetaan HPLC-eluointipuskuriin A, joka sisaltdd 5 % asetonitriilia
(MeCN) ja 0,1 % trifluorietikkahappoa (TFA), siten, ettd lopulliseksi
proteiinikonsentraatioksi tulee 8 - 10 mg/ml. Téata liuosta (0,5 - 0,6 ml) pipetoi-
daan 250 x 4,6 mm HPLC-kolonniin, joka oli pakattu Polisil ODS-300:lla [10 pm
(mem)] ja tasapainotettu samalia puskurilla A.

3

-fé:
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‘Eluointi suoritettin puskuri B:n (90 % MeCN, 0,1 % TFA) gradientilla

puskurissa A virtausnopeudella 1 ml minuutissa seuraavan ohjelman
mukaisesti:

aika,
min Oé B.ta
0 0

4 0

5 25

25 90

Vield yksi vaihe, joka sisaltad 100 % B:ta viiden minuutin ajan kolonnin
pesuun ennen uudelleen tasapainottamista. Taman jalkeen kolonni
tasapainotetaan uudelleen sen palauttamiseksi alkutilaansa ja seuraava
proteiinierd voidaan pipetoida kolonniin. Tyypillinen kromatogrammi on
esitetty kuviossa 5.

Kolonnin efluenttia monitoroidaan erottumisen aikana 280 nm:n kohdalta
proteiinipiikkien havaitsemiseksi. Proteiinimateriaalia sisaltavat fraktiot
kootaan talteen, erotetut piikit yhdistetddn ja ne pyo6réhaihdutetaan
30 °C:ssa kuivaksi. Saadut haihdutusjaannokset liuotetaan tisiattuun veteen
ja niistd tehdad@n maaritykset biologista aktiivisuustutkimusta ja SDS-
PAGE:a (14-%:inen geeli, pelkistavat olosuhteet) kayttden. Aktiivista
materiaalia sisaltdva piikki eluoituu alueella 70 - 80 % puskuria B ja se
siséltad SDS-PAGE:n avulla maaritettyna 16 kD:n suuruisen paapiikin ja
pienid maaria nopeammin liikkuvia proteiineja.

Kuviossa 15 (A ja C) on esitetty sellaisen materiaalin analyysi, joka on saatu
kokoamalla talteen ainoastaan toinen HPLC-paapiikki. Molemmat piikit
(esimerkiksi kuvio 5) sisdltavastda materiaalista kaytetadn tissa
selitysosassa nimitystd pINPROL-preparaatti 1 ja pelkastaan toisen piikin
sisaltavistd materiaaleista kaytetadn nimitystd pINPROL-preparaatti 2. 500
mg tatd aktiivista puhdistettua pINPROL-preparaattia 2 pipetoitin C4-
kaanteisfaasikolonniin (Vydac) ja eluoitiin kayttaen lineaarista gradienttia,
joka sisélsi 5- 95 % asetonitriilia 0,1-%:isessa trifluorietikkahapossa.
Materiaali eluoitui yhtend piikkina 53-%:isen asetonitriilin kohdalla (kuvio
15A). Kun 250 pg MIP-1g:aa (R & D Systems) ajettiin identtisissa
olosuhteissa, se eluoitui 43,9-%:isen asetonitriilin kohdalla (kuvio 15B - on
pantava merkille, ettd 14-%:ista asetonitriilia edeltavat piikit ovat artefakteja
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ja johtuvat detektorissa esiintyvista ilmakuplista). Siten luonnossa esiintyva
INPROL on naissé olosuhteissa huomattavasti hydrofobisempi kuin MIP-1¢.
TGFp:n tiedetdén eluoituvan pienemmissa konsentraatioissa kuin mitéa on
havaittu pINPROL'’in suhteen naissa olosuhteissa [Miyazono, et al., J. Biol.
Chem. 263 (1988) 6407 - 15].

Eluoituneen pINPROL-materiaalin geeli on esitetty kuviossa 15C. Kanava 1
on puhdistamaton materiaali, kanava 2 on suhteellisen moolimassan
markkerit ja kanava 3 on puhdistettu materiaali. Geelissé esiintyy kaksi
paavybhyketta, joista toinen esiintyy 14 kD:n kohdalla ja toinen noin 35 kD:n
kohdalla. 35 kD:n suuruisen vydhykkeen arvellaan olevan 14 kD:n
vyBhykkeen multimeerinen muoto.

beetaketjua

pINPROL'’ia [toisin sanoen pINPROL-preparaatti 1 (ks. esimerkki 12B))
valmistettiin kuviossa 5 esitetylla tavalla. Materiaalille suoritettin SDS-PAGE
ja se siirrettiin nitroselluloosalle kayttden vakiomenetelmia. Materiaalille
suoritettiin N-terminaalisen sekvenssin analyysi kayttaen
standardimenetelmid  ABI 477A-proteiinisekvensointilaitteella, joka oli
varustettu mallin 120A Online PTH-AA- analysaattorilla. Saatiin seuraava N-
terminaalinen sekvenssi;

VHLSAEEKEAVLGLWGKVNVDEYV....
Proteiinitietokantojen tietokonehausta kavi ilmi, ettd talla sekvenssilld oli

identiteettid sian hemoglobiinin beetaketjun N-terminaalisen sekvenssin
suhteen (vrt. kuvio 16C).

alfaketjua

Kuten kuviossa 15C on esitetty, saatiin proteiinista, joka oli puhdistettu
ottamalla talteen kuviossa 5 esitetty toinen péaapiikki (toisin sanoen
pINPROL-preparaatti 2), kaksi paapiikkia, jotka vastasivat suuruudeltaan
noin 15 K ja 30 K olevia suhteellisia moolimassoja, seka useita sivupiikkeja.
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SDS-PAGE-geelit siirrettiin nitroselluloosalle kayttden vakiomenetelmid ja

yksittaiset vyohykkeet irrotettin ja niiden N-terminaalinen sekvenssi
analysoitin samalla tavoin kuin esimerkissd 13A. 15 kD:n vydhykkeelle
saatiin seuraava N-terminaalinen sekvenssi:

VLSAADKANVKAAWGKVGGAQ ......

30 kD:n suuruinen vythyke pilkottiin rajoitetusti'proteolyyttisesti ja saatiin
seuraava sisdinen sekvenssi:

* FPHFNLSHGSDQVK....

Ensimmaisessd sekvenssissd esiintyy identiteettid sian hemoglobiinin

alfaketjun N-terminaalisen sekvenssin suhteen, kun taas toisessa
sekvenssissa esiintyy identiteettid sian hemoglobiinin alfa-ketjun ryhmien
43 - 56 suhteen (ks. kuvio 16C, joka koskee ihmisen, hiiren ja sian alfa- ja
beeta-hemoglobiiniketjujen vertailua). Kun ndma vydhykkeet sekd muutama
sivuvybhyke sekvensoitiin uudelleen, saatiin johdonmukaisesti osia alfa-
globiinisekvenssista. Siten kuviossa 15C havaitut useat erilaiset vydhykkeet
edustavat sian hemoglobiinin alfa-ketjun fragmentteja tai aggregaatteja.

Esimerkki 13C: Sian INPROL in tarkempi | htimi

pINPROL'in vertaamiseksi tarkemmin sian hemoglobiiniin hankittin Sigma
Chemical Company -yhtiosta kaksi kiteytettyd sian hemoglobiinia ja niille
suoritettiin kd&nteisfaasi-HPLC esimerkissa 12B kuvion 15 kyseessé ollessa
kuvatulla tavalla. Kuten kuviosta 17 voidaan havaita, on kokonaisen
hemoglobiinin kromatogrammi samanlainen kuin mita havaitaan pINPROL-
preparaatin 1 kyseessé ollessa. Lisdksi pINPROL-preparaatin 2, joka on
esitetty kuviossa 17A (toisin sanoen kuvion 5 toisesta piikista peraisin oleva
materiaali), havaitaan osapuolia toisiinsa suoraan verrattaessa menevin
osaksi limittdin toisen piikin suhteen niistd kahdesta piikista, jotka kuuluvat
sian hemoglobiinille (kuvio 17B), ja paapiikkien retentioajat ovat 52, 51 ja
52,25 minuuttia, mainitussa jarjestyksessa ilmoitettuna. On pantava mer-
kille, etta hemi liikkuu hemoglobiinin ensimmaisen paapiikin mukana, tassa
tapauksessa 49,153 minuutin kohdalla; tastd syysta hemi on pINPROL-
preparaatin 1 komponentti, mutta ei preparaatin 2 komponentti. Taman
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varmistaa se, ettd talld pINPROL-preparaatilla ei esiinny absorptiota

575 nm:n kohdalla, joka on hemin esiintymisté kuvaava aallonpituus.

Sian hemoglobiinin alfa- ja beetaketjujen ennustetut suhteelliset mooli-
massat ovat 15038 daltonia ja 16034 daltonia, mainitussa jarjestyksessa
ilmoitettuna. Kuten kuviossa 18 esitetystd SDS-PAGE-kromatogrammista
voidaan havaita, koostuvat ensimmaiset kaksi piikkia ketjusta, jonka suh-
teellinen moolimassa on suurehko ja toiset kaksi koostuvat ketjusta, jonka
suhteellinen moolimassa on naitd pienempi. Siten ensimmaiset kaksi piikkia
vaikuttavat edustavan hemoglobiinin beeta-ketjua ja toiset kaksi piikkia
hemoglobiinin alfa-ketjua.

Sian hemoglobiini erotettiin  komponenteikseen vielda muissa kokeissa
loivalla eluointigradientilla (kuvio 21). Naiden piikkien N-terminaaliset
analyysit osoittivat, etta ensimmainen piikki on sian alfa-ketju ja toinen sian
beeta-ketju. Biologisen maérityksen tulokset varmistavat sen, ettd
kummatkin  eristetyt hemoglobiiniketjut ovat biologisesti aktiivisia
(esimerkiksi esimerkit 14 ja 15).

pINPROL-preparaatin 2 ja hemoglobiinin beeta-ketjun vertaamiseksi
tarkemmin suoritettin  kaksi-suuntaisia elektroforeeseja (kuvio 19).
Isoelektrinen fokusointi suoritettin ensimmaiseen suuntaan lasiputkissa pH-
alueella 4 - 8 olevilla 2-%:isilla amfoliineilla 9600 volttituntimaaras kayttaen.
Sisaisend standardina kaytettiin tropomyosiinia (suhteellinen moolimassa 33
kD, pl 5,2; sen asema on merkitty lopulliseen kaksisuuntaiseen geeliin
nuolella). Putki tasapainotettiin puskurissa ja tama kiinnitettin 12,5-%:isen
akryyliamidi-slab-geelin p&alle asetetun pinoutumisgeelin paalle. SDS-slab-
geelielektroforeesi  suoritettin - neljan  tunnin  ajan  kayttden virran
voimakkuutena 12,5 mA/geeli. Geelit varjattiin hopea-varjayksella ja ne kui-
vattiin. Kaksisuuntaisen elektroforeesin tulosten vertailu paljasti ainoastaan
yksi tai kaksi vahdista taplas, joiden suhteen HPLC:lla puhdistettu
hemoglobiinin beeta-ketju ja pINPROL-preparaatti 2 poikkeavat toisistaan.
Western-analyysit, jotka suoritettin kayttden sian hemoglobiinia vastaan
suunnattuja vasta-aineita ja joko yksisuuntaista tai kaksisuuntaista
elektroforeesia, varmistavat, ettd tassd preparaatissa esiintyy beeta-
hemoglobiinia. Siten aktiivinen pINPROL-preparaatti 2, joka on valmistettu
esimerkin 12B mukaisesti, on olennaisesti sian hemoglobiinin beeta-ketju.

i oGt e e
e e Y
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Sen varmistamiseksi, eftd hemoglobiinin beeta-ketjulla on INPROL-
aktiivisuutta, suoritettiin itsetuhomaaritys kayttéden luuydinta, joka oli peréisin
testosteronilla kasitellyistd hiiristd, kayttamalla esimerkissd 1 kuvattuja
menetelmia ja kayttden esimerkissd 12B puhdistettua materiaalia. Kuten
taulukossa 8 on esitetty, tuhoutui normaaleista hiiren luuydinsoluista 15 %
verrattuna 36 %:iin  testosteronilla kasitellyissa eldimissa. Kuten oli
odotettua, tdma viittasi siihen, ettd testosteronikasittely lisdé solukierrossa
olevien solujen osuutta (mikd siten tekee ne herkemmiksi tuhoutumiseen
johtavallle kasittelylle - esimerkiksi esimerkki 1). Talle muodostaa jyrkan
vastakohdan se, ettd soluissa, jotka olivat peraisin testosteronilla
kasitellyistd eldimistd ja joita on inkuboitu joko pINPROL'in kanssa tai
puhdistetun hemoglobiinin beeta-ketjun kanssa, jonka konsentraatio on 40
mg/ml, tapahtui solukierrossa olevien solujen osuuden silmiinpistavaa pie-
nenemista 36 %:sta 0 %:iin ja 36 %:sta 7 %:iin, mainitussa jarjestyksessa
ilmoitettuna. Suurempi 200 ng:n suuruinen annos oli tehokkuudeltaan
vahdisempi kummankin proteiinin  kyseessa ollessa. Aikaisemmin
luonnehdittu kantasolujen inhibiittori MIP1-q, jota kéaytettiin positiivisena
kontrollina, pienensi solukierrossa olevien solujen méaaran 13 %:iin.

Samanlainen maaritys voidaan suorittaa in vitro -olosuhteissa kéyttéen
CFU-MIX-yksikdiden solukierron tilaa CFU-S-yksikéiden solukierron tilan
tilalla. M&éaritys suoritetaan edelld kuvatulla CFU-S-maérityksen kyseessa
ollessa kuvatulla tavalla lukuunottamatta sitd, etta solukierrolle spesifisena
toksisena aineena kéaytetdan sytosiiniarabinosidia (Ara C, 30 mg/ml) sen
sijaan, etta tdh&n kaytettdisiin suurta annosta friticitua tymidiinia [tata
kysymysta on késitelty artikkekeissa Lord, B.I., teoksessa Haemopoiesis - A
Practical Approach, N.G. Testa ja G. Molineux (Eds.), IRL Press 1993;
Pragnell, et al., teoksessa Culture of Hematopoietic Cells, Freshney, R.I.,
Pragnell I.B. ja Freshney M.G. (Eds.), Wiley Liss 1994], ja testosteronilla
kasiteltyjen BDF1-hiirten ftilalla kaytetdan hiirikantaa (Balb/c-kanta), jolla
solukierrossa olevien solujen méaarat ovat endogeenisesti suuria. Kuten
taulukossa 9 on esitetty, ovat kumpikin erittdin puhdistetuista sian beeta-
ketjusta tai erittdin puhdistetusta sian alfa-ketjusta aktiivisia tassa
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madrityksessa. On pantava merkille, ettd tissd madrityksessd esiintyy

pINPROL’illa kasiteltyjen solujen kyseessa ollessa toisinaan sellaisia solu-
kierrossa olevien solujen maaria, etta arvot tulevat negatiivisiksi, mika viittaa
siihen, etta Ara C -kasitellyssa yhdistelmassa esiintyy useampia pesakkeita
kuin kasitteleméattdmassa yhdistelmassa.

Kuten esimerkissad 2 on kuvattu, pINPROL inhiboi hiiren FDCP-MIX-kanta-
solulinjan lisdantymistd maarityksessd, joka perustuu tritioidun tymidiinin
keraantymiseen soluihin. Kuviossa 20 on osoitettu, ettd kumpikin
hemoglobiinin puhdistetuista alfa- ja beeta-ketjuista ovat aktiivisia tésséa
maarityksessa ja inhibitiot havaitaan konsentraatiossa < 2 mg/ml.

Edelld olevassa esityksessd on esitetty todisteita siita, ettd sian
hemoglobiinin beeta-ketjulla esiintyy INPROL-aktiivisuutta. Muut koetulokset
(esimerkiksi taulukko 9, kuvio 20) osoittavat, etta eristetty alfa-ketju seka
kokonainen hemoglobiini ovat myés aktiivisia kantasolujen inhibiittoreina.
Aktiiviset preparaatit sisaltavdt myos alfa- ja beeta-ketjujen seoksia
(esimerkiksi kuvio 5).

Havainnot, joiden mukaan eristetty alfa-globiiniketju ja/tai beeta-globiiniketju

ovat aktiivisia, viittaavat siihen, ettd tassa selitysosassa kuvatuissa
aktiivisuuksissa ei tarvita ehedd kolmiulotteista hemoglobiinirakennetta.
Myds alfa- ja beeta-ketjun fragmentit ovat aktiivisia kantasolujen
inhibiittoreina.
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Taulukko 8

Kasittely Tuhoutumis-%
NBM' 15
TPBM? 36
pINPROL 200 ng/ml 23
40 ng/mi 0
Hbg® 200 ng/ml | 25
40 ng/mi 7
MIP-1¢, 200 ng/ml 13

1. NBM = normaali luuydin , : _

2. TPBM = testosteronilla kasitellyista hiirista peréisin oleva luuydin

3. Hbg = kaanteisfaasilla puhdistettu sian hemoglobiinin beeta-ketju
(peraisin kaksi kertaa kiteytetysta sian hemoglobiinista)

Taulukko 9
Kasittely Tuhoutumis-%
Kontrolli' 43
Sian alfaketju? -4
Sian beetaketju? 14

1. Kontrolli - BALB/C-hiirista peraisin oleva luuydin
2. 100 ng/ml (puhdistettu kuviossa 21 kuvatulla tavalla)

Jotta kyettaisiin tutkimaan puhdistettujen sian hemoglobiinikétjujen toimintaa
in vivo -olosuhteissa, injektoitin PDF1-hiiriin testosteronipropionaattia

| esimerkissd 1 kuvatulla tavalla. Hiirille annettiin 24 tuntia myéhemmin 500
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ng joko pINPROL’ia, sian hemoglobiinin alfa-ketjua (tima oli puhdistettu
periferaalisen veren punasoluista kuviossa 21 kuvatulla tavalla), sian beeta-
ketjua (puhdistettu periferaalisen veren punasoluista kuviossa 21 esitetylld
tavalla) tai vastaava tilavuus kantaja-ainetta suonen siséisesti. Kustakin
hiirestd otettiin luuydin talteen 48 tunnin kuluttua ja CFU-MIX-mé&éritys
suoritettin  esimerkissa 14 kuvatulla tavalla. Kuten taulukossa 10 on
osoitettu, olivat pINPROL, sian alfa-ketju ja sian beeta-ketju kaikki akfiivisia
in vivo -olosuhteissa ja ne vahensivat solukierrossa olevien CFU-MIX-
solujen osuuden perustasoille.

Taulukko 10
Kasittely Tuhoutumis-%
Kontrolli' 45
pINPROL? | 5
Sian alfaketju® 5
Sian beetaketju® | -5
Perustaso® | 4

'Kontrolli - testosteronilla kasitellyista BDF4-hiirista peraisin oleva luuydin
2100 ng/mi
Perustaso - kasittelemattdmists BDF+-hiirista peréisin oleva luuydin

Ihmisen hemoglobiinia hankittiin joko yhtiésta Sigma Chemical Corporation
tai se eristettiin vakiomenetelmin aikuisen ihmisen periferaalisesta veresta
tai napaveresta. Yksittaiset ketjut eristettiin kaanteisfaasi-HPLC:lla samalla
tavoin kuin mitéd on kuvattu edella sian alfa- ja beetaketjujen kyseessa
- ollessa [tatéd on késitelty julkaisussa Masala, B. ja Manca, L., Methods in
Enzymology 231 (1994) 21 - 44]. Saatiin kayttoon puhdistettuja alfa-, beeta-,
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gamma- ja deltaketjuja. Biotinyloitujen alfa- ja beeta—ketjujén kyseessé
olleessa kasiteltin  yhtd miligrammaa aikuisen yksildn humaani-
hemoglobiinia 37 pg:lla NHSLC-biotiinia (Pierce) ja ketjut erotettiin kaanteis-
faasikromatografialla edelld kuvatulla tavalla.

Kuten taulukoissa 11, 12 ja 13 on esitetty, ovat kaikki ketjuista, jotka ovat
puhdistettu ihmisen alfa-, biotinyloitu ihmisen alfa-, biotinyloitu ihmisen
beeta-, ihmisen gamma- ja ihmisen delta-hemoglobiiniketju, aktiivisia CFU-
MiX-solukiertomaarityksessa.

Taulukko 11
Kasittely Tuhoutumis-%
Kontrollj’ : 49
Humaanialfaketju® -1
Humaanibeetaketju® 41
Humaanigammaketju? -63

'Kontrolli - Balb/c-hiirista peraisin oleva luuydin

24100 ng/ml

Taulukko 12
Kasittely Tuhoutumis-%
Kontrolii' 47
Humaanigammaketju? 12
Humaanideltaketju® -4

'Kontrolli - Balb/c-hiirista peréisih oleva quydfn
#100 ng/ml |
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Taulukko 13
Kasittely Tuhoutumis-%
Kontrolli" 68
Humaanialfaketju’ 19
Biotinyloitu alfaketju2 7
Humaanibeetaketju? 55
Biotinyloitu beetaketju? 25

'Kontrolli - Balb/c-hiirista peraisin oleva luuydin

2100 ng/mi

| lobiini tivisia in vive -olosuhei

Puhdistettu ihmisen alfaketju, alfa-beeta-dimeeri tai hemoglobiini tutkittiin in
10 vivo -olosuhteissa suoritetussa maérityksessa esimerkissd 15 kuvatulla
tavalla. Kuten taulukossa 14 on esitetty, olivat kukin naista aktiivisia

konsentraatiossa 500 ng/hiiri.

Taulukko 14
Kasittely Tuhoutumis-%
Kontrolli' | 49
Humaanialfaketju -22
Humaani-alfa-beeta- 14
dimeeri
Humaanihemoglobiini -31

15

- 'Kontrolli - testosteronilla kasitellyistéd BDF1-hiiristé peraisin oleva luuydin

{ |



117468
56

Sen tutkimiseksi, miten sian luuytimesta peraisin oleva puhdistettu INPROL
kykenee vaikuttamaan solukierrossa oleviin ihmisen esiastesoluihin,
hankittiin kayttdon napaveren verisoluja. Kaytettiin joko Ficoll'issa suoritetun
eristyksen jalkeen saatua kokonais-mononukleaarisolufraktiota tai CD34"-
fraktiota, joka oli saatu anti-CD34-affiniteettikolonneissa (CellPro inc.)
suoritetun fraktioinnin jalkeen. Soluja inkuboitin 48 tuntia in vitro
-olosuhteissa interleukiini-3:n (IL-3) ja kantasolutekijan (SCF) (kummankin
konsentraatio 100 ng/ml) I|4sndollessa sen varmistamiseksi, eftd
varhaisvaiheen kantasolut olivat solukierrossa. Taman esi-inkuboinnin
jalkeen suoritettiin  solukiertom&arityksia menetellen esimerkissa 14
kuvatulla tavalla, jossa oli kysymyksessa hiiri, lukuunottamatta sitd, etta 18.
paivana maljauksen jalkeen laskettin CFU-GEMM-yksikét (CFU-MIX-
yksikbiden sijaan). Kuten taulukossa 15 on esitetty, esti sian INPROL CFU-
GEMM-yksikdiden solukierron joko erottelemattomissa
mononukleaarisoluissa tai CD34 -fraktiossa.

Taulukko 15
Kasittely Tuhoutumis-%
Mononukleaarisolut
Kontrolli 93
pINPROL' ,} 16
CD34"-solut
Kontrolli - 41
pINPROL" 21

100 ng/mi

CEU-GEMM-vksikéita kol

Hankittiin  kayttéon ihmisen napaveren mononukleaarisoluja ja niita
inkuboitiin IL-3:ssa ja SCF:ssa ja niita kaytettin solukiertomaaritykseen

Lo s
ARTE R SN

.:“:-"3.’?" DR et o s R oF

o



L -
* 9
. LR

10

15

20

25

30

- 117468
57

esimerkissd 18 kuvatulla tavalla. Kuten taulukossa 16 on esitetty, seks
luuytimesta puhdistettu sian INPROL ettd periferaalisesta veresté
puhdistettu inmisen alfahemoglobiini olivat aktiivisia tassd maarityksessa.

Taulukko 16
Kasittely | Tuhoutumis-%
Kontrolli 100
pINPROL' -6
Humaanialfaketju -23

100 ng/m

Aktiivisten peptidisekvenssien tunnistamiseksi kohdistettin myoglobiinin
(joka on inaktiivinen tdssa maarityksessa) kolmiulotteinen rakenne aikuisen
ihmisen hemoglobiinissa esiintyvan alfaketjun natiivin  kolmiulotteisen
rakenteen suhteen kayttden tietokonemallintamisohjelmaa. Kaksi peptidia
(n@ma edustivat aminohappoja 43 - 55 ja 64 - 82, jotka ovat alueita, jotka
poikkeavat rakenteensa puolesta myoglobiinista  kolmiulotteisessa
avaruudessa), tunnistettiin peptideiksi, joilla oli aktiivisuutta CFU-MIX-solu-
Kiertomaarityksessd. Jotta peptidin rakenne olisi saatu muistuttamaan
tarkemmin natiivissa alfaketjussa havaittua silmukkaa, syntetoitiin di-
sulfidisidosta kayttden myds 43 - 55-peptidin  syklinen johdannainen
(C43-55), jonka havaittiin olevan aktiivinen.

Naiden peptidien sekvenssi on seuraava: .
43-55 Phe-Pro-His-Phe-Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val

c(43-55) Cys-Phe-Pro-His-Phe-Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-Gin-
Val-Cys (jossa kaksi Cys-ryhmaa sitoutuvat toisiinsa disulfidisidoksella)

64-82 Asp-Ala-Leu-Thr-Asn-Ala-Val-Ala-His-Val-Asp-Asp-Met-Pro-
Asn-Ala-Leu-Ser-Ala

R
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Tutkittiin kahta hemorfiinisekvenssid, hemorfiini 10 (beeta—kétjun sekvenssin
aminohapot 32 - 41) ja hemorfiini 7 (aminohapot 33 - 40), ja niiden havaittiin
olevan aktiivisia.

Sekvenssit olivat seuraavat:

Hemorfiini 10 - Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg-Phe

Hemorfiini 7 : Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg
Naiden sekvenssien akfiivisuuden tutkimiseksi sudritéttiin CFU-MIX-
solukiertomaaritys esimerkissa 14 kuvatulla tavalla. Kuten taulukoissa

17 - 19 on esitetty, olivat ndma kaikki peptidit aktiiviisia tdssd maarityksessa.

Taulukko 17

Kasittely . S Tuhoutumis-%
Kontrolli : 47
pINPROL' 0

Peptidi (43-55)

100 ng/mt - 2

10 ng/ml 18

1 ng/mi , 11
100 ng/ml

PO AR S
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Taulukko 18

Kasittely Tuhoutumis-%
Kontrolli 43
Peptidi (43-55)" 5
Peptidi (64-82)' 9
Hemorfiini 10’ 1
Hemorfiini 7° 0

'Kaikki peptidit tutkittiin konsentraatiossa 100 ng/mi

Taulukko 19

Kasittely Tuhoutumis-%
Kontrolli - 47
Syklinen peptidi 43-55' 0

"Tutkittu konsentraatiossa 100 ng/ml

Vaikka tama keksintd on kuvattu sen edullisten sovellutusmuotojen
muodossa, on selvaa, ettd alan ammattikokemuksen perusteella on
oivallettavissa sen variaatioita ja modifikaatioita. Tasta syysta oheisten
patenttivaatimusten tarkoituksena on kattaa kaikki tallaiset vastaavat
variaatiot, jotka kuuluvat keksinndén suojapiiriin sellaisena kuin se on

patenttivaatimuksissa esitetty.
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Patenttivaatimukset

1. Peptidi, tunnettu siitd, etta sen sekvenssi on Phe-Pro-His-Phe-Asp-Leu-
Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val.

2. Syklinen peptidi, tunnettu siitd, ettd sen sekvenssi on Cys-Phe-Pro-His-
Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val-Cys, jossa kaksi Cys-ryhmaa
muodostavat disulfidisidoksen tai liittyvat toisiinsa hiilisillan valityksella.

3. Peptidi, tunnettu siit3, ettd sen sekvenssi on Asp-Ala-Leu-Thr-Asn-Ala-Val-
Ala-His-Val-Asp-Asp-Met-Pro-Asn-Ala-Leu-Ser-Ala.

4. Jokin peptidin, jonka sekvenssi on:
Phe-Pro-His-Phe-Asp-L.eu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val,
Cys-Phe-Pro-His-Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val-Cys (jossa kaksi
Cys-ryhmaa muodostavat disulfidisidoksen tai liittyvat toisiinsa hiilisillan
valitykselld),
Asp-Ala-Leu-Thr-Asn-Ala-Val-Ala-His-Val-Asp-Asp-Met-Pro-Asn-Ala-Leu-Ser-
Ala,

Leu—VaI-Val—Tyr-Pro-Trp-Thr—GIn-Arg-Phe,
Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg,

Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-Gin,

Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr,

Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp,

Leu-Val-Val-Tyr-Pro, :

Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn,

Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg-Phe,

Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg,

Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn tai

Tyr-Pro-Trp-Thr, . L
kéayttd valmistettaessa kantasolun lisdéntymisen inhiboimiseen tarkoitettua
|a8ketta.

5. Kasvua stimuloivan INPROL-maaran kayttd valmistettaessa B-solujen
kasvun stimuloimiseen kaytettavda laakettd, mainitun INPROL'in ollessa
vaatimuksessa 4 madritelty peptidi.

G

o iy ‘__,,,.w{eif.g':;;.‘.;‘ oty

e
AR



10

15

20

25

30

35

117468
61

6. Kantasolujen lisdantymistd inhiboivan ma&aran INPROL’ia kayttd
valmistettaessa sydvan, erityisesti leukemian, hoidossa kaytettavaa laéketta,
tai valmistettaessa kantasolujen jakautumisen inhiboimiseen nisékkaassa,
jossa on tapahtunut altistumista kantasoluja tuhoavalle tai vahingoittavalle
aineelle, kuten antiviraaliselle aineelle, kaytettavaa l|adketta, mainitun
INPROLin ollessa vaatimuksessa 4 maéritelty peptidi.

7. Menetelma nisakkaiden hematopoieettisten kantasolujen séilyttamiseksi ex
vivo -olosuhteissa, tunnettu siitd, ettd hematopoieettiset solut saatetaan
kosketukseen kantasolujen lisdantymista inhiboivan INPROL-m&arén kanssa,
mainitun INPROL’in ollessa vaatimuksessa 4 maéritelty peptidi.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelma, tunnettu siits, ettd mainitut
hematopoieettiset solut on valittu joukosta, jossa on luuydinsoluja,
periferaalisen veren soluja, mobilisoituneita periferaalisen veren soluja ja
napaveren soluja.

9. Liikalisééintymisté' rajoittavan masran INPROL’ia kayttd valmistettaessa

myeloproliferatiivisen sairauden tai autoimmuunisairauden tai
epiteelikantasolujen liikalisdantymisen nisdkkaassa, joilla naitd sairauksia
esiintyy, kuten myelodysplastisen oireyhtyman, hoidossa kaytettavaa laaketta,
mainitun INPROL'in ollessa vaatimuksessa 4 maaritelty peptidi.

10. Kantasoluja suojaavan maarén INPROL'ia kayttd valmistettaessa lasketts,
jolla annetaan nisékkadssd esiintyville normaaleille kantasoluille mutta ei
syopasoluille differentiaalisesti suoja kemoterapiaa tai séateilyd vastaan,
mainitun INPROL'in ollessa vaatimuksessa 4 maaritelty peptidi.

11. INPROL'in kayttd ‘valmistettaessa  rokotteen lisaainetta, mainitun
INPROL’in ollessa vaatimuksessa 4 maaritelty peptidi.

12. Sellaisen maarédn INPROL’ia, joka kaantda liikalisaantymisen kulun
painvastaiseksi kayttd valmistettaessa ladkettd, jolla hoidetaan sellaista
nisékasta, jolla kantasolujen liikalisdantyminen on aiheuttanut immunologisen
jarjestelman  toiminnan  heikkenemista, mainitun INPROL'in ollessa
vaatimuksessa 4 maaritelty peptidi.
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13. Menetelma kantasolujen lisdamiseksi ex vivo-olosuhteissa, tunnettu siita,
etta se sisaltdd sen, ettd hematopoieettiset solut saatetaan kosketukseen
INPROL'in ja vahintddn yhden stimuloivan sytokiinin kanssa, mainitun
INPROL’in ollessa vaatimuksessa 4 maaritelty peptidi.

14. Farmaseuttinen koostumus, tunnettu siita, etta se siséltda (a) INPROL’ia
ja (b) vahintdan yhta inhibitorista yhdistettd, joka on valittu joukosta, jossa on
MIP-1a, TGFB, TNFa, INFa, INFB, INFy, pyroGlu-Giu-Asp-Cys-Lys-
pentapeptidi, N-asetyyli-Ser-Asp-Lys-Pro-tetrapeptidi ja glutationi-tripeptidi
(Gly-Cys-yGlu), mainitun INPROL'in ollessa vaatimuksessa 4 maaritelty
peptidi.

15. Farmaseuttinen koostumus, tunnettu siita, etta se sisaltda (a) INPROL'ia
ja (b) vahintaan yhta stimuloivaa yhdistetta, joka on valittu joukosta, jossa on
IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-13, IL-14, IL-15, G-CSF,
GM-CSF, M-CSF, erytropoietiini, trombopoietiini, kantasolutekija ja flk2/fit3-
ligandi, mainitun INPROL'in ollessa vaatimuksessa 4 maaritelty peptidi.
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Patentkrav

1. Peptid, kénhetecknad déirav, att dess sekvens &r Phe-Pro-His-Phe-Asp-
Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val. ' '

2. Cyklisk peptid, kdnnetecknad darav, att dess sekvens &r Cys-Phe-Pro-His-
Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val-Cys, i vilkken tva Cys-grupper bildar
en disulfidbindning eller ar férenade med varandra genom en kolbrygga.

3. Peptid, kdnnetecknad darav, att dess sekvens ar Asp-Ala-Leu-Thr-Asn-
Ala-Val-Ala-His-Val-Asp-Asp-Met-Pro-Asn-Ala-Leu-Ser-Ala.

4. Anvéndning av nagon peptid med sekvensen: }
Phe-Pro-His-Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val,
Cys-Phe-Pro-His-Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Val-Cys (i vilken tva
Cys-grupper bildar en disulfidbindning eller ar forenade med varandra genom
en kolbrygga),
Asp-Ala-Leu-Thr-Asn-Ala-Val-Ala-His-Val-Asp-Asp-Met-Pro-Asn-Ala-Leu-Ser-
Ala, .

Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg-Phe,
Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg,

Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn,

Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr,

Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp,

Leu-Val-Val-Tyr-Pro,

Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-Gln,

Tyr-Pro-Trp-Thr-Gin-Arg-Phe,

Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg,

Tyr-Pro-Trp-Thr-Glin eller

Tyr-Pro-Trp-Thr,

for framstalining av ett lakemedel fér inhibering av en stamcells proliferation.

5. Anvandning av en fillvaxtstimulerande mangd av INPROL for framstalining
av ett lakemedel for stimulering av B-cellers tillvéaxt, varvid namnda INPROL &r
en peptid definierad i patentkravet 4.

6. Anvdndning av en stamcellers prblifération inhiberande mangd av'INPROL
vid framstéllning av ett [Akemedel for behandling av cancer, i synnerhet
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leukemi, eller for framstalining av ett lakemedel for att inhibera stamcelldelning
hos ett daggdjur, som har utsatts for ett stamceller férstérande eller skadande

medel, sdsom ett antiviralt medel, medan ndmnda INPROL &r en peptid

definierad i patentkravet 4.

7. Forfarande for konservering ett daggdjurs hematopoietiska stamceller i ex
vivo —forhallanden, kdnnetecknat darav, att hematopoietiska celler bringas i
kontakt med en stamcellers proliferation inhiberande mangd av INPROL,
varvid ndmnda INPROL &r en peptid definierad i patentkravet 4.

8. Forfarande enligt patentkravet 7, kannetecknat diarav, att namnda
hematopoietiska celler ar valda fran en grupp, vilken innehaller
benmargsceller, periferiella blodkroppar, mobiliserade periferiella bIodkroppar
och strangblodkroppar.

9. Anvandning av en hyperproliferation hdAmmande mangd av INPROL fér
framstélining av ett lAkemedel for behandling av en myeloproliferativ sjukdom
eller autoimmun sjukdom eller hyperproliferation av epitelstamceller hos ett
daggdjur, som lider darav, sasom ett myelodysplastiskt syndrom, varvid
namnda INPROL &r en peptid definierad i patentkravet 4. ‘

10. Anvandning av en stamcellskyddande méangd av INPROL fér framstélining
av ett lakemedel for differentiellt skydd av normala stamceller men inte
cancerceller hos ett daggdjur fran kemoterapi eller stralning, varvid namnda
INPROL &r en peptid definierad i patentkravet 4.

11. Anvandning av INPROL for framstélining av ett vaccins adjuvans, varvid
namnda INPROL ar en peptid definierad i patentkravet 4.

12. Anvéndning av en sadan mangd av INPROL, som omvéander
hyperproliferation for framstallning av ett ldzkemedel for behandling av ett
daggdjur med immunnedséttning orsakad av stamcellers hyperproliferation,
varvid namnda INPROL &r en peptid definierad i patentkravet 4.

13. F6rfarand»e fér stamcellexpansion i ex vivo —férhéllandén, kdnnetecknat
darav, att forfarandet omfattar, att de hematopoietiska cellerna bringas i
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kontakt med INPROL och atminstone en stimulerande cytokin, varvid ndmnda
INPROL &r en peptid definierad i patentkravet 4.

14. Farmaceutisk komposition, kdnnetecknad darav, att den innehaller (a)
5 INPROL och (b) atminstone en inhiberande férening, vilken ar vald fran en
grupp, som bestar av MIP-1a, TGFB, TNFa, INFa, INFB, INFy, pyroGlu-Glu-
Asp-Cys-Lys-pentapeptid, N-asetyl-Ser-Asp-Lys-Pro-tetrapeptid och glutation-
tripeptid (Gly-Cys-yGlu), varvid namnda INPROL &r en peptid definierad i
patentkravet 4. | : :
10
15. Farmaceutisk komposition, kdnnetecknad darav, att den innehaller (a)
INPROL och (b) atminstone en stimulerande forening, vilken ar vald fran en
grupp, som bestar av IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-13, IL-
_ 14, IL-15, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, erytropoietin, trombopoietin,
15  stamcellfaktor och flk2/flt3-ligand, varvid ndmnda INPROL &r en peptid
definierad i patentkravet 4. ’

=

s

i
4



117468

1726

1

10

Kuv




2/26

117468




 wee 117488
1 2 3 4 5 6 |
R ~ Kuvio 3 :




117468

-
.....
. -

Kuvio 4



sos 117468

D280

- 0.84

0.6 -

0.4 -

0.2 .

1 1 T - Alka

Kuvio 5



f 117468
6/26

80
—O— INPROL
60 -
o\°~ .
e
)
£ 404
..... 20 -
1 :
0

T Y T LA Y T

T ' I
100ng 50ng 25ng Sng 0.5ng 0.05ng

INPROL-annos

- Kuvio 6



117468

7126
u
(0
(0
£
2
S 10
=~ —0o— TSP
g 901 —— |NPROL
c 1 ™% Kontrolli
5 804
(4]
3 i
Q
g 70-
=
E o
(0
= 60-
N
&
P
m 50-
o
: -
2 40
3 -
- o ]
: 2 304
R Q
. (D n
ooooo _E
. S 20-
0.. (}) o
2.:
10~
T 0-
0
8

Paivaa TSP-injektion jalkeen

Kuvio 7



117468

8/26
Kuvio 8
100 -
90- - 'D" Kontrolli
) 1 —&— NPROL
80
'o\° 70-
E 604
X©,
= .
©  50-
L)
DU 40-
. 30
z J
204
E 10 -
g 04— :
- 0 5 10 15 20 25 30

Paivia toisen 5FU-injektion jalkeen



Eloonjaamis-%

-
s same ® aes
s - .

) ‘ 117468
0126

100-

604

40

~0—Kontrolli
—d— INPROL

20

- Paivia

Kuvio 9



1026 117468

]l —o— Kontrolii

—— AraC

—a— AraC + Inprol

Solukonsentraatio (x 10e6/ml)

o
.
»
- 1
(AN 0 2
-
LR )
y e *
H
aw
X L)
.
L]

-----

‘., Kasittelyn jalkeisen ensimmaisen viikon paivat

| | ~ Kuvio 10A | o

_;1
.

. .
#
LN ] M
v o :
v e 5
. 24

L .
v ' N

- »

. 3

A

¥



117468
1126

3
E
(o}
3
- 2 4
X
e’
©
E -
= —o— Kontroll
)]
& —e— AraC
% 1 ——a— AraC + Inprol

.. 7p]
0 Y 1 | 1 L) L) N
0 -2 4 6 8

Kasittelyn jalkeisen kolmannen viikon paivat

Kuvio 10B



Eloonjddmis-%

12/26

117468

110

100 -

Paivia luuytimensiirron jalkeen

-~ Kuvio 11

25 30

Al



Pesdkkeiden lukumaary

200

1326

117468

—&8— BM-kontrolli

—e— BM + SCI

 _am

——

0.04

) | ' L
0.06 0.08 0.10

Osuus siirretysta reisiluusta

Kuvio 12

0.12

%



117468

14/26
140 4 |g viikko 1
B Viikko 2 S : T
O vViikko 3 | | |
120 4 i
(4]
= , ' 4
2 100 4 o ) | ?
0 ‘ :
5] :
=
’E 80 -
= T
X - A
¥ .
:8 :
d‘f 60

40-

20 | .ji /
0 <V / : N\ //
Kontrolli o B + SCPI

Kuvio13 | B o



OOOOO
.

LTC-IC-arvo (%)

117468

15/26

120
) —o— Terve luovuttaja
_ _ —a— CML-potilas
100 - - === CML-potilas + SC} -
80 4
60 -
]
40
20 4
—d
0 1 ™ T Y T T i 1 o
0 10 20 30 40 50

Viljelyaika paivina

Kuvio 14




117468

1626

=

966°66 60vEPYBL
Wwe'o L0Svy

- 9ZT°L ozgzeel
181°9L 8svosovl
8.2yl S6EEE9T
60)°0 vizoz
£€68°L FXAA 4>
£20°0 051S
v0°0 8LSL

0.2Z¢€
9l0¢e
185122
6908¢)
95}
v8ss8
Lol
169

(%) ele-ejuid (oas-A1) ele-eyuig  (AH) snaxtoy

VIV-VLNIdSIVNOMXOM
N §659 9

EN . SE6'PS S

IN  8pies v

IN  €£1972§ £
N  86Z°}S z
N 8196y 2

ZN  siee

IN 9zi€

1ddAAL ety osu upjig
V BABUR)Y (ISAeuy

666 0°'0
IEP-.--:.-PP-..n.:-.-..h-..-.-.-vP-v-.-—-.-.».---..-..-...:.-.-b--n.....-.\:_n-:b:.-:..
—_— ll. -
(o)} : .ﬁ\b
mﬂ.__ H ' nh.. o
I O
& M8 o
6 L
E -
n -
9]
(Y]
1))
L
E .
VGl OIANY
18]
12 .
ry
Q.




e
13.898

30.331

17126

117468

0.0 _
~ Analyysi: Kanava A

Piikinnro  Aika  Tyyppi Korkeus (uY) Pinta-ala (pY-sec)

4.383
5.080
5.216
7.980
8.100
8.241
8.386
8.533
8.701
8.745
8.995
8.316

NadvoNoArLNa

N1
N2
N3
N1

Err'

N3
N4
N5
N6
N7
N8
N9

3945
28639
49084

399424
1203320
443249
481563
412886
321500
404661
435765
517790

Kuvio 15B

95125
330889
531867
1110511
2882013
1506159
2185702
1826165

842122
1610380
2489721
4801831

8.9

Pinta-
ala (%)

0.119
0.413
0.665
1.389
3.605
1.884
2734
2.284
1.053
2.014
3.114
6.007
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