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Nye haptenbaererkonjugater som er i stand til & indusere produksjonen av antistoffer in vivo som
spesifikt binder seg til nikotin. Disse konjugatene omfatter et nikotinhapten konjugert til et
immunogent baererprotein. De nye konjugatene bevarer kiraliteten til nikotin i sin native (S)-(-)
tilstand, og har gode stabilitetsegenskaper. Konjugatene er nyttige i & formulere vaksiner for aktiv
immunisering, som blir benyttet for & hindre eller & behandle nikotinavhengighet. Antistoffene som er
fremstilt som respons pa nikotinhaptenbaererkonjugater blir benyttet til passiv immunisering. Disse
antistoffene blir administrert for & hindre og behandle nikotinavhengighet.
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Foreliggende oppfinnelse omhandler nye haptenbrerkonjugater som er i stand
til & indusere produksjonen av antistoffer. Slike antistoffer er i stand til spesifikt
4 binde til nikotin. Videre betrakter den foreliggende oppfinnelsen & hindre eller
4 behandle nikotinavhengighet ved & administrere et medikament som er
fremstilt fra et nikotinbarerkonjugat.

Rayking av sigaretter, sigarer og piper er et alminnelig forekommende problem i
USA og verden over. Rayketobakk og raykfri tobakk er rik pa nikotin, som er en
kjent vanedannende substans. Nikotin er et alkaloid, avledet fra tobakksplanten,
som er ansvarlig for reykernes psykoaktive og avhengige effekter. Nikotin er
dannet av to ringer koblet sammen med en enkelt binding: En aromatisk seks-
ring (pyridin) og en alifatisk fem-ring (pyrrolidin). Pyrrolidin er N-metylert og
koblet via sitt karbon-2 til karbon-3 pd pyridin. Sdledes er karbon-2 kiralt, og det
er vesentlig fritt for rotasjon rundt enkeltbindingen som kobler de to ringene. Det
har blitt fastslatt at den absolutte konfigurasjonen av karbon-2 er S. Siledes er
den naturlige konfigurasjonen til nikotin (S)-(-)-nikotin.

Nikotinanvendelse er utbredt som en folge av den enkle tilgjengeligheten av
sigaretter, sigarer, piper og roykfri tobakk. I henhold til U.S. Department of
Health and Human Services, er sigarettrayking den ene ledende &rsaken for ded
som kan forhindres i USA. Se ogsd McGinnis et al., J. Am. Med. Assoc., 270,
2207-2211 (1993). Eksponering for passiv reyking har ogsé blitt rapportert 4 ha
alvorlige skadelige helseeffekter, inkludert akutt forverring av astma.

Selv om den avhengige egenskapen til nikotin er godt kjent, er sigarettrayking
utbredt. Toppnivaer av nikotin i blodet, omkring 25 til 50 nanogram/ml, blir
oppnédd i lepet av 10-15 minutter ved reyking av en sigarett. I mennesker
resulterer reyking av en sigarett i at arterielle nikotinkonsentrasjoner blir ti
ganger hgyere enn vengse nikotinkonsentrasjoner som en falge av at nikotin
raskt blir avlevert fra lungene til hjertet (se Henningfiels (1993) Drug Alcohol
Depend. 33: 23-29). Dette resulterer i en rask avlevering av heye arterielle
konsentrasjoner av nikotin til hjernen. Straks nikotin krysser blod-
hjernebarrieren tyder beviser pé at det binder til kolinerge reseptorer, som
normalt blir aktivert av nevrotransmitteren acetylkolin, som er involvert i
respirasjon, opprettholdelse av hjertefrekvens, hukommelse, vékenhet og
muskelbevegelse. Nar nikotin binder til disse reseptorene kan den pavirke
normal hjernefunksjon ved 4 utlgse frigivelsen av andre nevrotransmittere si
som dopamin. Dopamin er funnet i hjernen i regioner som er involvert i
emosjoner, motivasjon og folelse av glede. Det er frigivelsen av
nevrotransmittere, spesielt dopamin, som er ansvarlig for tobakkbrukernes
avhengighet av nikotin eller andre inntak av nikotin.
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Som en folge av de signifikante alvorlige effektene av reyking pa helsen,
forsgker raykere ofte & slutte. Imidlertid bidrar den avhengige egenskapen til
nikotin og tilgjengeligheten av sigaretter, til opprettholdt avhengighet av nikotin
og hoy grad av mislykkethet hos dem som forseker & slutte.
Tilbaketrekningssymptomer er lite hyggelige, og blir lindret ved royking.

Mange terapier for nikotinavhengighet har blitt utviklet, men er stort sett
ineffektive. De to mest populare terapiene forblir det nikotintransdermale
plasteret og nikotin inkorporert i tyggegummi. Disse terapiene, betegnet
"nikotinerstatningsterapier” (NRT) erstatter mengden av nikotin som brukeren
tidligere mottok fra rayking, og virker avvendende for brukeren av nikotin.
Imidlertid ses visse ulemper med denne typen av terapi. Spesielt er det lav
penetrasjon av nikotin inn i blodstremmen og derfor et gkt onske om & royke.
Problemer slik som munnirritasjon, kjevesarhet, forkjolelse, har blitt assosiert
med anvendelse av nikotintyggegummi. Problemer s som hudirritasjoner,
sevnforstyrrelser og nervesitet har blitt assosiert med anvendelse av
nikotintransdermale plastre.

Derfor er det behov for en alternativ metodologi for & behandle nikotin-
avhengighet. Litteraturen gjenkjenner behovet, og det har vart flere forsek pa
tilveiebringe en metodologi for & behandle nikotinavhengighet. En av
fremgangsmatene involverer administreringen av antistoffer som har blitt
produsert som en respons pé nikotin. Imidlertid er lavmolekylvektsubstanser,
kalt haptener, kjent for & vere ustabile med & utlese en immunrespons i vertsdyr.
Nikotin er ikke noe unntak, og som et lite molekyl er det ikke immunogent. For &
utlese en antistoffrespons mot hapten er det vanligvis kovalent bundet til et
barerprotein, og komplekset vil utlase produksjonen av antistoffer som
gjenkjenner haptenet.

For eksempel ble kotinin 4'-karboksylsyre, som var bundet kovalent til
nekkelhullalbuskjell hemocyanin (keyhole limpet hemocyanin) (KLH) benyttet
for & generere antistoffer mot nikotinmetabolitten kotinin. Disse antistoffene ble
benyttet for & bestemme narvaret av kotinin i fysiologiske vasker. Se Bjerke et
al., J. Immunol. Methods, 96, 239-246 (1987).

Andre nikotinantistoffer ble fremstilt av Castro et al., (Eur. J. Biochem., 104,
331-340 (1980)). Castro et al fremstilte nikotinhaptener konjugert med bovint
serum albumin (BSA) med barerproteinet konjugert via en kobler ved 6-
posisjonen til nikotin. Castro et al fremstilte ytterligere nikotinkonjugater av
BSA som ble injisert i pattedyr for & produsere antistoffer. I en annen
publikasjon Castro et al i Biochem. Biophys. Res. Commun. 67, 583-589 (1975)
angis to nikotinalbuminkonjugater: N-succinyl-6-amino-(t)-nikotin-BSA og 6-

amino-(o-aminokapramido)-(t+)-nikotin-BSA. I denne publikasjonen fra 1975
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benyttet Castro et al ogsd antistoffer mot nikotin-barerkonjugat, 6-(c-

aminokapramido)-(t)-nikotin-BSA, for & bestemme nivéene av nikotin i blod og
urin, se Res. Commun Chem. Path. Pharm., 51, 393-404 (1986).

Swain et al. (WO 98/14216) angir nikotinbarerkonjugater der haptenet er
konjugert ved 1, 2, 4, 5, 6 eller 1'-posisjonen til nikotin. Hieda et al. har vist at
dyr immunisert med 6-(karboksymetylureido)-(£)-nikotin, som var koblet til
KLH, fremstilte antistoffer spesifikke for nikotin. J. Pharm. and Exper. Thera.
283, 1076-1081 (1997). Langone et al. fremstilte haptenderivatet O-succinyl-3'-
hydroksymetyl-nikotin, se Biochemistry, 12, 5025-5030, og brukte antistoffene
mot dette haptenbarerkonjugatet i radioimmunoassayer. Se Methods in
Enzymology, 84, 628-635 (1982). Konjugatet fremstilt av Langone er folsomt for
hydrolyse. I tillegg beskriver Abad et al. i Anal. Chem., 65, 3227-3231 (1993) &
konjugere 3'-(hydroksymetyl)nikotin-hemisuccinat til bovint serum albumin for &
fremstille antistoffer mot nikotin for & vaere i stand til 4 méle nikotininnholdet i
roykkondensat fra sigaretter i et ELISA-assay.

Derfor angir ikke kjent teknikk et stabilt nikotinbarerkonjugat som bevarer den
kirale egenskapen til nikotinhaptenet, og som kobler haptenet til bereren pa en
mate som bevarer egenskapen til nikotinepitopene. Videre angir kjent teknikk
ikke fremgangsmater for 4 hindre eller behandle nikotinavhengighet ved &
anvende slike konjugater. Seeman i Heterocycles, 22, 165-193, (1984) angir
resultater av et studie av de strukturelle analysene og den kjemisk reaktivitet til
nikotin.

Som en respons pa behovet for en mer effektiv metodologi for 4 behandle
nikotinavhengighet er det en hensikt med den foreliggende oppfinnelsen &
tilveiebringe nye nikotinbarerkonjugater som er stabile, omfatter nikotin i
naturlige (S)-(-)-formasjon, og benytter en nikotinbarerkobling som bevarer
egenskapen til nikotinepitopen(e) og den relative orienteringen av de to ringene
av nikotinmolekylet. Begge ringene til nikotin, og deres relative orientering, er
antatt & vaere vesentlige for antistoffets gjenkjenning av nikotin i lesning. Slike
konjugater er i stand til & stimulere produksjonen av antistoffer som er i stand til
spesifikt & binde til nikotin. Ved & benytte de oppfunnede konjugatene har
oppfinnerne gkt serumnikotinnivder, og redusert hjernenikotinnivaer i pattedyr. I
tillegg, ved & benytte konjugatene i den foreliggende oppfinnelsen, har
oppfinnerne ogsa hindret nikotininduserte endringer i blodtrykk, og
lokomotoriske effekter.

I en annen hensikt ved den foreliggende oppfinnelsen er det tilveiebrakt et
medikament som er fremstilt ved anvendelse av et haptenbarerkonjugat ifolge
oppfinnelsen for & behandle nikotinavhengighet ved 4 administrere et konjugat i
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henhold til den foreliggende oppfinnelsen til en pasient som er avhengig av
nikotin, og derved generere antinikotinantistoffer i pasienten. Séledes, nér
pasienten reyker, eller benytter tyggetobakk, vil nikotinen fra disse produktene
bli bundet av antinikotinantistoffene i blodet, og hindre nikotinen fra & krysse
blod-hjernebarrieren, og derved eliminere de nikotininduserte endringene i
hjernekjemi, som er kilden for nikotin-avhengighet. I dette henseende er det
viktig at nikotinbarerkonjugatet utlaser produksjonen av antistoffer som vil
gjenkjenne det native nikotinmolekylet. Som beskrevet over vil de nye
nikotinbaererkonjugatene i henhold til den foreliggende oppfinnelsen bevare
kiraliteten og epitopen(e) til naturlig forekommende nikotin.

Oppfinnerne har ikke til hensikt & vaere bundet av noen spesiell teori i forhold til
hvordan nikotinkonjugatene og antistoffene produsert som en respons pé slike
konjugater, inhiberer effektene av nikotin inntatt av pattedyr. I tillegg til & hindre
nikotin fra 4 krysse blod-hjernebarrieren kan antistoffene ogsd forhindre nikotin
fra & binde til andre reseptorer i det perifere nervesystemet ved enkel sterisk
blokkering.

Disse hensiktene kan bli oppnadd ved & tilveiebringe et haptenbarerkonjugat
med formelen (I):

{Cl‘izln-x-(Cth'\‘

x..i 3

(1

- dm .

dermer 1 til 2500, ner 0 til 12, y er 1 til 12, X er valgt fra gruppen som bestar
av NH-CO, CO-NH, CO-NH-NH, NH-NH-CO, NH-CO-NH, CO-NH-NH-CO og
S-S; Y er valgt bra gruppen som bestar av NH-CO, CO-NH, CO-NH-NH, NH-
NH-CO, NH-CO-NH, CO-NH-NH-CO og S-S, og -(CH;),-X-(CH,),-Y-enheten
er bundet til en 3', 4' eller 5'-posisjonen. I en foretrukket utforming av
haptenbarerkonjugatet erm 11 til 17, ner 1,y er 2, X er NH-CO, Y er CO-NH
og barerproteinet er eksoprotein A og -(CH3),-X-(CHz)y-Y-enheten er bundet til
3'-posisjonen. I en annen foretrukket utforming av haptenbarerkonjugatet er m
11til17,ner 1,y er2, X er NH-CO, Y er CO-NH, brerproteinet er eksoprotein
A og -(CH3),-X-(CHz)y-Y-enheten er bundet til 4'-poisjonen. I en ytterligere
foretrukket utformingen av haptenbarerkonjugatet erm 11 til 17, ner 1,y er 2,
X er NH-CO, Y er CO-NH, barerproteinet er eksoprotein A og -(CH;),-X-
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(CH3)y-Y-enheten er bundet til 5'-poisjonen. I en ytterligere foretrukket
utforming er m valgt fra gruppen som bestar av 1 til 20 og 1 til 200.

De ovennevnte hensiktene kan ogsad bli oppnadd ved & tilveiebringe et
haptenbarerkonjugat med formelen (III):

CHy ) e e
3! 4'
™ >

|

_ - (am

derner0til 12, jer 1 til 1000, k er 1 til 20 og E er en aminosyreinneholdende
matriks. I en foretrukket utforming er matriksen en poly-L-glutaminsyre.

Hensiktene kan ogsé bli oppnddd ved & tilveiebringe et antistoff som er fremstilt
i en respons pa haptenbaererkonjugatet med formel (I). I en ytterligere utforming
er antistoffet et funksjonelt fragment. I en foretrukket utforming er antistoffet et
monoklonalt antistoff. I en ytterligere utforming av oppfinnelsen er antistoffet
polyklonalt.

Hensiktene kan ogsé bli oppnadd ved 4 tilveiebringe et antistoff som blir
fremstilt som respons pé haptenbarerkonjugatet med formel (III). I en ytterligere
utforming er antistoffet et funksjonelt fragment. I en foretrukket utforming er
antistoffet et monoklonalt antistoff. I en ytterligere utforming av oppfinnelsen er
antistoffet polyklonalt.

Hensiktene kan ogsa bli oppnadd ved & tilveiebringe et medikament som er
fremstilt ved anvendelse av et haptenb&rerkonjugat ifelge oppfinnelsen, for &
behandle eller hindre nikotinavhengighet i en pasient med behov for slik
behandling, som omfatter & administrere en terapeutisk effektiv mengde av
haptenbarerkonjugatet med formel (I) eller (III).

I tillegg kan disse hensiktene bli oppnédd ved & tilveiebringe en
vaksinesammensetning som omfatter haptenbarerkonjugatet med formel (I) eller
formel (III). I tillegg kan vaksinen videre omfatte en ytterligere terapeutisk
forbindelse for & behandle nikotinavhengighet.

Hensiktene kan ogsa bli oppnadd ved & tilveiebringe en fremgangsmate for &
fremstille et antistoff som omfatter & immunisere et vertspattedyr med et
haptenbarerkonjugat med formel (I) eller (III). I en foretrukket utforming er
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antistoffet som blir fremstilt et monoklonalt antistoff. I en ytterligere utforming
er antistoffet polyklonalt.

Ytterligere hensikter kan bli oppnadd ved & tilveiebringe et sett for & bestemme
nervaret av nikotin i en preve, som omfatter et antistoff oppnadd som respons
pa haptenbarerkonjugatet med formel (I) eller formel (III).

Disse hensiktene og andre som er &penbare for personer med kunnskaper i faget
har blitt oppnddd i den foreliggende oppfinnelsen, beskrevet i detalj nedenfor og
i de vedlagte krav.

KORT BESKRIVELSE AV TEGNINGENE

Figur 1 er et diagram som viser effekten av aktiv immunisering med en 3'-
AMNIik-Suc-rEPA-konjugatvaksine pd nikotin blodserumnivder i rotter, etter en
enkelt injeksjon av nikotin. Nikotinserumnivéer, 3 og 10 minutter etter
nikotininjeksjon er vist.

Figur 2 viser effekten av passiv immunisering med antistoffer mot 3'-AMNik-
Suc-rEPA pé nikotinnivéer i blod og hjerne i rotter. Rotter ble behandlet med
12,5, 25 og 50 mg antistoff.

Figur 3 viser effektene av passiv immunisering med antistoffer mot 3'-AMNik-
Suc-rEPA pé nikotinnivder i blodserum og hjerne i rotter. Nikotinnivaer ble malt
30 minutter og 1 dag etter antistoffadministrering, og 3 minutter for
nikotininjeksjon.

Figur 4 viser effektene av passiv immunisering med antistoffer mot 3'-AMNik-
Suc-rEPA pé nikotin blodserumnivéer i rotter som mottok multiple doser av
nikotin.

Figur 5 viser effektene av passiv immunisering med antistoffer mot 3'-AMNik-
Suc-rEPA pé nikotinnivder i rottehjerne i rotter som mottok multiple doser av
nikotin.

Figur 6 viser effektene av passiv immunisering med antistoffer mot 3'-AMNik-
Suc-rEPA pé nikotininduserte lokomotereffekter i rotter.

Figur 7 viser effektene av passiv immunisering med antistoffer mot 3'-AMN k-
Suc-rEPA pé nikotinindusert gkning i systolisk blodtrykk. Figuren viser at de
gkende mengder av antistoff gker effektiviteten av antistoffene til & redusere
nikotinekning i blodtrykk.
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Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer et nikotin-haptenbaererkonjugat for &
behandle avhengighet av nikotin. Nikotin-haptenbarerkonjugatet har formelen

I):

V‘. g]‘:;)n-x-(CHg),-‘ﬁ
S

N CHgy

- Am @

dermer 1 til 2500; n er 0 til 12; y er 1 til 12; X er valgt fra gruppen som bestar
av NH-CO, CO-NH, CO-NH-NH, NH-NH-CO, NH-CO-NH, CO-NH-NH-CO og
S-S; Y er valgt bra gruppen som bestér av NH-CO, CO-NH, CO-NH-NH, NH-
NH-CO, NH-CO-NH, CO-NH-NH-CO og S-S; barerproteinet er et hvilket som
helst passende immunogent protein eller polypeptid. Fortrinnsvis kan
barerproteinet omfatte en T-celleepitope og -(CH),-X-(CH;),-Y-enheten er
bundet til den 3', 4' eller 5' posisjonen til nikotinmolekylet.

I formel (I) er m fortrinnsvis 1 til 200. I en annen foretrukket utforming er m 1
til 20. I en spesielt foretrukket utforming er m 11 til 17. I en annen foretrukket
utforming er X valgt fra gruppen som bestdr av NH-CO, CO-NH, CO-NH-NH,
NH-NH-CO, NH-CO-NH, CO-NH-NH-CO.

Dersom m er mer enn 1, er enheten i klammeparentesen koblet m ganger til ulike
koblingspunkter i barerproteinet. For eksempel, dersom m = 2, da ville formel

(I) veere:
(GHQ)H-X{CH_—;)V-\‘—@—Y-(CH%-X-?I-?n

4 4

5 o8

N CHy N CHy



Fordi antistoffer ikke kan bli dannet som respons pé nikotin selv, har de
foreliggende oppfinnerne utviklet et nikotinhapten som er derivatisert ved 3', 4'
eller 5'-posisjonen til nikotin. Denne enheten er bundet til et barerprotein for &
gi et haptenbarerkonjugat som vil fremstille antistoffer mot nikotinenheten nar
de blir injisert inn i et passende vertspattedyr. I s& henseende, for at en
farmasgytisk sammensetning som omfatter haptenbaererkonjugatet skal indusere
produksjonen av antistoffer ndr det administreres til et pattedyr, mé
barerproteinet vare immunogent. Fortrinnsvis vil det omfatte en T-celleepitope.
Saledes, nar bererproteinet er konjugert til nikotinhaptenet og deretter blir
administrert til et pattedyr, produserer eller "danner" pattedyret antistoffer som
en respons pd nikotinhaptenet.

Begrepet "hapten" som benyttet i den foreliggende oppfinnelsen, refererer til en
lavmolekylvekt organisk forbindelse som ikke er i stand til & utlese en
immunrespons selv, men som vil utlgse en immunrespons straks det er koblet til
et berermolekyl. I en foretrukket utforming er haptenet koblet til bereren via en
kobler (linker). Et hapten i henhold til den foreliggende oppfinnelsen er et
nikotinderivat. Dette nikotinhaptenet inneholder en reaktiv funksjonell gruppe
som bareren kan bli koblet direkte til, eller via en kobler, eller via en matriks,
eller via en kobler og en matriks. Fortrinnsvis er nikotinhaptenet koblet til
barerproteinet via et amid eller en disulfidbinding. Amid og disulfidbindinger
har de onskede egenskaper for stabilitet. Fordi haptenbarerkonjugatene i
henhold til den foreliggende oppfinnelsen vil bli benyttet som vaksiner, er det
viktig at konjugatene er stabile for & forlenge holdbarheten til vaksinen.

I en foretrukket utforming av den foreliggende oppfinnelsen er nikotinhaptenet
representert ved formelen (II):

{CHN-Z
3
Yy
|
~F %

derner 0til 12, Z er NH,, COOH, CHO eller SH og -(CH;),-Z kan vare bundet
til den 3', 4' eller 5' posisjonen. Z-enheten er i stand til & binde til en berer,
direkte eller via en kobler. Barerhaptenkonjugatet vil indusere produksjonen av
antistoffer ved dens introduksjon inn i kroppen til en pasient eller et dyr.

I en spesielt foretrukket utforming er nikotinhaptenet av den felgende formelen
(3'-aminometylnikotin):
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For 4 lage et "direkte konjugat" blir et enkelt nikotinhapten direkte koblet til en
barer, med eller uten en kobler. For eksempel kan et enkelt nikotinhapten bli
koblet til hver tilgjengelige amingruppe pa bareren. Generelle fremgangsmater
for direkte & konjugere haptener til barerproteiner ved & benytte en
homobifunksjonell- eller en heterobifunksjonell krysskobler er beskrevet for
eksempel av G.T. Hermanson i Bioconjugat Techniques, Academic Press (1996)
og Dick og Beurret i Conjugate Vaccines. Contribu. Microbiol. Immunol.,
Karger, Basal (1989) vol. 10, 48-114. Med direkte konjugering ved & benytte
bifunksjonelle krysskoblere blir det molare forholdet av hapten til protein
begrenset til antallet av funksjonelle grupper som er tilgjengelige pé proteinet
for den spesifikke konjugeringskjemien. For eksempel med et barerprotein som
har n antall lysinenheter vil det vare, teoretisk, n + 1 primare aminer (inkludert
den terminale amino) tilgjengelig for reaksjon med koblerens karboksylgruppe.
Saledes, ved & benytte denne direkte konjugeringsfremgangsmaten, vil produktet
bli begrenset til & ha n + 1 amidbindinger dannet, det vil si et maksimum pa n +
1 haptener tilkoblet.

Den faglarte vil se at avhengig av konsentrasjonen av reaktantene som benyttes
for & konjugere nikotinhaptenet til barerprotein, og egenskapen til
barerproteinet, vil forholdet mellom hapten til baerer ogsa variere. Det vil ogsa,
innenfor en gitt fremstilling av nikotinb&rerkonjugat, vare variasjon i
hapten/baererforholdet for hvert individuelle konjugat. For eksempel har
eksoprotein A, teoretisk, 15 aminoer tilgjengelige for konjugering med hapten.
Imidlertid fastslo oppfinnerne at nar 3'aminometylsuccinyl-nikotin var konjugert
til dette proteinet var et omrade p& 11-17 nikotinhaptener koblet til hver
eksoprotein A-barer, i en enkel preparering av konjugatet. Dette omradet var
eksperimentelt bestemt ved & benytte gassfiltreringskromatografi og 4 méle
gkningen i UV-absorbans ved 260 nm. 17 nikotiner var koblet til som barere
fordi nikotinhaptenet kan koble til ikke-aminenheter p& bareren. Eksempler pa
ikke-aminenheter som haptenet kan kobles til inkluderer, men er ikke begrenset
til, -SH og -OH-enheter. Imidlertid er forekomsten av disse sidereaksjonene lav.

For 4 omga begrensningene med antallet av haptener som kan bli koblet til
barere ved & benytte direkte konjugering, kan en aminosyre "matriks" bli
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benyttet. Begrepet "matriks" betegner en aminosyre, et peptid, dipeptid eller et
polypeptid, inkludert oligomere og polymere polypeptider. En matriks kan ogsa
veere et lineart eller forgrenet polypeptid. Eksempler p& aminosyrer som kan bli
benyttet for & danne en matriks inkluderer, men er ikke begrenset til,
aspartinsyre, lysin, cystein og L-glutaminsyre. Slike matriksmaterialer kan bli
formulert inn i polymerer, s& som poly-L-glutaminsyre. Nar en aminosyre sd som
cystein blir benyttet, er tiolgruppen beskyttet, noe som derved tillater haptenet &
bli koblet til karboksylgruppen til aminosyren. En faglert vil vere kjent med
typene av beskyttende grupper og metoder for & koble beskyttende grupper til
aminosyrefunksjonaliteter. For diskusjon se Green, Protective Groups in Organic
Chemistry, Jon Wiley & Sons, New York, 1991.

En egnet matriks viser en passende funksjonell gruppe og er lastet med to eller
flere haptener. Saledes, i en annen foretrukket utforming av oppfinnelsen, er den
nikotinsubstituerte matriksen konjugert til bererproteinet for &4 eke haptenet for
barermolart forhold i haptenbarerkonjugatet. Matriksen spiller en dobbelt rolle,
forst som en stotte for et stort antall av haptener, og deretter som en krysskobler.
Den nikotinsubstituerte matriksen konjugert til et baererprotein er representert
ved formel (III);

(1)

derner0til 12,jer 1 til 1000, k er 1 til 20, E er en aminosyreinneholdende
matriks som et hapten kan bindes til, og barerproteinet er et hvilket som helst
passende protein eller polypeptid som omfatter en T-celleepitop. Den
aminosyreinneholdende matriksen E kan vare en aminosyre, et peptid, dipeptid
eller et polypeptid, inkludert oligomere s& vel som polymere polypeptider.
Matriksen omfatter en eller flere aminosyrer som inkluderer, men ikke er
begrenset til, aspartinsyre, lysin, cystein og poly-L-glutaminsyre. I en
foretrukket utforming er j 1 til 200, og i en annen foretrukket utforming er j 1 til
4.

Matriks-barerkonjugater er i stand til & danne multimere "gittere". Et slikt gitter
er representert i figuren nedenfor. Begrepet "gitter" blir benyttet for & betegne et
kovalent koblet kompleks, som omfatter multiple matrikser, haptener, koblere og
barerproteiner, alle som er kovalent koblet sammen. Fordi den nikotin-
substituerte matriksen omfatter multiple nikotinenheter som er tilgjengelige for
konjugering med en bzrer, kan et gitter som omfatter multiple barere og
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multiple nikotin-substituerte matrikser bli dannet. En forenklet representasjon av
en del av et slikt gitter er representert som folger:

o — WWW\J“O

Nikotinhapten Linker Matriks Bererprotein

En person med kunnskaper i faget vil se at gitteret i henhold til den foreliggende
oppfinnelsen omfatter et haptenbarerkonjugat med formel (III).

Denne konjugeringsmetoden benytter en matriks som gir fleksibilitet og kontroll
over hapten til proteinmolare forhold, uavhengig av antallet av funksjonelle
grupper som er tilgjengelige for konjugering pa proteinet. Dette er spesielt nyttig
nér et spesifikt barerprotein er blitt benyttet, og nir et optimalt forhold mé
oppnés for & oppnd heyere immunogenitet av konjugatet. Mens det ikke er
ngdvendig & benytte en ndr man benytter en matriks, kan en slik kobler bli
benyttet. For 4 anvende en kobler med denne utformingen blir den
nikotinsubstituerte matriksen reagert med en aktiv koblerforbindelse. For
eksempel ADH, adipinsyredihydrazid, kan bli benyttet som en kobler med
matrikskonjugatene.

Straks nikotinhaptenet har blitt fremstilt blir det deretter konjugert til et
barerprotein som vil bli benyttet for & danne (raise) antistoffer mot
nikotinbzrerkonjugatet. Bererproteinet som benyttes i det foreliggende
oppfunnede nikotinbarerkonjugatet er representert
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barer-
protein

i formel (I) og (III), og omfatter et hvilket som helst passende immunogent
protein eller polypeptid. Et "immunogent molekyl" er et som er i stand til &
utlese en immunrespons. Fortrinnsvis vil barerproteinet omfatte en T-
celleepitope. Ogsd omfattet av representasjonen av et "barerprotein” er MAP'er
eller multi-antigene peptider, som er forgrenede peptider. Ved & benytte et MAP,
blir haptentettheten og valensen maksimert som folge av multiple forgrenede
aminosyrerester. Eksempler pd aminosyrer som kan bli benyttet for & danne et
MAP inkluderer, men er ikke begrenset til, lysin.

Et brerprotein i henhold til den foreliggende oppfinnelsen omfatter et molekyl
som inneholder minst en T-celleepitop som er i stand til & stimulere T-celler i
subjektet, som deretter induserer B-celler til & produsere antistoffer mot hele
haptenbarerkonjugatmolekylet. Begrepet "epitope" som benyttet for & beskrive
denne oppfinnelsen, inkluderer en hvilken som helst determinant eller antigen
som er ansvarlig for sin spesifikke interaksjon med et antistoffmolekyl.
Epitopiske determinanter bestdr vanligvis av kjemisk aktive
overflategrupperinger av molekyler s& som aminosyrer eller sukker-sidekjeder,
og har spesifikke tredimensjonale strukturelle karakteristika, s& vel som
spesifikke ladningskarakteristika. Det er antatt at for & ha immunogene
egenskaper ma et protein eller polypeptid vare i stand til & stimulere T-celler.
Imidlertid er det mulig at et baererprotein som mangler en T-celleepitope ogsa
kan vare immunogent.

Ved & velge ut et barerprotein som er kjent for & utlese en sterk immunogen
respons, kan en populasjon med forskjellige pasienter bli behandlet ved hjelp av
de oppfunnede haptenbarerkonjugatene. Baererproteinet ma vere tilstrekkelig
fremmed for & utlgse en sterk immunrespons pd vaksinen. Vanligvis vil
barerproteinet som blir benyttet fortrinns vare et stort molekyl som er i stand til
4 gi immunogenitet til et kovalent koblet hapten. Et spesielt foretrukket
barerprotein er et som er naturlig godt immunogent. Sdledes har et baererprotein
som har hoy grad av immunogenitet og er i stand til & maksimere
antistoffproduksjon til haptenet svert onskelig.

Béde bovint serum albumin (BSA) og nekkelhull albuskjell hemocyanin (KLH)
har vanligvis blitt benyttet som barere i utviklingen av konjugatvaksiner nar det
har vert eksperimentert med dyr. Imidlertid er disse proteinene muligens ikke
passende for human anvendelse. Proteiner som er blitt benyttet i fremstillingen
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av terapeutiske konjugatvaksiner inkluderer, men er ikke begrenset til, et antall
av toksiner av patogene bakterier og deres toksoider. Eksempler inkluderer
difteri og tetanustoksiner og deres medisinsk akseptable korresponderende
toksoider. Andre kandidater er proteiner som antigenmessig sett er lignende til
bakterietoksiner referert til som kryss-reagerende materialer (CRM'er).

I fremstillingen av nikotinkonjugat farmaseytiske sammensetninger kan
rekombinant Pseudomonas aeruginose eksoprotein A (rEPA) bli benyttet som et
barerprotein fordi dets struktur og biologiske aktiviteter har blitt godt
karakterisert. Videre har dette rekombinante proteinet blitt benyttet med suksess
og sikkerhet i mennesker i Staphylococcus aureus kapsel poly-
sakkaridkonjugatvaksiner ved Nasjonalt Institutt for Helse, og av de
foreliggende oppfinnerne. Fattom et al., Infetc. Immun., 61, 1023-1032 (1993).
Dette proteinet har blitt identifisert som en passende proteinbarer fordi den indre
enzymatiske aktiviteten til det native eksotoksinet har blitt eliminert som en
folge av en aminosyredelesjon ved posisjon 553. Som et resultat har rEPA den
samme immunologiske profilen som det native eksotoksin A (ETA), men viser
ikke de levertoksiske egenskapene til det native ETA. Som benyttet i denne
seknaden, refererer "eksoprotein A" seg til et modifisert, ikke-levertoksisk ETA.
Et eksempel pa et slikt eksoprotein A har en aminosyredelesjon ved posisjon
553.

Det er et stort antall med funksjonelle grupper som kan bli benyttet for &
forenkle koblingen eller konjugeringen av en barer til et lite molekyl, sd som et
hapten. Disse inkluderer funksjonelle enheter s& som karboksylsyrer, anhydrider,
blandede anhydrider, acylhalider, acylazider, alkylhalider, N-maleimider,
iminoestere, isocyanater, aminer, tioler og isotiocyanater og andre kjent for
personer med kunnskaper i faget. Disse enhetene er i stand til 4 danne en
kovalent binding med en reaktiv gruppe av et proteinmolekyl. Avhengig av den
funksjonelle enheten som benyttes kan den reaktive gruppen veere &-
aminogruppen pd en lysinrest eller en tiolgruppe, pad et barerprotein eller et
modifisert barerproteinmolekyl som, nér det blir reagert, resulterer i amid, amin,
tioeter, amidinurea eller tiourea bdnddannelse. En person med kunnskaper i faget
vil se at andre egnede aktiveringsgrupper og konjugeringsteknikker kan bli
benyttet. Se for eksempel Wong, Chemistry of Protein Conjugation and Cross-
Linking, CRC Press, Inc. (1991). Se ogsd Hermanson, Bioconjugate Techniques,
Academic Press: 1996 og Dick og Beurret i Conjugate Vaccines. Contribu.
Microbiol. Immunol., Karger, Basal (1989) vol. 10, 48-114.

Linere koblingsenheter er foretrukket, over sykliske eller forgrenede koblere,
for konjugering av haptener til bererproteiner. En foretrukket kobler er en
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succinylenhet. Imidlertid kan en kobler vaere en syklisk struktur si vel som en
linezr enhet. Andre eksempler pa koblere er ADH.

Saledes blir nikotinhaptenbarerkonjugatene i henhold til den foreliggende
oppfinnelsen fremstilt ved & reagere ett eller flere haptener med et barerprotein
for & gi et haptenbarerkonjugat som er i stand til & stimulere T-celler, fare til T-
celleproliferasjon og frigivelse av mediatorer som aktiverer spesifikke B-celler
for & stimulere antistoffproduksjon som respons pé det immunogene
haptenbaererkonjugatet. Visse antistoffer dannet i respons pa
haptenbarerkonjugatet vil vare spesifikke for haptendelen av
haptenbarerkonjugatet. Den foreliggende oppfinnelsen omhandler anvendelsen
av forskjellige egnede kombinasjoner av haptener som bearerproteiner for
anvendelse i behandlingen av nikotinavhengighet.

Teknikker for & lage monoklonale antistoffer er godt kjent i faget. Monoklonale
antistoffer kan bli oppnaddd ved 4 injisere mus med en sammensetning som
omfatter nikotinhaptenbarerkonjugatet, deretter & verifisere nervaret av
antistoffproduksjon ved & fjerne en serumprove, og 4 fjerne milten for & oppné
B-lymfocytter, og fusjonere B-lymfocyttene med myelomceller for & produsere
hybridomer, & klone hybridomene, & velge positive kloner som produserer
antistoffer mot haptenbarerkonjugatet, & dyrke klonene som produserer
antistoffer mot antigenet og & isolere antistoffene fra hybridomkulturene.

Monoklonale antistoffer kan bli isolert og renset fra hybridomkulturer ved en
rekke godt etablerte teknikker. Slike isolerte teknikker inkluderer
affinitetskromatografi med protein-A sefarose, storrelseseksklusjons-
kromatografi og ioneutbytterkromatografi. Se for eksempel Coligan sider 2.7.1-
2.7.12 og sidene 2.9.1-2.9.3. Se ogsé Baines et al., "Purification of
Immunoglobulin G (IgG)", i Methodes in Molecular Biology, col. 10, sidene 79-
104 (The Humana Press, Inv. 1992).

Teknikker for & fremstille polyklonale antistoffer ogsa godt kjent i faget.
Polyklonale antistoffer blir fremstilt i henhold til standard teknikker som er kjent
i faget. For & fremstille et polyklonalt antistoff blir dyr injisert med det
immunogene materialet og antistoffrikt serum blir samlet som inneholder en
blanding av antistoffer som er direkte rettet mot ulike epitoper av immuno-genet
som blir injisert. Egnede vertspattedyr for produksjonen av antistoffer
inkluderer, men er ikke begrenset til, mennesker, rotter, mus, kaniner og geiter.

I samsvar med den foreliggende oppfinnelsen kan funksjonelle
antistoffragmenter ogsa bli benyttet. Disse fragmentene blir fremstilt ved
metoder som inkluderer fordegying med enzymer s& som pepsin og papain
og/eller klgyving av disulfidbindinger ved kjemisk reduksjon. Alternativt kan
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antistoffragmenter som er omfattet av den foreliggende oppfinnelsen bli
syntetisert ved 4 benytte en automatisert peptidsyntetiserer, slik som de som er
kommersielt tilveiebrakt av Applied Biosystems, Multiple Peptide Systems og
andre, eller de kan bli fremstilt manuelt ved & benytte teknikker som er velkjente
i faget. Se Geysen et al., J. Immunol. Methods 102: 259 (1978). Direkte
bestemmelse av aminosyresekvenser i de variable regionene til de tunge og lette
kjedene til de monoklonale antistoffene i henhold til den foreliggende
oppfinnelsen, kan bli utfert ved 4 benytte tradisjonelle teknikker.

Et fragment i henhold til den foreliggende oppfinnelsen kan vare et Fv-
fragment. Et Fv-fragment av et antistoff er laget av den variable regionen pé& den
tunge kjeden (Vh) av et antistoff og den variable regionen til den lette kjeden til
et antistoff (V1). Proteolytisk kloyving av et antistoff kan fremstille
dobbeltkjedede Fv-fragmenter der Vh og Vl-regionene forblir ikke-kovalent
assosiert og beholder antigenbindingskapasitet. Fv-fragmenter inkluderer ogsé
rekombinante enkeltkjedede antistoffmolekyler, der lette- og tunge kjede
variable regioner er koblet sammen ved en peptidkobler. Se Skerra et al.,
Science, 240, 1038-41 (1988). Antistoffragmenter i henhold til den foreliggende
oppfinnelsen inkluderer ogsé Fab, Fab', F(ab), og F(ab'),, som mangler Fc-
fragmentet til et intakt antistoff.

Fordi nikotin utviser mange av sine signifikante effekter etter at det har krysset
blod-hjernebarrieren, dpner den foreliggende oppfinnelsen for terapeutiske
fremgangsmater som hindrer nikotin i & krysse blod-hjernebarrieren. Spesielt vil
administrering av et nikotinnikotinhapten-b&rerkonjugat til en pasient generere
antistoffer mot nikotin i blodstremmen til pasienten. Alternativt kan
antinikotinantistoffer generert pa utsiden av kroppen til pasienten som skal
behandles, som er generert i et passende vertspattedyr, bli administrert til
pasienten. Dersom pasienten rgyker vil nikotinet i hans blod bli bundet til de
sirkulerende antinikotinantistoffene, og hindre nikotin i 4 nd hjernen. Derfor vil
antistoffene hindre de fysiologiske og psykologiske effektene av nikotin som
oppstér i hjernen. Fordi reykeren vil erfare en minsking eller opphering av disse
effektene vil han/hun miste sin lyst til 4 royke. De samme terapeutiske effektene
er antatt & finne sted dersom en pasient benytter roykfri tobakk, etter 4 ha blitt
immunisert med et nikotinhaptenbarerkonjugat i henhold til den foreliggende
oppfinnelsen. I tillegg kan konjugatene og antistoffene i den foreliggende
oppfinnelsen uteve sin effekt ved & pévirke evnen nikotin har til & stimulere det
perifere nervesystemet.

Som diskutert over, bevarer de nye nikotinbarerkonjugatene i den foreliggende
oppfinnelsen den native kiraliteten og strukturen til nikotinmolekylet. Spesielt
har nikotinenheten til disse konjugatene (S)-(-)-konfigurasjonen. Derfor vil
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antistoffene produsert som respons pé et slikt konjugat vare spesifikke for den
native formen av nikotin, og vil vere det mest effektive i spesifikk binding til
nikotin som blir inhalert fra reyking eller absorbert fra reykfri tobakk, ogid
inhibere effektene av denne inntatte nikotinen. I tillegg er de oppfunnede
konjugatene kjemisk stabile, og stabilitet er kritisk for & fremstille en vaksine
som har en lang holdbarhet.

Den foreliggende vaksinesammensetningen kan bli benyttet i kombinasjon med
forbindelser eller andre terapier som er nyttige i behandlingen av avhengighet.
Dette inkluderer administrering av forbindelser som inkluderer, men ikke er
begrenset til, anti-depressive medikamenter s& som Zyban og Prozac.

Konjugatene i den foreliggende oppfinnelsen er egnet for & behandle og 4 hindre
nikotinavhengighet. For & behandle nikotinavhengighet blir et
nikotinbarerkonjugat i henhold til den foreliggende oppfinnelsen, administrert
til en pasient som lider av nikotinavhengighet. For & hindre nikotinavhengighet
blir pasienter med risiko for & utvikle nikotinavhengighet, sd som tendringer,
behandlet med et konjugat i henhold til den foreliggende oppfinnelsen. Direkte
administrering av konjugatet til en pasient er kalt "aktiv immunisering".

En vaksinesammensetning i henhold til den foreliggende oppfinnelsen omfatter
minst ett nikotinhaptenbarerkonjugat i en mengde som er tilstrekkelig til &
utlase en immunrespons mot dette. Nikotinhaptenbarerkonjugatet er i stand til &
forbli in vivo ved en konsentrasjon som er tilstrekkelig til & vare aktiv mot
pafelgende inntak av nikotin.

Initiell vaksinering med nikotinhaptenbarerkonjugatet i henhold til den
foreliggende oppfinnelsen danner hgye titer med antistoffer som er spesifikke for
nikotin. Den terapeutisk effektive mengden av et konjugat som blir administrert
til en pasient med behov for behandling for nikotinavhengighet, er enkelt &
bestemme for en fagperson. Passende doseomréder er 1-1000 pg/dose. Generelt
tar det en pasient en til flere uker & generere antistoffer mot et fremmed antigen.
Produksjonen av antistoffer i en pasients blod kan bli overvéket ved & benytte
teknikker som er velkjente for fagpersoner, s som ELISA, radioimmunoassay og
Western blot-metoder. Terapeutisk effektivitet kan ogsé bli overvaket ved &
vurdere ulike fysiske effekter av nikotin, sd som blodtrykk.

Som beskrevet i detalj nedenfor, kan de oppfunnede nikotinhaptenbeerer-
konjugatene bli prosessert for & oppnd en sammensetning som enkelt kan bli
administrert til en pasient. De foretrukne matene for administrering inkluderer,
men er ikke begrenset til, intranasalt, intratrakealt, oralt, dermalt, transmukosal
subkutan injeksjon og intravenes injeksjon. Fagpersoner vil se at den initielle
injeksjonen kan bli etterfulgt av en pafelgende administrering av en eller flere
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"forsterkninger" av konjugatet. En slik forsterkning vil gke produksjonen av
antistoffer mot nikotinhaptenbarerkonjugatet i henhold til den foreliggende
oppfinnelsen.

Vaksinesammensetningene i den foreliggende oppfinnelsen kan inneholde minst
ett adjuvans. Adjuvanset benyttet i den foreliggende oppfinnelsen vil bli valgt
slik at effekten av barerproteinet ikke blir inhibert. Adjuvanser benyttet i den
foreliggende oppfinnelsen er de som er fysiologisk akseptable for mennesker,
disse inkluderer, men er ikke begrenset til, alum, QS-21, saponin og MPLA
(monofosforyl lipid A).

Vaksinesammensetningene i henhold til den foreliggende oppfinnelsen kan
eventuelt inneholde en eller flere farmasgytisk akseptable tilsetningsstoffer.
Tilsetningsstoffene som er nyttige i det foreliggende inkluderer sterilt vann,
saltlasninger sd som salt (saline), natriumfosfat, natriumklorid, alkohol, gummi
arabikum, vegetabilske oljer, benzylalkoholer, polyetylenglykol, gelatin,
mannitol, karbohydrater, magnesiumstearat, viskes parafin, fettsyreestere,
hydroksymetylcellulose og buffere. Selvfolgelig kan et hvilket som helst
tilsetningsstoff som er kjent for fagpersoner bli benyttet i den foreliggende
oppfinnelsen.

Haptenbarerkonjugatene i henhold til den foreliggende oppfinnelsen er, for &
kunne bli administrert til en pasient med behov for behandling eller forhindring
av nikotinavhengighet, inkorporert i en farmaseytisk sammensetning. Nar
sammensetningen som inneholder haptenbarerkonjugatet skal benyttes for
injeksjon, er det fordelaktig & lase opp haptenbarerkonjugatet i en vandig
saltlesning og ved en farmaseytisk akseptabel pH. Imidlertid er det mulig &
anvende en injiserbar suspensjon av haptenbarerkonjugatet. I tillegg til de vanlig
farmasgytisk akseptable tilsetningsstoffene kan sammensetningen inneholde
eventuelle komponenter for & sikre renhet, gke biotilgjengelighet og/eller gke
penetrasjon.

I tillegg kan vaksinesammensetningen eventuelt inneholde minst ett hjelpeagens,
sd som dispersjonsmedium, beleggende agens, mikrosferer, liposomer,
mikrokapsler, lipider, overflateaktive stoffer, smeremidler, konserveringsmidler
og stabilisatorer. Selvfolgelig kan et hvilket som helst ytterligere hjelpeagens
kjent for fagpersoner bli benyttet i den foreliggende oppfinnelsen. Ogsé nyttig
heri er et hvilket som helst agens som virker synergistisk pé effekten til den
foreliggende vaksinesammensetningen.

Den farmasegytiske sammensetningen i henhold til den foreliggende oppfinnelsen
er steril og tilstrekkelig stabil til & kunne lagres, distribueres og anvendes. I
tillegg kan sammensetningen inneholde ytterligere komponenter for & beskytte
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sammensetningen fra angrep av og vekst av mikroorganismer. Det er foretrukket
at sammensetningen blir fremstilt i form av et lyofilisert pulver som blir
rekondisjonert med et farmasoytisk akseptabelt fortynningsmiddel rett for
administrering. Fremgangsmater for & fremstille sterile injiserbare losninger er
velkjent for personer med kunnskaper i faget og inkluderer, men er ikke
begrenset til, vakuumterking, fryseterking og spinnterking. Disse teknikkene gir
et pulver av den aktive bestanddelen sammen med et hvilket som helst ytterligere
tilsetningsstoff inkorporert inn i forblandingen.

Passiv immunisering omfatter administrering av eller eksponering for et
polyklonalt antistoff eller monoklonalt antistoff som har blitt fremstilt som
respons pé et nikotinhaptenbarerkonjugat i henhold til den foreliggende
oppfinnelsen. Slike antistoffer kan bli generert i dyr eller mennesker. Antistoffer
fremstilt som respons pé et nikotinkonjugat i henhold til den foreliggende
oppfinnelsen kan bli administrert for & hindre avhengighet for nikotin. For
eksempel kan slike antistoffer bli administrert til mennesker som antas 4 ha en
risiko for & utvikle avhengighet for nikotin, s som tenédringer. Antistoffer er
ogsa egnede for & behandle en pasient som er avhengig av nikotin. Som diskutert
over, vil antistoffene binde nikotin i blodet og hindre nikotin fra 4 krysse blod-
hjernebarrieren. Antistoffer fremstilt ved administrering av det oppfunnede
haptenbarerkonjugatet har en molekylvekt som er i omradet fra omkring 150
kDa til omkring 100 kDa.

Den terapeutisk effektive mengden av et terapeutisk antistoff i henhold til den
foreliggende oppfinnelsen, som blir administrert til en pasient med behov for
behandling for nikotinavhengighet, blir enkelt bestemt av en fagperson. Passende

doser varierer fra 1-1000 pug/dose.

En terapeutisk sammensetning omfatter i det minste antistoffer fremstilt som
respons pa et nikotinbarerkonjugat i henhold til den foreliggende oppfinnelsen.
Sammensetningene kan eventuelt inneholde ett eller flere farmasegytisk
akseptable tilsetningsstoffer. Tilsetningsstoffene som er nyttige inkluderer sterilt
vann, saltlgsninger som salt, natriumfosfat, natriumklorid, alkohol, gummi
arabikum, vegetabilsk olje, benzylalkoholer, polyetylenglykol, gelatin, mannitol,
karbohydrater, magnesiumstearat, viskes parafin, fettsyreestere,
hydroksymetylcellulose og buffere. Selvfalgelig kan et hvilket som helst annet
ytterligere tilsetningsstoff som er kjent for personer med kunnskaper i faget ogsé
bli benyttet.

Antistoffene i den foreliggende oppfinnelsen er, for & bli administrert til en
pasient med behov for behandling eller hindring av nikotinavhengighet,
inkorporert i en farmasgytisk sammensetning. Nr sammensetningen som
inneholder et antistoff blir benyttet for injeksjon, er det fordelaktig & ha
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antistoffet i en vandig saltlgsning med en farmasgytisk akseptabel pH. Imidlertid
er det mulig 4 anvende en injiserbar suspensjon av antistoffet. I tillegg til de
vanlig farmasegytisk akseptable tilsetningsstoffene kan sammensetningen
inneholde eventuelle komponenter for & sikre renhet, ake biotilgjengelighet
og/eller gke penetrasjon.

En farmasgytisk sammensetning som omfatter et antistoff i henhold til den
foreliggende oppfinnelsen er sterilt og er tilstrekkelig stabilt til & motsta lagring,
distribuering og anvendelse. I tillegg kan sammensetningen inneholde ytterligere
komponenter for & beskytte sammensetningen fra infiltrasjon med og vekst av
mikroorganismer. Fremgangsmaéter for & fremstille sterile injiserbare lgsninger er
velkjente for personer med kunnskaper i faget og inkluderer, men er ikke
begrenset til, vakuumterking, fryseterking og spinnterking. Disse teknikkene gir
et pulver med den aktive bestanddelen sammen med et hvilket som helst
ytterligere tilsetningsstoff inkorporert i forblandingen.

Antistoffene i den foreliggende oppfinnelsen er ogsd nyttige for & fremstille et
sett som kan bli benyttet for & pavise og kvantifisere nikotinnivder i en prove. Et
sett 1 henhold til den foreliggende oppfinnelsen omfatter et nikotinspesifikt
antistoff i henhold til oppfinnelsen i en egnet beholder. For et
radioimmunoassay, kan settet ogsd omfatte merket nikotin. Nikotin i en prove
blir pavist ved 4 binde merket nikotin til antistoffet og deretter la det merkede
nikotinet konkurrere med antistoffet i preven som skal testes. Et ELISA-sett vil
ogsa omfatte et antistoff i henhold til den foreliggende oppfinnelsen. ELISA kan
involvere inhibisjon av antistoffbinding med kjente mengder av nikotin
sammenlignet med inhibisjon med en preve som er antatt 4 inneholde nikotin.
Dette vil tillate bestemmelse av ukjent nikotin i en preve, ved sammenligning av
prove med standard inhibisjonskurve for kjent nikotinkonsentrasjon. I en annen
type av ELISA vil en preve som er mistenkt for & inneholde nikotin bli inkubert
med en mikrotiterplate som har blitt belagt med en substans som vil binde
nikotin. Antistoffene i den foreliggende oppfinnelsen til bli tilsatt, og enzym-
koblet anti-stoff antistoffer vil bli tilsatt til platene. Tilsetting av substrat vil
kvantifisere mengden av nikotin bundet til platen.

Saledes gjelder dermed foreliggende oppfinnelse et haptenbarerkonjugat med
den folgende formelen
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(CI—!;),FX-(CHg)y-Y-
éHg

der m er 1 til 2500,

ner0til 12,

yerltill2,

X er valgt fra gruppen som bestdr av NH-CO, CO-NH, CO-NH-NH,

NH-NH-CO, NH-CO-NH, CO-NH-NH-CO og S-S;

Y er valgt fra gruppen som bestdr av NH-CO, CO-NH, CO-NH-NH,

NH-NH-CO, NH-CO-NH, CO-NH-NH-CO og S-S,

og -(CH3).-X-(CHz)y-Y-enheten er bundet til 3', 4' eller 5' posisjonen pa
nikotin.

I tillegg gjelder oppfinnelsen et haptenbarerkonjugat med den folgende
formelen:

der ner 0-12, j er 1-1000, k er 1-20 og E er en aminosyreinneholdende matriks.

Ogsa omfattet av oppfinnelsen er et antistoff som er fremstilt som en respons pé
haptenbarerkonjugatet ifelge oppfinnelsen, og et funksjonelt fragment av
antistoffet.
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I tillegg gjelder oppfinnelsen et sett for & bestemme narvaeret av nikotin i en
prove, der settet omfatter et antistoff eller et funksjonelt fragment derav i
henhold til oppfinnelsen.

Ogsa omfattet av foreliggende oppfinnelse er en fremgangsmate for & fremstille
et antistoff, som omfatter & immunisere et vertspattedyr med
haptenbarerkonjugatet ifelge oppfinnelsen.

Oppfinnelsen gjelder ogsa en vaksinesammensetning som omfatter minst ett
haptenbarerkonjugat ifelge oppfinnelsen.

Videre gjelder oppfinnelsen et haptenbarerkonjugat ifelge oppfinnelsen, eller et
antistoff eller et funksjonelt fragment derav ifelge oppfinnelsen for anvendelse
som et medikament, for forhindringen eller behandlingen av nikotinavhengighet,
og utfarelsesformer der medikamentet ytterligere omfatter en forbindelse som er
nyttig i behandlingen av nikotinavhengighet.

Endelig vedrarer foreliggende oppfinnelse anvendelse av et haptenbarerkonjugat
ifelge oppfinnelsen eller et antistoff eller et funksjonelt fragment derav ifalge
oppfinnelsen, for fremstillingen av et medikament for behandlingen eller
hindringen av nikotinavhengighet, og anvendelse av haptenbarerkonjugat ifalge
oppfinnelsen for fremstillingen av et medikament, der medikamentet ytterligere
omfatter en forbindelse som er nyttig i behandlingen av nikotinavhengighet.

De folgende eksemplene er tilveiebrakt kun for ytterligere 4 illustrere
fremstillingen og anvendelsen av den foreliggende oppfinnelsen. Omfanget ved
oppfinnelsen er ikke begrenset til de folgende eksemplene.

Eksempel 1 - Syntese av et avledet nikotinhapten (substituert ved 3'-
posisjonen)

Utgangsmaterialet for syntesen av haptenet er trans-4'-karboksy-(-)-kotinin,
tilgjengelig fra kommersielle kilder. En modifikasjon av fremgangsméten
beskrevet av Cushman og Castagnoli, Jr. (1972) J. Org. Chem. 37(8): 1268-1271
tilveiebringer alkoholen, trans-3'-hydroksymetyl-(-)-nikotin, etter

metylesterifisering av syren etterfulgt av reduksjon av esteren. Alkoholen blir
deretter sulfonert og sulfonatet blir erstattet med en azidogruppe, som endelig
blir redusert til et amin.

4 g av trans-4'-karboksy-(-)-kotinin blir last opp i 50 ml av en lesning med 2 N
svovelsyre i torr metanol og rert over natten ved romtemperatur. Den
resulterende suspensjonen blir filtrert giennom et Whatman nr. 1 filterpapir og
blir tilsatt sakte til 100 ml med en mettet lasning av natriumbikarbonat. Esteren
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bli ekstrahert med diklormetan for & gi 4,2 g av en rosa olje etter
lgsningsmiddelfordamping.

En losning av 3,9 g av esteren i torr tetrahydrofuran (100 ml) blir tilsatt drdpevis
til en lesning med 4 ekvivalenter av litiumaluminiumhydrid i terr
tetrahydrofuran (70 ml) under terr argon. Suspensjonen blir rort i to timer ved
romtemperatur. Overskuddshydrid blir edelagt ved forsiktig og kontrollert
tilsetning av vann mens det er kjolt ned i et isbad. Det resulterende hvite
presipitatet blir filtrert vekk, og filtratet tarket over natriumsulfat og konsentrert
under redusert trykk for & gi 2,7 g av alkoholen som en gul olje.

Alkoholen (1,9 g) blir lost opp i 20 ml med diklormetan. Trietylamin (0,75 ml)
og p-toluensulfonylklorid (1 g) blir deretter suksessivt tilsatt til lasningen. Den
oransje losningen blir rort i 24 timer ved romtemperatur. Presipitert
trietylaminsaltsyre blir filtrert vekk pa en celiteseng, og filtratet blir konsentrert
under redusert trykk for & gi en brun olje. Sulfonatet blir renset pa en silika
flashkromatografikolonne, eluert med 5 % metanol i diklormetan for 4 gi 2,1 av
en gul olje.

Sulfonatet (1,8 g) blir erstattet ved & benytte natriumazid (0,8 g) i 50 ml

dimetylformamid i 1 time ved 80°C. Etter fordamping av dimetylformamid under
hoyt vakuum blir resten lost opp i diklormetan, vasket med vann og saltlasning
og terket over natriumsulfat. Etter losningsmiddelfordamping blir azidet (1,1 g)
oppnadd som en brunaktig olje.

Tilsetningen av azidet i torr tetrahydrofuran (20 ml) til en suspensjon av
litiumaluminiumhydrid i terr tetrahydrofuran (50 ml), ga enkelt det enskede
aminet monitorert ved tynnsjiktskromatografi. Proton og karbonkjerne-magnetisk
resonansspektra for det rensede aminet korresponderte til den antatte strukturen.

Eksempel 2 - Syntese av et avledet niktotinhapten (substituert ved 4'-
posisjonen)

Introduksjon av en funksjonalisert arm pa posisjon 4' til nikotin kan bli oppnadd
ved enolatalkylering av kotinin, etterfulgt av reduksjon av det alkylerte
produktet. Ulike alkylerende agens kan bli benyttet som et passende beskyttet 3-
brom-propylamin. Som eksempler kan 3-brom-N-karbobenzyloksy-propylamin
eller N-(3-brompropyl)-ftalamid bli benyttet. Den aminbeskyttende gruppen vil
métte fjernes etter alkylering og reduksjon, og for konjugering til et
barerprotein. Enolatalkylering av sykliske laktamer (som inneholder
pyrrolidinringen) er godt dokumentert i litteraturen (se G. Helmchen et al.
81995) Steroselective Syntesis in Houben-Weyl-Metohds of Organic Chemistry,
Vol E21a, 762-881, Thieme, Stuttgart, Tyskland, for generelt overblitt og A.J.
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Meyers et al. (1997) J. Am. Chem. Soc., 119, 4564-4566 for steriske vurderinger
av reaksjonen). Det er ogsd noen eksempler pa enolatalkylering av kotinin selv
(N.-H. Lin et al. (1994) J. Med. Chem., 37, 3542-3553). En interessant
preparering av 4'-acetyl-nikotin, som en 1:1 blanding av to epimerer, ble
oppnédd ved & benytte en tandem kationisk aza-Cope rearrangerings Mannich
sykliseringsreaksjon ved & starte fra et keton (eller et aldehyd) og et 2-alkoksy-3-
alkenamin (L.E. Overman (1983) J. Am. Chem. Soc., 105, 6622-6629). Denne
reaksjonen kan bli utvidet til & fremstille 4'-aldehyd-nikotin egnet for
konjugering.

3-brom-propylaminhydrobromid (4,2 g) ble suspendert i 50 ml diklormetan og
trietylamin (omkring 7 ml) ble tilsatt inntil en klar lasning ble oppnadd.
Losningen ble kjolt ned til 0°C og benzylkloroformat (2,5 ml) ble tilsatt
drapevis. Reaksjonen ble tillatt & fortsette ved romtemperatur i 16 timer under
rering. De presipiterte saltene ble filtrert vekk, og det klare organiske laget ble
vasket med kaldt vann, kald 1 N HCI og kaldt vann, terket pa natriumsulfat og
fordampet under redusert trykk til en gul olje (2,93 g av rAmateriale).

Kotinin (62 mg) og 3-brom-N-karbobenzyloksy-propylamin (100 mg) ble separat
ko-fordampet med torr toluen. Kotinin ble last opp i 5 ml med frisk destillert
vannfri tetrahydrofuran, 60 pl med N,N,N',N'-tetrametylendiamin (TMEDA) ble
tilsatt og lasningen ble kjolt ned til -78°C ved nedsenking i et etanol-terrisbad.
Kotininlgsningen ble tilsatt drapevis til en losning med litium diisopropylamid
(LDA, 200 pl av 2 M lesning i heptan-tetrahydrofuran) i tetrahydrofuran,
tidligere kjolt ned til -78°C. Den oransje blandingen ble rort i 15 minutter ved -
78°C og deretter fikk den std og varme seg opp pé et isbad (2 til 6°C).
Reaksjonen ble deretter kjolt ned igjen til -78°C, og 3-brom-N-karbobenzyloksy-
propylamin ble lost opp i vannfri tetrahydrofuran ble tilsatt dripevisi 15
minutter. Reaksjonsblandingen fikk std og varme seg opp til -10°C, og deretter
ble den undertrykket med metanol. Reaksjonsproduktet ble renset ved
flashkromatografi pa silikagel-kolonne. Reduksjon av amidet av dette
kotininderivatet ble oppnddd med boran etterfulgt av cesiumfluorid i varm
etanol. Det endelige aminet ble oppnadd etter fjerning av
karbobenzyloksygrupen i sure betingelser.

Eksempel 3 - Syntese av et avledet nikotinhapten (substituert ved 5'-
posisjonen)

Introduksjon av en funksjonalisert arm pa posisjon 5' til nikotin kan bli oppnadd
ved & reagere passende beskyttet alkyllitiumforbindelser med kotinin, etterfulgt

av reduksjon med natriumcyanoborhydrid, i fremgangsmaéter som er lignende de
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som er beskrevet av Shibagaki et al. (1986) Heterocycles, 24, 423-428 og N.-H.
Lin et al. (1994) supra.

Eksempel 4 - Konjugering av et avledet nikotinhapten til et baererprotein

Rekombinant eksoprotein A (rEPA) er koblet til det derivatiserte nikotinhaptenet
gjennom en succininsyrearm. De 15 lysinene i rEPA ble enkelt succinylert med
succininanhydrid. Deretter i en typisk konjugerings-reaksjon, ble en 5 til 10
mg/ml lgsning med det succinylerte rekombinante ekspoprotein A (Suc-rEPA) i
en 2-(N-morfolino)etansulfonsyre (MES) buffer 0,05 M som inneholdt 0,15 M
NaCl ved pH 6,0, fremstilt. En tilsvarende vekt med 3'-aminometyl-(-)-nikotin
(3'AMNic) hapten opplest i en minimal mengde med destillert vann ble tilsatt til
proteinlgsningen. pH pa haptenlgsningen ble justert til 6,0 med 0,1 N HCI for
tilsetning. Til sist ble en tilsvarende vekt med 1-etyl-3-(3-
dietylamino)propylkarbodiimidsaltsyre (EDC) tilsatt til
haptenproteinblandingen, og reaksjonen fortsatte i 30 minutter ved
romtemperatur under roring. Det derved oppnaddde nikotin-konjugatet ble renset
pa en Sephadex G-25 kolonne eluert med fosfatbufret saltlesning (PBS) ved pH
7,4. Konjugatgjenvinninger var i omradet 80 til 90 %.

Eksempel S - Konjugering av nikotinlastet matriks

Dette eksemplet beskriver syntesen av et haptenbarerkonjugat som omfatter 3'-
aminometyl-(-)-nikotin som et derivatisert hapten, rekombinant eksoprotein A
(rEPA) som et barerprotein, adipinsyredihydrazid (ADH) som en kobler og
poly-L-glutaminsyre som en "matriks", eller polymer stotte for haptenet.

En poly-L-glutaminsyre som har en gjennomsnittlig molekylvekt pad 39900 med
en polydispersitet pd 1,15 og en grad av polymerisering pa 264 ble benyttet i
dette eksemplet. De reagerende mengdene av hapten og polymer ble beregnet
slik at malgraden av substitusjon er omkring 80 %. Det vil si at ndr 80 %
substitusjon er nddd, var omkring 208 haptenenheter konjugert, av totalt 264
repeterte enheter i et gjennomsnittlig molekyl av glutaminsyre-polymeren.

Denne nikotinlastede poly-L-glutaminsyren har den folgende formelen:
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HG

- OH

~52

Som indikert pé figuren, omfatter polyglutaminsyrepolymeren omkring 52
glutaminrester. Dette antallet vil variere avhengig av produksjonsserien og
kilden for polyaminosyrerestene valgt for matriksen. Figuren indikerer ogsé fire
nikotinhaptener for hver repeterende enhet. Dette antallet vil variere avhengig av
forholdet av reaktanter som benyttes nar matriksen og nikotinhaptenet er
konjugert.

Etter konjugeringen med det derivatiserte nikotinet blir de ureagerte
karboksylgruppene (omkring 20 %) deretter derivatisert med ADH. Nér denne
matriksen ble konjugert til en barer, som beskrevet i eksempel 6, var det molare
forholdet av nikotinlastet matriks til protein 1:1. Sdledes, i dette konjugatet, vil
det teoretiske nikotinhapten til proteinmolare forholdet vare 200:1, ved slutten
av konjugeringsreaksjonen.

Det faktiske forholdet av nikotinsubstitusjon pé polyglutaminsyren ble estimert
ved & benytte NMR-analyse av produktet. Intensiteten av glutaminsyre o.-
hydrogentoppen relativ til de fire hydrogenene i pyridinringen pa nikotin
tilveiebringer andelen med nikotin inkorporert. Det estimerte gjennomsnittlige
forholdet var 143:1 (nikotin/barerprotein).

Eksempel 6 - Fremstilling av nikotinkonjugatvaksine ved & benytte

nikotinlastet matriks

A. Lasting av nikotinhapten pad matriksen
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10 mg av poly-L-glutaminsyresalt (Sigma, Cat nr. P-4761) ble last opp i 2 ml
med 0,05 M 2-(N-morfolin)etansulfonsyre (MES) buffer som inneholdt 0,15 M
NaCl ved pH 6,0. 10 mg av 3'-aminometyl-(-)-nikotin ble lgst opp i en minimal
mengde av destillert vann, og pH pa lesningen ble justert til pH 6,0 med 0,1 N
HCI. Nikotinhaptenlgsningen ble tilsatt drépevis til polypeptidlesningen under
rering og ble deretter justert til pH 6,0. 20 mg med fast 1-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)karbodiimidsaltsyre (EDC) ble deretter tilsatt i tre porsjoner
til haptenpolypeptidblandingen over en periode pé 20 minutter. Reaksjonen ble
tillatt & fortsette i 1 time ved romtemperatur. Reaksjonsproduktet
(nikotinsubstituert matriks) ble dialysert mot tre endringer med vann og
lyofilisert. 12 mg av nikotinsubstituert polyglutaminsyre ble oppnédd som et
hvitt fluffy materiale.

B. Festing av kobleren til den nikotinsubstituerte matriksen

10 mg med nikotinsubstituert polyglutaminsyre ble last opp i 1 ml med MES-
buffer ved pH 6,0. 8 mg med adipinsyredihydrazid (ADH) etterfulgt av 10 mg
med EDC ble tilsatt til losningen under rering. Reaksjonen ble tillatt & fortsette i
1 time ved romtemperatur. Den oppnadde losningen ble endelig dialysert mot tre
endringer med MES-buffer ved pH 6,0.

C. Konjugering til baererproteinet

10 mg av rekombinant eksoprotein A (rEPA) ble lgst opp i 2 ml med 0,05 M
MES-buffer ved pH 5,6 som inneholdt 0,15 NaCl. ET volum med ADH-bundet
nikotinsubstituert polyglutaminsyrelasning estimert til 4 inneholde 7,5 mg av
dette derivatiserte materialet ble tilsatt til proteinlgsningen. Fast EDC ble tilsatt
til denne blandingen i tre porsjoner i lgpet av en periode pa 20 minutter mens det
ble rort ved romtemperatur. Reaksjonen ble tillatt & fortsette ved romtemperatur
over natten. Det resulterende konjugatet ble endelig renset pd en Sephadex G-25-
kolonne og eluert med fosfatbufret saltlesning (PBS) ved pH 7,4. Dette
fremstiller en renset preparering med konjugat der konjugatet inneholder kun
(S)-(-)-formen med nikotin.

Eksempel 7 - Karakterisering av nikotinbarerkonjugatet i eksempel 4

Den rensede konjugatvaksinen i eksempel 4 ble analysert pa en Superose 12
starrelses eksklusjonskromatografikolonne og eluert med PBS ved pH 7,4. Det
molare forholdet av hapten til protein pa 11 til 17 ble beregnet ved & bestemme
gkningen i UV-absorpsjonen ved 260 nm etter inkorporeringen av nikotin
relativt til absorpsjon ved 280 nm. Dette forholdet ble bestemt ved & beregne
hapten/barerproteinforholdet for seks separat fremstilte porsjoner av
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haptenbarerkonjugat (lot 1: 17,2, lot 2: 16,2, lot 3: 13,2, lot 4: 12,0, lot 5: 11,0,
lot 6: 17,2). Ytterligere analyser for & bestemme dette forholdet ved & benytte
MALDI-TOF massespektrometri ga i det vesentlige det samme antallet som
oppnédd ved UV-absorbansforsek. Proteinkonsentrasjonen til konjugatvaksinen
ble bestemt ved & benytte et BCA-assay. Et stabilitetsstudie av
nikotinbarerkonjugatet i eksempel 4 ble utfort. Studiet benyttet vaksinen som
var vasket i 1 ml glassflasker ved en konsentrasjon pa 0,5 mg/ml, og stabiliteten
til vaksinene pakket i flaskene ble testet ved tre ulike temperaturer: -70°C, 2 til 8

°C og romtemperatur.

Eksempel 8 - Stabilitet av nikotinbarerkonjugatet i eksempel 4

Konjugeringsprosedyren basert pd dannelsen av amidbindinger mellom hapten-
kobler-bzrer i stedet for esterbindinger, syntes & vaere fordelaktig med hensyn til

observasjoner gjort av stabilitet av konjugatet i lopet av 6 maneder ved -70°C, 2

til 8°C og selv ved romtemperatur. Stabilitetsstudiene besto av & male og vurdere
konjugatvaksinen ved & benytte folgende:

1) Synlig observasjon for & se etter partikler som var dannet (grumsethet,
presipitering).

2) A sjekke signifikante pH-endringer.

3) Sterrelseseksklusjonskromatografiprofil i kombinasjon med UV-
absorpsjon ved 260 og 280 nm for & bestemme hvorvidt forholdet med
inkorporert nikotin endret seg.

4) Revers fasekromatografi for & sjekke for eventuell
barerproteindegradering.

5) SDS PAGE med solvfarging for 4 se etter proteolytisk kleyving av det
konjugerte proteinet.

Konjugeringsprosedyren, basert pd dannelsen av en amidbinding mellom
haptenet og kobleren, si vel som mellom kobleren og bareren, syntes nyttig

observert som stabiliteten til konjugatet i seks méneder ved -70°C og 2 til 8°C.

Eksempel 9 - Bevis for immunogenitet av baererkonjugatet i eksemplene 4 og
6

To nikotinhaptenbarerkonjugatvaksiner ble benyttet for & immunisere mus,
rotter og kaniner.

A. Dyretest-polyklonale antistoffer
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Dyr ble immunisert ved & benytte standard protokoller. I mus ble tre subkutane
injeksjoner av vaksine administrert med to ukers mellomrom, med testbledninger
utfort en uke etter den forste og andre injeksjonen, og eksanguinering fant sted
en uke etter den tredje injeksjonen. Serumprover ble evaluert i et ELISA-assay
beskrevet i eksempel 10. ELISA-assayet brukte 3'AMNic-pGlu-binding for
mikrotiterplatene.

Rotter ble immunisert intraperitonealt med vaksiner tre ganger. Injeksjoner ble
gitt med to ukers mellomrom med testblodninger utfort en uker etter den forste
og andre injeksjonen. Rottene ble deretter eksanguinert en uke etter den tredje
injeksjonen. Freunds komplette adjuvans ble benyttet for den forste injeksjonen,
og ukomplett Freunds adjuvans for de pafelgende injeksjonene. Serumprover ble
evaluert i et ELISA-assay.

Kaniner ble immunisert intramuskulart tre ganger, tre ukers mellomrom med
100 pg vaksine. Den initielle injeksjonen inneholdt Freunds komplette adjuvans,
med pafelgende injeksjoner som inneholdt ukomplett Freunds adjuvans. Kaniner
ble testbladd en uke etter den andre og tredje injeksjonen for & sikre adekvate
titere for produksjonsbledning. Dersom adekvate titere ble oppnddd som malt
ved ELISA, ble kaninene deretter plassert pd ukentlig
produksjonsblegdningstabell (20 til 40 ml serum pr. kanin). Antistofftiter ble
monitorert over tid og dyrene ble "forsterket" (boosted) hvis nadvendig for &
gjenopprette antistoffnivaer.

Resultatene av disse immunogenitetsstudiene er vist i tabellene 1-5. Tabell 1 og
2 viser resultatene av et immunogenitetsstudie i mus. I tabell 1 var konjugatene
som ble benyttet 3'aminometyl-(-)-nikotin-succinyl-rEPA (eksempel 4). I tabell 2
var konjugatet som ble benyttet 3'aminometyl-(-)-nikotin-polyglutaminsyre-
ADH-rEPA (eksempel 6). Disse tabellene viser generering av haye titere med
antistoffer som spesifikt binder nikotin. Videre viste disse konjugatene evnen til
4 indusere forsterkningsrespons.

Tabellene 3 og 4 viser resultater av immunogenitetsstudier i rotter. I tabell 3 var
konjugatet som ble benyttet 3'aminometyl-(-)-nikotin-succinyl-rEPA (eksempel
4). I tabell 4 var konjugatet som ble benyttet 3'aminometyl-(-)-nikotin-
polyglutaminsyre-ADH-rEPA (eksempel 6).

Disse tabellene viser genereringen av hoye titere av antistoffer som spesifikt
binder nikotin. Videre viste disse konjugatene evnen til & indusere forsterket
respons.

Tabell 5 viser resultatene av et immungenitetsstudie i kaniner. Ved & benytte
enten 3'aminometyl-(-)-nikotin-succinyl-rEPA (eksempel 4) eller 3'aminometyl-
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(-)-nikotin-polyglutaminsyre-ADH-rEPA (eksempel 6) ble hayere titere med

antistoffer generert mot de to konjugatene. Disse titrene ble forhgyet i mer enn 6

méaneder.
Tabell 1 - Behandling av mus med 3'AMNic-Suc-rEPA
Antall dyr Dose Titer
1 injeksjon 2 injeksjoner | 3 injeksjoner
10 1 g 0 36 4,280
10 5ug 1 884 10,727
10 15 ug 3 2,476 14,160

Dosen er basert pd proteinassay.

Titer er det aritmetiske gjennomsnittet, en uke etter korresponderende injeksjon.

Tabell 2 - Behandling av mus med 3'AMNic-pGlu-ADH-rEPA

Antall dyr Dose Titer
1 injeksjon 2 injeksjoner | 3 injeksjoner
10 2 ug 2 739 6,586
10 10 pug 2 2,490 9,573
10 30 ug 11 2,822 8,195

Dosen er basert pa terrvekt av lyofilisert konjugat.

Titer er det aritmetiske gjennomsnittet, en uke etter korresponderende injeksjon.

Tabell 3 - Behandling av rotter med 3'AMNic-Suc-rEPA

Antall dyr

Dose

Titer

1 injeksjon

2 injeksjoner

3 injeksjoner
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3 15 pg 18 7,942 9,947
3 25 ug 4 1,446 5,991
3 50 pug 353 7,211 8,996

Dosen er basert pd proteinassay.

Titer er det aritmetiske gjennomsnittet, en uke etter korresponderende injeksjon.

Tabell 4 - Behandling av rotter med 3'AMNic-pGlu-ADH-rEPA

Antall dyr Dose Titer
1 injeksjon 2 injeksjoner | 3 injeksjoner
5 100 pg 0 1,067 3,752

Dosen er basert pé terrvekt av lyofilisert konjugat.

Titer er det aritmetiske gjennomsnittet, en uke etter korresponderende injeksjon.

Tabell 5 - Behandling av kaniner med 3'AMNic-Suc-rEPA og 3'AMNic-

pGlu-ADH-rEPA

Immunogen Antall dyr Dose Titer
3'AMNic-Suc-rEPA 10 100 pg 132,000
3'AMNic-pGlu-ADH-rEPA 10 100 pg 147,000

Dose basert pa proteinassay for 3'AMNic-Suc-rEPA og pé terrvekt for 3'AMNic-

pGlu-ADH-rEPA.

Titer er aritmetisk gjennomsnitt 6-7 uker etter tredje injeksjon.

Eksempel 10 - ELISA-assay og antistoffspesifitet

Nikotinmolekylet selv er ikke passende for & belegge ELISA plater, og md

kobles til et starre molekyl som har bedre adhesive egenskaper. Poly-L-lysin
eller poly-L-glutaminsyre blir vanligvis benyttet i denne hensikten. Det
derivatiserte nikotinhaptenet 3'-aminometyl-(-)-nikotin (3'AMNic) ble konjugert
til poly-L-glutaminsyre og det 3'-aminometyl-(-)-nikotin-poly-L-
glutaminsyrekonjugatet (3'AMNic-pGlu) som ble oppnadd ble benyttet for &
belegge ELISA-platene.
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Antistoffer generert mot 3'AMNic-vaksinen ble evaluert ved 4 benytte et
3'AMNic-pGlu ELISA som folger: Dynatech Immulon 4 mikrotiterplater
(Chantilly, VA) ble belagt 100 pul/brenn med 10 ng/ml 3'AMNic-pGlui 0,1 M
bikarbonatbuffer, pH 9,6 og tillatt & inkubere over natten (ON) ved
romtemperatur (RT). Platene ble deretter aspirert og blokkert med 1 % BSA i
PBS i 1 time ved RT. Prover og referanseserum ble fortynnet i PBB (1 % BSA,
0,3 % BR1J i pBS, pH 7,2) til en fortynning som resulterte i en omtrentlig optisk
tetthet (OD) ved 450 nm pa 2,0. Platene ble vasket (9 % NaCl, 0,1 % BRIJ) fem
ganger og fortynnede prover og referanseserum ble lastet. Referansen og prevene
ble to ganger fortynnet ned til platene til et sluttvolum pd 100 ul/brenn, og
platene blir inkubert i 1 time ved 37°C. Platene blir deretter vasket igjen og
lastet 100 pl/brenn med peroksidase-konjugert antiarts IgG, Fc-spesifikk
(Jackson, West Grove, PA) fortynnet i PBB og inkubert ved 37°C i 1 time.

Platene ble vasket og inkubert i 10 minutter ved romtemperatur med 100 p
/brenn 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin (TMB) substrat (KPL, Gaithersburg, MD)
fortynnet 1:1 med H,0O; (supplert med TMB reagenskit). Reaksjonen blir stoppet
med tilsetting av 100 pl/brenn 1 M fosforsyre og lest ved 450 nm pd en MR4000
mikrotiterplateleser (Dynatech). Prgver blir kvantifisert i relasjon til referansen
ved & benytte parallellinjeanalyser. Referansen blir tilordnet en numerisk verdi
(U/ml) som korresponderer til fortynningen som gir en OD pé omkring 2,0 ved
450 nm.

Antistoffspesifitet ble vurdert ved & benytte inhibisjons-ELISA-assay. Hvert
anti-[3'AMNic-Suc-rEPA] serum ble fortynnet til en konsentrasjon to ganger den
som ville resultere i en optisk tetthet pd omkring 2,0 ved 450 nm. Ved & benytte
den 3'AMNic-pGlu ELISA'en beskrevet ovenfor, ble det fortynnede antiserumet
som skulle testes absorbert 1:1 (volum/volum) med gkende mengder testantigen
(inhibitor) i 3 timer ved 37°C, og den absorberte preven ble testet i ELISA ved &
benytte ikke-absorbert serum som referanse. Prosent absorpsjon med referanse til
ikke-absorbert prgve ble bestemt for hver prove.

Spesifisiteten pa rotteserum som inneholdt antistoffer produsert som respons pa
3'AMNic-Suc-rEPA ved & benytte inhibisjons-ELISA med nikotintartrat som

inhibitor ble beregnet. ICsy for dette antistoffet var 3,5 x 10° M. Spesifisiteten
for kaninserum som inneholdt antistoffer produsert i respons pd 3'AMNic-Suc-
rEPA ved & benytte inhibisjons-ELISA med nikotintartrat som inhibitor, ble

beregnet. ICs, for dette antistoffet var 2,3 x 10° M.

Eksempel 11 - Antistoffaffinitet og bindingskapasitet
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Antistoffbindingskapasitet ble malt ved & benytte likevektsdialyse i 4 timer ved
37°C ved & benytte 0,7 ml med plasma, teflon semi-mikroceller, Spectrapor 2-
membraner med en molekylvektavskjaring (cutoff) pd 12 til 14 kD og Sorensons
buffer (0,13 fosfat, pH 7,4) se Pentel et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 246, 1061-
1066 (1987). Plasma pH ble mélt ved slutten av nadd likevektsdialyse kjort, og
prover ble benyttet kun dersom den endelige pH er 7,30 til 7,45.

Antistoffaffinitet for nikotin ble beregnet ved & benytte et laselig radio-
immunoassay, se Mueller, Meth. Enzymol., 92, 589-601 (1983). Molekyl-vekten
til IgG ble malt til & veere 150 kD.

Bindingskonstantene og affinitetene oppnddd med radioimmunoassayene var
som folger. For anti-[3'AMNic-Suc-rEPA] rotteserum var ICso (Molar) 1,36 x

107, Ko(Molar-1) var 2,56 x 10’. Bindingssetekonsentrasjon var 2,61 x 107
bindingsseter/]l og nikotinspesifikk IgG-konsentrasjon var 0,2 mg/ml.

Eksempel 12 - Evaluering av nikotindistribuering i plasma og hjerne i
dyremodeller

Den foreliggende oppfunnede vaksinen er blitt evaluert i ulike dyremodeller.
Rottemodeller ble benyttet for & bestemme effekten av aktiv eller passiv
immunisering pé nikotindistribuering i plasma og hjerne. Et studie undersgkte
effektene av passiv immunisering pé forventingen av de lokomotoriske effektene
av nikotin som er en sentralnervesystem (CNS) vitkning av nikotin. Et annet
eksperiment vurderte effektene av passiv immunisering pé effektene av nikotin
pé det kardiovaskul®re systemet: Forheying av cystolisk blodtrykk.

For & evaluere den foreliggende immunterapien har en dyremodell blitt utviklet
for & stimulere den raske absorpsjonen av nikotin fra to sigaretter i mennesker.
Denne dyremodellen er beskrevet i Hieda (1997) J. Pharmacol. Exp. Ther.
283(39: 1076-1081. I denne modellen ble rotter administrert 0,03 mg/kg med
nikotin ved i.v. infusjon i lapet av 10 sekunder, noe som simulerer den raske
absorpsjonen av nikotin fra lungene i menneskelige raykere. Blodprever ble tatt
ved 3 og 10 minutter etter nikotininjeksjon for méling av plasmanikotin. Nar
hjernenikotinkonsentrasjoner skulle bestemmes ble dyrene ofret 3 minutter etter
nikotininjeksjon og deres hjerner ble raskt fjernet. Vaksinen i eksempel 4 ble
evaluert i rotter for 4 bestemme dens effekt pd distribueringen av nikotin i
plasma og i hjerne.

A. Aktiv immunisering

Rotter ble immunisert med nikotinvaksinen ved tre i.p. injeksjoner pé 25 ug
totalt pr. injeksjon med vaksine (3'AMNic-Suc-rEPA) med to ukers mellomrom.
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Disse dyrene hadde gkte nivéer av nikotin i plasma 3 og 10 minutter etter en
infusjon av 0,03 mg/kg med nikotin i lept av 10 sekunder sammenlignet med
nivdene i ikke-immuniserte kontroller. Se figur 1. Sdledes var aktiv
immunisering effektiv i & gke nikotinbinding i plasma. Det er kjent at den
moderate reduksjonen i mengden med nikotin som nér hjernen dramatisk kan
endre oppferselseffekter av nikotin.

B. Passiv immunisering

Med passiv immunisering var det mulig & bestemme doseresponseffekten av
immun IgG i gkning i plasmanikotinnivder og & redusere hjernenikotinnivéer.
Rotter ble administrert med varierende mengder av anti-(3'AMNic-Suc-rEPA)
IgG (12,5 til 50 mg) totalt pr. injeksjon. Som vist i figur 2 var det en klar
doseresponseffekt - & gke dosen med IgG gkte serumnikotin og reduserte
hjernenikotinnivéer.

Figur 3 viser at antinikotinantistoffer (anti-3'AMNic-Suc-rEPA) var til stede og
aktive i serumet hos rotter 30 minutter og 1 dag etter administrering av
antistoffer (50 mg) totalt pr. injeksjon. Figur 3 viser at etter nikotinutfordring
(0,03 mg/kg infusjon i lgpet av 10 sekunder) var disse antistoffene effektive i &
redusere nikotinkonsentrasjonen i hjernen og gkte nikotinnivéer i plasma ved 30
minutter og 1 dag etter antistoffadministrering.

En annen demonstrasjon av effekten av passiv immunisering med nikotinvaksine
i henhold til den foreliggende oppfinnelsen, er dens evne til & bekjempe
pafelgende infusjoner av nikotin. I et separat passivt immuniseringseksperiment i
rotter forte multiple doser av nikotin ikke til reduksjon i antistoffet som var
tilstede eller signifikant reduksjon i deres kapasitet til & binde til friskt injisert
nikotin. I figur 4 ble 50 mg med anti-[3'AMNic-Suc-rEPA] infusert ved
tidspunkt null. 24 timer senere ble fem nikotininjeksjoner gjort - 0,03 mg/kg
nikotin ble infusert i lopet av 10 sekunder fra hgyre jugularvene hvert 20. minutt
i 80 minutter. Totalt fem nikotininjeksjoner ble gjort. Den femte injeksjonen med
nikotin ble toppet med *H-nikotin. Totalt blod og hjerne ble samlet 1 minutt etter
den femte injeksjonen. Resultatene er vist nedenfor og er grafisk representert i
figurene 4 og 5.

331998



34

Nikotinkonsentrasjoner (gjennomsnitt + SD)
Serum (ng/ml) Hjerne (ng/g)
1. dose S. dose S. dose
Nikotin | Nikotin 3H- Kotinin | Nikotin 3H-
Nikotin Nikotin
Immun 245 +30 (34346 | 12117 30+4 | 244 +33 90 + 16
IgG
Kontroll 213 5529 41 £4 355 257+29 | 12614
IgG
% endring + 1067 + 524 + 195 - 17 -13 -29

Disse resultatene viser at selv etter den femte dosen med nikotin er antistoffene
effektive i & gke serumnikotinnivaer og 4 redusere hjernenikotinnivéer.
Resultatene med *H-nikotin demonstrerte at antistoffer er effektive mot
nikotinen injisert ved den femte dosen.

Eksempel 13 - Evaluering av lokomotoreffekter av nikotin

Dette eksperimentet ble benyttet og designet for & bestemme hvorvidt passiv
immunisering kunne hindre en umiddelbar CNS-mediert virkning av nikotin.
Rottemodellen benyttet i dette eksperimentet ble utviklet av Dr. David Malin og
er beskrevet i Malin et al., Nicotine-specific IgG reduced distribution to brain
and attenuates its behavioral and cardiovascular effects in rats, fremlagt til det
femte arlige meotet i Society for Research on Nicotine and Tobacco, San Diego,
CA, 5-7. mars 1999. For & etablere en basislinje ble effekten av en subkutan
injeksjon av 0,8 mg/kg med nikotintartrat pa lokomotor-aktivitetsnivaet i rotter
malt. Den 0,8 mg/kg dosen av nikotintartrat er den heyeste dosen som kan bli
benyttet uten 8 indusere lokomotorabnormaliteter.

Det var en gkning i aktivitetsnivaet etter nikotininjeksjon i rotter som ikke var
forbehandlet med anti-[3'AMNic-Suc-rEPA] og i rotter som ble forbehandlet
med 50 mg med normalt kaninserum IgG. Se figur 6A, hayre stolpe og figur 6B,
venstre stolpe. Denne effekten ble undertrykket ved & forbehandle dyrene med 50
mg med anti-[3'AMNic-Suc-rEPA] immun IgG (figur 6B, heoyre stolpe). Dette
viser at anti-nikotinantiserum eliminerte en stimulerende effekt av nikotin in
vivo.
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Eksempel 14 - Evaluering av nikotin pa systolisk blodtrykk

I dette eksperimentet ble en annen indikator pa oppferselseffekter av nikotin
malt: Endringen i systolisk blodtrykk. Rotter ble forbehandlet med anti-
[3'AMNic-Suc-rEPA] IgG eller kontroll IgG. Rotter ble behandlet med en
subkutan injeksjon av 0,1 mg/kg nikotintartrat. Kontrollrotter viste en gkning i
systolisk blodtrykk pé 42,6 + 3,2 mm Hg, nar det ble behandlet med nikotin. Nar
rotter ble forbehandlet med anti-nikotinantiserum IgG var nikotin-utfordringen
mindre effektiv. Nar det ble gkte mengder med anti-nikotinserum som ble
administrert reduserte dette evnen av nikotin til & gke blodtrykket. Som vist i
figur 7 var det en negativ lineer trend for blodtrykk som en funksjon av IgG-
dose.
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PATENTKRAV

1. Haptenbarerkonjugat,
karakterisert vedden felgende formelen

(Cl—b),rX-(Cﬂz)y-VL
O\‘\ E :;
Sy

der mer 1 til 2500,
ner0til 12,
yerltil 12,

X er valgt fra gruppen som bestdr av NH-CO, CO-NH, CO-NH-NH,
NH-NH-CO, NH-CO-NH, CO-NH-NH-CO og S-S;

Y er valgt fra gruppen som bestdr av NH-CO, CO-NH, CO-NH-NH,
NH-NH-CO, NH-CO-NH, CO-NH-NH-CO og S-S,

og -(CH;),-X-(CH;)y-Y-enheten er bundet til 3', 4' eller 5'
posisjonen pa nikotin.

2. Konjugat ifglge i krav 1,
karakterisert ved atmerl1ltill7,nerl,yer2, Xer NH-CO, Y er
CO-NH, der -(CH;3),-X-(CH3)y-Y- er bundet til den 3' posisjonen pa nikotin.

3.  Konjugat ifelge i krav 1,
karakterisert ved atmer11till7,nerl,yer2, X er NH-CO, Y er
CO-NH, der -(CH3),-X-(CH3)y-Y- er bundet til den 4' posisjonen pa nikotin.

4. Konjugat ifglge i krav 1,
karakterisert ved atmerl1ltill7,nerl,yer2, Xer NH-CO, Y er
CO-NH, der -(CH3),-X-(CH3)y-Y- er bundet til den 5' posisjonen pa nikotin.
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5.  Konjugat ifelge i et hvilket som helst av kravene krav 1til 4,

karakterisert ved atm er valgt fra gruppen som bestér av 1 til 20 og 1
til 200.

6. Konjugat ifelge i et hvilket som helst av kravene krav 1til 5,
karakterisert ved atbarerproteinet er eksoprotein A.

7.  Haptenbarerkonjugat,
karakterisert vedden folgende formelen:

derner 0-12, j er 1-1000, k er 1-20 og E er en aminosyreinneholdende matriks.

8. Konjugat ifelge krav 7,
karakterisert ved at matriksen er poly-L-glutaminsyre.

9. Haptenbarerkonjugat ifelge i ethvert av kravene 1-8,
karakterisert ved atnevnte konjugat er fremstilt ved & benytte trans-4’-
karboksy-(-)-kotinin som utgangsmateriale.

10. Antistoff,
karakterisert ved atdeter fremstilt som en respons pd
haptenbarerkonjugatet ifelge et hvilket som helst av kravene 1-9.

11. Antistoff ifelge i krav 10,
karakterisert ved atdeter monoklonalt.

12. Antistoff ifelge i krav 10,
karakterisert ved atdeterpolyklonalt.

13. Funksjonelt fragment,
karakterisert ved atdeteretfragment av antistoffet ifolge i krav 10.
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14. Sett for & bestemme narvaret av nikotin i en preve,
karakterisert ved atdetomfatter et antistoff eller et funksjonelt
fragment derav i henhold til et hvilket som helst av kravene 10 til 13.

15. Fremgangsmate for & fremstille et antistoff,
karakterisert ved atden omfatter 8 immunisere et vertspattedyr med
haptenbarerkonjugatet ifelge i et hvilket som helst av kravene 1 til 9.

16. Fremgangsméte ifolge i krav 15,
karakterisert ved atantistoffet er monoklonalt.

17. Fremgangsmate ifolge i krav 15,
karakterisert ved atantistoffet er polyklonalt.

18. Vaksinesammensetning,
karakterisert ved atden omfatter minst ett haptenbarerkonjugat ifalge
i et hvilket som helst av kravene 1 til 9.

19. Vaksinesammensetning ifelge krav 18,
karakterisert ved atden ytterligere omfatter minst én adjuvans.

20. Vaksinesammensetning ifelge krav 19,
karakterisert ved atden ytterligere omfatter minst én eksipiens.

21. Vaksinesammensetning ifglge krav 20,
karakterisert ved atden ytterligere omfatter minst ett tilleggsmiddel.

22. Haptenbarerkonjugat ifelge i et hvilket som helst av kravene 1 til 9, eller
et antistoff eller et funksjonelt fragment derav ifelge i et hvilket som helst av
kravene 10 til 13 for anvendelse som et medikament.

23. Haptenbarerkonjugat ifelge i et hvilket som helst av kravene 1 til 9, eller
et antistoff eller et funksjonelt fragment derav ifelge i et hvilket som helst av
kravene 10 til 13 for anvendelse som et medikament ifalge i krav 22, for
forhindringen eller behandlingen av nikotinavhengighet.

24. Haptenbarerkonjugat ifelge i et hvilket som helst av kravene 1 til 9 for
anvendelse som et medikament ifelge i krav 22 eller 23, der medikamentet
ytterligere omfatter en forbindelse som er nyttig i behandlingen av
nikotinavhengighet.

25. Anvendelse av et haptenbarerkonjugat ifalge i et hvilket som helst av
kravene 1 til 9 eller et antistoff eller et funksjonelt fragment derav, ifelge i
kravene 10 til 13, for fremstillingen av et medikament for behandlingen eller
hindringen av nikotinavhengighet.
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26. Anvendelse av et haptenbarerkonjugat ifalge i et hvilket som helst av
kravene 1 til 9 for fremstillingen av et medikament ifelge i krav 25, der
medikamentet ytterligere omfatter en forbindelse som er nyttig i behandlingen av
nikotinavhengighet.
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