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Menetelm8 sellaiseen esilddkkeen paikka-
spesifiseen in vivo -aktivaatioon eladimes-
sd,

osa

joka kayttds aktivaattori-kohdistus-
-konjugaattia kohdistamaan aktivaat-
torin ennalta m&dritettyyn kdyttdkohtaan
ja esiléddkeyhdistettd, joka muuttuu aktii-
viseksi l&dkkeeksi aktivaattorin ldsndoll-
essa. Edullisessa suoritusmuodossa kohdis-
tusosa, aktivaattori ja esiladke osoit-
tautuvat vahsn tai eivét lainkaan immuno-
geenisiksi hoidettavassa eléimessd. Koh-
distusosa on suhteellisen spesifinen koh-
dekudokseen sitoutumisessaan ei-kohdeku-
dokseen verrattuna. Aktivaattoria ei
esiinny tai sitd on l&snd vain hyvin pie-

nind mé4rind verenkierrossa tai ei-kohde-

kudoksessa, sill8 ei ole aktiivisuudel-
leen substraattia verenkierrossa tai ei-
kohdekudoksessa, se voidaan kytke& kohdis-
ja se kykenee muuttamaan esi-

Esilddke

tusosaan,
l4&kkeen aktiiviseksi l&#kkeeksi.
sen kyvyn perusteella kdyttad
kohdekudosta

valitaan
sytotoksista aktiivisuutta
kohtaan sen j#lkeen kun aktivaattori on

muuttanut sen.



Férfarande f8r ligesspecifik aktivering in
vivo av ett prolikemedel i ett djur under
anvindande av ett konjugat av aktivator
och malstkande del f&r anbringande av en
aktivator pd ett i f8rvdg bestdmt anvand-
ningsst#dlle, och en prolikemedelsfdrening
som omvandlas till ett aktivt l&kemedel i
nirvaro av aktivatorn. I en fdrdelaktig
utfdringsform uppvisar den milsskande de-
len, aktivatorn och prolékemedlet mycket
liten eller ingen immunogenecitet i djuret
som behandlas. Den mals®kande delen &r
relativt specifik £¥r att binda sig vid
malvavnaden 1 stdllet f6r vid en icke-
malvdvnad. Aktivatorn hittas ej eller &r
nirvarande endast i smd m#ngder i blod-
cirkulationen eller i icke-mdlvdvnader,
har ej nAgot substrat f&r dess aktivitet i
blodcirkulationen eller 1 icke-malvévna-
der, kan bindas vid den malstkande delen,
och f8rmAr omvandla férlikemedlet till ett
aktivt l#kemedel. Prol#kemedlet vidljs i
enlighet med dess fdrmdga att uttva cyto-
toxisk aktivitet mot malvdvnaden efter
omvandlingen genom aktivatorn.
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Menetelmd terapeuttisesti kiyttbkelpoisen aktivaattori-
kohdistusosa -konjugaatin ja esilddkkeen valmistamiseksi

Keksinndn kuvaus

Tdm& Kkeksintd Kkoskee menetelmdd terapeuttisesti
kdyttdkelpoisen aktivaattori-kohdistusosa -konjugaatin
valmistamiseksi, joka sisdltdd lysotsyymin aktivaattorina
ja ihmisen monoklonaalisen vasta-aineen tai sen fragmentin
kohdistusosana. Keksint® koskee myds menetelmdi terapeut-
tisesti kdyttdkelpoisen esilddkkeen valmistamiseksi, joka
sisdltdd sybpdd tuhoavan aineen, joka sisiltidi pilkotta-
vissa olevan molekyylin, joka estd8 solun sis#in joutumi-
sen.

Keksinndén tausta

Lidkkeet eividt ole yleensd valikoivia kohde-elin-
tensd tai -solujensa suhteen ja tdmdn tuloksena niilld on
toksisia sivuvaikutuksia. K#site, jossa liitetdidn tera-
peuttinen aine kantajamolekyyliin (esim. vasta-aineeseen),
jolla on spesifisyyttd méddrdttyd kohdesolupopulaatiota
kohtaan on n#in ollen houkutteleva, jotta saataisiin
aikaan paikkaspesifinen ld#dkkeen vapautuminen. Viime wvuo-
sina esimerkiksi on kdytetty useita monoklonaalisia vasta-
aineita, jotka tunnistavat sytpdsdn liittyvid solun pinta-
antigeeneja, monien kliinisessd kéytdssd olevien sy6pas
tuhoavien aineiden kantajina, kuten selostetaan katsauk-
sessa (Vogel, C.-W., 1987). Tutkijat ovat kuvanneet sel-
laisten immunokonjugaattien spesifisid ja voimakkaita sy-
totoksisia vaikutuksia monissa in vitro -jdrjestelmissi.
Vadhemm&n vaikuttavia ja jopa pettymyksen aiheuttaneita
tuloksia saatiin tutkittaessa sellaisten immunokonjugaat-
tien immunoterapeuttista vaikutusta sy6pdd kantavilla
eldimilld samoin kuin sy®pdpotilailla. N&md8 tulokset
osoittavat, ettd immunokonjugaattien k&site asettaa joukon
vaikeuksia, jotka tdytyy vield voittaa, koska ei ole ollut
mahdollista vapauttaa riittdvi&d md&rid monoklonaalisiin
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vasta-aineisiin liitettyjd 1l&&kkeit# (katsauksena katso
Vogel., C.-W. 1987).

Varhaisessa vaiheessa tajuttiin, etti entsyymit
voivat olla ylivoimaisia l&#kkeisiin n#hden. Ribosomeja
inaktivoivat proteiinit (RIP:t) ovat entsyymejd, ja niiden
sytotoksista vaikutusta vahvistaa t#m# entsymaattinen ak-
tiivisuus. Kuitenkin, l&4&kkeiden tavoin RIP:ien on joudut-
tava solun sis#ddn, vapauduttava vasta-ainekantajasta ja
padstdvd asianmukaiseen solunsisiiseen osaan vaikutustaan
kdyttddkseen. Lisdksi, ollakseen tehokkaita RIP:t tarvit-
sevat sen, ettd jokainen kohdesolu ilment## antigeeni, ja
niilld on luontaista sytotoksisuutta, joka rajoittaa sita
mddrdd joka voidaan antaa.

Toinen entsymaattinen l3dhestymistapa k&ytt44 vasta-
aineeseen kytketty# pinta-aktiivista entsyymis. T&m# vas-
ta-aine-entsyymikonjugaatti ei vaatisi solun sis#in joutu-
mista ja kykenisi kdytt&m#sn sytotoksista vaikutusta alu-
een soluihin. Yksi esimerkki pinta-aktiivisesta entsyy-
mistd, jota on k#ytetty vasta-ainekonjugaattina, on fos-
folipaasi C, joka hydkk&s8 kaikkien solukalvojen fos-
folipidien kimppuun suoraan tarvitsematta solun sis#in
joutumista. Fosfolipaasin kyky hy®kat4d fosfolipidien kimp-
puun kaikissa soluissa on Kkuitenkin luontaisen sytotok-
sisuuden merkki, mik& rajoittaa sen hyddyllisyyttd (Flic-
kinger & Trost, 1976). Toinen vasta-ainekonjugaattina kay-
tetty pinta-aktiivinen entsyymi on kobran myrkyn faktori
(CVF), komplementtia aktivoiva entsyymi, joka sen lisdksi
ettei sen tarvitse joutua solujen sydm#ksi ei ole luon-
taisesti sytotoksinen (Vogel, C.-W., 1987). Kuitenkin,
kaikkien vieraiden proteiinien tavoin CVF on hyvin immuno-
geeninen ja sen kdyttd sybpdsolujen hoidossa on n#in ollen
rajoittunut.

Toinen l&8hestymistapa k&ytti vasta-aine-em#ksinen
fosfataasi -konjugaatteja etoposidijohdannaisen defosfo-
rylaatioon. T&m&n l&hestymistavan ongelmia ovat kilpailu
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veressd Kkiertdvien sisdsyntyisten substraattien kanssa,
mikd rajoittaa entsymaattista aktiivisuutta kohteessa, ja
korkea entsyymiaktiivisuuden taso verenkierrossa ja ei-
kohdekudoksissa, mikd8 johtaa epdsuotavan sytotoksisen ak-
tiivisuuden nousuun (Senter et al., 1988).

Erilainen entsymaattinen késite kaytti karboksipep-
tidaasi-G,:ta, joka katkaisee olennaisen kasvutekijin, fo-
laatin (Searle et al., 1986). Riittidvi folaattitason lasku
vaatii kuitenkin kohdekudoksessa korkeamman entsyymikon-
jugaattitason kuin voidaan saavuttaa kdyttdmidlld vasta-
aine-entsyymikonjugaattia in vivo.

Y118 kuvatun kaltaisten erityisten haittojen lisdk-
si kaikilla entsymaattisilla l8hestymistavoilla on immuno-
geenisyysongelma. Vasta-aineiden kehittyminen entsyymej&
vastaan johtaa vaikutuksen inaktivoitumiseen tukkimisen ja
steerisen esteen kautta ja wvasta-aine-entsyymin nopeaan
poistumiseen verenkierrosta. Tdstd syystd K.D. Bagshawen
(1987) ehdottama j&rjestelmd, joka kdyttdsd entsyymi-vasta-
ainekonjugaattia l#ddkkeen aktivoimiseen, antaisi parhaim-
millaan hytdyllisid tuloksia vain yhtend annoksena, ja
immuunivaste saattaa estda tehon jopa td4l1l6in. Bagshawen
kdsite kéyttds8 ei-nisdkdsperdisid entsyymejd, joilla ei
ole analogeja ihmisilld, jotta vdltettdisiin muiden ent-
syymien kuin konjugaatissa ldsndolevan entsyymin aiheut-
tama aktivoituminen. N&m& entsyymit olisivat kuitenkin
hyvin immunogeenisia, erityisesti konjugoituina.

Keksinnén yhteenveto

Olemme keksineet uuden l&hestymistavan 1l&&kkeen
vapautumiseen kdyttden kohdistettua entsyymi& joka kier-
tdd yll& mainitut rajoitukset. Ehdotamme kaksivaiheista
menetelmdd. Ensimmdiseksi olennaisesti ei-immunogeeninen
kohdistusosa-aktivaattori -konjugaatti, joka sis&ltdd ak-
tivaattorin, tyypillisesti entsyymin, kohdistusosaan kyt-
kettynd. Edullisessa suoritusmuodossa kohdistusosa on vas-
ta-aine, joka sitoutuu solun pinnalla tai sy&6vdn solunul-
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koisella alueella (esim. nekroottisella alueella) sijait-
sevaan, sybpddn liittyvddn antigeeniin. Vasta-aine-akti-
vaattori -konjugaatti pysyy spesifisesti sy®vidssd. Jos on
tarpeen, sitoutumattoman konjugaatin annetaan poistua ve-
renkiertojdrjestelméstsd riittévisss mdsrin toksisten sivu-
vaikutusten valtt&miseksi. Tarvittaessa t4t4d menetelmii
voidaan nopeuttaa in vivo kompleksin muodostuksella tai ex
vivo adsorboimalla spesifiseen matriisiin. Toiseksi anne-
taan suhteellisen myrkyt6n l##kejohdannainen (esil&ike),
jota solut eivdt voi ottaa sis#dsnsi. Sydp#kohdassa vasta-
aineeseen sitoutunut entsyymi "aktivoi" l48kejohdannaisen,
muuttaen esilddkkeen l&dkemolekyyliksi joka pystyy mene-
mdan antigeenipositiivisten samoin kuin antigeeninegatii-
visten sybpdsolujen sis#sn sy®pidkohdassa ja kdyttamidsn
vaikutustaan. Lis#ksi l&hestymistapamme sallii ei-immuno-
geenisen esil#ddkkeen toistetun antamisen, t4dten voimak-
kaasti vahvistaen t#m#n terapeuttisen lihestymistavan te-
hokkuutta. Lis#ksi tém# lshestymistapa ei rajoitu sydpii
tuhoavaan hoitoon, vaan sit# voidaan soveltaa mihin tahan-
sa jdrjestelmddn tarvittaessa terapeuttisen aineen paik-
kaspesifistd vapautumista. Esimerkkeihin muista taudeis-
ta, joiden kanssa t4t4d paikkaspesifistd aktivaatiomenetel-
mad voidaan kdyttdd, kuuluvat tarttuvat taudit, autoimmuu-
nitaudit ja muut tulehdustaudit. Kohdistettu aktivaatio-
kohta voi olla t#dten erityinen kudos tai erityinen solu-
tyyppi, tartuntaa aiheuttavat organismit mukaan lukien.

Keksinndn mukaiselle menetelm#dlle aktivaattori-koh-
distusosa -konjugaatin valmistamiseksi on tunnusomaista
se, mitd patenttivaatimuksessa 1 esitet#sn ja keksinnén
mukaiselle menetelmdlle esildikkeen valmistamiseksi on
tunnusomaista se, mitd patenttivaatimuksessa 2 esitet#in.

Keksinndn etuna on, ettd konjugaattien ei tarvitse
joutua kohdesolun sy®m&ksi. T&ten potilaassa voidaan pitda
yllda toistuva ja pitk&aikainen esil&ikkeen muuttaminen,
mukaan lukien vasta-aine-aktivaattori -konjugaattien tois-
tuvat injektiot.
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Tiettyjen vaatimusten tdytyy tdyttyd keksintdd var-
ten. Ensiksikin kohdistusosan (vasta-aineen) ja kohdis-
tusosaan sitoutuneen aktivaattorin (entsyymin) tdytyy olla
alkuperdd, joka on yhteensopiva hoidettavan lajin kanssa,
jotta estetddn konjugaattien immunologinen inaktivaatio.
Siind tapauksessa ettd hoidetaan ihmisi#, niiden pitdisi
olla ihmisperdisid tai ihmistyyppisid, joko olemalla ge-
neettisesti konservoituneita tai olemalla per&isin geneet-
tisesti samankaltaisesta lajista, ja t#ten olla olennai-
sesti ei-immunogeenisid jotta estetddn nditd molekyyleji
vastaan suuntautuneiden vasta-aineiden kehittyminen. Esi-
ladkkeen tdytyy myds olla olennaisesti ei-immunogeeninen.
On osoitettu, ettd tapahtuu vasta-aineiden kehittymist#
immunokonjugaateissa (esim. hiiren vasta-aineissa) olevia
vieraita proteiineja vastaan. Ihmisen anti-hiiri -vasta-
aineen muodostusta on raportoitu sy®p#potilaissa n#iden
saatua yksittdisid injektioita hiiren monoklonaalisia vas-
ta-aineita (McCallister et al., 1988), mik4 t#ten rajaa
ndiden aineiden soveltuvuuden yhteen hoitosarjaan. Monilla
yksildills on jopa ennalta olemassaolevia vasta-ainetasoja
hiiren immunoglobuliinia wvastaan ennen kuin he saavat en-
simmdisen annoksensa hiiren vasta-ainetta (Schroff, R. W.
et al, 1985). Lisdksi, kahden tai useamman injektion j&l-
keen 50 %:1la potilaista voidaan havaita vasta-ainevas-
teita jopa heikosti immunogeenisi# vasta-aineiden F,-frag-
mentteja wvastaan (Reynolds, J. C. et al, 1986). T&iten,
tarkoitamme olennaisesti ei-immunogeenisella sitd, ettd
aktivaattori-kohdistusosa -konjugaatti ja esiliike voidaan
antaa potilaalle toistuvasti aiheuttamatta potilaassa im-
muunivastetta, joka estdd8 konjugaattien paikantumista,
esilddkkeen aktivoitumista tai aktivoidun l&&kkeen aktii-
visuutta siind mddrin ettd8 terapeuttinen teho estyy.

Toinen vaatimus on, ettd vasta-aineeseen sitoutu-
neella entsyymill8 ei olennaisesti saa olla luontaisesti
esiintyvdd substraattia verenkierrossa tai ei-kohdesolujen
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pinnalla. Luontaisesti esiintyv3n substraatin olemassaolo
isdnndssd on epdedullista, koska se kilpailee esil#ikkeen
aktivoitumisen kanssa ja johtaa siihen ettd esilisketta
aktivoituu v8hemm&n. Luontaisesti esiintyvien substraat-
tien poissaolo on myds tdrkeds, jotta valtet#dsn vahingol-
liset sivuvaikutukset, jotka johtuvat entsymaattisesta
aktiivisuudesta is&nndssd8 ennen vasta-aine-aktivaattori
-konjugaatin paikantumista. Vastaavasti sellaiset entsyy-
mit kuten fosfolipaasi-C ja fosfataasit eividt ole sove-
liaita, koska niilld on luontaisia substraatteja ihmisil-
18. Madritelldsn "olennaisesti ei luontaisesti esiintyvin
substraatin" sellaisten substraattim#iirien poissaoloksi,
jotka joutuessaan kontaktiin aktivaattorin kanssa konju-
gaattia annettaessa estdisividt esil#dsikkeen terapeuttisesti
tehokkaan muuttumisen 1l&#kkeeksi sySpdkohdissa. Samoin
substraatti ei voi olla l4snd m##rin#, jotka aiheuttaisi-
vat haitallisia sivuvaikutuksia luontaisesti l&sn#olevaan
substraattiin kohdistuvan entsymaattisen vaikutuksen joh-
dosta.

Kolmas tdrked vaatimus keksinn®lle on, ettd konju-
gaatin entsymaattista aktiivisuutta ei saa olennaisesti
olla ldsnd tal sit84 saa olla l&sn¥ vain hyvin alhaisina
mddrind verenkierrossa tai ei-kohde-elinten solujen pin-
nalla, jotta v&ltetdsn kohdistumaton esiliidkkeen aktivoi-
tuminen, joka johtaisi aktivaatioon muualla kuin sy&p#koh-
dassa. Esimerkiksi em#ksisen fosfataasin, ihmisseerumissa
varsin korkeina tasoina esiintyvin entsyymin, osoitetaan
defosforyloivan molekyylipainoltaan alhaisia yhdisteit#
muutamassa minuutissa ihmisseerumissa (Hamm et al, 1988).
Véhdisissd m88rin ldsndolevaa entsymaattista aktiivisuutta
voidaan edelleen laskea t&mdn keksinn®n vaatimuksen saa-
vuttamiseksi poistamalla vasta-aine verenkierrosta. Tami
voidaan tehdd in vivo muodostamalla immuunikomplekseja tai
ex vivo spesifiseen matriisiin adsorboimalla. Konjugaatin
entsymaattisen aktiivisuuden olennainen poissaolo maéiri-
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telldén niin, ettd esilddke ei aktivoidu muissa kohdissa
kuin syOp8kohdissa siind md&rin ettd léikkeen terapeut-
tinen vaikutus estyy tai ei-syYpdkudoksessa aiheutuu epi-
suotavaa sytotoksisuutta, tai molempia.

Edullisten suoritusmuotojen kuvaus

Alla kuvatut esimerkit k&dyttdvdt ihmisen mono-
klonaalista IgM-vasta-ainetta ja ihmisen lysotsyymii ak-
tivaattorina ja doksorubisiinijohdannaista efektorikom-
ponenttina (esild&kkeend). Tdm3 jidrjestelms havainnollis-
taa keksintbmme etuja, jotka ovat:

a) kaikki komponentit, kohdistusosa, aktivaattori
ja esildéke ovat olennaisesti ei-immunogeenisii, mik4 sal-
lii toistuvan kohdistuksen samoin kuin esil&dkkeen toistu-
van antamisen;

b) vasta-aine-efektori -kompleksi on myrkyt®én, t&-
ten sallien suurten kompleksimiirien antamisen. Esil#ike
kdyttdsd t8yttd sytotoksista aktiivisuuttaan vain aktivaa-
tion jélkeen;

c) konjugaatin joutumista solun sis#3n ei vaadita,
tdten esilddkkeen toistuvaa muuttumista lddkkeeksi voidaan
kdyttdd perdkkdisissd antamisissa;

d) antigeenin ilmentymistd kohdekudoksen kaikissa
soluissa ei vaadita, koska muutoksen jdlkeen lédkemolekyy-
lit kykenevdt menem&idn sek#8 antigeenipositiivisten ettd
antigeeninegatiivisten solujen sis#&n;

e) lysotsyymilld ei ole ihmisiss# luonnollisesti
ilmenevdd substraattia aktiivisuudelleen, milli n#in v&dl-
tetddn lysotsyymin aktiivisuudesta kilpaileminen ja tdtd
seuraavat haitalliset vaikutukset (Lysotsyymin luonnolli-
sena substraattina ovat bakteerien soluseinien polymee-
rit, jotka koostuvat vuorottelevista N-asetyylimuramiini-
happo- ja N-asetyyliglukosamiinit&hteistid.); ja

f) lysotsyymid esiintyy verenkierrossa vain hyvin
alhaisina m88rind, jotka ovat perdisin lysotsyymiid sissl-
tdvistd valkosoluista, eikd sitd ilmennetd solujen pin-
noilla (Briggs et al, 1966).
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Tdssd kuvattu menetelmd on kuitenkin sovellettavis-
sa moniin perusvaatimukset tdytt#dviin vasta-aineisiin Jja
aktivaattorijdrjestelmiin, eik48 k&site ole rajoittunut
lysotsyymi-aktivaattori -jirjestelmiin. Todellakin, yksi
ldhestymistapamme etu on se, etti se on paljon sallivampi
vasta-aineen ominaisuuksien suhteen kuin jirjestelms, joka
vaatii, ettd kohdesolut sy®dvit vasta-aineen. Lis#ksi ak-
tivaattorin ei tarvitse olla entsyymi, vaan mik& tahansa
yhdiste joka toimii muuttaen esil#dkkeen aktiiviseksi
osaksi, kuten esimerkiksi katalyyttiseksi vasta-aineeksi
(Napper et al, 1987).

Kohdistusosan valinta

Tamdn keksinndn mukaisesti mit48 tahansa antigeenia
vastaan suunnattuja vasta-aineita voidaan kaytt#3i kohdis-
tusosana. Vasta-aineiden lis#ksi kohdistusosina voidaan
kdyttdd muita molekyylejd joilla on affiniteettia kohdis-
tettuihin spesifisiin soluihin, kudostyyppeihin tai tar-
tunnanaiheuttajiin. Esimerkiksi sytokiineilla on erityista
spesifisyyttd tietyntyyppisis soluja kohtaan ja niitd voi-
daan kdyttds kohdistusosina. Vaikka kohdistusosana voidaan
k&yttdd muunkintyyppisid molekyylejd kuin vasta-aineita,
kuten antigeeneja, vasta-ainefragmentteja, lektiinis, hor-
monia tai ligandia, yksinkertaisuuden vuoksi termi# vasta-
aine kdytet#ddn seuraavassa pohdinnassa siini tarkoitukses-
sa, ettd muunkintyyppisi#8 kohdistusosia voidaan kayttaa
niiden sijasta.

Tavanomaisia polyklonaalisia vasta-aineita voidaan
kdyttdd késitteeseen kuuluvina kantajamolekyylein&. Kui-
tenkin monoklonaaliset vasta-aineet tarjoavat monia etuja.
Kukin monoklonaalinen vasta-aine on spesifinen yhdelle
antigeeniselle determinantille. T&ten monoklonaalisten
vasta-aineiden kanssa normaalikudoksiin kohdistuvan epa-
spesifisen sitoutumisen m&3rd ja t4dtd seuraava myrkylli-
syys normaaleille ei-kohdekudoksille v#henee. Lisdksi,
koska voidaan tuottaa rajattomia m#aris kutakin monoklo-
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naalista vasta-ainetta, kaikkia yksitt#isis8 vasta-aine-
valmisteita voidaan kontrolloida sen varmistamiseksi, etta
antigeenispesifisyys pysyy vakiona vasta-ainetuotteen kes-
toidn ajan. Erilaisia monoklonaalisia vasta-aineita, jotka
ovat spesifisi8 eri epitoopeille samoilla kudosspesifi-
syyksilld, voidaan yhdist#d. T&ten, kun k#ytet#dsn mono-
klonaalista vasta-ainetta tai monoklonaalisten vasta-ai-
neiden seosta, vapautumissysteemin tehokkuus ja hallinta
paranee ilman, ettd uhrataan mit#sn sellaisia my®tdvaiku-
tuksia jérjestelmdn tehokkuuteen, jotka voidaan saavuttaa
tavanomaisilla polyklonaalisilla reagensseilla.

Edullinen ldhestymistapa on kdytt34 monoklonaalisia
tai polyklonaalisia vasta-aineita, jotka ovat per#disin
samasta lajista kuin hoitoa saava eldin. Enimm3kseen,
poikkeuksena eldinlddketieteelliset sovellutukset, on
suotavinta kayttdd ihmisen, ihmistyyppiseksi tehtyji tai
yhdistelmd-vasta~aineita, jotka ovat koostumukseltaan
l1dhinnd ihmistyyppi&. Monia monoklonaalisia ihmisvasta-
aineita on kuvattu. My8s on kuvattu l#hestymistapoja,
Joissa tehdddn ihmistyyppiseksi vasta-aineita jotka ovat
kehittyneet ei-ihmislajin imusoluista, ja menetelmi# jotka
kayttévat ei-ihmisvasta-aineiden vaihtelevan alueen geene-
j&, jotka on geneettisesti liitetty ihmisen vasta-aineen
vakioalueen geeneihin. Homologisten ja geneettisesti muo-
kattujen vasta-aineiden edut ovat lukuisia. Toisin kuin
heterologisille, esim. hiiren tai rotan vasta-aineille,
immuunivaste homologiselle vasta-aineelle on minimaalinen.
Enint&8n ilmenee heikko vaste ihmisvasta-aineen idiotyyp-
pisille determinanteille ja silloinkin vain monien anto-
kertojen jdlkeen. Ihmisen monoklonaalista vasta-ainetta
16-88 kayttdvissd kliinisissd tutkimuksissamme emme ole
havainneet mit#&n immuunivasteen induktiota vasta-aineen
minkddn alueen, idiotyyppisen, allotyyppisen tai runko-
osan (framework) suhteen, toistettujen annosten - jopa 200
mg/viikko - jélkeenk##n (Steis et al, 1990). Té&md etu sal-
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1ii koskemattoman, kokonaisen immunoglobuliinin pikemmin-
kin kuin nopeammin metaboloituvien vasta-ainefragmenttien
kdytdn, sallii koskemattoman, kokonaisen immunoglobuliinin
korkeiden annosten antamisen, ja sallii monien vasta-ai-
neen antokertojen Kkdytdn. Homologisissa lajeissa tuote-
tuilla vasta-aineilla on lis#etuja, silld ne tunnistavat
hienoja antigeenisia eroja, joita heterologiset vasta-
aineet tai edes geeniteknologisin menetelmin k&sitellyt
ihmisvasta-aineet eivdt tunnista.

Vasta-aine voidaan suunnata mitd kohdetta vastaan
tahansa, esim. sybpd-, kudos-, bakteeri-, sieni-, virus-,
lois-, mykoplasma-, kudostyyppi- tai erilaistumisanti-
geeneja tai -reseptoreja ja jne. Vasta-aine voi olla misti
luokasta tahansa, IgG, IgA, IgE tai IgM, ja voidaan kayt-
tdd yhdistelmdnd vasta-aineita, jotka reagoivat erilaisten
antigeenisten determinanttien Kkanssa. Yksinkertaisuuden
vuoksi kohteeseen viitataan seuraavassa kohdekudoksena,
mikd on mik& tahansa n#dist#8 materiaaleista joille kohdis-
tusosalla on affiniteettia.

Keksinndn sovellutuksissa, joissa sytotoksiset ai-
neet aktivoidaan sy®p#dsolujen ymp&ristdsss, sy®Spisolujen
ei tarvitse syddd kohde-antigeenia tai -vasta-ainetta jot-
ta sytotoksinen aine menee solun sis#idn, Kuten tapauksessa
jossa vasta-aine on kemiallisesti sitoutuneena sytotoksi-
seen aineeseen.

Aktivaattorin valinta

Aktivaattoriaktiivisuuden ei normaalisti pit#isi
olla l&sn8 verenkierrossa tai saatavilla olevissa ei-koh-
dekudoksissa, tai sen pitdisi olla l&sn&d hyvin matalina
tasoina, niin ettd verenkierrossa ja ei-kohdekudoksissa
olevan l&dkkeen epdsuotavaa aktivaatiota tapahtuu vain
hyvin védhdisessd m#drin, joka ei johda haitallisiin sivu-
vaikutuksiin. Lis8ksi aktivaattorin substraattien tai ak-
tivaattorin inhibiittoreiden ei pitdisi olla l4sn8 veren-
kierrossa tai kohdekudoksissa siin4 m##rin, ettd se vaa-
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rantaa terapeuttisen edun. Ylivertainen etu saavutetaan,
jos konjugaatti valitaan niin ettd se on ei-immunogeeninen
valitsemalla samasta lajista perdisin oleva entsyymi kuin
hoitoa saava eldin tai l&dhes identtinen entsyymi. Monet
entsyymit ovat s#dilyneet hyvin evoluutiossa, niin ett3
alemmista lajeista eristetyt molekyylit ovat ldhes ident-
tisid ihmisentsyymin kanssa.

Vasta-aineeseen kiinnittynyt aktivaattori voi olla
minkd luokan entsyymi tahansa; hydrolaasi, oksidoreduktaa-
si, transferaasi, isomeraasi, lyaasi tai ligaasi, tai vas-
ta-aine jolla on samanlaisia katalyyttisia vaikutuksia
(viite Napper et al, 1987).

Endoglykosidaasientsyymi tdyttdd yll&mainitut vaa-
timukset aktivaattorin aktiivisuudelle. Lis#ksi sen pieni
molekyylipaino, yhdestd ketjusta koostuva rakenne ja hyvin
tutkitut kemialliset ja rakenneominaisuudet (Imoto et al,
1972) mahdollistavat entsyymin kemiallisen liitt#misen
vasta-aineeseen. Lystosyymi on 129-130 aminohapon em#ksi-
nen endoglykosidaasi, joka on hyvin konservoitunut. Niin-
kin erilaisista lajeista kuin kanasta, viiridisestd ja ih-
misestd perdisin olevat lysotsyymit ovat l&hes identtisii
aminohappotéhteiden lukum#irdn, primaaristen amiinien lu-
kumddrdn ja téssd katalyyttisessd mekanismissa mukanaole-
vien aminohappojen lukumddridn suhteen. Lysotsyymi on sta-
biili v&1ill& pH 2 - pH 11 aina 77 °C l&mpdtiloihin saak-
ka. Lis8ksi lysotsyymi kestdd epdtavallisen hyvin useim-
pien denaturoivien aineiden alhaisia Kkonsentraatioita.
Tdydellinen disulfidisidoksien pelkistyminen eliminoi ly-
sotsyymin entsyymiaktiivisuuden. Ihmisessid lysotsyymid
esiintyy maidossa, kyynelissd, syljessd, istukassa, per-
nassa, valkosoluissa ja monosyyteissd. Veressd oleva ly-
sotsyymi on perdisin valkosoluista ja monosyyteistd. Nor-
maalit veren tasot ovat noin 1 % kyynelten tasoista (Os-
serman ja Lawlor, 1966). Lysotsyymi hytkkdd N-asetyyliglu-
kosamiinin (GlcNAc) ja N-asetyylimuramiinihapon vélisen B-
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(1 - 4) -sidoksen kimppuun joidenkin bakteerien solusei-
ndssd8 ja hyOkkds8 kitiinin, lineaaristen B-(1 - 4) -sidok-
sisten Nasetyyliglukosamiinipolymeerien kimppuun. Edulli-
set substraatit ovat polymeereja, jotka ovat yhtd suuria
tai suurempia kuin (GlcNAc),.

Aktivaattorin kytkent3 vasta-aineeseen

Tamdn keksinntn menetelm#n mukaisesti aktivaattori-
entsyymi tai katalyyttinen vasta-aine kytkeytyy kohdistus-
vasta-aineeseen tavalla, joka s#ilytt#d kompleksin kyvyn
sitoutua antigeeniin ja aktivoida esild8kekomponentti.
Tamd saadaan aikaan kdytt&m#dlld homo- tai heterobifunk-
tionaalisia ristisidoksia muodostavia aineita tai suoraan
proteiinia muokkaavia reagensseja, jolloin saadaan aikaan
hyvin reaktiivisia ryhmid seki aktivaattorikomponenttiin
ettd kohdistusosaan. N4ill4 reaktiivisilla ryhmills deri-
vatisoituina aktivaattori ja kohdistuskomponentit kytkey-
tyvdt yhteen kovalenttisella sidoksella kun ne sekoitetaan
yhteen.

Proteiineihin tai peptideihin voidaan tuoda kytken-
tdryhmid (linkers) saattamalla ne reagoimaan amino-, kar-
boksyyli- tai sulfhydryyliryhmien kanssa (Wawrzynczak ja
Thorpe, 1987) ja glykoproteiiniin ja hiilihydraatteihin
sokerin hapetuksen jdlkeen, jolloin saadaan aldehydejé
(Sela ja Hurwitz, 1987). Aldehydit voidaan saattaa reagoi-
maan kytkentdryhm&n aminoryhmien kanssa (esim. hydratsi-
din), jolloin muodostuu Shiffin emds (esim. hydratsoni).

Sulfhydryyliryhmid voidaan saada aikaan monien bio-
logisten molekyylien kysteiinit#hteistd, mukaan lukien
vasta-aineet ja entsyymit. N&m# t#hteet voidaan derivati-
soida reaktiivisten ryhmien kanssa muuttamatta molekyylien
biologista toimintaa. Vasta-ainemolekyylien joukossa kaik-
ki luokat sis#ltévdt ketjun sisdisisd ja ketjujen vilisis
disulfidisidoksia, jotka stabiloivat molekyylin terti##ri-
ja kvaternd#rirakennetta. IgM-luokan vasta-aineiden ta-
pauksessa raskaan ketjun rakenne sisdlt#i useita disul-
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fidisidoksia, jotka voidaan derivatisoida miedon pelkis-
tyksen jdlkeen vasta-aineen menettamdttd toimintaansa.
Vapaat sulfhydryyliryhmdt reagoivat sitten halogeenialkyy-
liryhmien, p-elohopea(2)bentsoaattiryhmien ja Michael-tyy-
pin additioreaktioon kykenevien ryhmien kanssa, mukaan
lukien esimerkiksi malemiidit ja sentyyppiset ryhmdt joita
on kuvattu Mitran ja Lawtonin (1979) artikkelissa.

Useimmin kdaytetyt proteiineihinliittdmismenetelmdt
perustuvat 1lysiinin nukleofiilisten epsilon-aminoryhmien
hySkkdykseen. Aminoryhm& voi reagoida karbonyylifunktioi-
den kanssa joita ovat saaneet aikaan hyvin reaktiiviset
sukkinimidiesterit, anhydridit tai sykliset tioesterit,
tai aktivoimalla karbonyylifunktioita karbodi-imidien
kanssa, jolloin muodostuu karboksiamidisidoksia. Vaihto-
ehtoisesti voidaan muodostaa amidiniumsidos hydkk&amilla
aminoryhmdsén metyyli-imidaattiestereills.

Efektorimolekyylien valinta

Kidytettdvdt efektoriyhdisteet valitaan aiotun so-
velluksen tarkoituksen mukaan (esim. tappaminen, solun
lisddntymisen estdminen, hormoniterapia tai geeniterapia).
N&8md yhdisteet voivat sisdltdd esimerkiksi farmaseuttisia
aineita, toksiineja, alkyloivia aineita, entsyymej&, anti-
biocotteja, antimetaboliitteja, lisd8dntymistd estdvid ai-
neita, hormoneita, hermoston v&littdjéd-aineita, DNA:ta,
rontgensédteitd ldpdisemdttdmid variaineita, paramagneetti-
sia vdriaineita, radioaktiivisia isotooppeja, fluorogeeni-
sia yhdisteitd, markkeriyhdisteitd, solukalvon 1lépédise-
vyyttd muuttavia yhdisteitd ja liukenemattomia matriiseja.
Ylldolevan ei milld&n tavoin ole tarkoitus olla kattava
lista eikd sen ole tarkoitus rajoittaa keksinndn suoja-
alaa. Lopuksi, voidaan kaytt&& yhdisteiden yhdistelmd&.
Esimerkkeihin sy®tpd4& tuhoavista aineista, joita voidaan
kdyttdd esiliddkkeiden valmistuksessa keksinnén mukaisesti
kuuluvat nukleosidianalogit, syklofosfamidit ja analogit,
nitrosokarbamidit, mitromysiinit, alkyloivat aineet, alka-
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loidit, bleomysiini, antrasykliinit ja sisplatiini ja ana-
logit.

Edullinen esimerkki antrasykliinist#d on doksorubi-
siini, joka voidaan konjugoida negatiivisesti varautunei-
siin tdhteisiin katkaistavissa olevalla v&liryhm#lli. Ne-
gatiivisesti varautuneiden t&hteiden l&sn#dolon vuoksi so-
lut eivét ota sisdénsd koskematonta ldikejohdannaista eiki
se voi kdyttdd solunsis#distd sytotoksista aktiivisuuttaan.
Kuitenkin, véliryhm&n pilkkoutuessa (esim. entsymaattises-
ti) negatiivisesti varautuneet t#hteet poistetaan ja 144-
kejohdannainen voi menn# solujen sis##n kayttim#sn vaiku-
tustaan.

Suunnittelimme l&&kejohdannaisen, joka koostuu seu-
raavista osista:

a) syVpdd tuhoava aine doksorubisiini;

b) kitiini-oligomeerivdliryhm&, joka on konjugoitu
doksorubisiiniin pelkist#v#n p##nsid vdlitykselld l&#kkeen
Cl3-karbonyyliryhmdsn; ja

c) kaksi tauriinitdhdettd, jotka ovat liittyneet
kahteen aldehydiryhm#in, jotka ovat syntyneet kitiini-oli-
gomeerivdliryhmén ei-pelkistdvdin p&3h#n periodaattihape-
tuksella.

Doksorubisiini kuuluu ryhm#sn antrasykliinil&ikkei-
td, joita on tutkittu laajasti kasvaimia tuhoavina ainei-
na syodpdpotilaiden hoidossa (Young ja Ozols, 1981). Dok-
sorubisiinilla on t#drke3 rooli monien kasvainsairauksien,
kuten leukemian, rintasydvin ja sarkoomien tehokkaassa
hoidossa. Doksorubisiinin tehokasta kdytt84d ovat kuitenkin
vaikeuttaneet tavanomaiset myrkyllisyydet (veren muodos-
tuksen suppressio, pahoinvointi ja oksentelu sek& tukan-
18htd) samoin kuin ainutlaatuiset myrkyllisyydet (sydén-
lihassairaus). T#dssd hahmotellun kaltainen paikkaspesifi-
nen aktiivisten doksorubisiinimolekyylien vapautus v&hen-
tdd suuresti lddkkeen epdsuotavia sytotoksisia vaikutuksia
ja tdten avaa kokonaisen uuden aikakauden t&m#n ja muiden
antrasykliinien kaytdssi.
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Kitiini-oligomeerit (N-asetyyliglukosamiinin oligo-
meerit) valittiin vdaliryhmiksi, koska kitiini-oligomeerit
ovat alttiita ihmislysotsyymin aiheuttamalle katkaisulle
(Holler et al, 1975a; Holler et al, 1975b). Lysotsyymin
valinta tarjoaa useita etuja ehdotetulle hoitoperiaat-
teelle. Ensiksikin, lysotsyymid8 on runsaasti nis#kk#diden
eritteissd (syljessd, kyyneleissd, maidossa, kohdunkaulan
limassa) ja solunsisdisesti kudosten lysosomeissa (erityi-
sesti valkosoluissa ja munuaisissa), mutta lysotsyymitasot
seerumissa ovat suhteellisen alhaisia. Tuloksena l&&ke-
johdannaisten epdsuotavan pilkkoutumisen m#&r3 verenkier-
rossa on oleva rajoittunut. Toiseksi, lysotsyymille ei ole
verenkierrossa luonnollista substraattia, joka Kkykenisi
kilpailemaan l&&kejohdannaisten kanssa kohdistettujen ent-
syymimolekyylien aktiivisista kohdista.

Lidkejohdannaisen soluun ottamisen estémiseksi hii-
lihydraattitilaan kiinnitet#4&n kaksi sulfonihappot&hdet-
td. Negatiivisesti varautuneiden sulfonihapporyhmien est&-
vd vaikutus molekyylipainoltaan pienten yhdisteiden ottoon
solun sis&3n on dokumentoitu hyvin monilla molekyyleills,
kuten vé8rin ekskluusiotesteissd k#ytetty Trypan blue
(Phillips, 1973) tai Evans blue, jota k#ytetds#n apuna
diagnostiikassa mddritettdessd ihmisen veren tilavuutta
(The Merck Index, yhdeks#s painos, 1976).

Kuvioiden lyhyt kuvaus

Kuvio 1. SPDP-muokatun 16.88:n immunoreaktiivisuus.

Kuvio 2. TPCH-muokatun 16.88:n immunoreaktiivisuus.

Kuvio 3. 16.88-lysotsyymi -konjugaatin immunoreak-
tiivisuus.

Kuvio 4. Standardikdyrd: lysotsyymiaktiivisuus.

Kuvio 5. 16.88-lysotsyymin pysyminen seerumissa
"nude"-hiirissd, joilla on toisesta lajista saatu sy®pé-
siirre.

Kuvio 6. 16.88-lysotsyymin pysyminen sy&p#kasvai-
messa "nude"-hiirissd, joilla on toisesta lajista saatu

sybpdsiirre.
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Kuvio 7. Doksorubisiinin derivatisointi pyridyyli-
disulfiditdhteells.

Kuvio 8. Tioesteri-derivatisoitujen kitiinioligo-
sakkaridien valmistus.

Kuvio 9. Tioesteri-derivatisoitujen kitiinioligo-
meerien liittdminen pyridyylidisulfidi-derivatisoituun
doksorubisiiniin.

Kuvio 10. Tauriinit&hteiden kiinnitys tioesteri-
derivatisoituihin kitiinioligomeereihin.

Kuvio 11. Doksorubisiinijohdannainen, joka sis&lt#i
tauriinitdhteitd pilkottavissa olevan kitiinioligomeeri-
vadliryhmdn vidlityksells.

Kuvio 12. Doksorubisiinin annosvaste A2780-munasar-
Jjasybpésoluja vastaan.

Kuvio 13. Doksorubisiinijohdannaisen, joka sis#ltaa
tauriinitdhteitd pilkottavissa olevan kitiinioligomeerivi-
liryhm&n vdlitykselld, sytotoksinen aktiivisuus.

Esimerkki 1

Vasta-aine-entsyymikonjugaattien valmistus lysot-

syymientsyymid ja ihmisen monoklonaalista vasta-

ainetta 16.88 kiyttden

Ihmisen monoklonaalisen vasta-aineen 16.88 deriva-

tisointi pyridyylidisulfidiryhmills

Seuraavat kokeet osoittavat sulfhydryyli-derivati-
soituun lysotsyymiin (aktivaattoriin) konjugoidun pyri-
dyylidisulfidi-derivatisoidun vasta-aineen muodostuksen.
Monia aktivoituja disulfidiryhmi8 tuodaan vasta-aineeseen
N-sukkinimidyyli-3-(2-pyridyyliditio)propionaattia (SPDP)
kdyttden ennemmin kuin destabiloidaan vasta-ainetta ket-
jujen vdlisid tai ketjunsis#isii disulfidisiltoja pelkis-
tamdlld, jolloin saataisiin aikaan sulfhydryyliryhmi4
lysotsyymiin liitettdvaksi.

Vaihtoehtoisia kytkentdryhmis voidaan kdytt&s siini
tapauksessa, ettd vasta-aine menettis immunologisen aktii-
visuutensa SPDP:11& derivatisoitaessa. Uusi vdliryhméd



10

15

20

25

30

35

97692

17

S~(2-tiopyridyyli)-L-kysteiinihydratsidi (TPCH) (Zara et
al, 1989) on kuvattu. TPCH tuo mukaan kytkentdryhmdn, jol-
la on pddssddn reaktiivinen pyridyylidisulfiditdhde, joka
on liitetty vasta-aineen hapetettuihin hiilihydraattit&h-
teisiin. TPCH saattaa sallia useampien véliryhmien mukaan
tuomisen vasta-aineen toiminnan heikentym&dttd kuin ne kyt-
kentéryhmdt, jotka kytkeytyvdt vasta-aineen epsilon-ami-
noryhmien védlitykselld, kuten SPDP. Yhteen sekoitettuina
sulhydryylit, jotka on tuotu aktivaattorientsyymiin 2-imi-
notiolaanilla (2-IT), reagoivat pyridyylidisulfidité&htei-
den kanssa, jotka on tuotu vasta-aineeseen SPDP:11& tai
TPCH:1la, jolloin muodostuu disulfidisidos. Disulfidi-
sidoksin kytketyillad vasta-aine-toksiini -konjugaateilla
tehdyt tutkimukset viittaavat siihen, ettd vasta-aineen ja
aktivaattorientsyymin vdlinen disulfidisidos wvoi olla
osittain epédstabiili in vivo, mik& johtaa aktivaattori-
entsyymin vapautumiseen vasta-aineesta ennen kuin se on
kohdistunut kasvaimeen. T4m3 voitaisiin estd38 kytkemdlld
vasta-aine ja aktivaattori kédyttamdlld stabiilimpaa tio-
eetterisidosta, joka tuodaan mukaan k&yttdm#lld risti-
sidoksia muodostavaa reagenssia kuten N(gamma-maleimido-
butyryylioksi)sukkinimidia (GMBS) SPDH:n tai TPCH:n sijas-
ta. GMBS saa aikaan terminaalisen reaktiivisen malemiidi-
ryhmdn pikemminkin kuin sulfhydryylin, jolloin muodostuu
stabiilimpi tioeetterisidos sulfhydryylin kanssa, joka
tuotiin mukaan lysotsyymiin 2-IT:114&.

Esitetyssd esimerkissd vasta-aine on ihmisen sydpda
vastaan suunnattu IgM-luokan monoklonaalinen vasta-aine
16.88 (Haspel et al, 1985), joka reagoi antigeenin (CTA#1)
kanssa, jota 1lbytyy tietyntyyppisten sy®pdsolujen solu-
limasta, mukaan lukien paksusuoli-, rinta-, munasarja-,
haima- ja keuhkosy®pd. Pyridyylidisulfidit8hteet saatiin
aikaan kahdella eri menetelmdllas.

Menetelmd A: Vasta-aine 16.88 derivatisoitiin
lysiinitdhteiden aminoryhmiss# kdyttden heterobifunktio-
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naalista kytkentdryhmis, N-sukkinimidyyli-3-(2-pyridyyli-
ditio)propionaattia (SPDP). Kahdeksan moolia SPDP:t3 voi-
tiin tuoda per mooli 16.88:aa 16.88:n vasta-aine-aktii-
visuuden vdhentyess8 hyviksyttédvissd mdsrin (kuva 1). Jot-
ta saataisiin aikaan sis#llytyssuhde 8:1, 10 moolia
SPDP:td saatettiin reagoimaan kunkin 16.88-moolin kanssa
30 minuutin ajan huoneenlémmdssd 0,01 M fosfaattipuskuris-
sa, pH 7,0, joka sis#lsi 0,1 M natriumkloridia. Konjugoitu
vasta-aine erotettiin ylim83rdisestd SPDP:st# Sephadex G-
25 -geelisuodatuksella. Immunoreaktiivisuus arvioitiin
modifioimattoman 16.88-referenssin suhteen vertaamalla
SPDP-muokatun ja muokkaamattoman 16.88-referenssin kykyad
kilpailla I-125-leimatun muckkaamattoman 16.88-referenssin
kanssa samaa alkuper#d olevan antigeenin CTA#1 sitomises-
sa. Sisdllytyssuhteella 8,6:1 se SPDP-16.88:n m84r4, joka
vaadittiin vdhent&m&sn '**1-16.88:n sitomista 50 %$:1la, kas-
voli nelinkertaiseksi.

Menetelmd B: 16.88:n hiilihydraattiosat hapetettiin
aldehydifunktioiden luomiseksi, joihin kiinnitettiin hete-
robifunktionaalinen v&liryhm# S-(2-tiopyridyyli)-L-kys-
teiinihydratsidi (TPCH). Toisin kuin SPDP, joka 1liittyy
vasta-aineeseen proteiinissa olevien aminoryhmien vadlityk-
selld, TPCH:n hydratsidiosa muodostaa hydratsoneja alde-
hydiryhmien kanssa, jotka saatiin aikaan 16.88:n hiili-
hydraattiosiin miedolla periodaattihapetuksella. Kuten
kuvassa 2 n8kyy, voitiin saada aikaan niinkin monen kuin
17 TPCH-moolin sisdllytys per 16.88-mooli ilman havait-
tavaa vasta-aineaktiivisuuden menetysti.

16.88:n derivatisointi tehtiin saattamalla reagoi-
maan 16.88-liuos konsentraatiossa 2 mg/ml 0,1 M natrium-
asetaattipuskurissa, pH 5,5, 10 mM natriumperiodaatin
kanssa +4 °C l&mpdtilassa 10 minuutin ajan. TPCH lis#ttiin
suhteessa 7 000 TPCH-moolia/16.88-mooli (vastaa noin 20-
kertaista molaarista ylim#&r&4 TPCH:ta 16.88:n primaaris-
ten aminoryhmien suhteen) 0,1 M natriumasetaattipuskuris-

H [FHS A ERE" ] H
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sa, pH 5,5. Ylimddrdinen TPCH poistettiin Sephadex G-25
-geelisuodatuksella 0,01 M fosfaattipuskurissa, pH 7,0,
joka sisdlsi 0,1 M natriumkloridia.

Derivatisoidun vasta-aineen immunoreaktiivisuus
arvioitiin kompetitiivisella sitoutumisanalyysilli. Ver-
rattiin derivatisoidun ja alkuperdisen 16.88-vasta-aineen
kykyd kilpailla radioleimatun alkuperdisen 16.88-vasta-
aineen kanssa spesifiseen antigeeniin sitoutumisessa. Ver-
rattiin ID,,-arvoja derivatisoidulle ja alkuperdiselle vas-
ta-aineelle.

Lysotsyymin derivatisointi

Lysotsyymin aminoryhm3dt voidaan derivatisoida ami-
noreaktiivisilla heterobifunktionaalisilla reagensseilla
16.88:aan liittdmistd varten. Aminoryhm#n derivatisointia
tutkittiin SPDP:114, GMBS:114 ja 2-IT:114. Sek# SPDP ettd
GMBS haittasivat kovasti entsyymiaktiivisuutta jopa niin-
kin alhaisilla sis#8llytyssuhteilla kuin 2 kytkent&ryhm&-
molekyylid/lysotsyymi ( Taulukko 1). Derivatisointi
2-IT:11& suhteessa 2 vdliryhm#molekyyli#/lysotsyymi johti
lysotsyymiaktiivisuuden sdilymiseen 60-68 -prosenttisesti.

Lysotsyymi derivatisoitiin 100-kertaisella molaari-
sella ylimd&8rdlld 2-IT:t4 0,01 M fosfaattipuskurissa,
pH 8,0, joka sisdlsi 0,1 M natriumkloridia ja 0,001 M di-
tiotreitolia, 10 minuutin ajan huoneenlémm$ssd. Reaktio
pys8ytettiin lisd8m&lld 10-kertainen molaarinen ylim3&ra
(2-IT:n suhteen) etanoliamiinia. Derivatisoitu lysotsyymi
poistettiin ylim##radisestd 2-IT:std ja etanoliamiinista
Sephadex G-10 -geelisuodatuskromatografialla samassa pus-
kurissa, pH 7,0, joka sisdlsi 2 mM etyleenidiamiinitetra-
etikkahappoa ja se kdytettiin vdlitttbmidsti pyridyylidisul-
fididerivatisoituun 16.88-vasta-aineeseen liittdmiseen.
Lysotsyymiaktiivisuus mitattiin kdyttden Micrococcus lyso-
deikticus -suspensiota (Shugar, 1949).
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Taulukko 1

Lysotsyymin muckkauksen vaikutus entsyymiaktiivisuuteen

Heterobifunktio- Molaariset suhteet Jédljelldoleva

naalinen (kytkentdryhmi: lysotsyymi-

ryhmi lysotsyymi) aktiivisuus (%)
Koe I Koe II

2-iminotiolaani 2,1:1 60 % 68 %

SATA 2,0:1 10 %

GMBS 1,8:1 5 % 18 %

* Mitattuna Micrococcus lysodeikticus -m#drityksells
(Shugar, 1949).

16.88-1ysotsyymi -konjugaattien synteesi

2-IT-derivatisoitu lysotsyymi liitettiin SPDP-deri-
vatisoituun 16.88:aan (menetelm& A) tai TPCH-derivatisoi-
tuun 16.88:aan (menetelm#d B).

Menetelmd8 A: 16.88-SPDP ja 2-IT-derivatisoitu
lysotsyymi 1liitettiin yhteen sekoittamalla kaksi kompo-
nenttia suhteessa 1:1 (w/w). Liuosta huuhdeltiin typpi-
kaasulla 24-48 -tuntisen liittdmisreaktion aikana 4 °C
lampdtilassa. 16.88-lysotsyymi erotettiin vapaasta lysot-
syymistd Fractogel 55F-geelifiltraatiolla 0,01 M fosfaat-
tipuskurissa (pH 7,0) joka sisilsi 0,1 M natriumkloridia.

Menetelmd B: 2-IT-derivatisoitu lysotsyymi sekoi-
tettiin TPCH-derivatisoidun 16.88:n kanssa 1:1 (w/w) suh-
teessa ja saatettiin reagoimaan yli y&n huoneenlémpdtti-
lassa. 16.88-lysotsyymi erotettiin vapaasta lysotsyymisti
geelifiltraatiolla kuten menetelmissi A.

Liittamissaantojen vertailu SPDP-derivatisoidun
16.88:n ja TPCH-derivatisoidun 16.88:n v&lilld osoitti
korkeamman kokonaissaannon SPDP-muokatun vasta-aineen

R TR TR R
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kanssa. Rutiininomaisesti 3-4 moolia lysotsyymid voitiin
liittaa per mooli SPDP-muokattua 16.88:aa. 16.88-lysot-
syymi -konjugaatin antigeenia sitova aktiivisuus mitattiin
kompetitiivisessa sitoutumisméédrityksessd muokkaamattoman
16.88-referenssin suhteen. Kuviossa 3 n#ytetyt tulokset
osoittavat, ettei vasta-aineaktiivisuutta endd menetetty
16.88-1lysotsyymi -konjugaatissa SPDP-muokattuun 16.88:aan
verrattuna, kuten néytetdsdn kuviossa 1.

Konjugaattien entsymaattinen aktiivisuus mitattiin
uudella mddritykselld, joka kdytti esilddkkeen kaltaista
liukoista substraattia. Mdidrityksen substraatti oli N-ase-
tyyliglukosamiini-pentameeri (GlcNAc), (1 mM) 0,005 M sit-
raattipuskurissa, pH 4,5. Pilkottu (GlcNAc), erotettiin
substraatista 4 tunnin j&lkeen 37 °C lampdtilassa ohutker-
roskromatografialla piin p#&dlli k#yttiden 2-propanoli/ve-
si/ammoniumhydroksidi (62/37/1) liuvuotinjdrjestelmdd.
(GlcNAc); ja pilkottu substraatti visualisoitiin sumut-
tamalla p&d&lle 10 % rikkihappoa etanolissa. Kvantitaatio
tehtiin densitometrisella skannauksella. Menetelm3 mittaa
lysotsyymin aktiivisuutta Kkonsentraatioalueella 6,25 -
50 pg/ml. Standardikdyrd (kuvio 4) osoitti, ettd mis#ritys
on herkin lysotsyymin konsentraatioalueella 6,25 - 10 npg/
ml. Taulukko 2 osoittaa, ettd 16.88-lysotsyymillsd on noin
90 % vastaavan 2-IT-derivatisoidun lysotsyymim&&r&n ak-
tiivisuudesta.

16.88-1lysotsyymin stabiilisuutta on seurattu 4 °C
ja huoneenldmpdisissd (25 °C) varasto-olosuhteissa. Tulok-
set (taulukko 3) osoittavat, ettd lysotsyymin aktiivisuus
el laske merkittdvidsti yhden kuukauden aikana 4 °C tai 25
°C lampbtilassa. Yhden kuukauden varastoinnin j&lkeen ha-
vaittiin 16.88 -vasta-aineen aktiivisuuden v3hentyvin 54
% huoneenldmmdssd ja vasta-aineen aktiivisuuden vdhentyvéan
33 § 4 °C lampdtilassa.
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Taulukko 2

Vasta-aineen liittdmisen vailkutus

tiivisuuteen
Lysotsyymi- Molaariset suhteet
johdannainen (Lysotsyymi:16.88)

- —————— - — - ——— - —— " WS G - S ——tn e = —— -

97692

lysotsyymin ak-

Jdljelldoleva
lysotsyymi-
aktiivisuus (%)

Lysotsyymi-IT 100
Lysotsyymi-16.88 4:1 92
3:1 90

Taulukko 3

Lysotsyymi-16.88 -immunokonjugaattien stabiilisuus

Pdivdmasrs Tarvittava vasta-aineen
m88ré (pg) sitoutumisen
50 %$:een inhiboitumiseen

10/13/89 6 pug (100 %) 7 pg (100 %)
11/13/89 13 pg (46 %) 10,5 pg (67 %)

ik (DR LITNIES ' NI

Jdljelld oleva
lysotsyymi-
aktiivisuus (%)

100 & 100 %
90 % 106 %
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Sydpdkasvaimen paikallistaminen in vivo ja 16.88

-lysotsyymin farmakologinen kinetiikka ihmisen pak-

susuolensydvin sybpidsiirremallissa "nude"-hiirissi

16.88-1lysotsyymi tai 16.88, joka o0l1li 1leimattu
I-125:114 spesifiseen aktiivisuuteen 1 mCi/mg, injektoi-
tiin suonensisdisesti (50 mCi, 50 pg) 15 Balb/c kateen-
korvattomien "nude" hiiren ryhmiin, joilla oli 0,2 gramman
ihonalaisia ihmisen paksusuolensydvdn siirteitd. Paksusuo-
lensytpd (THO) ilmentdd antigeenia, jonka ihmisen monok-
lonaalinen vasta-aine 16.88 tunnistaa. Tarkoitus oli ver-
rata vasta-aine-lysotsyymi -konjugaattia (1:4) ja konju-
goitumatonta 16.88-vasta-ainetta arvioitaessa lysotsyymin
vaikutusta normaaliin sydvdn etenemiseen ja vasta-aineen
s8ilymiseen seerumissa (veressd). Seerumissa s#ilyminen
(kuvio 5) o0li arviolta sama 16.88-lysotsyymille ja
16.88:11e ajanjaksona neljd tuntia - kaksi pdividd injek-
tion jalkeen, ja 16.88:n puoliintumisajaksi seerumissa
osoittautui 12,4 tuntia ja 16,88-1lysotsyymin puoliintumis-
ajaksi seerumissa 11,8 tuntia. Injektioajankohdasta yhteen
tuntiin injektion jdlkeen, 16.88-lysotsyymi vaikutti pois-
tuvan nopeammin seerumista. 16.88-lysotsyymin tai 16.88:n
midrdt syOpdsiirteessd olivat suurimmillaan yhden tunnin
kuluttua injektion jdlkeen; 4 % 16.88-lysotsyymille, 3,5 %
16.88:11le. Sekd 16.88-lysotsyymilld ettsd 16.88:11la poistu-
misnopeudet sybpdkasvaimesta olivat samanlaiset yhden tun-
nin - kahden p#ivén jdlkeen antamisesta (kuvio 6).

Esimerkki 2

Doksorubisiinijohdannaisen valmistus

Ladkejohdannainen koostuu seuraavista osista:

a) doksorubisiinista:;

b) kitiini-oligomeerivdliryhmédstd, joka on konju-
goitu pelkistdvén pd&ns8d vdlitykselld doksorubisiiniin,
lddkkeen Cl3-karbonyyliryhmddn; ja

c) kahdesta tauriinitdhteestd, jotka ovat 1liit-
tyneet kahteen aldehydiryhm#4n, jotka on tehty kitiini-
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oligomeerivdliryhmén ei-pelkistdv&&n p#sh#n periodaatti-
hapetuksella.

Doksorubisiinin derivatisointi pyridyylidisulfidi-

tdhteelld

Jotta saataisiin liitetty3 doksorubisiini kitiini-
oligomeerivéliryhmén pelkist&v#sn p&dih#n, molekyylis muo-
kataan sen Cl3-karbonyyliryhméssi hydratsidijohdannaisella
julkaistujen menetelmien mukaisesti (Hurwitz et al, 1980;
Hurwitz et al, 1983). Tdss4 esimerkissi k#ytetty hydratsi-
dijohdannainen on heterobifunktionaalinen reagenssi, joka
sisdltas yhden hydratsidiosan ja yhden pyridyylidisulfidi-
osan (kuva 7). Hydratsidijohdannaisen [3-(2-pyridyylidi-
tio)propionihappohydratsidin (PDPH)] synteesi suoritetaan
kolmivaiheisena menetelmini: 3-merkaptopropionihapon pyri-
dyylidisulfidijohdannaisen valmistus, karboksyyliryhmén
kondensaatio t-butyyli-karbatsaatilla, jota seuraa suo-
jauksen poisto HC1l:1148 kylldstetyllsd etyyliasetaatilla.

Doksorubisiini+HCl1 -liuos (58 mg, 0,1 millimoolia)
0,85 ml:ssa H,0:ta k#dsiteltiin liuoksella, joka koostui
PDPH:sta (380 mg, 1 millimooli) ja NaOAc:sta (84 mg, 1,02
millimoolia) 0,6 ml:ssa vettd. T&hin kirkkaanpunaiseen
liuokseen lis&ttiin 4,8 ml 0,1 M Na,CO,:a ja sekoitettiin
huoneenldmpttilassa (RT) yli y®8n. Reaktioseos uutettiin
CHC1,/MeOH:11la (3/1), yhdistetty uute haihdutettiin ja puh-
distettiin preparatiivisella TLC:118 (ohutkerroskromato-
grafialla) (Tapered Preparative Uniplate-T, CHCl,/MeOH/
NH,OH=90/10/1), jolloin saatiin yhdiste 1l. FAB-MS; m/z =
755(M+1).

Tioesteri-derivatisoitujen kitiini-oligosakkari-

dien valmistus

(Kuvio 8)

Kitiini hydrolysoitiin Rupleyn (1964) kehitt&m&lla
menetelmdlld ja puhdistettiin P2-geelisuodatuspylvisn
l8pi. Tdten saadut kitiini-oligosakkaridit derivatisoitiin
kuten ndytetddn kuvassa 8. Penta-N-asetyylikitopentaoosi
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(2e) palvelee esimerkkind. Penta-N-asetyylikitopentaoosin
(2e) seos (0,44 g, 0,42 millimoolia) 10 ml:ssa vettd,
8 ml:ssa etanolia ja 1 ml:ssa fenyylihydratsinia kuumen-
nettiin 125 °C ldmpdtilaan kahdeksi p&diviksi. Reaktioseos
jédhdytettiin huoneenlédmpttilaan, lis&ttiin 20 ml vettd ja
tehtiin eetteriuutto (25 ml x 3). Vesipitoinen kerros lyo-
filisoitiin ja tuote puhdistettiin edelleen k##nteisfaasi-
pylvddn l&pi (C18) (40 % MeOH/H,0). Yhdiste 3e (0,33 g,
0,29 millimoolia) 1liuotettiin veteen (20 ml), 1lis#dttiin
1/4 teelusikallinen Raney Nickel W-2:ta ja hydrattiin
Parr-laitteessa yli ybn. Reaktioseos suodatettiin Celite-
kerroksen 14pi, konsentroitiin ja ladattiin Dowex 50-WK2
(H*) -ioninvaihtopylvédseen. Pylvds eluoitiin ensin
80 ml:1lla vettsd, jota seurasi 50 ml 2N-NH,OH:ta. Eluaatti
lyofilisoitiin, jolloin saatiin 0,15 g yhdistettd 4e. Yh-
diste 4e (0,15 g, 0,15 millimoolia) liuotettiin veteen
(5 ml), sekoitettiin 0,067 g (0,29 millimoolia) SATA-m3&-
ran kanssa 0,8 ml:ssa DMF:44 ja sekoitettiin huoneenl&mpé-
tilassa yli y®n. Reaktioseos laimennettiin vedellsd (20
ml), uutettiin kloroformilla (20 ml x 3) ja lyofilisoi-
tiin, jolloin saatiin yhdiste 5e, joka hydrolysoitiin 10
ml:1la 0,1 M NaOH:ia huoneenldmmssd kahden tunnin ajan ja
lyofilisoitiin, jolloin saatiin kellert#vd jauhe 6e.

Tioesteri-derivatisoitujen kitiini-oligomeerien

kiinnitys pyridyylidisulfididerivatisoituun dokso-

rubisiiniin

(kuva 9)

PDPH-derivatisoitu doksorubisiini 1 (0,01 g, 0,013
millimoolia) liuotettiin etanoliin (12 ml), 1lis&ttiin
katalyyttinen md&rd HOAc:td, jonka jdlkeen 0,25 g (0,023
millimoolia) yhdistettd 6e, ja sekoitettiin yli y&én huo-
neenldamm&ssd. Liuotin haihdutettiin ja j&#nn®s liuotettiin
veteen (10 ml), uutettiin (CHC1l,/MeOH=7/3) ja yhdistetyt
uutteet haihdutettiin, jolloin saatiin tummanruskeaa jau-
hetta 7 [TLC ei osoittanut havaittavaa m#ir#8 tioesteri-
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derivatisoitua kitiinioligomeeri4 (6e). Piigeeli, 2-propa-
noli/vesi/NH,0H=72/27/1].

Tauriinitdhteiden kiinnitys tioesteri-derivatisoi-

tuihin kitiinioligomeereihin

(Kuvio 10)

Tioesteri-derivatisoidun kitiinioligomeerin hapetus
NaIO,:114 muodosti dialdehydej& ei-pelkistdvdssd pHsssi,
jotka saatettiin reagoimaan tauriinin kanssa, jolloin muo-
dostui Schiffin emds (8). Yhdiste 8 pelkistettiin stabii-
limmaksi amiiniksi NaBH,:114, jolloin saatiin yhdiste 9.
Yhdisteen 9 hydrolyysi 0,1 M NaOH:1lla muodosti derivati-
soidun kitiinoligomeeriv#éliryhm&n, joka sis#dlsi vapaan
sulfhydryylin pelkist#vissd p#issi (10).

Doksorubiinijohdannaisen valmistus, joka sis#ltii

tauriinitéhteitd pilkottavissa olevan kitiinioligo-

meerivdliryhmdn vilitykselll

Disulfidisidoksen (7) vdlitykselld kitiinioligomee-
rin sisdltédvs8 doksorubisiinijohdannainen saatettiin miedon
NaIO,-kdsittelyn alaiseksi pH:ssa 6,0 60 minuutin ajan huo-
neenlémp&tilassa. Kun ylim&&rdinen NaIO, oli sammutettu
etyleeniglykolilla, reaktioseokseen lis#ttiin 10-kertainen
molaarinen ylim##rd tauriinia (doksorubisiinijohdannaisen
suhteen). Kun oli inkuboitu yksi lis#tunti huoneenlé&dmp$-
tilassa, johdannaista kdytettiin sytotoksisuusmddrityksiin
sen jdlkeen kun pH oli s#idetty 7,2:een. Yhdisteen 7 muut-
tuminen tauriinijohdannaiseksi vahvistettiin TLC-analyy-
silld piin p#ddlli (2-propanoli/vesi/bﬂQOH=72/27/1).

Vaihtoehtoinen synteesimenetelmi sallii stabiilim-
man l&dkejohdannaisen valmistuksen, jossa kdytet#in kuvas-
sa 10 esitettyd kitiinivdliryhm#4a. Pyridyylidisulfidi-de-
rivatisoitu doksorubisiini (1) saatetaan reagoimaan tau-
riini-derivatisoidun kitiinioligomeerin Kkanssa, joka
sis8ltédd vapaan sulfhydryyliryhmén pelkistdvisss pHdsssi
(10), jolloin muodostuu doksorubisiinijohdannainen (11),
joka ndytetddn kuvassa 11.
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Sulfonihappotidhteiden lukumidri per doksorubisiini-

johdannainen

Tarvittaessa sulfonihappotdhteiden lukumddrds8 per
lddkejohdannainen voidaan helposti muuttaa. Esimerkiksi
neljd sulfonihappotdhdettd kahden asemesta voidaan 1liitt&i
ladkejohdannaista kohti k&yttden hydratsidijohdannaisia,
joista kukin kantaa kahta sulfonihappotdhdettd. Lis&8ksi
negatiivisesti varautuneiden ryhmien sisdllyttéminen ei
rajoitu sulfonihappotdhteisiin. Esimerkiksi voidaan myds
k8yttda fosfaatteja tai fosfonihappotdhteitd (esim. 3-ami-
nopropyylifosfonihappoa).

Kitiinioligomeerivdliryhmin pituus esildikkeessd

Lysotsyymin aikaansaama suhteellinen kitiinioligo-
meerien pilkkoutumisnopeus on suhteessa ketjun pituuteen.
Esimerkiksi kitoheksaoosi pilkkoutuu 30 000 kertaa nopeam-
min kuin kitotrioosi (Imoto et al, 1972). N&in ollen pen-
tameereja suurempien kitiinioligomeerivdliryhmien voidaan
odottaa muodostavan l#d3&kkeitd, jotka lysotsyymi aktivoi
helpommin.

Eripituisia kitiinioligosakkarideja sisdltdvien

doksorubisiinijohdannaisten sytotoksinen aktiivi-

suus

In vitro -sytotoksisuus mitattiin kdyttden *H-tymi-
diinin sisd&noton inhibitiota A2780-munasarjasydpdsoluil-
la. Lyhyesti, 0,1 ml solususpensiota, joka sisdlsi 2 x 10*
solua Eaglen modifioidussa MEM-ravintoliemessd, lis#dttiin
96-kaivoisen mikroviljelylevyn kaivoihin. Lis#&ttiin neljéa
kertaa 0,1 ml:n tilavuuksia doksorubisiinia tai doksorubi-
siinijohdannaista 0,6 - 10 pg/ml konsentraatioina ja se-
koituksia inkuboitiin 4 tuntia 37 °C lampdtilassa kosteu-
tetussa CO,-l&mpdkaapissa. 0,1 ml *H-tymidiini& (10 pCi/ml)
lisdttiin kuhunkin kaivoon ja inkuboitiin 16 tuntia. Sen
jdlkeen solut pestiin, ker&dttiin 0,5 N natriumhydroksidil-
la ja mitattiin laskurilla *H-tymidiinin sis##notto. Kuvio
12 n8yttdsd tulokset tyypillisess8 doksorubisiinia k&dyttd-
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vdssd mid8rityksessd. Taulukko 4 vertailee sellaisen dok-
sorubisiinin aktiivisuutta, joka on muokattu vadliryhmslls
(PDPH) jota kdytet#dn liittamisdn (GlcNAc),, ja doksorubi-
siinia joka on liitetty (GlcNAc),:aan tai (GlcNAc),:aan.
Doksorubisiinin muokkauksen miiristi riippumatta l&4kkeen
aktiivisuus ei havaittavasti heikentynyt. T&m& tulos
osoittaa, ettd lysotsyymin toiminnan aikaansaama 1l#4ke on
yhtd sytotoksinen kuin alkuper#inen doksorubisiini.

Taulukko 4

Doksorubisiinijohdannaisen sytotoksisuus

Johdannainen Sytotoksisuus (%)'
Dox-PDPH 67,1
Dox-(GlcNAc), 99,6
Dox-(GlcNAc), 100,0

* sytotoksisuus (%) doksorubisiiniin verrattuna. L&#kkeen
konsentraatio vastaa 0,625 Hg/ml.

Tauriinijohdannaisia pilkottavissa olevan kitiini-
oligomeerividliryhmin vilityksells sis#ltidvin dokso-
rubisiinijohdannaisen sytotoksinen aktiivisuus
Kuvio 13 n&éyttds tauriinitdhteits sis#ltidvin dokso-
rubisiinijohdannaisen sytotoksisen aktiivisuuden verrat-
tuna doksorubisiinijohdannaiseen, joka sis#lt#i kitopen-
taocosivdliryhmén ilman kiinnittyneit& tauriinit&hteiti.
Sytotoksisuus suoritettiin aikaisemmin kuvatulla tavalla.
Tauriinia sis#iltdv8 l88ke oli noin 20-kertaisesti vihemm&n
sytotoksinen. Kiinnittyneitd tauriinit#hteiti sis#lt#van
kitiinioligomeerivdliryhm8&n altistuminen lysotsyymille
johti vdliryhmé&n pilkkoutumiseen, mik# vahvistettiin
TLC:1ld (2-propanoli/vesi/NH,OH=67/32/1). Nimi tiedot vah-
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vistavat, ettd tauriinia sisdltédvi esilddke voidaan muut-
taa eripituisia kitiinioligomeereja sisdltaviksi aktiivi-
siksi ld8kelajeiksi, jotka ovat yhtd8 aktiivisia kuin 1l&h-
tdlddke (taulukko 4).
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd terapeuttisesti k#yttdkelpoisen akti-
vaattori-kohdistusosa -konjugaatin valmistamiseksi, joka
sisdltdd lysotsyymin aktivaattorina ja ihmisen monoklonaa-
lisen vasta-aineen tai sen fragmentin kohdistusosana,
tunnettu siitd, ettd kytketdsn kovalenttisella si-
doksella mainittu aktivaattori mainittuun kohdistusosaan
tavalla, joka s#ilyttd8 konjugaatin kyvyn sitoutua anti-
geeniin ja aktivoida esilddke, joka sis#lt#di pilkottavissa
olevan molekyylin.

2. Menetelmd terapeuttisesti kayttdkelpoisen esi-
ladkkeen valmistamiseksi, joka sis#ltidi sydpds tuhoavan
aineen, joka sisdltidi pilkottavissa olevan molekyylin,
joka esté8 solun sisid8n joutumisen, tunnettu sii-
t8, ettd mainittu pilkottavissa oleva molekyyli konjugoi-
daan sy&pdd tuohoavaan aineeseen.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd syvpds tuhoava aine on deri-
vatisoitu kitiinioligomeeriv&liryhm#&l14.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd sybpdd tuhoava aine on antra-
sykliini.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd kitiinioligomeerivdliryhms on
kiinnittynyt aminoryhmén vdlityksells kohtaan, joka on va-
littu ryhméstd, joka koostuu antrasykliinin Cl3-karbonyy-
likohdasta ja antrasykliinin sokeriosasta.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd kitiinioligomeerijohdannainen
sisdltd8 (GlcNAc),:n, jossa non 1 - 10, joka sis#lt8i ne-
gatiivisesti varautuneita ryhmi#d ja reaktiivisen ryhmén,
joka sallii kovalenttisen kiinnittymisen antrasykliiniin.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd negatiivisesti varautuneet
ryhmdt ovat sulfonaatteja, fosfaatteja, karboksylaatteja
tai fosfonaatteja.
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8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd negatiivisesti varautuneiden
ryhmien lukumddrd on 1 - 10.

9. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd kitiinioligomeerivdliryhmi on
sitoutunut kovalenttisesti l&#kkeeseen aktiivisen ryhmin
valitykselld, joka valitaan disulfidi-, tioesteri-, imi-
di-, halogeeni-, amiini-, karboksyyli-, esteri-, tioli-ja
alkoholiryhmisti.

10. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd reaktiivinen ryhm# valitaan
disulfidi-, tioesteri-, imidi-, halogeeni-, amiini-, karb-
oksyyli-, esteri-, tioli- ja alkoholiryhmisti.
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Patentkrav

1. Férfarande for framstdllning av ett terapeutiskt
anvdndbart konjugat av en aktivator och en mdlsBkande del
innehallande lysozym som aktivator och en human monoklonal
antikropp eller ett fragment ddrav som madls®kande del,
kd&8nnetecknat dirav, att man kopplar ndmnda ak-
tivator till n#mnda malsBkande del med en kovalent bind-
ning pa s& s#dtt att konjugatet bibehdller f&rmagan att
binda antigen och att aktivera ett proldkemedel som inne-
hdller en spjalkbar molekyl.

2. Forfarande for framstdllning av ett terapeutiskt
anvdndbart proldkemedel innehdllande ett antikancermedel
som innehdller en spjédlkbar molekyl som forhindrar upp-
tagning i cellen, k&d&nnetecknat dirav, att man
konjugerar n&mnda spj#lkbara molekyl med ett antikancer-
medel.

3. Fbrfarande enligt patentkrav 2, k 4 nn e -
tecknat didrav, att antikancermedlet derivatiserats
med en chitinoligomermellangrupp.

4. Fbrfarande enligt patentkrav 3, k 4 nn e -
tecknat dirav, att antikandermedlet &r ett antra-
cyklin.

5. Forfarande enligt patentkrav 4, k & nn e -
tecknat dirav, att chitinoligomermellangruppen 4r
fast via en aminogrupp vid ett st#lle, vilket valts bland
Cl3-karbonylstdllet i antracyklinet och sockerdelen av
antracyklinet.

6. F6rfarande enligt patentkrav 5, k 4 nn e -
tecknad dirav, att chitinoligomerderivatet inne-
haller (GlcNAc),, vari n 8r 1 - 10, b&r negativt laddade
grupper och en reaktiv grupp, vilken tilldter kovalent
bindning vid antracyklinet.

7. Fbrfarande enligt patentkrav 7, k 8 nn e -
tecknat dirav, att de negativt laddade grupperna &r
sulfonater, fosfater, karboxylater eller fosfonater.
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8. Forfarande enligt patentkrav 6, k & nn e -
tecknat darav, att antalet negativt laddade grup-
per 8r 1 - 10.

9. Fbrfarande enligt patentkrav 3, k 4 nn e -
tecknat darav, att chitinoligomermellangruppen &r
bunden kovalent vid l&kemedlet via en aktiv grupp, vilken
valts bland disulfid-, tioester-, imid-, halogen-, amin-,
karboxyl-, ester-, tiol- och alkoholgrupper.

10. Fo6rfarande enligt patentkrav 6, kdnne -
tecknat dirav, att den reaktiva gruppen vdljs bland
disulfid-, tioester-, imid-, halogen-, amin-, karboxyl-,
ester-, tiol- och alkoholgrupper.
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