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Eristettyjd, MAGE-3-perdisid peptidejd, jotka kompleksoi-
vat HLA-A2-molekyylejd, ja niiden kidyttdja

Keksinndén aihepiiri

Tdm& keksintd koskee immuunigenetiikkaa ja pepti-
dikemiaa. Tarkemmin ottaen se koskee peptidej&, kuten no-
nameerit, dekameerit ja undekameerit, jotka ovat eri ta-
voin kdyttbkelpoisia, mukaan lukien immunogeenit ja ligan-
dit HLA-A2-molekyylille. Tarkemmin ottaen se koskee ns.
"kasvainhyljint&@antigeenia", joka saadaan MAGE-3-geenin
koodittamasta kasvainhyljintdantigeeniprekursorista ja
jonka esittdd MHC-luokan I molekyyli HLA-AZ.

Tausta ja alan tekninen taso

Tutkimus sy6pdsolujen tunnistuksesta tai tunnis-
tuksen puutteesta isd&ntdorganismin toimesta on edennyt
moniin eri suuntiin. Alan ymm&rt&minen edellyttdd jonkin
tasoista sekd immunologian ett& onkologian perusteiden ym-
martdmistéi.

Varhainen tutkimus hiirikasvaimilla paljasti, etta
ndm& osoittivat molekyylejd, jotka johtivat kasvainsolujen
hyljint88n syngeenisiin el&imiin siirrettyind. T-solut
vastaanottavassa eldimessd "tunnistavat" ndm3d molekyylit,
jotka aiheuttavat sytolyyttisen T-soluvasteen, johon 1iit-
tyy wvastaanottajasolujen 1lyysi. N&m& todisteet saatiin
ensiksi in vitro kemiallisilla karsinogeeneilla kuten me-
tyylikolantreenilla indusoiduilla kasvaimilla. Kasvainten
ilmentdmdt antigeenit, jotka synnyttivédt T-soluvasteen,
todettiin erilaisiksi kullekin kasvaimelle. Katso Prehn et
al., J. Natl. Canc. Inst. 18 (1957) 769 - 778; Klein et
al., Cancer Res. 20 (1960) 1561 - 1572; Gross, Cancer res.
3 (1943) 326 - 333; Basombrio, Cancer Res. 30 (1970)
2458 - 2462 yleisten oppien osalta kasvainten indusoinnis-
ta kemiallisilla karsinogeeneilld ja eroista solupinta-
antigeeneissa. T&m& antigeeniluokka on tullut tunnetuksi

"kasvainspesifisind transplantaatioantigeeneina" eli ni-
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melld "TSTA". Seurattaessa havaintoja, jotka tehtiin t&l-
laisten antigeenien presentaatiosta kemiallisilla karsino-
geeneilla indusoituina, saatiin samankaltaisia tuloksia
indusoitaessa kasvaimia in vitro ultraviolettis&teilylla.
Katso Kripke, J. Natl. Canc. Inst. 53 (1974) 333 - 1336.

Vaikka supra kuvatun tyyppisille kasvaimille ha-
vaittiin T-soluvélitteisia immuunivasteita, spontaanien
kasvainten arveltiin yleensd olevan ei-immunogeenisié.
Tamdn wvuoksi uskottiin, etteivd@t n&md esitd antigeeneji,
jotka indusoivat vastaan kasvaimelle sit& kantavassa koh-
teessa. Katso Hewitt et al., Brit. J. Cancer 33 (1976)
241 - 259.

Tum -antigeenin osoittavien solulinjojen luokan
muodostavat immunogeeniset variantit, jotka saadaan muta-
genisoimalla hiirikasvainsoluja tai -solulinjoja, kuten
kuvaavat Boon et al., J. Exp. Med. 152 (1980) 1184 - 1193,
joka julkaisu sisdllytetd88n t&hd&n wviitteeksi. Tarkemmin
ottaen tum -antigeenejd saadaan mutagenisoimalla kasvain-
soluja, jotka eividt muodosta immuunivastetta syngeenisissé
hiirissd ja muodostavat kasvaimia (eli "tum'"-soluja). Kun
nditd tum'-soluja mutagenisoidaan, syngeeniset hiiret hyl-
kivat niitd, eivatkd muodosta kasvaimia (siten "tum™).
Katso Boon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977)
272, joka julkaisu sis&llytet&@&@n t&8h&n viitteeksi. Monien
kasvainten on osoitettu osoittavan t&m&n ilmién. Katso
esim. Frost et al., Cancer Res. 43 (1983) 125.

Vaikuttaa siltd, ettd tum™-variantit eivdt onnistu
muodostamaan etenevid kasvaimia, koska ne kdynnistdvat
immuunihylkimiéprosessin. Todisteisiin t&md&n oletuksen
tueksi lukeutuvat kasvainten "tum™"-varianttien, eli nii-
den, jotka eiv3t normaalisti muodosta kasvaimia, kyky
tehdd niin hiirissd, joiden immuunijérjestelmid on supp-
ressoitu 1l&hes tappavalla sdteilylld, Van Pel et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76 (1979) 5282 - 5285; ja ha-
vainto, ettd sybttésolukasvaimen P81l5 vatsaontelon sisdi-
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sesti ruiskutetut tum -solut lis&d&ntyvdt eksponentiaali-
sesti 12 - 15 p&div&dn ajan, minkd8 j&lkeen ne eliminoituvat
vain muutamassa pdivdssd lymfosyytti- ja makrofagitulvan
vaikutuksesta [Uyttenhove et al., J. Exp. Med. 152 (1980)
1175 - 1183]. Lisdtodisteisiin kuuluu havainto, ettd hii-
ret hankkivat immuunimuistin, joka tekee niille mahdolli-
seksi vastustaa mydhemp&d8 haastetta samalla tum ~-varian-
tilla jopa silloin, kun annetaan immuunisuppressiivisia
mddrid sadteilyd solujen seuraavan haastamisen kanssa [Boon
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977) 272 - 275;
Van Pel et al., supra; Uyttenhove et al., supra].
Mythemmissd tutkimuksissa todettiin, ettd kohdis-
tettaessa spontaaneihin kasvaimiin mutagenisointi muodos-
tui immunogeenisid variantteja, jotka kuitenkin tuottivat
vasteen. Itse asiassa ndmd variantit kykenivdt synnytt&-
mddn suojaavan immuunivasteen alkuperdistd kasvainta vas-
taan. Katso Van Pel et al., J. Exp. Med. 157 (1983) 1992 -
2001. ettd on mahdollista synnytt&a
niin sanotun "kasvainhyljintédantigeenin" presentaatio kas-

Tdten on osoitettu,
vaimessa, joka on syngeenisen hylkimisvasteen kohde. Sa-
mankaltaisia tuloksia on saatu siirrettdessd vierasgeenejéa
spontaaneihin kasvaimiin. Katso Fearson et al.,
Res. 48 (1988) 2975 - 2980 t&m&n osalta.

On tunnistettu antigeenien luokka, jotka esiintyvéat
kasvainsoclujen pinnalla ja jotka sytolyyttiset T-solut
tunnistavat, mik8 johtaa lyysiin. T&t& antigeenien luokkaa
kutsutaan

Cancer

"kasvainhyljintdantigeeneiksi" tai
"TRA":t tdstd@ eteenpdin.

nimellé&
TRA:t saattavat synnyttdd tai
olla synnytté@médttd vasta-ainevasteita. Laajuus, jossa nédi-
td& antigeenejd on tutkittu, on ollut sytolyyttisten T-so-
lujen karakterisointitutkimusten puitteissa in vitro, eli
tutkimalla antigeenin identifikaatiota jonkin nimenomaisen
("crL"

toimesta. Alaryhmd lis&&ntyy tunnistaessaan esitetyn kas-

sytolyyttisen T-solu- tdstd eteenpdin) alaryhmdn

vainhyljint8antigeenin ja antigeenin esittdvissd soluissa
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tapahtuu lyysi. Karakterisointitutkimuksissa on identi-
fioitu CTL-klooneja, jotka spesifisesti aiheuttavat lyysin
antigeenit ilmentédvissd soluissa. Esimerkkeja tédsta tybsta
16ytyy julkaisuista Levy et al., Adv. Cancer Res. 24
(1977) 1 - 59; Boon et al., J. Exp. Med. 152 (1980) 1184 -
1193; Brunner et al., J. Immunol. 124 (1980) 1627 - 1634;
Maryanski et al., Eur. J. Immunol. 124 (1980) 1627 - 1634;
Maryanski et al., Eur. J. Immunol. 12 (1982) 406 - 412;
Palladino et al., Canc. Res. 47 (1987) 5074 - 5079. T&médn
tyyppistd analyysid@ tarvitaan muun tyyppisille CTL:ien
tunnistamille antigeeneille, mukaan lukien v&h&isemmdt
histokompabiliteettiantigeenit, urosspesifiset H-Y-
antigeenit ja "tum™"-antigeeneiksi kutsuttujen antigeenien
luokka téssd kuvatun mukaisesti.

Supra kuvatusta kohteesta esimerkkikasvain tunne-
taan nimelld P815. Katso DePlaen et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85 (1988) 2274 - 2278; Szikora et al., EMBO J. 9
(1990) 1041 - 1050; ja Sibille et al., J. Exp. Med. 172
(1990) 35 - 45, jotka julkaisut sisdllytetd&n tdhdn viit-
teiksi. P8Bl15-kasvain on sydttésolukasvain, jonka indusoi
DBA/2-hiiressd metyylikolantreeni ja jota voidaan viljell&
sekd in vitro -kasvaimena ettd solulinjana. P815-solulin-
jasta on muodostettu mutagenisoimalla monia tum -variantte-
ja mukaan lukien variantit, joita kutsutaan nimilla P91A
(DePlaen, supra), 35B (Szikora, supra) ja P198 (Sibille,
supra). Vastoin kuin kasvainhyljint&antigeenit - ja t&mé
on keskeinen ero - tum -antigeenejd esiintyy vasta kasvain-
solujen mutagenisoinnin jdlkeen. Kasvainhyljintdantigeene-
j& esiintyy tietyn kasvaimen soluilla ilman mutagenisoin-
tia. Tdten viitaten kirjallisuuteen solulinja voi ola tum’
kuten "P1":ksi kutsuttu solulinja, ja se voidaan provosoi-
da tuottamaan tum'-variantteja. Koska tum -fenotyyppi poik-
keaa kantasolulinjan fenotyypistéd, on odotettavissa ero
tum -solulinjojen DNA:ssa verrattuna niiden tum'-kantasolu-

linjoihin, ja t&t& eroa voidaan hyddynt&da kiinnostavn gee-
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nin paikantamiseksi +tum -soluissa. Tuloksena todettiin,
ettd tum -varianttien kuten PY91A:n, 35B:n ja P198:n geenit
eroavat normaaleista alleeleistaan pistemutaatioilla gee-
nin kooditusalueella. Katso Szikora ja Sibille, supra, ja
Lurquin et al., Cell 58 (1989) 293 - 303. On ilmennyt,
ettd ndin ei o0le asianlaita t&m&n keksinndén mukaisten
TRA:iden osalta. N8m8 julkaisut osoittivat myts, ettd tum -
antigeenistd saadut peptidit esiintyvat L'-molekyylillé
tunnistettavaksi CTL:ien toimesta. P91A esiintyy LF:llé,
P35 D?:114 ja P198 K%:114.

PCT-patenttihakemuksessa US92/04 354, joka jatet-
tiin 22. toukokuuta 1992 ja jota vastaavan patentin omis-
taa sama hakija kuin t&m&n kohteena olevan patentin, esi-
tetddn ryhmd8 ihmisen kasvainhyljint8antigeeniprekursoria
koodittavia geenejd, jota kutsutaan MAGE-ryhm&ksi. Useita
ndistd geeneistd késittelevat myds van der Bruggen et al.,
Science 254 (1991) 1643. Nyt on selvéd, ettd MAGE-ryhmén
eri geenit ilmentyvdt kasvainsoluissa, ja voivat toimia
merkkein& tédllaisten kasvainten diagnoosille, sekd muissa
tédss8d késitellyissd tarkoituksissa. Katso myds Traversari
et al., Immunogenetics 35 (1992) 145; van der Bruggen et
al., Science 254 (1991) 1643. Mekanismi, jolla proteiini
prosessoidaan ja esiintyy solupinnalla, on nyt dokumentoi-
tu verraten hyvin. Yleiskatsaus t&mdn alan kehityksestd
1oytyy julkaisusta Barinaga "Getting Some 'Backbone': How
MHC Binds Peptides", Science 257 (1992) 880; katso my8s
Fremont et al., Science 257 (1992) 919; Matsumura et al.,
Science 257 (1992) 927; Latron et al., Science 257 (1992)
964. Naissd julkaisuissa viitataan yleisesti edellytyk-
seen, ettd MHC/HLA-molekyyliin sitoutuvan peptidin on ol-
tava 9 aminohapon mittainen ("nonapeptidi"), sek& nonapep-
tidin 1. ja 9. t&hteen merkitykseen.

MAGE-ryhmé&n geenien tutkimuksissa on nyt paljastu-
nut, ettd jokin nimenomainen nonapeptidi todella esiintyy

joidenkin kasvainsolujen pinnalla ja ettd nonapeptidin
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presentaatio edellytt&d, ettd& presentoiva molekyyli on
HLA-Al. MAGE-l-kasvinhyljintdantigeeni- ("TRA" tai "nona-
peptidi") kompleksit johtavat antigeenin esitt&vén solun
lyysiin sytolyyttisten T-solujen ("CTL":ien) toimesta.

Huomiota kehotetaan kiinnittdmiddn esim. samanai-
kaisesti jétettyihin patenttihakemuksiin sarjanrot

, Townsend et al., ja , Melief et al.,
joista kumpikin k&sittelee tutkimuksia muilla MAGE-peridi-
sillsd peptideilld.

Tutkimukset, jotka esitetd&n esim. US-patenttiha-
kemuksissa sarjanrot 07/938 334, joka j&tettiin 31. elo-
kuuta 1992, ja 073 103, joka jétettiin 7. kesdkuuta 1993,
osoittavat, ettd verrattaessa eri MAGE-geenien homologisia
alueita MAGE-l-geenialueeseen, joka koodittaa oleellista
nonapeptidisd, esiintyy huomattavasti homologiaa. Itse
asiassa n&md havainnot johtivat yhteen keksinndn téssé
julkistettuun ja patentoitavaksi vaadittuun ndkdkohtaan,
joka on nonapeptidien ryhm&d, joista kaikilla on samat N-
pdd- ja C-pddaminohapot. N&itd nonapeptidejad kuvattiin
kdyttokelpoisiksi eri tarkoituksiin mukaan lukien niiden
kdyttd immunogeeneina joko yksindédn tai kantajapeptideihin
kytkettyind. Nonapeptidit ovat riittédvadn kokoisia muodos-
taakseen antigeenisen epitoopin, ja n8itd vastaan muodos-
tettuja vasta-aineita on kuvattu kayttdkelpoisiksi nona-
peptidin identifioimiseksi joko sen esiintyessd yksind&n
tal osana suurempaa polypeptidi&.

Nam8 viitteet, etenkin julkaisu sarjanro 073 103,
osoittivat yhteyden HLA-Al:n ja MAGE-3:n valilld; kuiten-
kin wvain noin 26 %:1la kaukaasiaalaisesta vdestdstd ja
17 %:1la neekerisukuisesta vdestdstd esiintyy HLA-Al-mole-
kyylej& solupinnoilla. T&ten olisi hyddyllistd saada 1li-
sdtietoja muun tyyppisten MHC-molekyylien presentoimista
peptideistd siten, ettd sopivat osuudet videstdstd voivat
hydtyd edelld esitetystd tutkimuksesta.
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Nyt on todettu,

antigeenipresentaatio ei

ettd MAGE-3-perdisten peptidien
HLA-Al-molekyyleihin.
Keksinndn seuraavaksi esitetyssd8 julkistuksessa identi-

rajoitu

fioidaan peptidejé,
HLA-A2.

jotka kompleksoivat MHC-luokan I mo-
lekyylin Tédman havainnon seuraamukset, joihin
kuuluvat terapeuttiset ja diagnostiset kadytdét, ovat seu-
raavassa julkistuksessa esitetyn keksinntn kohteita.

Yksityiskohtainen kuvaus edullisista suoritusmuo-

doista

Esimerkki 1

MAGE-3-geenin sekvenssi tunnetaan esim. julkaisuis-
ta sarjanro 037 230 ja PCT/US92/04 354, joista kumpaankin
viitataan edelld ja jotka molemmat sisdllytetdsn t&hdn
kokonaisuudessaan viitteiksi. Samoin tiedetddn, ettd syto-
lyyttiset T-solut aiheuttavat lyysin HLA-A2-soluissa, jot-
ka on transfektoitu MAGE-3:a koodittavalla nukleiinihap-
pomolekyylilld (katso esim. julkaisu sarjanro 037 230,
joka julkaisu sisdllytet&&n t&h&n kokonaisuudessaan viit-
teeksi; katso myds US-patenttihakemus sarjanro 073 103,
joka julkaisu sisdllytet&d&n t&hdn kokonaisuudessaan viit-
teeksi).

Namd8 havainnot viittasivat MAGE-3-geenin kooditta-
man aminohapposekvenssin tutkimiseen k&yttden Nijmanin et
al. kehittamad pisteytyssysteemid, Eur. J. Immunol. 23
(1993) 1215, joka julkaisu sisdllytetddn t&hd&n kokonai-
suudessaan viitteeksi, sellaisten MAGE-3-perdisten pepti-
dien identifioimiseksi,
HLA~AZ2-MHC-molekyyliin. Suppeasti esitettynd t&dssd wviit-

teess8d kuvataan systeemid, jossa peptidin pituudella voi-
daan

jotka oletettavasti sitoutuvat

tavata "ankkuri"-aminohappoja, "voimakkaita" ja
"heikkoja" aminohappoja. Ankkuriasemat ovat 2. ja 9. ami-
nohapon kohdalla. L&ytyy 3 mahdollista asemaa, jossa voi

sijaita voimakas aminohappo, ja nelj& asemaa, jossa voi

sijaita heikko aminohappo. Nonameerille mahdolliset mak-
simipisteet ovat 6° x 4°> x 2%, eli 36 864. Tallaisia pep-
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tidej& identifioitiin, ja ne ovat peptidej&, joihin tésta
eteenpdin viitataan.

Esimerkki 2

Edelld esitetyn protokollan mukaan identifioidut
peptidit syntetisoitiin proteiinisyntetisaattoria kdyttden
ja liuotettiin pitoisuudeksi 0,5 mM 0,9-%:iseen NaCl-
liuokseen, jossa 0li 5 % DMSO:ta (tai 5 % DMF:84 peptidil-
le tunnusnumero 3). N&md peptidiliuokset wvarastoitiin
-80 °C:seen niiden kayttdon asti.

Solulinjaa 174CEM.T2 (t&std eteenpdin "T2") ké&y-
tettiin sen m8&ritt&miseksi, sitoutuivatko peptidit HLA-
A2-molekyyleihin wvai eiv&t. T&at& solulinjaa kuvaavat
Cerundolo et al., Nature 345 (1990) 449 - 452; ja Spies et
al., Nature 348 (1990) 744 - 747, jotka molemmat julkaisut
sis8llytetdsdn t&hdn viitteiksi. Té&md8 on solulinja, josta
puuttuu reitti, joka toimittaa peptidejd endoplastiseen
retikulumiin, jossa MHC-luokan I heterodimeerit kootaan.
Se kykenee kokoamaan MHC-luokan I molekyylejd, mutta ndma
ovat epdstabiileja, ja hajoavat solulyysissd vapaiksi ras-
kaaksi ja kevyeksi ketjuksi y6n yli inkuboitaessa. Hetero-
dimeerit voidaan kuitenkin stabiloida in vitro lisddm&lla
sopivia peptidiligandeja kuten kuvaavat Townsend et al.,
Nature 340 (1989) 443 - 448; Townsend et al., Cell 62
(1990) 285 - 195; Cerundolo et al., supra; Schumacher et
al., Nature 350 (1991) 703 - 706; Elliot et al., Nature
351 (1991) 402 - 406; Elvin et al., Eur. J. Immunol. 21
(1991) 2025 - 2031. N&in stabiloidut molekyylit voidaan
immuunisaostaa MHC-luokan I molekyylille spesifisilld vas-
ta-aineilla.

Tatd taustaa vasten T2-solut pestiin seerumiva-
paassa IMDM-kasvualustassa, minkd jdlkeen 1,0 x 10° solua
suspendoitiin 400 pl:aan seerumivapaata IMDM-kasvualustaa
vyhdessd 100 pl:n synteettistd peptidi8 kanssa (loppupi-
toisuus: 0,1 mM, 1 ¥ DMSO). Seosta inkuboitiin yé6én yli

37 °C:ssa. Inkuboinnin j&dlkeen solut pestiin ja vdrjattiin
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perdkkdin HLA-A2-spesifiselld monoklonaalisella vasta-ai-

neella BB7.2 ja FITC-leimatulla polyklonaalisen vuohi-an-
ti-hiiri-IgG-sitoutumisfragmenteilla.
laskettiin seuraavasta kaavasta:

Koen&dytteen keskimddrdinen fluoresenssi

Taustan keskimddrdinen fluoresenssi

Tdstd saatiin "keskim338rdinen fluoresenssisuhde"

eli MFR. Nijmanin et al., supra, mukaan MFR vyli 1,5

osoittaa sitoutumista HLA-A2:een.
Identifioitiin 5 peptidi&, joiden ennustettiin si-
toutuvan spesifisesti HLA-AZ-molekyyleihin.

testattiin edelld kuvatulla md&rityksells,

N&m& viisi
jolloin kolmen
niistd, eli sekvenssien tunnusnumerot 1, 3 ja 4, todettiin

sitoutuvan HLA-A2-molekyyleihin. Kunkin MFR-arvo oli yli
1,5:n, eli:

Peptidi
M3-44.53 STLVEVTLGEV (sekv.
M3-108.116 ALSRKVAEL (sekv.

MFR
tunnusnumero 1) 3,5

tunnusnumero 2) 2,17
(jJa < 1,5)
M3-195.203 IMPKAGLLI (sekv. tunnusnumero 3) 2,37
M3-220.228 KIWEELSVL (sekv. tunnusnumero 4) 2,37
M3-277.286 ALVETSYVKV (sekv. tunnusnumero 5) 1,8
(ja <1,5)

Peptidien M3108.116 ja M3-277.286 MFR-arvot olivat
< 1,5 joissakin koeajoissa,
teltu.

jolloin niitd ei endd tarkas-

Esimerkki 3

Esimerkiss8 2 saadut tulokset viittasivat lisédko-
keisiin, ja peptidid M3-220-228 kiytettiin sytolyyttisen
T-solukloonin muodostamiseksi, jota

eteenpdin nimelld CTL4.2.

kutsutaan tidstéd
CTL-klooni saatiin k&yttédm&llad

Fluoresenssisuhde
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T2-soluja Houbiersin et al. mukaan, Eur. J. Immunol. 23
(1993) 2072, joka on jo aiemmin kokonaisuudessaan sisdlly-
tetty tdhén viitteeksi.

Sitten kun CTL-klooni o0li eristetty, sitd kaytet-
tiin kromivapautumisméidrityksessd Boonin et al. mukaan, J.
Exp. Med. 152 (1980) 1184, joka julkaisu sisdllytetdén
tdhdn kokonaisuudessaan viitteeksi. T2-solun lis8ksi tes-
tattiin solulinja SK23, joka on HLA-A2:n esittdvd solu-
linja. Tulokset esitetddn seuraavassa:

Efektorisolu (E): CTL4.2

Kohde (T): HLA-A2-solu + sekvenssi tunnusnumero 4

E/T-suhde Slcr-vapautumisprosentti
T2 T2 + pept. SK23 SK23 + pept.
30 0 91 0 35
7,5 0 88 -1 33
1,9 -1 84 -1 14
0,5 -1 57 -1 2

Namid tulokset osoittavat, ettd sekvenssilld tunnusnumero 4
sykdytetyisséd soluissa tapahtuu spesifinen lyysi sytolyyt-
tisen T-solukloonin 4.2 vaikutuksesta. Lyysid& ei tapahdu
peptidin puuttuessa.

Edell& kuvataan MAGE-3-kasvainhyljintdantigeeni-
prekursorista saatujen sellaisten peptidien identifioin-
tia, jotka ovat vuorovaikutuksessa MHC-luockan I molekyylin
HLA-A2 kanssa. Erityisen kiinnostavia, muodostaen osan
esillda olevan keksinndn kohteesta, ovat peptidit, joita
edustavat sekvenssit tunnusnumero 3 ja 4. Na&mid peptidit
syntetisoidaan helposti Merrifieldin peptidisynteesimenet-
telyillé& ja vastaavilla, jolloin sekvenssien tunnusnumerot
3 ja 4 mukaiset eristetyt peptidit ovat osa tdssd kuvattua
keksintda.
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Kuten on mainittu, peptidit muodostavat kompleksin
HLA-A2-molekyylien kanssa, ja n&md kompleksit on immuuni-
saostettu, mikd johtaa keksinndn edelleen seuraavaan omi-
naispiirteeseen, jonka muodostavat HLA-AZ2-molekyylin ja
jommankumman ndistd peptideist& eristetyt kompleksit.

Molemmat peptidit ja kompleksit ovat kéyttodkelpoi-
sia eri tavoin. Kuten esitettiin, peptidit sitoutuvat HLA-
A2-molekyyliin, jolloin ne ovat kdyttdkelpoisia maarityk-
sissd, joissa mddritetddn, esiintyykd nidytteessd HLA-A2:n
esittdvi&d soluja vai ei. Peptidi saatetaan kosketuksiin
kiinnostavan ndytteen kanssa jossain médritettdvidssd muo-
dossa, kuten leimattu peptidi (radioleima, kromoforinen
leima jne.), tai peptidi, joka on kiinnitetty kiinte&&n
faasiin, kuten kolonni tai agaroosi- tai Sepharose-helmet,
ja solujen sitoutuminen siihen m&&ritetdan k&dyttden ta-
vanomaisia analyyttisid menetelmia.

Sekd peptidejd ettd eristettyj8 komplekseja voidaan
kdyttdasd monoklonaalisten vasta-aineiden tai sytolyyttisten
T-solukloonien muodostamiseksi, jotka ovat spesifisié
edelld mainituille komplekseille. Alan taitajat ovat var-
sin hyvin perilld t&mdn suorittamiseksi tarvittavista me-
nettelyistd, ja sytolyyttisen T-solukloonin muodostamista
kuvataan edelld. Koska syOpdsolut esittédvidt sekvenssien
tunnusnumerot 3 ja 4 mukaisten MAGE-3-perdisten peptidien
ja HLA-A2:n komplekseja, n&it& monoklonaalisia vasta-ai-
neita ja sytolyyttisid T-soluklooneja voidaan kdyttédsd rea-
gensseina, jotka ovat kdyttokelpoisia sytvdn diagnostisoi-
miseksi. Edelld esitetty kromivapautumismdidritys on esi-
merkki madrityksistd, joissa kdytetddn CTL:ii kiinnosta-
vien kohteiden m&&ritt8miseksi, ja immuunimé&&ritykset ja
niiden suoritus ovat alalla varsin tuttuja.

N8in saadut sytolyyttiset T-solukloonit ovat kdyt-
tokelpoisia terapeuttisissa ympéristdissd kuten adoptii-
vinen siirto. Katso Greenberg, J. Immunol. 136:5 (1986)
1917; Reddel et al., Science 257 (1992) 238; Lynch et al.,
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Eur. J. Immunol. 21 (1991) 1403; Kast et al., Cell 59
(1989) 603; jotka kaikki sisdllytetddn t&hé&n viitteiksi.
Tdssd metodologiassa edelld esitetyt peptidit yhdistet&dédn
antigeenin esittdviin soluihin ("APC":t) stabiilien komp-
leksien muodostamiseksi. Monia tdllaisia metodologioita
tunnetaan, esimerkiksi ne, jotka julkistetaan seuraavissa
viitteissd: Leuscher et al., Nature 351 (1991) 72 ~ 74;
Romero et al., J. Exp. Med. 174 (1991) 603 - 612; leuscher
et al., J.Immunol. 148 (1992) 1003 - 1011; Romero et al.,
J. Immunol. 150 (1993) 3825 - 3831; Romero et al., J. EXp.
med. 177 (1993) 1247 -~ 1256; ja Romero et al., US-patent-
tihakemus sarjanro 133 407, joka jatettiin 5. lokakuuta
1993, jotka kaikki julkaisut sis8llytetdsn tdh&n viitteik-
si. Ta&m&n j&alkeen presentoivat solut saatetaan kosketuk-
siin sytolyyttisten T-solujen l&hteen kanssa sytolyyttis-
ten T-solukloonien muodostamiseksi, jotka ovat spesifisiid
kiinnostavalle kompleksille. Edullisesti t&m3 suoritetaan
kayttédmédllsd autologista T-solukloonia, joka esiintyy esi-
merkiksi verindytteesssd, joka on otettu potilaasta, jota
on mddrd hoitaa CTL:illda. Sitten kun CTL:t on muodostettu,
ndméd reperfusoidaan hoidettavaan kohteeseen md&rinid, joka
riittdd lievitté&médn sybpédtilaa, kuten aiheuttamalla lyy-
sin sy®pdsoluissa, est&mdlld niiden lis&&ntymisen jne.

Keksinndn muut ndkdékohdat ovat alan taitajalle il-
meisid, eikd niitd tarvitse tédssid toistaa.

Kdytettyjd ilmaisuja kdytetédédn kuvaavina ilmaisuina
eikd rajaavasti, eikd t&llaisia ilmaisuja kdyttdmdllsd ole
minkd&nlaista tarkoitusta sulkea pois mit&&n esitettyjen
ominaispiirteiden tai niiden osien ekvivalentteja, koska
todetaan erilaisten modifikaatioiden olevan mahdollisia

keksinndn suojapiirin puitteissa.
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GENERAL INFORMATION:

(i) APPLICANTS: Van der Bruggen, Pierre; Boon-Falleur,
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(ii) TITLE OF INVENTION: ISOLATED,
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(iv) CORRESPONDENCE ADDRESS:
(A) ADDRESSEE: Felfe & Lynch
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(B) COMPUTER: IBM PS/2

(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS

(D) SOFTWARE: Wordperfect
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(A) APPLICATION NUMBER: 08/217,187
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(C) CLASSIFICATION: 435
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 10 amino acid
5 (B) TYPE: amino acids
(D) TOPOLOGY linear
(ii) MOLECULE TYPE: protein
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 1:

10 Thr Leu Val Glu Val Thr Leu Gly Glu Val
5 10

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2:
15 (1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 9 amino acid
(B) TYPE: amino acids
(D) TOPOLOGY linear
(ii) MOLECULE TYPE: protein

20 (x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2:

caeed Ala Leu Ser Arg Lys Val Ala Glu Leu

N 5
25

11 (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3:

:?': (i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

) (A) LENGTH: 9 amino acid

. (B) TYPE: amino acids
‘.l 30 (D) TOPOLOGY linear

e

-
spes ¢ osv w00
.

(ii) MOLECULE TYPE: protein
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3:

s
-
-

.o

oo Ile Met Pro Lys Ala Gly Leu Leu Ile
: e 5
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 4:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 9 amino acid
(B) TYPE: amino acids
(D) TOPOLOGY linear
(ii) MOLECULE TYPE: protein
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:

Lys Ile Trp Glu Glu Leu Ser Val Leu
5

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 5:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 10 amino acid
(B) TYPE: amino acids
(D) TOPOLOGY linear
(ii) MOLECULE TYPE: protein
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:

Ala Leu Val Glu Thr Ser Tyr Val Lys Val
5 10
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Patenttivaatimukset

1. Eristetty peptidi, joka on wvalittu ryhmdstd,
jonka muodostavat sekvenssit, joiden tunnusnumerot ovat 3
ja 4.

2. HLA-A2:n ja patenttivaatimuksen 1 mukaisen eris-
tetyn peptidin eristetty'kompleksi.

3. Eristetty sytolyyttinen T-soluklooni, joka on
spesifinen kompleksille, joka muodostuu HLA-AZ2:sta ja pep-
tidistd, jonka sekvenssin tunnusnumerot ovat 3 ja 4.

4. Monoklonaalinen vasta-aine, joka sitoutuu spe-
sifisesti kompleksiin, joka muodostuu HLA-A2:sta ja pepti-
distd, jonka sekvenssin tunnusnumerot ovat 3 ja 4.

5. Menetelmd sy®6patilaa potevan kohteen identi-
fioimiseksi, jonka menetelmd@n mukaan mainitusta kohteesta
otettu ndyte saatetaan ruumiin ulkopuolella kosketuksiin
reagenssin kanssa, joka on spesifinen kompleksille, joka
muodostuu HLA-A2:sta ja peptidistd, jonka sekvenssin tun-
nusnumerot ovat 3 ja 4, ja md8ritetddn mainitun reagenssin
reaktio mainitun ndytteen solun kanssa syOpdtilan mdsrit-
tadmiseksi.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, jossa
mainittu reagenssi on sytolyyttinen T-soluklooni.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, jossa

mainittu reagenssi on monoklonaalinen vasta-aine.



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - CLAIMS

