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CD40:n vasta-aineita

Tekninen alue

Tam& keksintd koskee yleisesti vasta-aineita ja
tarkemmin madriteltyn& CD40:n vastaisia vasta-~aineita.

Keksinndén tausta

CD40 on B-soluilla, dendriittisillé soluilla, joil-
lakin karsinoomasolulinjoilla ja ihmisen kateenkorvan epi-
teelilld esiintyvd 50 kDa:n pinta-antigeeni. CD40:114 tie-
detds8n olevan tdrked rooli B-lymfosyyttien proliferaatios-
sa ja erilaistumisessa. Aminohapposekvenssin samankaltai-
suuksien perusteella CD40 on todettu TNF-reseptorien pro-
teiiniryhm&n jé&seneksi, johon ryhm&&n kuuluu sellaisia
molekyylejd kuin hermokasvutekij&n affiniteetiltaan heikko
reseptori, TNF-reseptorien molemmat muodot, CD27, 0X40 ja
Hodgkinin 1lymfooma -markkeri CD30. Jokin aika sitten on
kloonattu fhden CD40:een 1liittyvén ligandin (CD40L) sekd
ihmisessd ettd hiiressd8 esiintyvdt muodot ja osoitettu
niiden olevan tyypin 1I olennaisia kalvoproteiineja, joita
esiintyy p&dasiassa aktivoituneilla CD4+-T-soluilla. CD40L
antaa voimakkaan stimuloivan signaalin sekd ihmisen ettéd
hiiren B-soluille; CD40L-ilmentymisen s&&telystd ja
CD40L:n vaikutuksista muihin solutyyppeihin on kuitenkin
olemassa vain vdh&8n tietoja.

CD40-pinta-antigeenin vastaisten monoklonaalisten
vasta-aineiden on myds osoitettu vdlitt&vén erilaisia bio-
logisia toimintoja ihmisen B-soluilla. CD40 mAb indusoi
esimerkiksi homotyyppisid ja heterotyyppisid adheesioita
[Barret et al., J. Immunol. 146 (1991) 1722; Cordon et
al., J. Immunol. 140 (1988) 1425]; ja suurentaa solun ko-
koa [Cordon et al., J. Immunol. 140 (1988) 1425; valle et
al., Eur. J. Immunol. 19 (1989) 1463]. CD40 indusoi anti-
LgM:118, CD20 mAb:118 tai forboliesterilld aktivoitujen
B-solujen proliferaation yksin [Clark ja Ledbetter, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 83 (1986) 4494; Cordon et al., LEUCO-
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CYTE TYPING III, toim. A. J. McMichael, Oxford University
Press, Oxford, s. 426; Paulie et al., J. Immunol. 142
(1989) 590] tai yhdessd@ IL-4:n kanssa [Valle et al., Eur.
J. Immunol. 19 (1989) 1463; Cordon et al., Eur. J.
Immunol. 17 (1987) 1535] ja tuottaa IgE:td [Jabara et al.,
J. Exp. Med. 172 (1990) 1861l; Gascan et al., J. Immunol.
147 (1991) 8], IgG:t& ja 1IgM:d848 [Gascan et al., J.
Immunol. 147 (1991) 8] IL-4-stimuloituista T-soluttomista
viljelmistd. Lisdksi CD40 mAb:n on raportoitu edistédvén
IL-4-valitteistd liukoisen CD23/FceRII:n vapautumista
B-soluista [Gordon ja Guy, Immunol. Today 8 (1987) 339;
Cairns et al., Eur. J. Immunol. 18 (1988) 349] ja edisti-
vdn B-solujen IL-6-tuotantoa [Clark ja Shu, J. Immunol.
145 (1990) 1400]. Jokin aika sitten on tarttuvien CD32+-
solujen 1l8sn8 ollessa kehitetty ihmisen B-solulinjoja
IL-4:848 ja CD40 mAb:td8 sisdltdvistd primaari-B-solupopu-
laatioista [Banchereau et al., Science 241 (1991) 70].
Lis&dksi voidaan estdd itukeskuksen sentrosyyttien apoptoo-
si, jos ne aktivoidaan CD40:n ja/tai Ag-reseptorien kautta
[Liu et al., Nature 342 (1989) 929]. Kussakin edelli mai-
nituista julkaisuista kuvataan CD40 mAb:t&d, joka stimuloi
B-solujen biologista aktiivisuutta.

Monoklonaalisia vasta-aineita, jotka estdvédt CD40:n
sitoutumisen CD40-ligandiin, ei ole kuitenkaan vielid esi-
tetty. Mainitunlaiset salpaavat vasta-aineet olisivat
kadyttdkelpoisia esimerkiksi tutkimussovelluksissa CD40:n
roolin selvittamiseksi tarkemmin ja my®6s terapiasovelluk-
sissa, jotka vaativat CD40-vdlitteisen biologisen aktiivi-
suuden estoa. CD40-ligandin salpaavat mAb:t olisivat kayt-
tbkelpoisia myds kliinisissd@ sovelluksissa, esimerkiksi
CD40:een liittyvien sairauksien diagnosoimiseksi. Lisidksi
vasta-aineita voidaan kdyttd3 erilaisissa tutkimussovel-
luksissa, kuten yhdistelmd-DNA-menetelmin tuotetun CD40:n
puhdistuksessa tai md8&rityksissd CD40:n l&sndolon detek-

toimiseksi.
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Té&m& keksintd tarjoaa kdytttoén mainitunlaisia vas-
ta-aineita ja lis&8ksi muita niihin liittyvi& etuja.

Keksinnén yhteenveto

Tamd keksintd tarjoaa kdyttd6n monoklonaalisia vas-
ta-aineita, jotka sitoutuvat spesifisesti ihmisen CD40-
molekyyliin ja estdvdt CD40-molekyylin sitoutumisen CD40-
ligandiin. Nomoklonaalinen vasta-aine voidaan valita ihmi-
sen ja hiiren monoklonaalisten vasta-aineiden joukosta.
Vastaavasti CD40 voidaan wvalita hiiren ja ihmisen
Cb40:iden joukosta. Kidyttoidn tarjotaan myds terapeuttinen
koostumus, joka ké&sittdd edelld kuvatun kaltaista CD40:n
vastaista monoklonaalista vasta-aineetta ja fysiologisesti
hyvdksyttdvad kantaja- tai laimennusainetta.

Keksintd tarjoaa kéyttddn myds sitoutuvan proteii-
nin, joka sitoutuu spesifisesti nis#8kk#&n CD40:een ja joka
voi olla esimerkiksi vasta;ainefragmentti tai fuusiopro-
teiini, joka k#&sittdi vahintd&n yhden vasta-aineesta pe-
rdisin olevan alueen. Kiyttddn tarjotaan myds terapeutti-
nen koostumus, joka késittdsd késittidad nisdkkasdn CD40:een
spesifisesti sitoutuvaa proteiinia ja fysiologisesti hy-
vdksyttdvid8 kantaja- tai laimennusainetta.

Tdmén keksinnén piiriin kuuluu myds menetelm& so-
luilla olevan CD40:n detektoimiseksi, joka kdsittdd vai-
heet, joissa (a) inkuboidaan soluja yhdessd edellid kuvatun
kaltéisen, leimatun monoklonaalisen vasta-aineen kanssa ja
(b) detektoidaan sitoutuneen vasta-aineen l&sn#olo. Kek-
sintd® tarjoaa kdyttd6n myds menetelmén seerumissa olevan
liukoisen CD40:n detektoimiseksi, joka kdsittdd vaiheet,
joissa (a) inkuboidaan seerumia, jonka epdilld3n sis&lta-
vadn liukoista CD40:td, yhdessd8 kiinte&n kantajan kanssa,
johon on sidottu edelld kuvatun kaltaisia monoklonaalisia
vasta-aineita, sellaisissa olosuhteissa ja sellainen aika,
ettd sitoutuminen p&adsee tapahtumaan, (b) inkuboidaan
kiintedd kantajaa yhdessd toisen leimatun, CD40:1lle spesi-
fisen, monoklonaalisen vasta-aineen kanssa sellaisissa
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olosuhteissa ja sellainen aika, ettd sitoutuminen p#dsee
tapahtumaan, ja (c) detektoidaan sitoutuneen leimatun vas-
ta-aineen lasnéolo.

Tamdn keksinnén n&md ja muut puolet k&yvdt ilmi
seuraavasta yksityiskohtaisesta kuvauksesta ja oheisista
piirustuksista.

Piirustusten lyhyt kuvaus

Kuvio 1 esittad@ CD40 mAb:eiden M2 ja M3 inhiboivaa
vaikutusta ihmisen liukoisen CD40:n sitoutumiseen ihmisen
CD40L: &4&n.

Kuvio 2 esitt&d CD40 mAb:eiden M2 ja M3 inhiboivaa
vaikutusta ihmisen liukoisen CD40:n sitoutumiseen hiiren
CD40L: &4an.

Kuvio 3 on kayrastd, joka esittdsd annoksesta riip-
puvaa CD40L:n (CV-1/EBNA-solujen pinnalla) ja monosyyttien
TNF-a-tuotannon védlistd riippuvuutta GM-CSF:n, IL-3:n tai
IFN-y:n l&snd ollessa.

Kuvio 4 on diagrammi, joka osoittaa, ettd CD40.Fc
tai CD40 mAb M2 inhiboi CD40L:n indusoimaa TNF-a-tuotan-
toa.

Kuvio 5 esittd8 tuloksia, joita saatiin proliferaa-
tiomddrityksessd, jossa kdytettiin anti-IgM:11& ja trimee-
riselld CD40L-ligandilla stimuloituja d&reisveren B-solu-
ja.

Kuvio 6 esittdi tuloksia, joita saatiin proliferaa-
tiomddrityksessd, jossa kdytettiin pelk&lld trimeeriselld
CD40L-ligandilla stimuloituja &d&8reisveren B-soluja.

Kuvio 7 esitt&d8 tuloksia, joita saatiin proliferaa-
tiomddrityksessd, jossa kéytettiin IL-4:1138 ja trimeeri-
selld CD40L-ligandilla stimuloituja &&reisveren B-soluja.

Keksinndn yksityiskohtainen kuvaus

Puhdistettua CD40:t& voidaan kdyttdd monoklonaalis-
ten vasta-aineiden samoin kuin sitoutuvien proteiinien
valmistukseen, joita voidaan konstruoida erityisells ta-
valla kayttamdllsd yhdistelmd&-DNA-menetelmisd, N&md sitoutu-
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vat proteiinit sisdlt&dvdt vaihtelevat alueet geenistd,
joka koodittaa spesifisesti sitoutuvaa monoklonaalista
vasta-ainetta. T&m&n keksinndn yhteydessad monoklonaalisten
vasta-aineiden ja sitoutuvien proteiinien m&&ritelldsn
olevan spesifisesti sitoutuvia, jos niiden sitoutumisen
yhteydessa K, on vahintds&n 10’ (mol/1)!. Keksinn®n edullis-
ten puolten mukaisesti monoklonaaliset vasta-aineet estd-
vdt myds CD40:n sitoutumisen CD40-ligandiin (CD40L). Am-
mattimies pystyy helposti md38rittdmd4n monoklonaalisen
vasta-aineen tai sitoutuvan proteiinin affiniteetin [katso
Dower et al., The Interaction of Monoclonal Antibodies
with MHC Class I Antigens on Mouse Spleen Cells. I.
Analysis of the Mechanism of Binding, J. Immunol 132
(1984) 751]. Lyhyesti esitettynd saatetaan kasvavia md&rid
radioaktiivisesti leimattua vasta-ainetta tai sitoutuvaa
proteiinia kosketukseen CD40:n kanssa. Vasta-aineen affi-
niteetti voidaan md&rittd8 laskemalla sen vasta-ainepitoi-
suuden k&&nteisluku, jolla puolet vasta-aineista sitoutuu
maksimaalisesti (katso Dower et al., supra). Kuten lienee
ilmeistd ammattimiehelle, vasta-aineita voidaan muodostaa
CD40:td sisdltavi& soluja, kokonaista CD40:td tai CD40:n
osia vastaan. Erityisen edullisia ovat vasta-aineet, joita
on muodostettu CD40:t& vastaan Kkdyttdmdlld liukoista
CD40.Fc-molekyylid. Ta&m&n keksinndn yhteydessi monoklonaa-
lisiin vasta-aineisiin kuuluvat lis&ksi F(ab'),- ja Fab-
fragmentit, joita ammattimies pystyy helposti valmista-
maan.

Ammattimies pystyy helposti muodostamaan polyklo-
naalisia vasta-aineita erilaisista tasalé&mpbisistd eldi-
mistd, kuten hevosista, lehmistd, eri siipikarjalajeista,
kaniineista, hiiristd tai rotista. Lyhyesti esitettyni
kdytetddn CD40:t8 eldimen immunisointiin intraperitoneaa-
listen, intramuskulaaristen, intraokulaaristen tai subku-
taanisten injektioiden kautta. CD40:n immunogeenisyyttéd

voidaan lis&dtéd kdytté&m&lld tehosteainetta, kuten Freundin
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tdaydellistd tai epdtdydellistd tehosteainetta. Muutamien
tehosteimmunisointien j&lkeen otetaan pieni&@ seerumindyt-
teitd ja testataan niiden reaktiivisuus CD40:n suhteen
milld tahansa monista menetelmistd, joita ovat mm. sellai-
set mdadritykset kuin ELISA-, ABC- tai muunnetut ABC-m&&ri-
tykset, tai t&plétestilld. Erityisen edulliset polyklonaa-
liset antiseerumit antavat jossakin ndistd médrityksista
signaalin, joka v&hint&@&n kolme kertaa suurempi kuin taus-
ta. Kun eldimessd esiintyvd pitoisuus on saavuttanut va-
kioarvon CD40-reaktiivisuuden suhteen, on helppo saada
suuria mdarid polyklonaalisia antiseerumeja joko ottamalla
verta viikoittain tai lopettamalla eldin.

Myds monoklonaalisia vasta-aineita voidaan muodos-
taa helposti k&dyttdm&lla tavanomaisia menetelmid (US-pa-
tenttijulkaisut RE 32 011, 4 902 614, 4 543 439 ja
4 411 993, jotka mainitaan t&ssd viitteind; katso mybs
Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in
Biological Analyses, toim. Kennett, McKearn ja Bechtol,
Plenum Press 1980 ja Antibodies: A Laboratory Manual,
toim. Harlow ja Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press
1988, jotka myds mainitaan téssd viitteind). Lyhyesti esi-
tettynd yhdessd suoritusmuodossa kohteena olevaan el&di-
meen, kuten rottaan tai hiireen, injektoidaan CD40:n muo-
toa, joka soveltuu immuunivasteen kehitt&@miseen CD40:tad
vastaan. Tédmd voidaan tehdd immunisoimalla erilaisilla
CD40:n muodoilla, mm. soluilla, joilla esiintyy CD40:t&,
viruksilla, kuten Ilehm&nrokkoviruksella, jolla esiintyy
CD40:td, CD40:n 1liukoisilla muodoilla, kuten CD40.Fc:113
tai CD40-sekvenssiin perustuvilla peptideilld. Lisdksi
alalla tunnetaan monia menetelmid tuloksena olevan immuu-
nireaktion voimistamiseksi, esimerkiksi liukoisen resepto-
rin tai peptidiin kytkeminen toiseen proteiiniin, kuten
ovalbumiiniin tai tulivuorikotilohemosyaniiniin (KLH), tai
tehosteaineiden, kuten Freundin t&ydellisen tai epataydel-
lisen tehosteaineen, kadyttd. Alkuimmunisoitnti voidaan
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tehdd intraperitoneaallisesti, intramuskulaarisesti, int-
raokulaarisesti tai subkutaanisesti.

El&din voidaan immunisoida uudelleen toisella tehos-
teimmunisoinnilla 1 - 3 viikon kuluttua ensimméisestd im-
munisoinnista. Eldimestd voidaan ottaa sitten verindyte ja
testata seerumin immuunireaktiivisuus CD40:n suhteen k&dyt-
tédmdlla sellaisia ma8rityksid kuin ELISA, t&pl&testi, ABC
tai tai muunnettu ABC. Voidaan myds tehdd lisdimmunisoin-
teja, Kkunnes eldimen reeaktiivisuus CD40:n suhteen on
asettunut vakiotasolle. El&dimelle voidaan antaa sitten
viimeinen tehosteannos liukoista CD40:td4 ja lopettaa se
3 - 4 pdivdn kuluttua. Tdss& vaiheessa elimet, jotka si-
sdltavat suuria md8rid B-soluja, perna ja imusolmukkeet,
voidaan ottaa talteen ja hajottaa yksittdissolususpensiok-
si johtamalla elimet verkon 1l&pi tai rikkomalla pernan tai
imusolmukkeiden kalvot, jotka sulkevat solut sisddnsa.
Yhden suorituémuodon mukaisesti punasolut hajotetaan sit-
ten 1lisd&mdlld hypotonista liuosta, minkd j&lkeen palaute-
taan valittOmésti isotonisuustila.

Yhden toisen suoritusmuodon mukaisesti monoklonaa-
listen vasta-aineiden valmistukseen soveltuvia soluja saa-
daan kdayttamalla in vitro -immunisointimenetelmid. Lyhyes-
ti esitettynd eldin lopetetaan ja perna- ja imusolmukeso-
lut poistetaan edell& kuvatulla tavalla. Valmistetaan yk-
sittdissolususpensio ja laitetaan solut viljelmddn, joka
sisdltdd CD40-muotoa, joka soveltuu edelll kuvatun kaltai-
sen immuunireaktion kehitt&miseen. Sen jdlkeen otetaan
talteen lymfosyytit ja fuusioidaan ne j&ljempan& kuvatta-
valla tavalla.

Soluista, joita saadaan edelld kuvatulla tavalla
kdyttédmalld in vitro -immunisointia tai immunisoidusta
eldimestd, voidaan tehdd kuolemattomia transfektoimalla
viruksella, kuten Epstein bar -viruksella (EBV) [katso
Glasky ja Reading, Hybridoma 8(4) (1989) 377 - 389]. Yhden
edullisen suoritusmuodon mukaisesti talteen otettujen per-
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na- ja/tai imusolmukesolujen suspensioille tehd&d&n vaihto-
ehtoisesti fuusiointi sopivan myeloomasolun kanssa mono-
klonaalista vasta-ainetta erittédvédn "hybridooman" aikaan-
saamiseksi. Soveltuvat myeloomalinjat ovat edullisesti
puutteellisia vasta-aineiden konstruoinnin tai ilmentymi-
sen suhteen ja lis8ksi syngeneeisisd immunisoidusta eldi-
mestd perédisin olevien solujen kanssa. Alalla tunnetaan
monia tdllaisia myeloomasolulinjoja ja niitd on saatavissa
sellaisista l&hteistd kuin the American Type Culture
Collection (ATCC), Rockville, Maryland (katso Catalogue of
Cell Lines & Hybridomas, 6. p., ATCC 1988). Myeloomalinjo-
jen edustajiin kuuluvat ihmisen ollessa kyseessd UC 729-6
(ATCC nro CRL 8061), MC/CAR-Z2 (ATCC nro CRL 8147) ja SKO-
007 (ATCC nro CRL 8033), hiiren ollessa kyseessd SP2/0-
AGl4 (ATCC nro CRL 1581) ja P3X63Ag8 (ATCC nro TIB 9) ja
rotan ollessa kyseessd Y3-Agl.2.3 (ATCC nro CRL 1631) ja
YB2/0 (ATCC nro CRL 1662). Erityisen edullisiin fuusiolin-
joihin kuuluvat NS-1 (ATCC nro TIB 18) ja P3X63-Ag 8.653
(ATCC nro CRL 1580), joita voidaan kdyttda fuusioihin joko
hiiri-, rotta- tai ihmissolulinjojen kanssa. Fuusio mye-
loomasolulinjan ja immunisoidusta eldimestd perdisin ole-
vien solujen v&lillad voidaan tehdd erilaisin menetelmin,
mukaan luettuna polyeteeniglykolin (PEG) k&ayttd (katso
Antibodies: A Laboratory Manual, toim. Harlow ja Lane,
Cold Spring Harbor Laboratory Press 1988) tai elektrofuu-
sio [katso Zimmerman ja Vienken, J. Membrane Biol. 67
(1982) 165 - 182].

Solut voidaan fuusioinnin j&lkeen laittaa viljely-
maljoihin, jotka sis&ltdvat sopivaa kasvualustaa, kuten
RPMI 1640:t& +tai DMEM:8& (Dulbecco's Modified Eagles
Medium) (JRH Biosciences, Lenexa, Kansas). Alusta voi si-
sdltdd myds muita aineosia, kuten naudan siki&seerumia
(Fetal Bovine Serum, FBS; valmistaja Hyclone, Logan, Utah
tai JRH Biosciences), tymosyyttejad, jotka on otettu tal-

teen olevasta hyvin nuoresta eldimestd, joka on samaa la-
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jia kuin immunisointiin k&8ytetty, tai agaria alustan j&h-
mettadmiseksi. Alustan tulisi lisdksi sisdltsd8 reagenssia,
joka mahdollistaa selektiivisesti fuusioitujen ja myeloo-
masolujen kasvun. Erityisen edullisesti k&dytetd&n HAT:ta
(hypoksantiini, aminopteriini ja tymidiini) (Sigma Chemi-
cal Co., St. Louis, Missouri). Tuloksena olevat fuusioitu-
neet solut eli hybridoomat voidaan tutkia noin 7 pdivén
kuluttua CD40:n tunnistavien vasta-aineiden l&sndolon m&&-
rittdmiseksi. Muutamien kloonilaimennusten ja uusintamdad-
ritysten jdlkeen voidaan erist&d CD40:een sitoutuvia vas-
ta-aineita sisdltdvd& hybridooma.

My6s muita menetelmid voidaan kdyttdd monoklonaa-
listen vasta-aineiden muodostamiseen [katso William D.
Huse et al., Generation of a Large Combinational Library
of the Immunoglobulin Repertoire in Phage Lambda, Science
246 (joulukuu 1989) 1275 - 1281; katso my¥s L. Sastry et
al., Cloning of the Immunological Repertoire in Esche-
richia coli for Generation of Monoclonal Catalytic Anti-
bodies: Construction of a Heavy Chain Variable Region-
Specific cDNA Library, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (elo-
kuu 1989) 5728 - 5732; katso myds Michelle Alting-Mees et
al., Monoclonal Antibody Expression Libraries: A Rapid
Alternative to Hybridomas, Strategies in Molecular Biology
3 (tammikuu 1990) 1 - 9; ndmd viitteet kuvaavat kaupallis-
ta ja3rjestelmdd, jota myy Stratacyte, La Jolla, Kalifor-
nia, ja joka mahdollistaa vasta-aineiden tuotannon yhdis-
telmd-DNA-menetelmin). Lyhyesti esitettynd eristetdsn mRNA
B-solupopolaatiosta ja kdytetddn sit8 raskas- ja kevytket-
juista immunoglobuliinia vastaavien cDNA-ilmentymiskirjas-
tojen muodostamiseen kImmunoZap(H)- ja kImmunoZap(L)-vek-
toreissa. Nama vektorit voidaan tutkia yksitellen tai
saattaa ilmentymd&n yhdessd8 Fab-fragmenttien tai vasta-
aineden tuottamiseksi (katso Huse et al., supra; katso
myds Sastry et al., supra). Positiiviset pesdkkeet voidaan
sitten muuttaa hajottamattomaksi plasmidiksi, joka mahdol-
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10

listaa monoklonaalisten vasta-ainefragmenttien tehokkaan
ilmentdmisen E. colista ké&sin.

Sitoutuvia proteiineja voidaan vastaavasti konstru-
oida myts kdytté&m8lld yhdistelm&-DNA-menetelmid erilaisten
alueiden sis&dllyttdmiseksi geenistd, joka koodittaa spesi-
fisesti sitoutuvaa vasta-ainetta, joka estdd CD40:n sitou-
tumisen CD40L:&&n. Ammattimies pystyy helposti konstruoi-
maan nditd proteiineja (katso James W. Larrick et al.,
Polymerase Chain Reaction Using Mixed Primers: Cloning of
Human Monoclonal Antibody Variable Region Genes From
Single Hybridoma Cells, Biotechnology 7 (syyskuu 1989)
934 - 938; Riechmann et al., Reshaping Human Antibodies
for Therapy, Nature 332 (1988) 323 - 327; Roberts et al.,
Generation of an Antibody with Enhanced Affinity and
Specificity for its Antigen bu Protein Engineering, Nature
328 (1987) 731 - 734; Verhoeyen et al., Reshaping Human
Antibodies: Grafting én Antilysozyme Activity, Science 239
(1988) 1534 - 1536; Chaudhary et al., A Recombinant
Immunotoxin Consisting of Two Antibody Variable Domains
Fused to Pseudomonas Exotoxin, Nature 339 (1989) 394 -
397) tassé esitettyjen tietojen perusteella. Lyhyesti esi-
tettynd monistetaan antigeenisitoutumiskohtia tai CD40-
sotoutumisaluetta, joka on perdisin spesifisesti sitoutu-
vaa ja salpaavaa monoklonaalista vasta-ainetta tuottavasta
solusta, ja insertoidaan ne suoraan ihmisen vasta-aineita
tuottavan solun genomiin (katso Verhoeyen et al., supra;
katso my®s Reichmann et al., supré). Tdmd8 menetelmd@8 mah-
dollistaa hiiren tai rotan spesifisesti sitoutuvan mono-
klonaalisen vasta-aineen antigeenisitoutumiskohdan siirté-
misen ihmisen vasta-aineeseen. Mainitunlaiset vasta-aineet
ovat edullisia kédytettéviksi terapeuttisesti ihmisilld,
koska ne eivdt ole yhtd antigeenisia kuin rotan tai hiiren
vasta-aineet. Vaihtoehtoisesti antigeenisitoutumiskohtia
(vaihteleva alue) voidaan joko kytked tai insertoida toi-
seen, tdysin erilaiseen proteiiniin (katso Chaudhary et



10

15

20

25

30

35

11

al., supra), jolloin tuloksena oli uusi proteiini, jossa
on vasta-aineen antigeenisitoutumiskohtia samoin kuin tay-
sin eri proteiinin funktionaalinen aktiivisuus. Kuten am-
mattimies ymmdrtdnee, vasta-aineen antigeenisitoutumiskoh-
dat tai CD40-sitoutumiskohta ovat léydettdvissd vasta-ai-
neen vaihtelevalta alueelta. Lis8ksi t&mdn keksinntn yh-
teydessd voidaan kdyttdd DNA-sekvenssejd, jotka kooditta-
vat pienempid vasta-aineen osia tai vaihtelevia alueita,
jotka sitoutuvat spesifisesti nisdkk&didn CD40:een. Ndistd
osista voidaan helposti testata sitoutumisspesifisyys
CD40:n suhteen k&yttam&lld alalla tunnettuja mddrityksii,
mukaan luettuina esimerkiksi ELISA-, ABS- tai té&pléatestit.
Yhdessd edullisessa suoritusmuodossa monistetaan
geenejd, jotka koodittavat kiinnostuksen kohteena olevaa
monoklonaalista vasta-ainetta tuottavasta hybridoomasta
perdisin olevaa vaihtelevaa aluetta, kdytt&m&lld vaihtele-
vaa aluetta varten valmistettuja nukleotidialukkeita. Am-
mattimies voi syntetisoida n#dit&8 alukkeita, niitd voidaan
ostaa kaupallisista ldhteist&. Stratacyte (La Jolla, Kali-
fornia) myy hiiren ja ihmisen vaihtelevia alueita varten
valmistettuja alukkeita, mukaan luettuina alukkeet alueita
Viar Vinr Vier Vuar Gy, Vp ja C, varten. N&itd alukkeita voi-
daan kayttdd monistettaessa raskaan tai kevyen Kketjun
vaihtelevien alueita, joita voidaan sitten insertoida vek-
toreihin, kuten vektoriin ImmunoZAP*H tai vastaavasti
ImmunoZAP*L (Stratacyte). N&itd vektoreita voidaan sitten
viedd E. coliin ilmentymisen aikaansaamiseksi. Kayttdm#lla
nditd menetelmid voidaan valmistaa suuria m83rid yksiket-
juista proteiinia, jotka sisdltdd V,- ja V -alueiden fuu-
sion [katso Bird et al., Science 242 (1988) 423 - 426].
Yhdessd toisessa suoritusmuodossa sitoutuva prote-
iini fuusioidaan ilmentymisvektorissa toiseen proteiiniin,
kuten toksiiniin. Solut, joihin sitoutuva proteiini sitou-
tuu, voidaan siten tappaa sis#llyttamdllad toksiinia (katso
Chaudhary et al.). Sitoutuva proteiini voidaan vaihtoeh-
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toisesti fuusioida CD40L-antagonistiin (ts. proteiiniin,
joka sitoo CD40:n muttei synnytd& biologista aktiivisuut-
ta), jolloin mahdollistetaan suurten paikallisten antago-
nistipitoisuuksien kehittyminen CD40-pitoisten solujen
ympédrille. Vaikutus kohdistuu vain antagonistia sitomaan
kykeneviin soluihin, mikd pienentdd mahdollisesti tera-
peuttisiin tarkoituksiin tarvittavaa annosta.

Kun on saatu aikaan sopivia vasta-aineita tai si-
toutuvia proteiineja, ne voidaan erist&d8 tai puhdistaa
monin ammattimiesten tuntemin menetelmin (katso Anti-
bodies: A Laboratory Manual, toim. Harlow ja Lane, Cold
Spring Harbor Laboratory Press 1988). Sopiviin menetelmiin
kuuluvat peptidi- tai proteiiniaffiniteettikolonnit, HPLC
tai RP-HPLC, puhdistus proteiini A tai proteiini G -kolon-
neilla tai ndiden menetelmien mik& tahansa yhdistelm&.

Tdmén keksinndn mukaisilla vasta-aineilla ja sitou-
tuvilla proteiineilla.on monia kayttétarkoituksia. Vasta-
aineita voidaan kdytt&d esimerkiksi virtaussytometriassa
CD40-pitoisten solujen lajitteluun tai CD40-pitoisten so-
lujen histokemialliseen véarjdykseen. Lyhyesti esitettynd
soluilla olevan CD40:n detektoimiseksi soluja inkuboidaan
yhdessd leimatun monoklonaalisen vasta-aineen kanssa, joka
sitoutuu spesifisesti nis8kk&@&n CD40O:een, minkd j&lkeen
detektoidaan sitoutuneen vasta-aineen ldsn#dolo. Nd&md vai-
heet voidaan toteuttaa myds yhdistettyind lisdvaiheisiin,
kuten pesuihin sitoutumattoman vasta-aineen poistamiseksi.
Tdmédn keksinndn mukaisesti kéytett#viksi soveltuvat merk-
kiaineet ovat alalla tunnettuja, ja niihin kuuluvat mm.
fluoreseiini-isotiosyanaatti (FITC), fykoerytriini (PE),
piparjuuriperoksidaasi (HRP) ja kolloidinen kulta. Erityi-
sen edullinen virtaussytometriassa kdytettédvé@ksi on FITC,
joka voidaan 1liitt&d puhdistettuun vasta-ainesseen Kelt-
kampin menetelm&llsd [Conjugation of Fluoreécein Isothio-
cyanate to Antibodies I. Experiments on the Conditions of
Conjugation, Immunology 18 (1970) 865 - 873]. [Katso myds
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Keltkamp, Conjugation of Fluorescein Isothiocyanate to
Antibodies II. A Reproducible Method, Immunology 18 (1970)
875 - 881l; Goding, Conjugation of Antibodies with Fluoro-
chromes: Modification to the Standard Methods, J. Immunol.
Methods 13 (1970) 215 - 226.] Histokemiallisen vdrjéyksen
yvhteydessd on edullinen HRP, joka voidaan 1liittd& puhdis-
tettuun vasta-aineeseen Nakanen ja Kawaoin menetelmills
[Peroxidase-Labeled Antibody: A New Method of Conjugation,
J. Histochem. Cytochem. 22 (1974) 1084 - 1091]. [Katso
myds Tijssen ja Purstak, Highly Efficient and Simple
Methods for Preparation of Peroxidase and Active Per-
oxidase Antibody Conjugates for Enzyme Immunoassays, Anal.
Biochem. 136 (1984) 451 - 457.]

Puhdistettuja vasta-aineita tai sitoutuvia proteii-
neja voidaan kayttd8 myds terapeuttisesti esté@m&&n CD40-
L:n sitoutuminen CD40:een in vivo tai CD40-pitoisten solu-
jen hévittdmiseen in vivo. Edullisissa suoritusmuodoissa
vasta-ainetta muunnetaan immunologisen tunnistuksen vdlt-
tdmiseksi esimerkiksi siirtdm&lld hiiren spesifisen mono-
klonaalisen vasta-aineen antigeenisitoutumiskohta ihmisen
monoklonaaliseen vasta-aineeseen, kuten edelld k&sitel-
tiin. Erityisen edullisesti kadytetddn terapeuttisia koos-
tumuksia, jotka Kk&sitt&vdt CD40:n vastaista vasta-ainetta
tai CD40:een sitoutuvaa proteiinia ja fysiologisesti hy-
vdksyttdvdd kantaja- tai laimennusainetta. Soveltuviin
kantaja- tai laimennusaineisiin kuuluvat mm. neutraali
puskuroitu fysiologinen suolaliuos tai fysiologinen suola-
liuos, johon on sekoitettu epdspesifistd albumiinia. Tera-
peuttinen koostumus voi lisdksi sisdltdd muita jatke- tai
stabilointiaineita, kuten puskureita, hiilihydraatteja,
mukaan luettuina esimerkiksi glukoosi, sakkaroosi tai
dekstroosi, kelaatinmuodostajia, kuten EDTAa, tai erilai-
sia sdilytteitd. Sopivat annostukset voidaan maarittas
kliinisissd kokeissa, vaikka m&8rd ja antotiheys voivat
riippua sellaisista tekijdistd@ kuin hoidettavan tilan

luonne ja vakavuus, haluttu vaste ja potilaan kunto.
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Vasta-aineita voidaan k&ytt&& myds potilaalle anne-
tun verenkierrossa olevan liukoisen CD40:n l&sndolon seu-
raamiseen tai CD40:n in vivo -pitoisuuksien mittamiseen
potilaista. Yhdessi edullisessa suoritusmuodossa kdytetdan
kaksideterminanttista eli kerrosmddritystd CD40:n detek-
tointiin. Lyhyesti esitettynd seerumia, jonka epdill&&n
sisdltédvén liukoista CD40:td, inkuboidaan yhdess& kiinteén
kantajan kanssa, johon on kiinnitetty edelld kuvatun kal-
taista monoklonaalista vasta-ainetta, sellaisissa olosuh-
teissa ja sellainen aika, ettd sitoutuminen p&&see tapah-
tumaan. Alalla tunnetaan monia kiinteit& kantajia, mukaan
luettuina ELISA-levyt (Linbro, Mclean, Va.), nitrosellu-
loosa (Millopore Corp., Bendford, Mass.), helmet (Poly-
sciences, Warrington, Penn.) ja magneettiset helmet
(Robbin Scientific, Mountain View, Calif.). Lisdksi mono-
klonaalinen vasta-aine voidaan helposti kiinnitt&8 kiinte-
d48n kantajaan k&dyttamdlla alalla tunnettuja menetelmid
(katso Antibodies: A Laboratory Manual, toim. Harlow ja
Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press 1988). Kiinte&da
kantajaa inkuboidaan sitten yhdessid toisen leimatun mono-
klonaalisen vasta-aineen kanssa, joka on spesifinen nis&k-
k&38n CD40:n suhteen, sellaisissa olosuhteissa ja sellainen
aika, ettd sitoutuminen p&dsee tapahtumaan, minkd& jdlkeen
voidaan detektoida sitoutuneen leimatun vasta-aineen lé&s-
n&dolo.

Yhden edullisen suoritusmuodon mukaisesti monoklo-
naalisella vasta-aineella p&dllystetddn kiinted kantaja,
kuten 96-syvennyksinen malja. Sen jdlkeen malja suojataan
kdsittelemdlla proteiinilla, kuten naudan seerumialbumii-
nilla tai rasvattomalla maitojauheella, noin 30 minuuttia.
Potilaasta perdisin oleva seerumi laimennetaan fosfaatti-
puskuroidulla fysiologisella suolaliuoksella ja sitd inku-
boidaan syvennyksissd sellaisissa olosuhteissa ja sellai-
nen aika, yleensd noin 30 minuuttia, ettd sitoutuminen

pddsee tapahtumaan. Sitten malja pest&&dn, leimattua toista
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monoklonaalista vasta-ainetta, joka on spesifistd eri
CD40-epitoopille, 1lisdt8&n syvennyksiin ja inkuboidaan
edellda kuvatulla tavalla. Eri CD40:n vasta-aineet voidaan
madrittasd kdyttdmdlla ristisuojausmdsdritystd. Syvennykses-
td tutkitaan sitten toisen leimatun vasta-aineen l&isnidolo.
Toisen leimatun vasta-aineen l&sndolo osoittaa CD40:n l&s-
ndolon potilaan seerumissa. Kuten ammattimies ymmért&nee,
edelld kuvatussa mddrityksessd kdytettdvd monoklonaaliset
vasta-aineet voidaan korvata polyklonaalisilla vasta-ai-
neilla tai sitoutuvilla proteiineilla, jotka ovat CD40-
spesifisia.

Seuraavat esimerkit annetaan keksinntn valaisemi-
seksi sitd rajoittamatta.

Esimerkit

Esimerkki 1

Cb40:n vastaisen monoklonaalisten vasta-aineiden

valmistus

Monoklonaalisia vasta-aineita, jotka sitoutuvat
ihmisen CD40:een ja estdvdt CD40:n sitoutumisen CD40-1i-
gandiin, muodostettiin seuraavasti. Ihmisen CD40-immuno-
geeni, joka koostuu CD40:n ekstrasellulaarisesta alueesta
fuusioituna ihmisen IgGl Fc -molekyyliin (ja josta kayte-
t848n t&ss& lyhennettd HuCD40.Fc), valmistettiin olennai-
silta osiltaan Fanslowin et al. kuvaamalla tavalla [J.
Immunol. 149 (1992) 655].

BALB/c-hiiriin injektoitiin sek& intraperitoneaali-
sesti ettd subkutaanisesti 10 pg huCD40.Fc:td, joka oli
emulgoitu yhdess8d Freundin t&dydellisen tehosteaineen kans-
sa. Hiiriin injektoitiin 13 ja 19 pdivdn kuluttua subku-
taanisesti 10 pg huCD40.Fc:tad (joka oli emulgoitu yhdesséa
Freundin epdtdydellisen tehosteaineen kanssa). Otettiin 6
pdivan kuluttua seerumindytteitd& silmdkuopan takaa. Seeru-
mindytteet tutkittiin t&pl&testilld, vasta-ainesieppaus-
mal jamddritykselld ja FACS-analyysilld (k&yttdmdllsa joko
kalvoon sitoutunutta huCD40:t&8 tai 1liukoista Flag
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HuCD40:t&). Flag HuCD40:ssd on N-terminaalinen "flag"-pep-
tidi Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys [Hopp et al., Bio/
Technology 6 (1988) 1204], joka on voimakkaasti antigeeni-
nen ja tarjoaa epitoopin, johon spesifinen monoklonaalinen
vasta-aine sitoutuu reversiibelisti, mikd8 mahdollistaa
nopean mddritté&misen ja ilmennetyn yhdistelmédproteiinin
helpon puhdistuksen. T&m& sekvenssi lohkeaa myds spesifi-
sesti naudan limakalvon enterokinaasin vaikutuksesta Asp-
Lys-paria valittdmdsti seuraavan ryhmd&n kohdalta. Seerumi-
ndytteiden pitoisuudet olivat > 1:2100 t&pl&atestissa
(jossa kaytettiin 25 pg Flag huCD40:t& t&plda kohden) ja
noin 1:1600 vasta-ainesieppausmuotoisessa ELISA-mddrityk-
sessd (jossa k&ytettiin Dbiotiinilla 1leimattua Flag
huCbD40:t& pitoisuutena 150 ng/ml) ja > 1:1600 vasta-ai-
nesieppausmal jamdsrityksessd (jossa kdytettiin ¥I-leimat-
tua Flag huCD40:t& pitoisuutena 3000 min'/pl). Seerumit
testattiin myds FACS-mdiritykselli laimennettuina suhtees-
sa 1:400 k&ytté&mdlla soluja, joiden pinnalla on huCD40:t&,
ja havaittiin, ettd niiden Kkeskimddrdinen fluoresens-
sisiirtymd on 4 kertaa suurempi kuin hiiren normaaliseeru-
mien.

Hiirten annettiin lev&td noin 8 viikkoa ja ne immu-
nisoitiin subkutaanisesti kdytt&m&lla 7 pg huCD40.Fc:t&d
(emulgoituna yhdesséd Freundin epdtdydellisen tehosteaineen
kanssa). Yhdelle hiirelle annettiin 4,5 viikon kuluttua
2 pg huCD40.Fc:t8 laskimonsisdisesti ilman tehosteainetta.
Témd hiiri lopetettiin 3 pdivan kuluttua. Sitten otettiin
talteen pernasoluja ja fuusioitiin ne hiiren myeloomasolu-
linjan (Ag 8.653) kanssa. Fuusioseos siirrostettiin 96-sy-
vennyksisiin maljoihin selektiiviseen HAT-alustaan (hypo-
ksantiinia, aminopteriinid ja tymidiinia) fuusioitumatto-
mien solujen, myeloomahybridien ja pernasoluhybridien pro-
liferaation est@&miseksi.

Hybridoomasolujen supernatantit tutkittiin kahdella

mddritykselld. Kumpikin mé8ritys tehtiin 96-syvennyksisis-
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s& maljoissa, jotka oli pddllystetty vuochen anti-hiirivas-
ta-aineella (10 pg/ml). Testi positiivisen huCD40.Fc-reak-
tiivisuuden toteamiseksi tehtiin lyhyesti esitettynd seu-
raavasti. Pdallystetyt ja suojatut maljat pestiin, lisdt-
tiin primaarivasta-ainetta (hybridoomasolusupernatantteja)
ja inkuboitiin. Maljat pestiin uudelleen, lis&ttiin bio-
tiinilla leimattua huCD40.Fc:t& ja inkuboitiin. Maljat
pestiin j&lleen, lis&ttiin streptavidiini-HRP:t& (pipar-
juuriperoksidaasikonjugaatti) ja inkuboitiin. Viimeisend
vaiheena maljat pestiin ja lis&ttiin TMB (3,3',5,5'-tetra-
metyylibentsidiini) -peroksidaasisubstraattia. Annettiin
varin kehittyd ja otettiin lukemat kaytt&m&lld ELISA-mal-
janlukulaitetta.

Testi negatiivisen Fc-reaktiivisuuden toteamiseksi
tehtiin seuraavasti. Pd&llystetyt ja suojatut maljat pes-
tiin, lis&ttiin primaarivasta-ainetta (hybridoomasolusu-
pernatantteja) ja inkuboitiin. Maljat pestiin uudelleen,
lisdttiin huIgGl HRP:t& (piparjuuriperoksidaasikonjugaat-
ti) ja inkuboitiin, Viimeisend vaiheena maljat pestiin ja
lisdttiin TMB-peroksidaasisubstraattia. Annettiin v&rin
kehittyd ja otettiin lukemat kdytt&m&lla ELISA-maljanluku-
laitetta.

Hybridoomasupernatanteista testattiin toissijaises-
ti myts niiden kyky estéa biotiinilla leimatun huCD40.Fc:n
sitoutuminen soluihin, joiden pinnalla on huCD40-ligandia,
kdytté&mdlla FACS-analyysid sekd ensisijaisena (positiivi-
sena) kokeena wvaikutus Dbiotiinilla leimattuun Flag
huCD40:een samalla mddritysmallilla.

Kayttdmélla edelld kuvattuja menetelmid eristettiin
kaksi muista erottuvaa hybridoomakloonia, jotka sitovat
CD40:t& ja estdvdt CD40:n sitoutumisen CD40L:&88n. N&aistad
kahdesta kloonista kédytetdd8n merkintdéj&@ huCD40m2 (M2) ja
huCD40m3 (M3). Edelld kuvatulla menettelylld muodostettu
hybridoomaklooni muCD40m2 on talletettu kokoelmaan the
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
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Rockville, MD 20852, USA, (saantinumero HE 1459) 6 loka-
kuuta 1993 Budapestin sopimuksen ehtojen mukaisesti.

Hybridoomaklooneista voidaan tutkia ELISA:1la reak-
tiivisuus CD40:n kanssa esimerkiksi soveltamalla Engvallin
et al. julkaisussa Immunochemistry 8 (1971) 871 ja US-pa-
tenttijulkaisussa 4 703 004 esitettyjd menetelmi&. Posi-
tiivisia klooneja injektoidaan sitten syngeneeisten
BALB/c-hiirten vatsainteloihin monoklonaalista anti-CD40-
vasta-ainetta suurina pitoisuuksina (> 1 mg/ml) sisdltdvan
vesivatsanesteen tuottamiseksi. Tuloksena oleva monoklo-
naalinen vasta-aine voidaan puhdistaa ammoniumsulfaatti-
saostuksella ja sitd seuraavalla geelieksluusiokromtogra-
fialla ja/tai affiniteettikromatografialla, joka perustuu
vasta-aineen sitoutumiseen Staphylococcus aureusin prote-
iini A:han.

Esimerkki 2

CD40:n estiminen sitoutumasta CD40L:#3n

Ch40 mAb M2:n ja M3:n osoitettiin estdvén
huCD40.Fc:n sitoutuminen huCD40L:&&8n seuraavasti. Ihmisen
ddreisveren puhdistettuja T-soluja stimuloitiin 18 tuntia
PMA:1la ja ionomysiinill& ihmisen CD40L:n ilmentymisen
indusoimiseksi. T-solut sidottiin sitten kdyttdmdlls nega-
tiivisena vertailuproteiinina toimivaa IL-4R.Fc:té&
(5 pg/ml) tai huCD40.Fc:t& (5 pg/ml) ja sitoutumisen inhi-
bointi tehtiin irrelevantilla ms IgG:11a& (20 pg/ml), CD40
mAb M2:1la (20 ug/ml) tai CD40 mAb-M3:1la (20 ug/ml). Si-
toutunut CD40.Fc detektoitiin virtaussytometriselld ana-
lyysilla kdyttémé&lla anti-ihmis-Fc-Ab-biotiinia ja strept-
avidiini-fykoerytriini&. Kuten kuviossa 1 osoitetaan, seka
CD40 M2 ettd M3 estivdt ndind pitoisuuksina Cb40.Fc:n si-
toutumisen yli 90-%:isesti verrattuna irrelevanttiin ms
IgG:hen.

CD40mAb M2:n ja M3:n osoitettiin estdvdn huCD40. -
Fc:n sitoutuminen muCD40:een seuraavasti. EL40.0-soluja,
jotka ilmentdvdt konstitutiivisesti muCD40L:&&, sidottiin
kayttdmdlld vertailuproteiinia tai optimaalista pienemp&nd
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pitoisuutena huCD40.Fc-biotiinia (2,5 pg/ml) ja tehtiin
sitoutumisen inhibointi irrelevantilla ms IgG:114
(50 ng/ml), ms IgGl mAb G28.5 -vertailuaineella (50 pg/ml)
(toimittaja tri Edward A. Clark, University of Washing-
ton), CD40 mAb M2:1la (12,5 ng/ml) tai CD40 mAb M3:1lla
(12,5 pg/ml). Sitoutunut biotiinileimattu CD40.Fc detek-
toitiin virtaussytometriselld analyysilld k&yttadmalla
streptavidiini-fykoerytriinid. Kuten kuviossa 2 osoite-
taan, sekd CD40 mAb M2 ettd M3 estivdt ndind pitoisuuksina
CD40.Fc:n sitoutumisen yli 95-%:isesti verrattuna irrele-
vanttiin ms IgG:hen tai ms IgGl mAb G28.5:een.

Esimerkki 3

CD40:n biologisen aktiivisuuden inhibointi kidyttd-

midllad CD40 mAb:td

Tama esimerkki osoittaa, ettd CD40mAb estdd CD40:n
biologisen aktiivisuuden inhiboimalla CD40L-vdlitteistd
TNF-a-tuotantoa. Perustettiin monosyyttiviljelmi& puhdis-
tamalla ensin monosyyttejd normaalin luovuttajan PBMC:std
vastavirtaelutriaatiolla Aldersonin et al. kuvaamalla ta-
valla [J. Exp. Med. 173 (1991) 923]; niiden puhtausaste
oli vdhintédan 95 % Giemsa-varjadttyjen sytosentrifugiprepa-
raattien mikroskooppitutkimuksen mukaan. Soluja viljeltiin
RPMI1640-alustassa, joka sisdlsi 10 $ vihidn endotoksiinia
sisdltdvéa FBS:a, 50 ky/ml pensilliinia, 50 mg/pl strepto-
mysiinia ja 5-10"° mol/l 2-merkaptoetanolia.

Valmistettiin seuraavat reagenssit. CD40L:&4 ilmen-
tdvdt CV-1/EBNA-solut kiinnitettiin paraformaldehydilli 2
pdivan kuluttua transfektoinnista Armitagen et al. [Nature
(Lond.) 357 (1992) 80] ja Spriggsin et al. [J. Exp. Med.
176 (1992) 1543] kuvaamalla tavalla. Yhdistelmd-IL-3, -IL-
4 ja -GM-CSF puhdistettiin Aldersonin et al. kuvaamalla
tavalla [J. Immunol. 149 (1992) 1252] ja niiden ominaisak-
tiivisuudet olivat 9-.10*%, 1.10* ja 5.10* ky/pg. Kiytetty
CD40-molekyyli oli liukoinen CD40-fuusioproteiini, joka
koostui CD40:n ekstrasellulaarisesta alueesta kytkettyna
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ihmisen IgGl:n Fc-alueeseen ja konstruoitiin ja puhdistet-
tiin edelld esimerkissd 1 kuvatulla tavalla.

Perustettiin monosyyttiviljelmi&d 24-syvennyksisiin
maljoihin (Costar, Cambridge, MA), vhdessd kasvavien m3i-
rien kanssa CV-1/EBNA-soluja, jota ilmentdvédt tilapdisesti
CD40L:48, joko yksin&&n tai GM-CSF:n, IL-3:n tai IFN-y:n
(10 ng/ml) ldsnd ollessa. TNF-a-pitoisuudet detektoitiin
24 tunnin kuluttua ELISA:1lla. Kuvio 3 osoittaa annoksesta
riippuvan riippuvuuden CD40-induktion ja TNF-a-tuotannon
v4lills. Jopa niin pieni m#&rd kuin 10° CD40:t4 ilmentavis
CV-1/EBNA-solua riitti indusoimaan TNF-a-tuotannon GM-
CSF:n, IL-3:n tai IFN-y:n l&dsn& ollessa, mutta suuretkaan
mddrdt nditd soluja yksind&n eivat pystyneet indusoimaan
merkittédvdd TNF-a-tuotantoa.

CD40.Fc:n tai CD40 mAb M2:n osoitettiin molempien
kykenevdn inhiboimaan CD40L:n indusoimaa TNF-a-tuotantoa.
Monosyyttej& stimuloitiin -CD40L:118 GM-CSF:n lasnid olles-
sa. CD40.Fc:t& ja CD40 mAb M2:ta kdytettiin loppupitoisuu-
tena 10 pg/ml. TNF-a:aa ei o0llut detektoitavissa
(< 5 pg/ml) vertailuviljelmissd, joissa oli alustaa yksi-
naddn, GM.CSF:88 yksind&n, CD40:td yksind&n, CD40.Fc:td yk-
sinddn tai CD40-vasta-ainetta yksind&n. Kuvio 4 osoittaa,
ettda joko CD40.Fc:n tai CD40 mAb M2:n poissa ollessa CD40L
stimuloi TNF-a-tuotantoa GM-CSF:n 1ldsnd ollessa. Seka
CD40.Fc ettd CD40:t& salpaava mAb M2 inhiboivat sen sijaan
CD40L:n indusoimaa TNF-a-tuotantoa GM-CSF:n ldsnd ollessa.
Isotyyppivertailundyte-mAb ja ihmisen IgGl eivét pystyneet
estdamd&d&n TNF-a-tuotantoa tdssd mddrityksessd (tuloksia ei
esitetd). Namd tulokset osoittavat, ettd CD40 mAb M2 si-
toutuu spesifisesti ihmis-CD40-molekyyliin ja pystyy est&-
m8dn CD40-molekyylin sitoutumisen CD40-ligandiin. N&ma
tulokset wviittaavat lisdksi siihen, ettd CD40 mAb M2 voi
o0lla k&yttdkelpoinen TNF-a-vdlitteisen tulehduksen estdmi-
sessd kaytettynd yhdessd muiden sytokiinien kanssa.
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Esimerkki 4

Vasta-aineiden tuotanto ja puhdistus

BALB/c~hiiret esik&siteltiin ensin 0,5 ml:1lla pris-
taania (2,4,6,10-tetrametyylipentadekaani, Aldrich, Mil-
waukee, Wis.). Kahden viikon kuluttua hiireen injektoitiin
intraperitoneaalisesti 1.10° hiiren hynridoomaa PBS:ssé&.
Vesivatsanestettd poistettiin hiirestd4 noin 2 - 5 viikon
kuluttua ja sentrifugoitiin se solujen ja hiukkasmaisen
materiaalin poistamiseksi.

Laitettiin 5 ml vesivatsanestettd 3 ml:n proteiini
A -sefaroosikolonniin (Pharmacia, Piscataway, N. J.) lai-
mennettuna  suhteessa 1:4 ammoniumsul faattiliuoksella
(0,1 mol/l), pH 9. Kolonni huuhdottiin 10 - 20-kertaisella
tilavuudella ammoniumsulfaattiliuosta, pH 9. Puhdistettu

vasta-aine eluoitiin sitten sitraattiliuoksella
(0,05 mol/l, pH 3,0) ja neutraloitiin NaOH-liuoksella
(1 mol/l).

Esimerkki 5

Monoklonaalisten vasta-aineiden vaikutus CD40-1i-

gandin indusoimaan B-solujen proliferaatioon

Eristettiin ihmisen 8dreisveren yksitumaisia soluja
(PBMC) normaalien vapaaehtoisten luovuttajien ddreisveres-
td tekemdlld tiheysgradienttisentrifugointi Histopaquen®
(Sigma, St. Louis, MO) 1l&pi. Soluvalmisteita, joista oli
poistettu T-solut (E”) saatiin poistamalla T-solut 2-amino-
etyyli-isotiouroniumbromidilla k&sitellyilld SRBC:illa
(lampaan punasoluilla) ja tekemdlld lis#ksi tiheysgradi-
enttisentrifugointi Histopaque®:n 1&pi. B-solujen prolife-
raatiomadritykset tehtiin kdytté&mdlla E -valmisteita RPMI-~-
alustassa, johon oli lisdtty 10 % lamm6lla inaktivoitua
naudan sikibdseerumia (FBS), l&mp&tilassa 37 °C 10 & CO,:a
sisdltdvdssd atmosfadrissa. Kasvatettiin 1.10° E -solua
syvennystéd kohden kolmena rinnakkaisviljelmé&nd tasapohjai-
sissa 96-syvennyksisiss& mikromaljoissa (Corning) kolme
paivda joko pelkd&n 1liukoisen trimeerisen CD40-ligandin
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{suhteessa 1:40 laimennetun supernatanttinesteen sisalta-
mia soluja, jotka oli transfektoitu liukoista trimeeristéd
CD40-L:88 koodittavalla ilmentymisvektorilla olennaisilta
osiltaan hakemuksessa PCT/US92/08990 kuvatulla tavalla),
liukoisen trimeerisen CD40-ligandin ja immobilisoidun an-
ti-IgM:n (5 pg/ml; BioRad, Richmond, VA) tai 1liukoisen
trimeerisen CD40-ligandin ja interleukiini-4:n (5 ng/ml)
lasnd ollessa. Lis8ksi tehtiin m3&ritykset kayttamalla
monoklonaalista vasta-ainetta M2 (kuvattu tédssd), G28-5:t&
(Ledbetter et al., US-patenttijulkaisu 5 247 069), EA5:&
ja BEl:t& (molempia kuvaavat Ddérken et al., Leukocyte
Typing IV, 1989), toista anti-CD40-vasta-ainetta, S2C6:ta
tai vertailuhiiri-IgG:t38 havaintojen tekemiseksi erilais-
ten vasta-aineiden vaikutuksesta B-solujen proliferaa-
tioon. Soluja késiteltiin tritioidulla tymidiinilléd
(1 puCi/syvennys; 25 Ci/nmol, Amersham, Arlington Heights,
IL) viimeisten 8 viljelytunhin aikana. Solut otettiin tal-
teen lasikuitukiekoille automaattisella solukerdimelld ja
sisdllytetyksi tullut radioaktiivisuus (min™?) mitattiin
nesteskintillaatiospektrometrialla. Tulokset esitetdédn
kuvioissa 5 - 7. Monoklonaalinen vasta-aine M2 esti CD40-
ligandin indusoiman B-solujen proliferaation, kun taas
vasta-aineella G28-5 ja toisella monoklonaalisella anti-
CD40-vasta-aineella, S2C6:1la, el ollut wvaikutusta proli-
feraatioon. Vasta-aineet EA5 ja BEl itse asiassa tehosti-
vat proliferaatiota. Vastaavat kokeet osoittivat, etté
monoklonaalinen vasta-aine M3 toimi samalla tavalla kuin
monoklonaalinen vasta-aine M2.

Edelld esitetyn peusteella ymm8rretténeen, ettéa
vaikka tédssd on kuvattu keksinndn erityissuoritusmuotoja
asian valaisemiseksi, voidaan tehdd erilaisia muunnoksia
poikkeamatta keksinnén hengesté‘ja suoja-alasta. Niinpéa
vain cheiset patenttivaatimukset rajoittavat keksintoé.
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Patenttivaatimukset

1. Monoklonaalinen vasta-aine, tunnettu
siitd, ettd se sitoutuu spesifisesti ihmisen CD40-molekyy-
liin ja inhiboi CD40-molekyylin sitoutumista CD40-ligan-
diin md&ritettynd havaitsemalla vd&hintd8n noin 90-%:inen
inhibitio liukoisen CD40:n sitoutumisessa CD40-ligandia
ilmentdviin soluihin.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen monoklonaalinen
vasta-aine, tunnet tu siitd, ettd se valitaan hii-
ren ja ihmisen monoklonaalisten vasta-aineiden joukosta.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen hiiren monoklo-
naalinen vasta-aine, tunnettu siitd, ettd se va-
litaan HuCD40-M2:n (ATCC HB 11459) ja sellaisten monoklo-
naalisten vasta-aineiden joukosta, Jjoilla on HuCD40M2:n
Ch40-ligandia inhiboivat ominaisuudet m&&ritettynsd havait-
semalla v3hintd&8n noin 90-%:inen inhibitio liukoisen
CD40:n sitoutumisessa CD40-ligandia ilmentdviin soluihin.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen hiiren monoklo-
naalinen vasta-aine, tunnettu siitd, ettd vasta-
ainetta tuottaa hiiden hybridooma HuCD40-M2 (ATCC HB
11459).

5. Sitoutuva proteiini, tunnettu siita,
ettd se sitoutuu spesifisesti CD40:een ja kéasittids
CD40:een sitoutuvan alueen, jota koodittaa mink& tahansa
patenttivaatimuksista 1 - 4 mukaista vasta-ainetta tai sen
CD40:een spesifisesti sitoutuvaa osaa koodittava DNA-sek-
venssi.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen sitoutuva prote-
iini, tunnettu siitd, ettd8 se valitaan humanisoi-
dun monoklonaalisen vasta-aineen, yksiketjuisen Fv-frag-
mentin ja bivalenttisen Fv-fragmentin joukosta.

7. Terapeuttinen koostumus, t un ne t t u siiti,
ettd se kdsittdd minkd tahansa patenttivaatimuksista 1 - 4
mukaista CD40:n vastaista monoklonaalista vasta-ainetta ja
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fysiologisesti hyvaksyttavasd kantaja- tai laimennusainet-
ta.

8. Terapeuttinen koostumus, t un ne t t u siiti,
ettd se kdsittdd kumman tahansa patenttivaatimuksista 5 ja
6 mukaista CD40:n vastaista monoklonaalista vasta-ainetta
ja fysiologisesti hyvéksyttdvdd8 kantaja- tai laimennusai-
netta.

9. Menetelm& CD40-ligandiv&litteisen immuuni- tai
tulehdusvasteen inhiboimiseksi, tunnettu siitd,
ettd annetaan vaikuttava md&rd kumman tahansa patenttivaa-

timuksista 7 ja 8 mukaista terapeuttista koostumusta.
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