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Keksintd kdsittHdd sytotoksiset koostumukset ja menetelmdt niiden
kayttédmiseksi linssin jddnnosepiteelisclujen lis#kasvun estédmi-
seen kotelonulkoisen poiston jélkeen. Sytotoksiset koostumukset
sisdltdvit monoklonaalisia vasta-aineita, jotka ovat spesifisié
linssin epiteelisoluille, ja jotka vieddén silmén etukammioon,
jossa ne sitoutuvat spesifisesti linssin epiteelisoluihin. Mene-
telm#d voidaan kdyttdd kotelonulkoisen harmaakaihin poiston ai-
kana tai sitd voidaan kdyttdd myShemmin sekund@drisen harmaakai-
hin poistamiseksi, joka johtuu linssin j&&@nn8sepiteelisolujen
lisdkasvusta.

Uppfinningen avser cytotoxiska sammansittningar och metoder att
anvidndas for att férhindra tillvdxt av linsens restepitelceller
efter en extrakapsuldr extraktion. De cytotoxiska sammansitt-
ningarna bestdr av monoklonala antikroppar specifika f&r linsens
epitelceller, som infdrs i frdmre Ogonkammaren, didr de binder
specifikt vid linsens epitelceller. Metoden kan anvidndas vid
extrakapsuldr extraktion av grd starr eller senare f&r att av-
l3gsna sekundir grd starr, som fdrorsakats av tillvdxt av linsens
restepitelceller.
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MENETELMA LINSSIN EPITEELISOLUIHIN OLENNAISESTI SPESIFISESTI
SITOUTUVAN SYTOTOKSISEN KOOSTUMUKSEN VALMISTAMISEKSI JA MENETEL-
MA SIINA KAYTETTAVAN MONOKLONAALISEN VASTA-AINEEN VALMISTAMI-
SEKS1I

Keksintd koskee menetelmi## sytotoksisen koostumuksen valmistami-
seksi, joka on kdyttdkelpoinen linssin j&ddnndsepiteelisolujen
lisikasvun estimisessd, sekd menetelmda koostumuksessa kdytettd-
vin monoklonaalisen vasta-aineen valmistamiseksi.

Kotelonulkoinen harmaakaihin poisto on sopiva menetelmd harmaa-
kaihien poistamiseksi. Tdlla tekniikalla sattuu vihemmdn leik-
kauksenjdlkeisis komplikaatioita, kuten rakkulainen tédplédturvo-
tus ja verkkokalvon pintakerrosten irtautuminen pigmenttikerrok-
sesta. Se, ettd on olemassa parannettu kotelonulkoinen poisto-
menetelmi, kuten mykién emulgointi, sekd tarve ehjdstid taaemmas-
ta linssikotelosta monien erilaisten silmdnsisdisten linssien
istuttamiseksi, ovat edelleen tukeneet kotelonulkoisen harmaa-
kaihin poiston k&yttdd mykidsamentumien poistamiseksi.

Kotelonulkoista linssinpoistoa seuraa merkittidvid taaemman lins-
sikotelon samentuminen, joka saattaa vaatia kirurgisia lisdtoi-
menpiteitd, kuten taaemman kotelon avausta tai taaemman linssi-
kotelon uudelleen kirkastamista paremman nddn saamiseksi. Taa-
emman linssikapselin samentumisen syntyminen kotelonulkoisen
harmaakaihin poiston jdlkeen johtuu linssin jddnndsepiteelisolu-

.-+jen lisikasvusta taaemmassa linssikotelossa, jolloin muodostuu
lyhentyneitd linssin *kuituja" ja "rakkomaisia" soluja
("Elschingin helmet").

Sekundiirisen harmaakaihin muodostumisen estidmiseksi on kdytetty

useita erilaisia menetelmid. Roy et al., Contact and Intraocular
' Lens Medical Journal (1979) 5:175-178 esitti vinkristiinin ja
vinblastiinin kdytdn keinona estdid linssin solujen lisdkasvua.
Siteilytyshoitoa on myds kokeiltu, ja sen on raportoitu olevan
lupaavaa. Metotreksaatin ja retinoidihapon tiputusta silmdn etu-
kammioon on myds kokeiltu estémidn taaimmaisen linssikotelon
samentumista. Ndiltd hoitomenetelmiltd kuitenkin puuttuu spesi-

fisyys; ne eivit tee eroa linssin epiteelisolujen ja muun
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tyyppisten solujen vdlilld, joita on etukammiossa, ja tuloksena
ndistd hoidoista voivat muut (toivottavat) solut vaurioitua. Sen
vuoksi on kiinnostavaa kehittiid menetelmid ja koostumuksia, jot-
ka selektiivisesti tuhoaisivat linssin jddnndsepiteelisoluja,
jolloin sekundiiristen harmaakaihien muodostuminen ja taaemman
linssikotelon samentuminen estet&dén.

Asiaankuuluva kirjallisuus

Monoklonaalisten vasta-aineiden tuotannosta on kuvauksia. Katso
esimerkiksi Monoclonal Antibodies, eds. Roger H. Kennett, Thomas
J. McKearn, Kathleen B. Bechtol, Plenum Press, New York, 1980;
Nature (1975) 256:495-497; US-patentit nro 4,271,145; 4,196,265;
4,172,124; 4,195,125; 4,262,090; ja 4,294,927.

Keksinndn yhteenveto

Keksintd antaa k#ytt86n menetelmén sytotoksisen koostumuksen
valmistamiseksi, joka sytotoksinen koostumus on kdyttSkelpoinen
estdmddn taaemman linssikotelon samentumista kotelonulkoisen
harmaakaihin poiston jdlkeen, sekd menetelmdn koostumuksessa
kdytettdvin monoklonaalisen vasta-aineen valmistamiseksi.

Keksinndlle on tunnusomaista se mik# on esitetty patenttivaati-
rusten tunnusmerkkiosassa.

Keksinnbn kuvaus

Keksinnén mukaisella menetelmilli valmistettua koostumusta kiy-
tetdin siten, ettd silmdn etukammioon viedddn alkuper#isen kai-
hinpoiston aikana tai sen jdlkeen keksinnén mukaista sytotoksi-
sta koostumusta, joka on spesifinen linssin epiteelisoluille, ja
joka sitoutuu jdljelld oleviin linssin epiteelisoluihin. Syto-

" toksinen koostumus on siten ainakin oleellisesti spesifinen

linssin epiteelisoluille, eikd silld ole ristireaktiivisuutta
muiden solujen kanssa, joita on etukammiossa, kuten sideku-
dosemosolut, melanosyytit, sarveiskalvon endoteelisolut, Jjne.,
mielellddn myds muut epiteelisolut, esim. sarveiskalvon epitee-
lisolut. Edullisesti ennen sytotoksisen koostumuksen viemistd ja
ennen kotelonulkoisen harmaakaihin poistoa viedddn etukammioon
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ei-sytotoksinen aine, jolloin timi ei-sytotoksinen aine on ris-
tireaktiivinen sytotoksisen koostumuksen kanssa tai silléd on
oleellisesti sama sitoutumisspesifisyys, jolloin se sitoutuu
mihin tahansa soluihin etukammiossa, jotka ovat kosketuksissa
etukammioon, ja joissa on homologinen determinantti tai anti-

geenisid kohtia.

Sytotoksinen koostumus kisittii monoklonaalisen vasta-aineen,
joka pystyy sitoutumaan oleellisen spesifisesti linssin epitee-
lisoluihin, konjugoituna toksiseen aineeseen. Toksinen aine voi
olla johdettu mikro-organismista tai kasvildhteestd. Erityisen
kiinnostavia ovat luonnossa esiintyvien toksiinien toksiset ala-
yksikét, kuten risiini, abriini, kurkkum#dtdtoksiini, jne. Katso
esim. Oeltmann and Heath, J. Biol. Chem. (13879) 254:1022-1027;
vule and Neville Jr., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77:5483-
5486; Gilliland et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA

(1978) 15:5319-5323; US-patentti nro 4,379,145; GB2034324 Ja
Masuho et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. (1979) 90:320-326;
ja Blythman, Nature (1981) 290:145, jotka asiaankuuluvat jul-
kaisut on liitetty t&hdn yhteyteen viitteiksi.

Kuvaavia toksiini-A-ketjuja tai samalla tavoin tehokkaita osia
ovat kurkkumitidtoksiinin A-ketjut, entsymaattisesti aktiiviset
fragmentit Pseudomonas aeruginosan eksotoksiini-A:sta, risiini-
toksiinin A-ketju, abriinin A-ketju, modekkiinin A-ketju ja pro-
teiinit, joita 18ytyy eri kasveista, joilla on samanlainen ak-
tiivisuus, kuten esim. kasvit Gelonium multiflorum, Phytolacca
americana, Croton tiglium, Jatropha curcas, Momordic charantia,
ja vehnénalkio.‘Erityisen kiinnostava on toksiini saporiini kas-

vista Saponaria officinalis (Thorpe et al., J. Natl. Cancer

Inst. (1985) 75:151) ja kasvitoksiini trikosantiini, sekd suku-

laisyhdisteet. MySs mutanttilajeja nididen lajien toksiineista

voidaan kdyttdd, kuten CRM45 (Boquet et al., Proc. Natl. Acad.
'5ci. USA (1976) 73:4449-4453).

Menetelmidt monoklonaalisten vasta-aineiden valmistamiseksi on
hyvin tutkittu. Ne voidaan valmistaa mill# tahansa alan ammatti-
miesten tuntemalla menetelmdlld. Erilaisia linssin epiteelisolu-
ja voidaan kdyttada immunogeenind, erityisesti ihmisen linssin
epiteelisoluja, vaikka muitakin lajeja voidaan kdyttdd, esim.
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kiidellisid. Koko solut ovat edullisia, mutta homogenaatteja,
membraanifragmentteja tai vastaavia voidaan mySs kéyttdd. Solu-
jen l8hteitd ovat solut, jotka kasvavat kudosviljelméssd, tai
kudokset, jotka on poistettu kaihileikkauksessa. Niinpd voidaan
kdyttdd suoraan ihmisen linssin epiteelisoluja kudoksista, jotka
on poistettu kaihileikkauksessa tai pian kuoleman jédlkeen, edul-
lisesti noin 30 minuutin kuluessa kuolemasta, tai solut voidaan
siilyttd4 panemalla kirurgiset ndytteet kudosviljelmd&dn kédyttden
tutkittua tekniikkaa.

Tamin keksinndn mukaisesti nisdk#s, mielellddn hiiri tai muu
pieni nis#k#s, liikaimmunisoidaan immunogeenilld. Immunisaa-
tiomenetelmdt ovat hyvin tunnettuja ja niitd on laajasti kuvattu
kirjallisuudessa. Immunogeeninen materiaali, yleensd noin 10° -
noin 10° solua tai soluekvivalenttia, injektoidaan apuaineen
kanssa tai ilman apuainetta nisdkkddseen, tai toistuvilla injek-
tioilla suhteellisen lyhyind ajanjaksoina. Eldimen liika-
immunisaation varmistamiseksi annetaan 2-6 myBhempd# tehostein-
jektiota. Sitten eldimet tapetaan, tavallisesti 1-5 pdivad vii-
meisen injektion jdlkeen. Perna poistetaan, ja pernasolut teh-
disn kuolemattomiksi, tavallisesti fuusioimalla sopivan luuydin-
kasvainsolulinjan kanssa.

Solufuusiomenetelmd ei ole kriittinen osa tétd keksintbd ja eri-
laisia menetelmid voidaan kdyttdd. Yleensd fusogeenind kéytetddn
2i-ionista detergentti#, esimerkiksi polyetyleeniglykolia (PEG).
Pernasolut ja luuydinkasvainsolut yhdistet##n ei-ionisen deter-

< gentin, mielelld&n PEG:n ja muiden lisdaineiden, esimerkiksi

seerumittoman Dulbeccon modifioidun Eagle’s-kasvualustan (SF-
DMEM) l&sndollessa, noin 5 minuutin ajan. Ylim&&r&dinen ei-ioni-
nen detergentti poistetaan sitten nopeasti pesemdlld solut.

Solut jaetaan sopivasti pieniin viljelykoloihin suhteelliseen

'pieneen tilavuuteen, joka on alueella noin 1x10°/kolo - noin

5x105/kolo sopivaan kasvualustaan, yleensd selektiiviseen kasvu-
alustaan, joka koostuu hypoksantiinia, aminopteriinistd ja tymi-
diini# (HAT) sis&ltdvdstd vdliaineesta.

Riitt#dvdn ajan kuluttua, tavallisesti yhden tai kahden viikon
kuluttua, havaitaan hybridipesdkkeitd. Pesdkkeet seulotaan sit-
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ten vasta-aineiden suhteen, jotka sitoutuvat spesifisesti lins-
sin epiteelisoluihin. Jos tarvitaan komplementin kiinnitt#vid

vasta-aineita, pesdkkeet seulotaan lisdksi m#drittdmiddn, ovatko
vasta-aineet kykenevii kiinnitt#mdan komplementtia. Kun haluttu-
ja vasta-aineita tuottavat pesidkkeet on identifioitu, pesédkkeet
voidaan saada s#ilym##n sellaisina, ettéd ne jatkuvasti toimivat

haluttujen vasta-aineiden ldhteend.

Sellaisten hybridoomasolulinjojen saamiseksi, jotka erittédvit
monoklonaalisia vasta-aineita, jotka ovat suuntautuneet yksit-
tdiseen antigeenideterminanttiin, joka liittyy linssin epitee-
lisoluihin, hybridoomasolut voidaan kloonata kdyttden esimerkik-
si rajoituslaimennusta. Vaihe, jolloin solut voidaan kloonata,
ei ole kriittinen keksinnslle, ja voidaan tehdd ennen kiinnos-
tuksen kohteena olevia vasta-aineita erittévien pesdkkeiden
identifiointia tai myShemmin. Vasta-aineita tuottavien solujen
liikakasvun vilttimiseksi vasta-ainetta tuottamattomien solujen
kanssa pesdkkeet kloonataan edullisesti niin pian fuusion jél-

keen kuin se kdyt#nndssd on mahdollista.

Vasta-aineiden tuottamiseksi suuressa mittakaavassa hybridoomat
voidaan viedd nis#kkdidn vatsaonteloon ja kasvattaa askiittikas-
vaimena. Vasta-aineet voidaan sitten erist&d askiittinesteestd.
Vaihtoehtoisia menetelmis monoklonaalisten vasta-aineiden tuot-
tamiseksi suuressa mittakaavassa ovat ihonalaisten kasvainten
:ndusoiminen kdyttden edelld kuvattua menetelmdd ja veren otta-
minen eldimeltd. Hybridoomasolut voidaan mybs kasvattaa suuressa

.‘mittakaavassa kudosviljelmissé. Silloin kun solut erittédvit vas-

ta-aineita kasvualustaan, voidaan vasta-aineita sis#dltdvd tasa-
painotettu kasvualusta kerdtd vasta-aineiden eristdmistd varten.
Kun hybridoomasolut eivat eritd vasta-aineita, solut voidaan
keridtd, hajottaa kdytt#en tavallisia menetelmid, ja vasta-aine
puhdistaa solulysaatista. Menetelmit monoklonaalisten vasta-ai-

: neiden puhdistamiseksi ovat alan ammattimiesten hyvin tuntemia.

Xomplementti on standardikomplementti. Komplementilla tarkoite-
taan ihmisen tai muun selkdrankaisen normaaliseerumia, joka si-
s31t84 noin 9 pddproteiinia, jotka reagoivat antigeeni-vasta-
ainekompleksien kanssa aiheuttaen vahinkoa solumembraaneille,
kuten hajoamisen. Komplementti toimitetaan tavallisesti seerumi-
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na, esimerkiksi kanin seerumina. Tyypillinen komplementti ja sen
valmistus, joka on t#lle keksinndlle kdyttdkelpoinen, on kuvattu
julkaisussa Monoclonal Antibodies (1980), Plenum Press New York,
Eds. Kennett et al., s. 391-392, joka julkaisu on liitetty tdhén
yhteyteen viitteeksi. Vaihtoehtoisesti on mahdollista kdyttdd
potilaan komplementin aktiivisuutta, joka voidaan saada riittd-

vdnd konsentraationa vesipitoisesta nesteestd leikkauksen aika-

na.

Sytotoksisten aineiden valmistamiseksi, joissa on toksisen ai-
neen konjugaatti ja osa, joka mahdollistaa sitoutumisen epitee-
lisoluihin, toksinen aine ja vasta-aine kytketd#idn tavallisesti
sidoksella, joka voidaan lohkaista sytoplasmisesti. Mukavia si-
doksia ovat disulfidisidos, erityisesti silloin, kun toksisessa
aineessa on sisdinen rikki, tai muut sidokset, kuten peptidi-
sidokset, ureasidokset, tioeetterit, imiinit, amidit, imidit,
amidiinit, jne. Funktionaalisia ryhmid, joita voidaan kéyttad,
ovat karboksyylihapporyhm#t, aminoryhmdt, imiinit, aldehydit,
isosyanaatit, merkaptaanit, olefiinit tai vastaavat. Lisdksi
voidaan k#ytt#i monimutkaisempia sidosryhmid, jolloin ryhmd voi
olla sitoutunut yhteen osaan konjugaatissa, jolloin syntyy muka-
va sidos toisen osan sisiiseen ryhmdin. Esimerkiksi m-maleimido-
yylibentsoehapon N-hydroksisukkiini-imidiesterid voidaan k&yttdh
toksiinin amidin valmistukseen, joka sitten voidaan kytked kdy-
f.ettévissd olevan rikkiatomin avulla monoklonaaliseen vasta-ai-
neeseen tioeetterin saamiseksi.

gytotoksisilla aineilla voi esimerkiksi olla seuraava kaava:
(Asn)-(s-x"R)n
jossa:

lq‘ASn on toksinen aine, jolla on yksi tai useampi rikkiryhmd aineen
ssana; n on luku vHlilld 1 - toksisessa aineessa ldsndolevien
niiden rikkiryhmien lukum##rd, jotka ovat kdytettdvina merkapti-
diryhmin#, yleensd korkeintaan noin 4; R on monoklonaalinen vas-
ta-ainereseptori, tai sen johdannainen; ja m on 1 - korkeintaan
n, ollen tavallisesti 1-2; ja X on sidosryhmd ja voi olla sidos
tai ryhmid, jossa on noin 1-20, tavallisesti 1-12 atomia, jotka
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eivdt ole vetyjd, ja jotka sisdltdvit hiiltd, typped, happea ja
rikkisd. Rikki on tavallisesti sitoutunut hiileen, erityisesti se
on alifaattisesti tyydyttynyt. X voi olla alifaattinen, alisyk-
linen, aromaattinen, heterosyklinen tai joku niiden yhdistelmd,
jossa yleensd on 0-6, tavallisemmin noin 0-4, edullisesti noin
1-4 heteroatomia, jolloin happi ja rikki ovat mukana okso- tai
ei-oksokarbonyyliryhmind tai niiden tioanalogeina, tai eetterind
(kuten tioeetteri), ja typpi on mukana amino- tai amidoryhmdnd.
Enimmikseen heteroatomit ovat sitoutuneina yksinomaan hiileen.

Kuvaavia ryhmi#, jotka sitovat disulfidin, ovat aminoetyleeni-
3-propanyylimetyleenikarbonyyli, a-sukkiini-imidyyli, 3-propy-
leenitiokarbonyyli. Ryhmdt, joita voidaan kdytt#di, ovat enimmdk-
seen tavanomaisia ryhmi#, jotka mahdollistavat disulfidisidok-
sen. Disulfidiyhdiste on sellainen, joka pystyy reagoimaan so-
luspesifisen ligandin kanssa, jolloin merkaptidiryhmé voidaan
korvata disulfidista, jolloin syntyy uusi disulfidisidos toksi-
sen aineen ja ligandin vélille.

Enimmikseen sidokset ovat alifaattisia ja niissd on noin 1-6
hiiliatomia, jolloin reseptoriin syntyy amidisidos, vaikka t&md
on ensisijaisesti mukavuuskysymys, ei valttdmdtén kohdeyhdistei-

den toimivuudelle.

Muitakin toksisia aineita voidaan kdytt&&, kuten vismutti sitou-

tuneena ei-diffusiivisesti monoklonaalisiin vasta-aineisiin tai

reseptoreihin, joka on kuvattu julkaisussa Waldman, J. Amer.
..:Med. Assoc.

Vaihtoehtoisesti voidaan liposomit kytked monoklonaalisiin vas-
ta-aineisiin tai reseptoreihin, jolloin liposomit sisdltdvat
erilaisia sytotoksisia aineita, kuten metotreksaatti, 5-fluo-
rourasiili, mik3d tahansa edelld olevista toksiineista, tai vas-
_i':taava. Katso esimerkiksi Szoka and Papahadjopoulos, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1978) 75:4194-4198 ja Szoka et _al., Biochem. et
Biophys. Acta. (1980) 601:559-571 liposomien valmistamiseksi,
jotka julkaisut on liitetty t&hdn yhteyteen viitteiksi. Vasta-
aineiden kytkemistd liposomiin on laajasti kuvattu kirjallisuu-

dessa, katso esimerkiksi Heath et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1983) 80:1377-1381 ja Leserman et al., Nature (1981)
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293:226-228, jotka julkaisut on liitetty t&hén yhteyteen viit-
teiksi.

Muita sidososaan konjugoituja sytotoksisia aineita voidaan myds
kdyttd8 timin keksinndn kohteena olevan menetelmdn yhteydessé.
Konjugaatti riitt#8 antamaan sytotoksisen vaikutuksen ilman si-
vuaineiden kdyttdmistd.

Keksinndn mukaisella menetelmdlld valmistettavaa koostumusta
kdytetdsn esimerkiksi seuraavasti, sytotoksinen koostumus vie-
di8n silmin etukammioon linssin poiston jdlkeen. Se vieddin edu-
llisesti ei-sytotoksisen aineen viemisen jilkeen, joka pystyy
spesifisesti sitoutumaan kohtiin, jotka ovat ristireaktiivisia
sytotoksisen aineen kanssa. Edullisesti, ei-sytotoksinen aine,
10-100 pg 10-20 pl:ssa, injektoidaan kammionsis#ddn reunuksen
kautta. Useimmiten tdm# aine on monoklonaalinen vasta-aine tai
sen spesifinen sidosfragmentti. Yleensd liuos on fysiologisesti
sopiva liuos, joka voi olla suolaliuos, fosfaattipuskuroitu suo-
laliuos tai vastaava. Muulla tavalla aine voidaan viedd esimer-
kiksi tiputtamalla ei-sytotoksinen aine sarveiskalvon leikkauk-
sen jdlkeen ja tiputtamalla noin 25-200, edullisesti 50-150,
edullisemmin noin 100 pl ei-sytotoksista ainetta, joka pystyy
spesifisesti sitoutumaan kohtaan, joka on ristireaktiivinen sy-
totoksisen koostumuksen kanssa. Vasta-aineet tai niiden fragmen-
it sitoutuvat kaikkiin kohtiin, jotka voivat olla ristireaktii-
visia sytotoksisen koostumuksen kanssa ja sitoutuvat mybs ei-

spesifisesti "kuumiin tdpliin", joita voi olla l&snd silmdn etu-

““‘kammiossa. TH1ld tavalla solut suojataan sytotoksiselta koostu-

mukselta.

Ristireaktiivisen sidosaineen kdyttd on erityisen tdrkedtd sil-
loin, kun sytotoksisella aineella on ristireaktiivisuutta, joko
spesifistd tai ei-spesifistd, muiden solujen kanssa kuin linssin
epiteelisolujen kanssa. Tiputtamalla ensin ristireaktiivista ei-
sytotoksista sidososaa, voidaan valmistaa sytotoksiset aineet,
jotka ristireagoivat eri tavoin solujen kanssa, erityisesti epi-
teelisolujen kanssa, muiden kuin linssin epiteelisolujen kanssa.

Kun vasta-aineen sitoutumisen on annettu tapahtua (10-15 min),
' tehddin sarveiskalvon leikkaus (katso esimerkiksi Extracapsular
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cataract Surgery, Emerny & McIntyre, Mosby Company, St. Louis,
1983) ja etukammio huuhdellaan fysiologisesti sopivalla liuok-

sella, kuten tasapainotettu suolaliuos, sitoutumattoman ei-syto-
toksisen aineen poistamiseksi. Kotelonulkoinen leikkaus ja lins-
sin poisto suoritetaan standardimenetelmien mukaan (Emery &

McIntyre, edelld). Kun sarveiskalvon avaus on suljettu, suorite-
taan ainakin toinen injektio linssin kotelon alueelle sytotoksi-

sen koostumuksen viemiseksi.

Kun materiaali toiseen injektioon kdsittid konjugaatin, joka
sisdlti#i toksisen osan ja monoklonaalisen vasta-aineen, on in-
jektio yleensd 10-20 pl sisidltien sellaisen midrdn sytotoksista
ainetta, joka on riittéva olennaisesti tdysin tai tdysin tappa-
maan kaikki linssin epiteelisolut, tavallisesti 1-10 ng.

YleensH sytotoksinen vaikutus ilmenee suhteellisen lyhyessé
ajassa sytotoksisten aineiden tiputuksen jélkeen, tavallisesti
noin 0,5 tunnissa, tai pian sen jdlkeen, kun proteiinisynteesin
inhibointia voidaan k#iyttd#d arvioitaessa sytotoksisen vaikutuk-
sen syntymist#d. Jos elinkykyisyys arvioidaan joidenkin muiden
mekanismien mukaan, esim. vitaaliset kannat, jne. voi kulua ai-
kaa tunneista pH#iviin ennenkuin sytotoksinen vaikutus (esim.

solujen kuoleminen) havaitaan.

Fdullisesti sytotoksinen koostumus sisiltdi komplementin kiin-
nittdvin monoklonaalisen vasta-aineen ja komplementin, ja mene-
telmd k#sittdi tiputuksen, jossa tiputetaan noin 25-200, edulli-
*»*gesti noin 50-150, edullisemmin noin 100 pl monoklonaalista vas-
ta-ainetta, joka pystyy spesifisesti sitoutumaan linssin epitee-
lisoluihin. Yleens# monoklonaaliset vasta-aineet viedddn fysio-
logisesti sopivassa liuoksessa, joka voi olla suolaliuos, fos-
faattipuskuroitu suolaliuos, tai vastaava, ja konsentraatio on
~_noin 10%-10%, tavallisemmin noin 109-10? vasta-ainetta/ml. Vaih-
j'toehtoisesti, jos toimenpide suoritetaan muulloin kuin ensimmdi-
sen harmaakaihileikkauksen aikana, on tarpeen joko tehdd avaus
suunnilleen sarveiskalvoon monoklonaalisen vasta-aineen tiputta-
miseksi tai injektoida vasta-aine kammionsisddn etukammioon.

Kun monoklonaalinen vasta-aine on viety ja sitéd on inkuboitu

riittivi aika vasta-aineiden sitoutumiseksi linssin jadnndsepi-
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teelisoluihin, tavallisesti noin 30 minuuttia, voidaan etukammio
huuhtoa sitoutumattoman vasta-aineen poistamiseksi. Komplementti
(esimerkiksi sopivana laimennuksena kanin seerumista fysiologi-
sesti sopivassa vdliaineessa, joka sisiltd#i Mg* ja Ca?) viedd#n
sitten etukammioon m##rénd noin 25-200, tavallisemmin noin 50-
150 pl, jolloin ainetta on ldsnd riittdvd mddrd olennaisen tdy-
dellisesti tai tdydellisesti tappamaan kaikki linssin epiteelis-
olut. Yleens#d sytolyyttinen vaikutus ilmenee suhteellisen lyhy-
essd ajassa komplementin lisd@misen j&lkeen, tavallisesti noin
0,5 tunnissa, tai pian sen j&lkeen, kun kohdesolujen hajoamista
voidaan kdytt## arvioitaessa sytolyyttisen vaikutuksen syntymis-
ta.

Keksinnbn mukaiselle menetelmdlld valmistettu koostumus voidaan
tarjota k#ytettdviksi reagenssisarjana yhteen tai useampaan toi-
menpiteeseen. Reagenssisarjat sis#dltdvdt tavallisesti sytotoksi-
sen koostumuksen, joka voi olla ldsnd tiivisteend, joka edelleen
voidaan laimentaa ennen k#ytt$#, tai ne voidaan toimittaa kdyt-
tdkonsentraatiossa, jolloin ampullit voivat sisdlt8d yhden tai
useamman annoksen. Yksittdiset annokset voidaan mielellddn toi-
mittaa ruiskuissa, sH#iléttyind steriloituihin sd8ilidihin, jotta
188k8ri voi k#ytt#3d ruiskua vHlittdmdsti, ja jolloin ruiskuissa
on haluttu m##rd ja konsentraatio aineita. Vasta-aineen ja komp-
lementin yhdistelménd reagenssisarjassa voi olla useita ruisku-
fa, jotka sis#ltdvit monoklonaalisia vasta-aineita ja komplemen-
t.in sopivina suhteellisina md#rind. Kun ruiskut sisdltdvat koos-
tumusta suoraan kdytettdvidksi, ei tavallisesti tarvita muita
...reagensseja k¥ytettiviksi menetelmdn yhteydessi.

Seuraavat esimerkit annetaan selvitystarkoituksissa, ei rajoit-
tamaan.

- Kokeellinen osa

Hiiren hybridoomasolulinja HBI-4197-X, joka erittdd IgG,-vasta-
ainetta, joka on olennaisesti spesifinen linssin epiteelisoluil-
le, talletettiin ATCC:hen kesdkuun 14. pdivénd 1988, ja se sai
tulonumeron HB 9747.



1 94258

Egsimerkki 1
Monoklonaalisten vasta-aineiden valmistus

A. Immunisaatio

Ihmisen linssin epiteelisolut saatiin etukotelon pienind osina
kaihileikkauksen aikana. Ne kerdttiin aseptisesti ja pantiin
RPMI1640:een, joka sisdlsi 10 % sikibvasikan seerumia (FBS).
Elinkykyisi# soluja voitiin s¥ilyttidd ainakin kaksi viikkoa.
Thmisen linssin epiteelisolut emulgoitiin Freundin tdydelliseen
apuaineeseen. Hiiret (BALB/c) immunisoitiin linssin epiteeli-
soluilla; 5x10° soluekvivalenttia 200 pl:ssa annettiin eldintd
kohti primd#risend injektiona. Lisdinjektiot, jotka koostuivat
ekvivalentista solumateriaalista, joka oli emulgoitu Freundin
epitdydelliseen apuaineeseen, annettiin lihaksensisd@dn 3 viikkoa
myShemmin. N&m& hiiret saivat kaksi lisdinjektiota joko ME180-
soluja tai ihmisen vesikalvosoluja (WISH) ennen pernojen otta-

mista fuusiota varten.
B. Fuusio

Pernat poistettiin immunisoiduilta eliimilti 3-5 pidivid viimei-
sen injektion jdlkeen ja preparoitiin yksittdissolususpensioksi.
Lymfosyytit fuusioitiin sitten P3-X-63/Ag8.653-hiiren luuydin-
kasvainsolujen kanssa tavallisissa olosuhteissa. Fuusion jdlkeen
solut suspendoitiin uudelleen Iscoves-kasvualustaan, joka sisdl-
si hypoksantiinia, aminopteriinid ja tymidiinid (HAT-kasvualus-
ta) ja pantiin koloihin luuydinkasvainsolujen lukum#dradn mukaan,
*~jolloin tiheydeksi saatiin noin 10* solua/kolo. Soluja ravittiin
pdivini 5, 12 ja 15 poistamalla ja korvaamalla puolet kasvualus-
tasta. Viljelmdt identifioitiin positiivisiksi vasta-aineen eri-
tykselle seulontakokeilla, siirrettiin 24-koloisille levyille,
jotka sisdlsivdt 1 ml Iscoves-kasvualustaa (IMDM), joka sisdlsi
_"_hypoksantiinia ja tymidiinid (HT), Ja kloonattiin kolme kertaa
j'rajoitetulla laimennuksella.

Esimerkki 2

Hybridooman 4197-X karakterisointi

Sitoutumisspesifisyys
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Poistetut ihmisen silm#t (Lions Eye Bank, Houston, TX) pakastet-
tiin nestemdisessd typessd ja sHilytettiin -70°C:ssa. Tarvitta-
essa pakastetut kudososat preparoitiin kryostaatissa ja kiinni-
tettiin lasilevyille. Osat virjéttiin hybridoomaviljelmdn super-
natanteilla, jotka sisdlsiviit monoklonaalisia vasta-aineita, ja
konjugoitiin sen jHdlkeen vuohen antihiirivasta-aineella pipar-
juuriperoksidaasiin sitoutuneen hiiren immunoglobuliinin totea-
miseksi. Kiytetty substraatti oli 3-amino-9-etyylikarbatsoli.
T4t8 tekniikkaa k#yttden hybridooman 4197-X supernatantit sitou-
tuivat linssin epiteelisoluihin. Muut solurakenteet silmédn ede-
ssid eivit virjdytyneet, nimittdin sarveiskalvon endoteelisolut,
iiriksen epiteelisolut, jne. Virjdytymisen intensiteettiin pe-
rustuen suhteellinen intensiteetti linssin epiteelisoluille oli
4+, edustaen tilannetta, jossa 100% linssin epiteelisoluista
virjdytyi; alle 10% muista solutyypeistd etukammion sisdlld var-
jdytyi osoittaen, ettd vasta-aineet ovat olennaisesti spesifisia

linssin epiteelisoluille.

Monoklonaalisen vasta-aineen luokkaspesifisyys

Hiiren hybridoomavasta-aineiden luokka ja alaluokka mé&ritettiin
kdyttden Ouchterlony-analyysid (katso Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, 2nd ed., Goding, Academic Press, New
York, s. 105, 1986, joka julkaisu on liitetty tdhén yhteyteen
viitteeksi). Kidyttden td#td tekniikkaa mddritettiin, ettd hybri-
dooma 4197-X tuottaa IgG,-vasta-ainetta.

¢ Esimerkki 3

Hybridooman 4197-X lisdkarakterisointi

Monoklonaalisen vasta-aineen soluun sitoutuminen

Supernatantti hybridoomasta 4197-X tutkittiin ELISA-kokeella sen
nkyvyn suhteen sitoutua sekd normaaleihin ettéd kasvainsoluihin.
Tarttuvia solulinjoja kasvatettiin niiden yhdistymiseksi 96-ko-
loisilla levyilld ja kiinnitettiin sitten 0,05% glutaraldehydil-
18 10 minuuttia. Suspensioviljelmdt vietiin poly-L-lysiinilld
peitetyille levyille ja kiinnitettiin kuten edelld. Monoklonaa-
linen vasta-aine viljelykasvualustassa lisdttiin koloihin ja
"inkuboitiin 37°C:ssid 1 tunti. Levyt pestiin kolme kertaa ja
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sitoutunut hiiren IgG todettiin vuohen antihiiri-IgG:118, joka
oli konjugoitu piparjuuriperoksidaasiin. Monoklonaalisen vasta-
aineen sitoutuminen erilaisiin solutyyppeihin on esitetty taulu-
kossa 3. Vasta-aine pystyy sitoutumaan kanin linssin epitee-
lisoluihin, sekd eri kudoksista saatuihin epiteelisolulinjoihin.
Ei-epiteelistd alkuperdd oleviin soluihin tapahtuu vdhan tai ei
lainkaan sitoutumista. Lis#ksi vasta-aineet 4197-X:std sitoutui-
vat ihmisen linssin epiteelisoluihin immunosytokemiallisella
virjdykselld arvioituna. Irrelevantit vasta-aineet eivét vidrjda

ihmisen linssin epiteelisoluja.

Taulukko 3
vasta-aineen 4197-X gitoutuminen eri solutyyppeihin

Absorbanssi
Solu- 450 nm:ss8*
linija kudos solutyyppi 4197-X
ME180 ihmisen kaula epiteeli 0,17
WISH ihmisen vesikalvo epiteeli 0,16
COLO 320 paksusuoli rauhassybpd 0,00
MRC5 ihmisen iho sidekudosemosolu 0,06
Daudi Burkittin lymfoidi imukudoskasvain 0,07
Y79 verkkokalvon varhaissolukasvain 0,06
RPMI 7932 melanooma melanooma 0,00
RLE kanin linssi epiteeli 0,00

* Absorbanssi 450 nm:ssid: Kasvavat absorbanssiheijastumat lis&-
<i.zivit vasta-aineen sitoutumista soluihin.

ses

Esimerkki 4

Toksiini-A—ketﬁu-vasta—ainekon1uaaattien valmistus

‘A. Toksiini-A-ketjun valmistus

(i) Kurkkum#tdtoksiinis Fragmentti A (DTA) valmistetaan kurkku-
mitidtoksiinista (Connaught Laboratories) kuvatulla tavalla
(Chung and Collier, Biochem. Biophys. Acta (1977) 483:248-257)
ja kuumennetaan 80°C:een 10 minuutiksi toksiinijéd#mien inakti-
voimiseksi. Entsymaattinen aktiivisuus DTA:lle tutkitaan ADP-

" ribosyloimalla vehninalkion pidennystekij& 2 'C-NAD substraat-
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tina.

(ii) Risiini-A-toksiini: Risiinin A-ketjutoksiini puhdistetaan
kasvin Ricinus cummunis var zanzibariensis siemenistd yhdisti-
mill¥ affiniteetti- ja ioninvaihtokromatografiamenetelmdt. HBI
on saanut siemenet Hummert Seed Companyltd, St. Louis, Missouri.
Siemenet punnitaan ja homogenoidaan 1,1,3-trikloorifluori-
etaanissa (Freon). Siemenkakku, josta rasva on poistettu, ote-
taan sitten talteen vakuumisuodatuksella ja uutetaan natriumase-
taattipuskurilla pH:ssa 4,0. Epdpuhdas uute otetaan talteen va-
kuumisuodatuksella sarjasuodattimilla pienimmén ollessa 100 mik-
ronin suodatin. Suodatettu uute ladataan Fast S Sepharose kati-
oninvaihtokolonniin (Pharmacia), joka on tasapainotettu samaan
puskuriin kuin uutossa k#dytetty. Kun koko uute on ladattu, ko-
lonnia pest#ddn, kunnes poisvirtaava neste on muuttunut emdksi-
seksi. Risiini eluoidaan natriumfosfaattipuskurilla (20 mM, pH
7,5) ja kerdtddn talteen. Ndissd olosuhteissa agglutiniini j&a

sitoutuneena kolonniin.

Risiinifraktio ladataan happokdsiteltyyn Sepharose 4B-kolonniin
(Pharmacin) ja kolonnia pestéddn, kunnes poisvirtaava neste muut-
tuu emdksiseksi. Pelkistyspuskuri, joka on valmistettu lisd&midl-
18 2-merkaptoetanolia 50 mM Tris-puskuriin, pH 8,2, viedd#n sit-
ten kolonniin. Pelkistynyt risiinin A-ketju otetaan sitten tal-
teen. Kontaminoivan B-ketjun ja kokonaisten risiinimolekyylien
poistamiseksi puhdistettu A-ketju kuljetetaan pienen kolonnin
kautta, joka on valmistettu Fast Q Sepharosesta. Olosuhteet ase-
...tataan sellaiseksi, ettei risiini A sitoutu kolonniin.

Puhdistettu risiini A sdilytetddn 50 mM Trisissd, pH 8, 1M 2-ME,

Xxonsentroituna pitoisuuteen 4 mg/ml, ja sekoitettuna glyserolin

kanssa. Lopuksi se suodatussteriloidaan 0,22 mikronin suodatti-
~ men ldpi steriileihin ampulleihin s&ilytettdvédksi 4°C:ssa.

B. Toksiini-SS-vasta-ainekonjugaattien synteesi

(i) (DTA)~-SS-vasta-ainekonjugaattien synteesi: Vasta-aine (7,0

ml, 2 mg/ml) dialysoidaan Dulbeccon fosfaattipuskuroitua suola-
liuosta vastaan (DPBS Gibco), pH 7,4, joka sisdltdd antibioot-
. tis-antimykoottista liuosta (Gibco, 5,0 ml/l). N-sukkiini-imi-
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dyyli-3-(2-pyridyyliditio)propionaattia (SpPDP) (0,186 ml, 10 mM)
absoluuttisessa etanolissa lisitidn vasta-aineeseen voimakkaasti
sekoittaen. Seoksen annetaan reagoida 30 min huoneenldmmdssd ja
dialysoidaan sitten kahta 1 litran erdd vastaan samaa puskuria.
Dialyysin jdlkeen vasta-ainevalmisteesta analysoidaan 2-pyridyy-
lisulfidipitoisuus kuvatulla tavalla (Stuchbury et al., Biochem.
J. (1975) 151:417-432). DTA (3,0 m, 2,5 mg/ml) pelkistetddn
lisd&m#lld 0,3 ml 1,0 M ditiotreitolia, pH 7,0, 30 min huoneen-
1immdssd ja suolat poistetaan Sephadex G-25:114 (2,6 x 12 cm:n
kolonni), joka on tasapainotettu edelléd kuvatulla puskurilla.
Piikkifraktiot kolonnista yhdistetddn (11,0 ml, 0,53 mg/ml) ja
sekoitetaan PDP-(vasta-aine)-vasta-aineen kanssa'(7,0 ml, 2,1
mg/ml). Lopulliset DTA:n ja vasta-aineen konsentraatiot ovat 1,5
x 10° M ja 5,5 x 10", vastaavasti. Lopullinen DTA:n moolisuhde

vasta-aineeseen reaktioseoksessa on noin 3. Epdpuhdas konjugaat-
tipreparaatti (18,0 ml) konsentroidaan lopulliseen 0,9 ml:an
tilavuuteen ultrasentrifugoimalla Amicon YM-10-membraanilla.
Epdpuhdas (DTA)-SS-(vasta—aine) (9,0 ml) kromatografioidaan
Sephacryl S-2000-kolonnilla (2,6 x 106 cm, virtausnopeus 22,1
ml/h), joka on tasapainotettu DPBS-puskurilla. Kukin fraktio
(6,2 ml) analysoidaan ADP-ribosylaatioaktiivisuuden suhteen ja
natriumdodekyylisulfaatti/polyakryyliamidigeelielektroforeesilla
(SDS/PAGE) . Fraktiot 30-40 yhdistetddn, konsentroidaan Amicon
yM-10-membraanilla, ja kdytetdén sytotoksisuuskokeissa suodatus-

steriloinnin j&lkeen.

(ii) (RTA)-SS—(vasta-aine)vasta-ainekonjugaatin synteesi: (RTA)-
SS-(vasta-aine) syntetisoitiin, kuten on kuvattu julkaisussa J.
Biol. Chem. (1984) 133:137-146. Lyhyesti sanottuna vasta-aine
(1-2 mg/ml) 0,1 M Na-bikarbonaatissa, pH 8,0, ja 5-10-kertainen
ylim&dra N-sukkiini—imidyyli-3—(2-pyridyyliditio)propionaattia
(SPDP) lisdttiin vasta-aineeseen voimakkaasti sekoittaen. Kun
oli inkuboitu huoneenlémmdssd 30 min, pyridyyliditiopropionaa-

:* tilla (PDP) modifioitu vasta-aine erotettiin SDPD:std geelisuo-

datuksella G-25 Sephadexilld. RTA pelkistettiin aluksi lis&&mdl-
14 ditiotreitolia lopulliseen konsentraatioon 50 mM, jonka jal-
keen inkuboitiin 1 tunti huoneenlimméssd. RTA erotettiin sitten
DTT:std geelisuodatuksella G-25 Sephadexilla. RTA konsentroitiin
sitten lopulliseen kxonsentraatioon 4 mg/ml. 5- tai 10-ketainen -

molaarinen ylimd&ra RTA:ta lisittiin sitten PDP-vasta-aineliuok-
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seen ja inkuboitiin 16 tuntia 4°C:ssa. RTA-vasta-ainekonjugaatti
puhdistettiin kromatografisesti Sephacryl S-200:1lla.

C. Saporiini-vasta-ainekonjugaattien valmistus
(i) Saporiinin eristys

Saporiini uutettiin kasvin Saponaria officinalis siemenistd
kdyttden 0,14 M NaCl:a, 5 mM NaPO,:a, pH 7,2, kdyttden madraa 8
ml/g, liottamalla karkeita siemenid y6n yli 4°C:ssa. Super-
natantti poistettiin ja sentrifugoitiin kiihtyvyydelld 28.000 x
g 30 min. Ep3dpuhdas supernatantti dialysoitiin 5 mM NaPO,:a vas-
taan, pH 6,0, puhdistettiin sitten CM-ioninvaihtokolonnilla,
josta saporiini oli eluoitu 0,0-0,3 M NaCl-gradientilla (lineaa-
rinen). Fraktiot, joilla oli ribosomia inhiboivaa aktiivisuutta,
yhdistettiin ja dialysoitiin fosfaattipuskuroitua suolaliuosta
(PBS) vastaan kdyttden julkaisussa Stirpy et al., Virchows Arch.
(1987) 53:259-271 esitettyd menetelmdd.

(ii) Konjugointi

Puhdistettua vasta-ainetta k#sitelld#n, N-sukkiini-imidyyli-3-
(2-pyridyyliditio)propionaatilla (SPDP) 30 min huoneenlimmdssd
ja dialysoidaan sitten PBS:8d vastaan reagoimattomien SPDP-ryh-
mien poistamiseksi. Dialyysin jdlkeen vasta-ainevalmisteesta
analysoidaan 2-pyridyylisulfidipitoisuus, kuten esimerkissd 2.B
edelld on kuvattu. Vasta-aineen suhde SPDP:hen on 10-15-kertai-
nen ylimd#srd SPDP:td vasta-aineeseen verrattuna. Saporiini kési-

‘telld8n l0-kertaisella ylim##r#ll¥ SPDP:t# PBS:ssd, pH 7,0, 30

minuuttia huoneenlammbssa, ja sitten suolat poistetaan Sephadex
G-25:114 kuten esimerkissd 2.B on kuvattu. Piikkifraktiot kolon-
aista yhdistetdin ja sekoitetaan PDP-vasta-aineen kanssa siten,
etti suhde on 5-kertainen molaarinen ylimd@3drd saporiinia vasta-

_aineeseen ndhden. Konjugaatit puhdistetaan kuljettamalla Sephac-

ryl-300-kolonnissa. Fraktiot, joiden molekyylipaino on v&lilla
noin 160-210 K MW keritdin talteen ja niistd tutkitaan immunolo-
ginen spesifisyys ja sytotoksisuus.

Esimerkki 5

Vasta-aineen tuotanto suuressa mittakaavassa
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vksittdisen monoklonaalisen vasta-aineen suurimittainen tuotanto
saatiin aikaan injektoimalla noin 107 hybridisolua sopiviin H-2-
yhteensopiviin hiiriin. Askiittikasvaimet indusoitiin seuraaval-
la menetelmdlld. Askiittien tuottamiseksi hiirille injektoitiin
vatsaontelon sis#in 0,5 ml pristaania (2,6,10,14-tetrametyyli-
pentadekaani, Aldrich), ja annettiin olla 1-2 kuukautta. 3-4
pdivdi ennen lajienvélisen hybridooman siirtoa kullekin hiirelle
injektoitiin 50 p antilymfosyyttiseerumia. Kasvaimensiirron pdi-
vind kukin hiiri sai koko ruumiiseensa siteilyd (600-800 rad),
jonka jdlkeen 6-8 tuntia myShemmin ne saivat syngeenistd luu-
ydint4, 10’ solua hiiri. Hybridoomasoluja (10°-10") Dulbeccon
modifioidussa Eagle’s-kasvualustassa injektoitiin sitten vatsa-
ontelon sis#in. Kun kasvaimet alkoivat ilmestyd, (10-30 pdivda
injektion jdlkeen), hiiriltd otettiin verta ja vasta-aineiden
ldsndolo ja pitoisuudet seerumissa tutkittiin jatkuvasti. Sopi-
vat vasta-aineet kerdttiin talteen, puhdistettiin ja sdilytet-

tiin.

Esimerkki 6

Immunotoksiinin vaikutukset ihmisen linssin epiteelisoluihin

Ihmisen linssin kotelot, jotka oli saatu luovuttajien silmistd,
leikattiin puoliksi pitkin keskiakselia kohtisuoraan ekvaattoria
vastaan ja pantiin vilittdmisti 16 mm:n kudosviljelmdkolojen
pohjalle, jotka oli peitetty tyyppid I olevalla kollageenilla.
Yksi ml pelkk#d kasvualustaa (kontrolli), tai sellaista, joka
sisilsi 4197-X-risiini A-ketjun immunokonjugaattia (4197-X-RA),

>+1is8ttiin sitten koloihin (pdivéd 0). Joitakin ndytteistd@ inku-
boitiin pdivénd 0 kokonaisen risiinitoksiinin kanssa (risiini
AB) edelld esitetyn immunokonjugaatin sijasta. Koloja inkuboi-
tiin 37°C:ssa seoksessa 95% ilmaa-5% CO,, kunnes todettiin yhty-
nyt solukasvu 1inssikudoksessa kontrollikolossa (9-19 pdivad).

~__Kun 1inssikudokset olivat olleet 7 paivad viljelyssa, niitd ra-
vittiin 1 ml:lla tuotetta kasvualustaa (ilman immunotoksiinia).
Jos solut saavuttivat pdivén 14, viljelmdd ravittiin jdlleen,
mutta 0,5 ml:lla kasvualustaa. 3H-leusiinia (5 pCi) lisdttiin
kolohin 0,1 ml:ssa tuoretta kasvualustaa. Ndytteitd inkuboitiin
sitten 18 tuntia ja korjattiin kdyttden TCA-saostusta ja kerda-
mistd lasisuodattimille *H-leusiinin madrittamiseksi, joka on

" liittynyt proteiiniin.
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Taulukko 4

Jatkuvan immunotoksiinille altistuksen vaikutukset proteiinisyn-
teesiin ihmisen linssin epiteelisoluissa

3H-leusiini Liittyminen

Ndyte Kdsittely dpm* Inhiboitumis-Z
89-1171 kontrolli 612.1

89-1171 risiini AB 20 ug/ml 8.1 93.8
89-1154 kontrolli 1106.6

89-1154 4197X-RA 50 ug/ml 46.8 95.8
89-132 kontrolli 15046.9

89-132 4197X-RA 5 ug/ml 27.5 99.7
89-1194  kontrolli ' 2371.8

89-1194 4197X-RA 5 ug/ml 69.3 97.1
89-1220  kontrolli 0.05 ug/ml 11.6 99.8

* annettu dpm esittdd TCA:lla saostettavaa radioaktiivisuutta,
joka on liittynyt linssikudokseen 18 tunnissa miinus 3H-leusiinin
ajan 0 taustasitoutuminen kudoskappaleisiin yksind#n (37,7 dpm).

Kdyttédmdlld keksinnbn mukaisella menetelmilli valmistettua syto-
toksista koostumusta, erityisesti sen jdlkeen, kun on k#ytetty
ei-sytotoksista sitovaa osaa, voidaan linssin jddnn®sepitee-
lisolujen lisdkasvua estdd, jolloin vdltetddn sekundddriharmaa-
kaihit. Keksinnén mukaisella menetelmdlld valmistettu koostumus

.. tarjoaa k#yttddn yksinkertaisen menetelmdn estdi sekundddrisii
harmaakaiheja samalla, kun vdltyt#in vahingoittamasta muita ku-
doksia silmdssd, ja se tarjoaa turvallisen vaihtoehdon erilai-
sille menetelmille, joita on kdytetty aikaisemmin, mutta joilla
on yleisi&d sytotoksisia vaikutuksia.

;” Kaikki tdssd esityksessd mainitut julkaisut ja patenttihakemuk-

' set osoittavat sen alan ammattimiesten tiedon mddrad, johon tamd
keksintd kuuluu. Kaikki julkaisut ja patenttihakemukset on lii-
tetty tdhdn yhteyteen viitteiksi samassa mddrin kuin jos jokai-
nen yksittdinen julkaisu tai patenttihakemus olisi spesifisesti
ja yksittdisesti osoitettu olevan viitejulkaisu.
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Keksinndn tultua nyt tdysin kuvatuksi, on alan amma

ilmeistd, ettd monia muutoksia ja muunnoksia voidaa

94258

ttimiehelle
n siihen teh-

di ilman, ettd poiketaan liitteeni olevien patenttivaatimusten

hengestd tai piiristd.
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelmid sytotoksisen koostumuksen valmistamiseksi, joka
sitoutuu olennaisesti spesifisesti linssin epiteelisoluihin,
tunnettu siitd, ettd konjugoidaan monoklonaalinen vasta-
aine 4197X tai sen fragmentti, joka pystyy sitoutumaan olennai-
sesti spesifisesti linssin epiteelisoluihin, joka monoklonaali-
nen vasta-aine on valmistettu hybridomalla, jolla on talletusnu-
mero ATCC nro 9747, ja sytotoksinen aine, sytoplasmisesti loh-
kaistavan sidoksen vilitykselld, puskurin vesiliuoksessa suun-
nilleen neutraalissa pH:ssa, jonka jdlkeen monoklonaalinen vas-
ta-aine-toksiini-konjugaatti puhdistetaan kromatografisesti.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd sytotoksisen koos-
tumuksen valmistamiseksi, joka sitoutuu olennaisesti spesifises-
ti linssin epiteelisoluihin, tunnet tu siitd, ettd N-
sukkini-imidyyli-3-(2-pyridyyliditio)propionaatti liitetd&n mo-
noklonaaliseen vasta-aineeseen 4197X tai sen fragmenttiin
puskurin vesiliuoksessa suunnilleen neutraalissa pH:ssa, edulli-
sesti pH:ssa noin 7,5, pelkistet#in toksiini, kuten risiinin A-
toksiini, pelkistdvidlld aineella, puhdistetaan pelkistynyt tok-
siini ja annetaan pelkistyneen toksiinin reagoida 2-pyridyylidi-
tiopropionaatilla modifioidun monoklonaalisen vasta-aineen kans-
sa, ja puhdistetaan monoklonaalinen vasta-aine-toksiini-konju-
gaatti kromatografisesti.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu
:-'8iitd, ettd toksiini on risiinin A-toksiini ja pelkistysaine on
ditiotreitoli.

4. Menetelmid monoklonaalisen vasta-aineen 4197X valmistamisek-

si, tunnettu siitd, ettd viljellddn hybridomaa, jolla

~on talletusnumero ATCC nro 9747 kasvaimissa kuten vesivatsakas-

. .vaimissa tai soluviljelmissid ja eristetddn monoklonaalinen vas-

ta-aine 4197X viljelyvdliaineesta.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t unnettu
siitd, ettd kun mainittu monoklonaalinen vasta-aine 4197X on
_eristetty viljelyvidliaineesta, se dialysoidaan puskuroitua suo-
laliuosta vastaan.
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1. Forfarande for framstdllning av en cytotoxisk sammansdttning
som kan bindas visentligen specifikt till linsepitelceller,
kinnetecknat av, att man konjugerar en monoklonal
antikropp 4197X eller dess fragment, som kan vasentligen speci-
fikt bindas till linsepitelceller, vilken monoklonal antikropp
har framstdllts med hjilp av en hybridoma som har depositions-
numret ATCC nr 9747, och ett cytotoxiskt &mne via en cytoplas-
miskt avspjdltbar bindning, i en buffrad vattenldsning vid néra
neutralt pH-vidrde, varefter det monoklonala antikropp-toxinkon-

jugatet utsdtts for kromatografisk rengdring.

2. Forfarande enligt patentkravet 1 for framstdllning av en
cytotoxisk sammansdttning som kan bindas vidsentligen specifikt
till linsepitelceller, k& nneteckna t av, att man
kopplar N-suckin-imidyl-3-(2-pyridylditio)propionat till den
monoklonala antikroppen 4197X eller ett fragment av denna, i en
buffrad vattenldsning vid ndra neutralt pH-vdrde, fordelaktigt
vid pH ca 7,5, varefter ett toxin, s&som A-kedjan i riecin, redu-
ceras med hjdlp av ett reduktionsédmne, det reducerade toxinet
rengéres och man ldter det reducerade toxinet reagera med den 2-
pyridylditiopropinonatmodifierade monoklonala antikroppen, och
utsitter det monoklonala antikropp-toxinkonjugatet f£&r kromato-

grafisk rengdrning.

3. Forfarande enligt patentkravet 1, k@nnetec knat

:av, att toxinet utgdérs av A-kedjan i ricin och att reduktions&m-

net Ar ditiotreitol.

4. Fdrfarande £6r framstdllning av en monoklonal antikropp
4197X, kinnetecknat av, att man odlar en hybridoma

-med depositionsnumret ATCC nr 9747, i tumdrer sdsom bukvattusot-

"'tumorer eller i cellodlingar och isolerar den monoklonala anti-

kroppen 4197X fr&n odlingsmediet.

£. Forfarande enligt patentkravet 4, kd@&nnetec knat
av, att di den monoklonala antikroppen 4197X har isolerats fran

_odlingsmediet, dialyseras denna mot en saltldésning.

LY
.
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