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Immunotoksiinikonjugaatteihin liittyvid@ parannuksia

Tédmd keksintd koskee immunotoksiinikonjugaatteja
ja niiden k8yttda poistamaan valikoiden solukohderyhmi.
Erikoisesti toksiinin B-ketjuosa kytkettynd solun pintaan
sitoutuvaan affiniteettisitoutujaan vahvistaa solumyrkky-
vaikutusta, joka on solun pintaan sitoutuvaan affiniteet-
tisitoutujaan kytketyllda toksiinin A-ketjuosalla.

Risiini on yksi lukuisista kasviproteiineista, jo-
ka pienind mddrind on huomattavan myrkyllinen eukaryoot-
tisoluille. Risiini koostuu kahdesta glykoproteiiniket-
justa, jotka on yhdistetty toisiinsa kovalenttisesti yh-
delld ainoalla disulfidisidoksella. Myrkyllisyys johtuu
risiinin A-ketjusta, jonka ndenndinen molekyylipaino on
noin 30000, Jja joka vaikuttaa entsymaattisesti riboso-
mien 60S-alayksikdihin aiheuttaen proteiinisynteesin pa-
lautumattoman estymisen /Olsnes et al., FEBS Lett 28
(1972), 48~50/. Risiinin B-ketju (ndenndinen molekyyli-
paino 32000) toimii lektiinini, joka on spesifinen galak-
toosille, ja sen tehtdvd@nd on sitoa toksiini sclukettoon.
[ ks. esim. Baenziger et al., J. Biol. Chem. 254 (1979),
9795-9799/.

Risiinin tail risiinin puhdistetun A-ketjun kdyttd
vasta-aineiden yhteydessd on ollut suuren kiinnostuksen
kohteena mahdollisesti hyddyllisind vaikuttaja-aineina
sybvdn hoidossa. Vasta-ainerisiini- ja vasta-aine-A-ket-
jukonjugaatteja eli "immunotoksiineja" on kdytetty useis-
sa menetelmissd vaihtelevalla menestykselld /[ ks. esim.
Vitetta et al., Science 219 (1983), 644-650; Thorpe et al.,
Immunol. Rev. 62 (1982), 120~158; Neville et al.,
Immunol. Rev. 62 (1982), 75-91; ja Jansen et al., Immunol.
Rev. 62 (1982), 185-2167.

Menetelmdt, joissa poistetaan valikoituja soluryh-
mid risiinin A-ketju-vasta-ainekonjugaateilla, ovat hyvin
tunnettuja. Valitut vasta—-aineet reagoivat sydpdsolujen
pinnalla tai normaalien imusolualaryhmien pinnalla olevien

antigeenien kanssa. Poistamalla sy®pidsoluja voidaan vid-
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hentdi esim. sydpdkuormitusta in vivo /[ Krolick et al.,
J. Exp. Med. 155 (1982), 1797_/ ja poistaa sydpisoluja
luuytimestd autologista luuydinsiirtoa varten / Thorpe
et al., Nature (London) 271 (1978), 752; ja Krolick

et al., Nature (London) 295 (1982), 604 /.

.~ Eliminoimalla normaaleja imusolualaryhmid voidaan
myds kyetd sddtelemddn immuunivastetta "ylospdin" tai
"alaspdin". Immunotoksiinien etu on, ettd ne ovat erit-
tdin spesifisid kohdesolulleen ja ettd pienet annokset
voivat eliminoida ei-toivottuja soluja. Risiinin A-ket-
ju~-vasta-ainekonjugaatteja on kdytetty pddasiallisesti
poistamaan normaaleja B-soluja ja kasvain-B-soluja, sekd
in vivo ettd in vitro. Erddt laboratoriot ovat my&s kayt-
tdneet risiinin A-ketjun ja monoklonaalisen vasta-aineen
konjugaatteja eliminoimaan T-solualkuperdd olevia kasvain-
soluja ja monia muita sySpédsoluja.

Risiinin A-ketju-vasta-ainekonjugaatit eivit kui-
tenkaan tehoa erdisiin mddrdttyihin sydpdsolutyyppeihin
(esim. erdisiin T-solusy®piin) /[ Neville et. al., Immunol.
Rev. 62 (1982), 75; ja Thorpe et al., Immunol. Rev. 62
(1982), 119 /.

Sensijaan immunotoksiinit, jotka on kytketty koko
risiinitoksiiniin, ovat paljon tehokkaampia soluja tuhoa-
via aineita. Valitettavasti risiini B:n galaktoosin si-
tomiskohdan l&sn8olo ehjdssd risiinissd estdd sen kdytdn
in vivo, koska kohdesoluspesifisyys tdll6in puuttuu. Yri-
tykset pddstd risiinin sisdltédvien immunotoksiinien epd-
spesifisyydestd sulkemalla galaktoosin sitomiskohta jat-
kuvat; niiden kdytt6d in vivo ei kuitenkaan ole vielid
kuvattu.

Toiset ovat kuvanneet tutkimuksia, joissa risiinin
A-ketju-vasta-ainekonjugaatteja voidaan tehostaa lisdi-
mdlld vapaata B-ketjua soluviljelmiin (Neville et al.,
supra) . Tutkijat ovat siksi olettaneet, ettd risiinin

B-ketjulla on kaksi tehtdvdd: (1) helpottaa risiinin
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pddsyd soluun galaktoosinsitomiskyvyn avulla, ja (2)
mahdollistaa A-ketjun nopea pddsy solulimaan, ehkd
muodostamalla aukko endosyyttirakkulan kalvoon.

Tuoreessa julkaisemattomassa tutkimuksessa on to-
dettu, ettd ruiskuttamalla hiiriin myrkytdntd risiinin
A-ketjua ja ruiskuttamalla sen jdlkeen 4-8 tuntia myo-
hemmin myrkytdntd risiinin B-ketjua, aiheutetaan risii-
nistd johtuva kuolema. Tdmd tapahtuu luultavasti siten,
ettd ehj&d risiinimolekyyli muodostuu uudelleen seerumis-
sa tai veren solujen pinnalla. Tdstd syystd uskotaan,
ettd risiinin B-ketju tehostaa aktiivisesti risiinin
A-ketjun myrkkyvaikutusta.

Tadm& keksintd k&sittdd valmisteita ja menetelmén,
joiden avulla voidaan tehostaa solun pintaan sitoutuvan
aineen ja toksiinin muodostamien konjugaattien soluja tu-
hoavaa vaikutusta sdilytt8en samalla kohdesoluspesifisyys.
Tdmdn. keksinndn mukaisesti saatavat valmisteet sisdltdvit
selektiivisen sitoutujan kytkettynd toksiinin B-ketjuosaan.

Edelleen keksinndn mukaisesti saadaan valmiste, joka‘
sisdltdd yhdistelmdnd ensimmdisen konjugaatin, jossa se-
lektiivinen sitoutuja-aine on kytketty toksiinin B-ketiju-
osaan, Jja toisen konjugaatin, jossa solun pintaan sitou-
tuva aine on kytketty toksiinin A-ketju-osaan. Ensimmdisen
konjugaatin selektiivinen sitoutuja-aine voi olla joko so-
lun pintaan sitoutuja tai sitoutuja, joka on spesifinen
toisen konjugaatin solun pintaan sitoutujalle.

Toisaalta keksinnén mukaisesti saadaan konjugaatti,
jossa vasta-aine toimii risiinin B-ketjuosaan kytkettynd
solun pintaan sitoutujana. Edelleen keksinndn mukaisesti
saadaan valmiste, joka sisdltdd yhdistelmidni ensimmdisen
konjugaatin, jossa vasta-aine on kytketty risiinin B-
ketju~osaan, yhdessid toisen konjugaatin kanssa, jossa
vasta-aine on kytketty risiinin A-ketjuosaan.

Toisaalta keksintd kdsittdd menetelmidn kohdesolujen
eliminoimiseksi tdllaisia kohdesoluja sisdltdvdstd solujou-

kosta saattamalla solujoukko kosketuksiin ensimmidisen kon-
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jugaatin kanssa, joka kdsittdd affiniteettisitoutuian,
joka on spesifinen tdllaisten kohdesolujen pinnalla
oclevalle antigeenideterminantille, ja joka on kytket-

ty toksiinin B-ketjuosaan, ja toisen konjugaatin kans-
sa, Jjoka kasittdd solun pintaan sitoutuvan affiniteetti-
sitoutujan, joka on spesifinen saman kohdesolun pinnal-
la olevalle eri determinantille, ja joka on kytketty tok-
siinin A-ketjuosaan. Tdllaisten konjugaattien seos vah-
vistaa selektiivistd solun tuhocavaa vaikutusta, joka on
sellaisella konjugaatilla, joka muodostuu ainocastaan tok-
siinin A-ketjuosaan kytketystd solun pintaan sitoutuvasta
affiniteettisitoutujasta.

Lisdksi keksint®d kdsittdd toksiinin B-ketjukonju-
gaatin valmistusmenetelmdn, Jjossa toksiinin B-ketjuosa
kytketdan kovalenttisesti vasta-aineeseen.

Tdmd3n keksinndn paras sovellutusmuoto kdsittdd
konjugaatin, jossa vasta-aine on kytketty toksiinin B-ket-
juosaan. Edelleen tdmd keksintd kdsittdd menetelmdn koh-
desolujen eliminoimiseksi kdyttdmdlld yhdistevalmistetta,
johon sisdltyy risiinin B-ketjuosan sis8ltdvd ensimmdinen
konjugaatti ja risiinin A-ketjuosan sisdltdvd@ toinen kon-
jugaatti. v

Risiini on yksi monista toksiiniproteiineista, jol-
la on pienind mddrind huomattava soluja tuhoava vaikutus.
Risiinitoksiini muodostuu kahdesta eri glykoproteiiniket-
justa, jotka ovat kovalenttisesti liittyneet toisiinsa
vhdelld ainoalla disulfidisidoksella. Myrkyllisyys joh-
tuu risiinin A-ketjusta (ndenndinen molekyylipaino 30000)
ja perustuu proteiinisynteesin palautumattomaan estymi-
seen. Risiinin B-ketju (ndenndinen molekyylipaino 32000)
toimii lektiinind, joka sitoutuu scolun pinnalla oleviin
galaktoosia sisdltdviin glykoproteiineihin tai glykoli-
pideihin. Risiinin yleisrakenne ja toimintatapa on omi-
nainen monille kasvien toksiiniproteiineille kuten esimn.
abriinille, modekkiinille, kermesmarjan mitogeeniteki-

jdlle ja viskumiinille, ja bakteerien toksiiniproteiineil-
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le kuten esim. kolera-, l&mpdherkdlle E coli-,
pertussis~, tetanus-, botulinus-, pseudomocnas-,
shigella- ja difteriatoksiinille.

Tadmdn keksinndn mukaisissa menetelmissd kiy-
tetyt risiinin B-ketjukonjugaatti ja risiinin A-ketju-
konjugaatti sisdltdvdt kumpikin kaksi aktiivista osaa:
solun pintaan sitoutuvan tai muun selektiivisen sitou-
tuja-aineen Jja toksiinin A- tai B-ketjuosan kovalentti-
sesti liitettyind, edullisesti kytkentdaineen avulla. Kus-
sakin rakenteessa toinen aktiivista osista on molekyyli,
jolla on sitoutumisaffiniteetti kohdesolun johonkin pin-
tarakenteeseen tai sitoutumisaffiniteetti toksiinin A-
ketjukonjugaatin solun pintaan sitoutujaan. Tdllaiset mo-
lekyylit voivat tyypillisesti olla esim. hormoneja, kas-
vutekijoitd, lektiinejd tai vasta—-aineita. Valitut mole-
kyylit ovat vasta-aineita tai ndiden osia (erityisesti
Fab-osia), joilla on kyky sitoutua solun pintaan.

Mcnoklonaaliset vasta-aineet ovat edullisia, mutta
ne eivdat ole valttdmdttdmid. Voidaan kdyttdd seerumin im-~
munoglobuliinifraktioita, vaikkakin kohdespesifisyys on
tdlléin astetta vdh&disempi. Koska antiseerumin immunoglo-
buliinifraktio sisdltd8d suuren mddrdn vasta-aineita, joi-
den kohteina on suuri joukko erilaisia antigeeneja, on
tdmdn keksinnbn mukaisesti saatavien valmisteiden ja mdd-
ritellyn kohdesolujen eliminointimenetelmdn toimivuuden
kannalta vdlttdmdtdontd eristdd haluttu kokoelma vasta-
aineita, joista kunkin kohteena on halutun kohdesolun
pinnalla esiintyvd antigeenideterminantti.

Tehokas kokoelma sellaisia vasta-aineita voidaan
saada antamalla immunoglobuliinifraktion kulkea pylvdin
ldpi, joka sisdltdd kysymyksessd olevaa antigeenia kemial-
lisesti kytkettynd matriisiin. Antigeenille spesifiset
vasta-aineet sitoutuvat pylvddseen, kun taas muut immunoglo-
buliinit kulkeutuvat pylvddn ldpi. Sitoutuneet vasta-aineet
voidaan sitten saada talteen eluoimalla ne pylvddstd kdyt-

tden sopivia eluointiaineita kuten kaotrooppisten aineiden
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happamia puskuriliucksia. Tulisi huomata, ettei eristet-
ty immunoglobuliini ole homogeenista, vaikka sen kohtee-
na onkin yksi ainoa antigeeni. Se sisdltdd vasta-aineita,
joiden kohteina on joukko antigeenimolekyylissd sijait-
sevia antigeenideterminantteja. Tdstd johtuen on mahdol-
lista, ettd tapahtuu ristiinreagointia toisten liheises-
ti samanlaisten antigeenien kanssa.

Tdstd syystd on erittdin suositeltavaa k&dyttidd mo-
noklonaalisia vasta-aineita valmistettaessa tdmidn keksin-
ndn mukaisia valmisteita, silld ndiden vasta-aineiden koh-
teena on ainoastaan yksi mahdollisesti monista antigeenis-
sa esiintyvistd antigeenideterminanteista. Monoklonaalisia
vasta-aineita voidaan saada tunnetuilla menetelmilli hybri=-
doomista, jotka ovat perdisin pernassa tai muissa elimissi
esiintyvistd imusoluista.

Lisdksi monoklonaalisten vasta-aineiden kdyttd td-
mdn keksinndn mukaisessa menetelmdssd kdytettdvissd val-
misteissa lisdd selektiivisyyttd, mikd on erittdin toi-
vottavaa. Tdstd syystd on erittdin suositeltavaa, etti se-
kd risiinin B-ketjukonjugaatti ettd risiinin A-ketjukon-
jugaatti sisdlt#i monoklonaalisen vasta-aineen. T&mi ta-
kaa erittdin suuren kohdesoluspesifisyyden.

Y11ld on viitattu tdmdn keksinndén yhteen puocleen,
saman solun pintaan sitoutuvan affiniteettisitoutujan kidyt-
to66n valmistettaessa sekd risiinin A-ketjukonjugaattia et-
td risiinin B-ketjukonjugaattia. Kuitenkin on mahdollista
pddstd suurempaan spesifisyyteen. Koska normaalin tai kas-
vainsolun pinnalla on useita pintamarkkereita, voidaan
risiinin A- ja risiinin B-ketjut kohdistaa sellaisiin so-
luihin kytkemdll&d niistd kumpikin vasta-aineeseen, joiden
kohteena on eri determinantti saman solun pinnalla. Esi-
merkiksi kasvain B-solun tapauksessa, jonka pinnalla on
sekd pinta-Ia (sIa) ettd pinta-Ig (slg), voidaan valmis-
taa immunotoksiineja sIa- ja sIg-idiotyyppii vastaan
kdyttden vastaavasti risiinin B-ketjua ja risiinin A-ket-
jua. Mitd tulee T-solusySpiin, on olemassa joukko monoklo-

naalisia vasta-aineita, jotka reagoivat ihmisen T-soluala-
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ryhmien kanssa. Kidyttdmd&lld valikoituja vasta-aineyhdis-
telmid voidaan kohdistaa risiinin A- ja risiinin B-ket-

jut tdllaisten solujen mddrdttyihin alaryhmiin. Suositel-
tavinta olisi, ettd toinen vasta-aine (kytkettynid risiinin
A-ketjuun) md&drdisi alaryhmdn, ja toisen (kytkettynid ri-
siinin B-ketjuun) kohteena olisi yleisempi markkeri, jcka
olisi yhteinen monille solujen alaryhmille. B-ketjuimmu-
notoksiini, jonka kohteena olisi tavallisempi markkeri, si-
toutuisi myds normaaleihin soluihin; ndmd eivit kuitenkaan
eliminoituisi. Sen sijaan A-ketju-immunotoksiini kohdistui-
si ainostaan sydpdsoluun ja sen vaikutusta tehostaisi B-
ketjun sisdltdvd immunotoksiini.

Erds toinen tdhdn keksintddn sisdltyvd mahdollisuus
on kohdistaa ensin sy&pdsolun kanssa reagoiva vasta-aine-
risiinin A-ketjukonjugaatti syOpdsoluihin in vivo. Vasta-
aine on mieluimmin univalentti, esim. F(ab')-A, eikid si-
ten kykene aiheuttamaan cap-ilmidtd eikd modulaatiota.

Sen jdlkeen kun vasta-aine-risiini-A-konjugaatti on ruis-
kutettu sySpdd sairastavaan potilaaseen ja ylimd&rd on
poistunut vastaanottajasta joko erittymdlld tai hajoit-
tumalla, ruiskutetaan risiinin B-ketjun sisdltdvii immu-
notoksiinia, jonka kohteena on risiini-A-konjugaatin
vasta-aine. Ainoastaan ne solut, jotka olisivat sitoneet
ensimmdisen immunotoksiinin, sitoisivat toisen immunotok-
siinin ensimmdiseen. Siten tdllaiset solut eliminoitui-
sivat selektiivisesti. Toinen immunotoksiini on mieluim-
min divalentti vasta-aineen vasta-aine kuten esim.
F(ab')z—B, joka ei sitoutuisi makrofageihin, monosyyttei-
hin eikd muihin soluihin, joiden pinnalla on Fc-resepto-
reita. Lis8ksi koska B-ketjun sisdltdvd immunotoksiini
olisi vaaraton sitoutuneena epdspesifisesti soluun, jo-
ka ei olisi aikaisemmin sitonut ensimmdistd immunotok-
siinia, ei esiintyisi toisen immunotoksiinin aiheutta-
mia sivuvaikutuksia. Sen sijaan solut, jotka sitoisivat

kummatkin immunotoksiinit, tuhoutuisivat.
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Kuten on todettu, tdmdn keksinndn mukainen ri-
siinin B-ketjun sisdltdvd valmiste ja t8mdn keksinndn mu-
kaisessa menetelmdssd kdytetty risiinin A-ketjun sisidltidvi
valmiste kumpikin sisdltdvdt vdhintddn kaksi erilaista ak-
tiivista osaa, joista toiselle on ominaista sitoutumisky-
ky (BA) ja toinen on risiinin osa (RS), joko risiini A (RA)
tai risiini B (RB). Nd&md on liitetty toisiinsa kytkentdai-
neen avulla, jolloin valmiilta yhdisteelti vaaditaan a)
vdhintddn yhden kumpaankin luokkaan kuuluvan komponentin
mukanaolo, ja b) vdhint&3dn yhden kumpaankin luokkaan kuu-
luvan komponentin alkuperdisen aktiivisuuden sdilyminen.

Muita toksiiniproteiineja voidaan vastaavasti kyt-
ked sitoutujakomponenttiin ja kdyttdd tidmdn keksinndn mu-
kaisesti. Rakenteen ja vaikutustavan samankaltaisuuden ta-
kia voidaan kdyttdd sellaisia kasvi- ja bakteeritoksiini-
proteiineja kuten abriini-, modekkiini-, kermes-marja-
mitogeenitekijd, viskumiini- ja kolera-, l&mp8herkki E.
coli.-, pertussis-, tetanus-, botulinus-, pseudomonas-,
shigella- ja difteriatoksiinia. Lisdksi voi olla edullista
kytked esimerkiksi abriinin A-ketju solun pintaan sitoutu-
vaan komponenttiin keksinndn mukaiseksi ensimmiiseksi kon-
jugaatiksi ja esimerkiksi viskumiinin B-ketju selektiivi-
seen sitojakomponenttiin toiseksi konjugaatiksi. Voi olla
edullista kdyttdd sellaista kasviproteiinitoksiinia kuten
geloniinia, joka muodostuu ainoastaan A-ketjusta, A-ketju-
na, joka kytketddn solun pintaan sitoutuvaan komponenttiin
muodostettaessa ensimmdistd konjugaattia. Tidtd ensimmdistd
konjugaattia voidaan sitten kdyttdd konjugaatin kanssa, jo-
ka sis&ltdd selektiivisen sitojakomponentin kytkettyni
B-ketjuun, joka on valittu mistd tahansa seuraavista tok-
siineista: risiini, viskumiini, modekkiini tai abriini.

Ndmd rajoitukset huomioon ottaen tdmin keksinndn mu-
kaiset ja tdmdn keksinndn mukaisessa menetelmissd kiytet-
tdvdt valmisteet voivat olla dimeerejd (BA-RS), so. voivat
sisdltda yhden kumppakin luokkaa olevan komponentin; tri-

meereji [‘(BAZ—RS) tai (BA—RSZ).], so. voivat sisdltii
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kaksi toista luckkaa olevaa komponenttia ja yhden
toista luokkaa olevan; tetrameereja [ (BA,-RS),
(BAZ—Rsz), tai (BA—RS3)_7; ja vastaavia.

~

Kuten on todettu, soveltuvat td&mdn keksinndn mu-
kaisessa menetelmidssd erityisen hyvin kdytettdviksi sel-
laiset valmisteet, joissa sitoutujakomponentti on vasta-
aine tai antigeeniin sitoutuva vasta-aineen osa ja mieluim-
min monoklonaalinen vasta-aine tai sellaisen antigeeniin
sitoutuva osa. Tyypillisid valmisteita voivat olla Ab-RB,

Ab2~RB, Ab—RBz, Ab3—RB, AbZ—RBZ, Ab-RB

Ab-RA, Ab2—RA, Ab-RA -RA, AbZ-RA

3’

tai Ab-RA,.

Ab 5 3

27 3

Valmistettaessa tdmidn keksinnén mukaisia valmistei-
ta liitetddn BA- ja RS-komponentit sopivalla kytkentdai-
neella. Suuri mddrd kytkentdaineita on esitelty artikke-
lissa: Ghose T. ja Blair, A.H., J. Natl. Cancer Inst.

61, 657-676 (1980). Ndm& tekijdt esittidvat karbodi-imi-
dien samoin kuin muiden bifunktionaalisten reagenssien
kuten esim. glutaraldehydin, p~bentsckinonin , p,p'-dif-
luori-m,m'~dinitrodifenyylisulfonin tai dimetyvliadipimi-
daatin kdytdn vasta-aineen kytkemisessd soluja tuhoaviin
aineisiin. Koska on erittdin toivottavaa estd3& homopoly-
meerien, esim. (BA)n tai (RS)n, mucdostuminen, on suosi-
teltavaa kdyttdd heterobifunktionaalista reagenssia var-
mistaen ndin sellaisten valmisteiden muodostuminen, Jjois-
sa on vdhintddn yksi kumpaakin luokkaa oleva komponentti.
Esimerkkejd sellaisista heterobifunktionaalisista rea-
gensseista voivat olla N-sukkiini-imidyyli~3-(2-pyridyyli-
ditio)propionaatti (SPDP), m-maleimidobentsoyyli-N-hyd-
roksi-sukkiini-imidyyliesteri, bromiasetyyli-p-aminobent-
soyyli-N-hydroksi-sukkiini-imidyyliesteri tai jodiasetyyli
N-hydroksi-sukkiini-imidyyliesteri.

Esimerkiksi kdytettidessd SPDP:td kytkentdaineena td-
min keksinndn mukaisen valmisteen valmistusmenetelmidssid a)
modifioidaan erikseen sekd Ab ettd RS antamalla niiden rea-

goida SPDP:n kanssa, b) pelkistetddn Ab-osan sisaltavd
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tuote, c)} aiheutetaan valmisteen mucdostuminen sekoit-
tamalla Ab~osan ja RS-osan sisdltdvdt tuotteet ja d) ero-
tetaan reagoimattomat monomeerit geelisuodatuksen avulla.

Kdytettdessd tdmdn keksinndn mukaisia risiini B:n
sisdltdvid konjugaatteja yvhdessd risiini A-konjugaattien
kanssa ne soveltuvat yleisesti sellaisen solutyypin spe-
sifiseen ja selektiiviseen tuhoamiseen, jolle ovat tunnus-
omaisia erityiset antigeenimarkkerit. Valitsemalla sopi-
va antigeenimarkkeri voidaan solun pintaan sitoutuja koh-
distaa joko normaalien solujen mddrdttyyn ryhmddn tai kas-
vainsolujen alaryhmddn, jossa solujen pinnalla on erotta-
va determinantti. Tdten ne soveltuvat esimerkiksi sydvén
immunoterapiaan, parasiitti-infektioiden hoitoon ja 1lu-
kuisten autoimmuunisairauksien hoitoon. Lisdksi valmis-—
teet soveltuvat monenlaiseen in vitro-kdyttddn, esimer-
kiksi leukemiasolujen eliminointiin luuytimest& ennen
autologista luuydinsiirtoa; T-solujen eliminointiin luu-
ytimestd ennen allogeenista luuydinsiirtoa; ja alkuperdis-
tyyppien tuhoamiseen valittaessa mutantteja.

Tdmdn keksinnén mukaisia valmisteita voidaan k&yt-
tdd monenlaisissa farmaseuttisissa valmisteissa ja ne
voidaan antaa monilla tavanomaisilla menetelmilld kuten
esimerkiksi lihakseen, suoneen, ihon alle ja vatsaonte-
lon sisddn. Kaytettdvd termi "farmaseuttiseen kdyttddn so-
veltuva" tarkoittaa aineita, jotka soveltuvat kdytettdvik-
si ldmminveristen eldinten kemiallisessa hoidossa.

Annettaessa konjugaattivalmisteita ruocansulatus-
kanavan ulkopuolisesti tai vatsaontelon sisd&n voivat
farmaseuttiseen kdyttddn soveltuvat ruiskemuodot olla
steriilejd vesiliuocksia tai dispersioita ja steriilej&d
jauheita, joista tehdddn steriilejd ruiskutettavia liuok-
sia tail dispersioita. Kantajana voi olla liuotin tai dis-
pergoiva vdliaine, joka sisdltdd esim. vettd, etanolia,
polyolia, (esim. glyserolia, propeeniglykolia tai neste-
mdistd polyeteeniglyvkolia), ndiden sopivia seocksia ja
kasvitljyjd. Sopiva juoksevuus voidaan saavuttaa esimer-

kiksi kdyttdmdlld pddllystettd kuten lesitiinid, pitdmdl-
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1& hiukkaskoko vaaditun suuruisena dispersiciden ol-

lessa kysymyksessd ja kayttdm8lld pinta-aktiivisia ai-
neita. Voidaan myds kdyttdd erilaisia bakteerienvas-

taisia ja sientenvastaisia aineita, esim. parabeeneja,
klooributanolia, fenolia, sorbiinihappoa, ja vastaavia.
Monissa tapauksissa on suositeltavaa kidyttdid isotoonisia
aineita, esim. sokereita, natriumkloridia, ja vastaavia.
Ruiskutettavan farmaseuttisen valmisteen pitkittynyt imey-
tyminen voidaan aikaansaada kdyttdmdlld imeytymistd hidas-
tavia aineita, esim. alumiinimonostearaattia ja gelatiinia.

Steriilejd ruiskutettavia liuocksia voidaan valmistaa
yhdistdmdlld aikaisemmin mddritelty konjugaattivalmiste
vaadittavassa mddrdssd sopivaa liuotinta minkd tahansa
muun halutun aineosan kanssa.

Tehokkaamman levidmisen aikaansaamiseksi valmisteet
voidaan haluttaessa sisdllyttdd hitaasti vapauttaviin val-
misteisiin kuten polymeerimatriiseihin, liposomeihin jé
mikropallosiin. Lisdksi valmisteet voidaan antaa joko yk-
sin tai seoksessa, joka sisdltdd useita aktiivisia aine-
osia.

Valmisteannoksia annetaan vastaanottajalle niin
kauan kuin toivotaan hoitavaa vaikutusta. Vastaanottajan
paino ja antamistapa mddrddvdt annoskoon, joka tarvitaan
aiheuttamaan haluttu vaikutus.

Erityisen edullista on formuloida konjugaattivalmis-
teet yksikkbannosmuotoon antamisen helpottamiseksi ja annos-
tuksen yhdenmukaistamiseksi. Yksikk&annosmuodolla tarkoite-
taan fysikaalisesti erillistd yksikkdd, joka soveltuu jaka-
mattomiksi annoksiksi hoidettavalle henkildlle. Jokainen
yksikkd sisdltdd valmistetta ennalta mddridtyn mddridn, joka
on laskettu tuottamaan haluttu hoitovaikutus, yhdessi far-
maseuttiseen kdyttO6n soveltuvan kantajan kanssa. Mi&ridt-
tyyn yksikkdannosmuotoon vaikuttavat a) kysymyksessi ole-
van valmisteen erityisominaisuudet ja b) hoitovaikutus,

johon kulloinkin pyritdin.
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Seuraavat esimerkit on tarkoitettu kuvaamaan kek-
sintdd, mutta ei rajoittamaan sitd.

I. Immunotoksiinien valmistus

A. Risiinin A- ja B-ketju

Risiinin A- ja B-ketjuosat hankittiin yhtymdltd
Xoma Corporation, San Francisco, California. Ennen k&yt-
t8d A- ja B-ketjuja dialysoitiin perusteellisesti 4°C:ssa
fosfaatilla puskuroitua fysiologista suolaliuosta (PBS),
pPH 7,2, vastaan. A- ja B-ketjun takaisinsaanto oli 50 %
ja 80 %, vastaavasti.

B. Vasta-aine

Tadmdn sovellutuksen selektiivinen ja solun pintaan
sitoutuva sitoutujakomponentti on affiniteettipuhdistettu
kaniinin antihumaani-immunoglobuliini (RJ{HIg), joka on val-
mistettu kirjallisuudessa kuvatulla menetelmdlld [ kts.
esim. Muirhead et al., Blood, 42, 327 (1983); Vitetta
et al., Science, 219, 644 (1983)J.

C. Konjugointi

Lisdttiin 10 /ul 60 mM ditiotreitolia (DTT) PBS-liuok-
sessa mg:a kohti dialysoitua A~ tai B-ketjua. Seoksia inku-
boitiin 25°C:ssa 60 minuutin ajan ja pelkistetyt ketjut ero-
tettiin DTT:std geelisuodatuksen avulla 25%C:ssa kdyttden
Sephadex G-25-pylvdstd (18 x 1,5 cm) PBS-liuoksessa, jonka
pH oli 7,2. Vasta-aineet kytkettiin kuten on kuvattu julkai-
suissa: Vitetta et al., Immunol. Rev. 62, 159-183 (1982),
ja Carlsson et al., Biochem. J., 173, 723 (1978), jotka lii-
tetddn mukaan viitteind. Tarkemmin kuvattuna, PBS-liuockses-
sa olevaa vasta-ainetta kdsitelld&n SPDP:114, N-sukkiini-
imidyyli-3-(2-pyridyyli)ditiopropionaatilla pH:ssa noin
7,0 - 7,5 ldmpdtilassa noin 2OOC - noin 250C. Vasta-aineijoh-
dannaista k&sitellddn sitten ditiotreitolilla puskuriliuok-
sessa. Tioloitu vasta-aine voidaan haluttaessa puhdistaa gee-
lisuodatuksen avulla. Aktivoidut kytketyt vasta-aineet se-
koitettiin juuri pelkistettyjen A~ tai B-ketjujen kanssa
vasta-aine: A-ketju- tai vasta-aine:B-ketju-moolisuhteessa

5:1. Seosta inkuboitiin 15 minuutin ajan 4°C:ssa ravistellen
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varovasti ja dialysoitiin sitten ydn yli PBS-liucsta
vastaan 4°C:ssa. Immunotoksiinit konsentroitiin pitoi-
suuteen 1 mg/ml hdyrystdmdlld vdlikalvon ldpi, dialysoi-
tiin 2-16 tunnin ajan 4°C:ssa PBS-liuosta vastaan ja
sentrifugoitiin liukenemattoman aineen poistamiseksi.
Immunotoksiinin erottaminen suurimmasta osasta vapaita
A-ketijuja, B-ketijuja ja vasta-aineitta tapahtui geeli-
suodatuksen avulla 25°C:ssa kdyttden Sephacryl S-200-pyl-
vadstd, joka oli tasapainoitettu PBS-liuocksella, jonka

pH oli 7,2. Materiaali, jonka ndenndinen molekyylipaino
0li suurempi kuin 200000,, yhdistettiin. Lisdttiin pel-
kistettyd ja alkyloitua naudan alfaglobuliinia, frak-
tiosta 4 (Sigma), yvhdistettyihin ndytteisiin siten, et-
td lopullinen konsentraatio ooi 1 mg/ml. Ndytteitd sdi-
lytettiin 16-20 tuntia 4°C:ssa ennen affiniteettipuhdis-
tusta.

R{HIg-A-ketju~ (R{HIg-A-) ja R{HIg-B-ketju-
(R{HIg-B-) immunotoksiinit puhdistettiin affiniteetti-
kromatografian avulla k&yttden Sepharose-HIg-pylvdita.
A-ketjun sisdltdvien immunctoksiinien puhdistusta varten
pylvddt tasapainoitettiin ja pestiin PBS-liuoksella, jon-
ka pH o0l1i 7,2, ja B-ketjun sisdltdvien immunotoksiinien
puhdistusta varten pylvddt tasapainoitettiin ja pestiin
PBS-liuoksella, jonka pH oli 7,6, ja joka sisdlsi 0,1 M
galaktoosia.

Ndytteet lisdttiin pylvdisiin ja l8pi mennyt neste hei-
tettiin pois. Pylvditd pestiin perusteellisesti PBS-liuok-
sella (tai PBS-0,1M gal-liucksella) ja sen jdlkeen 0,85 %
NaCl:lla. Immunotoksiinit eluoitiin ryhmand 37°C:ssa
kdyttden 2-3 pylvddn tilavuutta 3,5 M MgClZ—liuosta

MgCl2 poistettiin dialysoimalla ja ndytteet konsentroi-
tiin héyrystdm8lld vdlikalvon 1ldpi suurin piirtein pitoi-
suuteen 200 - 300 /ug/ml. Pelkistettyd ja alkyloitua nau-
dan alfaglobuliinia lisdttiin siten, ettd lopullinen kon-
sentraatio oli 1 mg/ml. Ndytteet steriloitiin sucdatta-

malla (kdyttden suodatinta, joka oli kostutettu 2 % sikio-
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vasikan seerumia (FCS) sisdltdvdlld PBS-liuocksella)
ja ne Jjaettiin sitten steriileihin astioihin ja
sdilytettiin -20°C:ssa. T41lli tavoin sdilytetyt ndyt-
teet sdilyividt muuttumattomina 4-6 kuukauden ajan.

Immunotoksiinin saanto affiniteettipuhdistuksen
jalkeen o0li 26-45 % ja jokainen immunotoksiini sigdlsi
yksi tai kaksi A- (tai B-) ketjukomponenttia yhd vasta-
ainemolekyylid kohti. Analysoitaessa immunotoksiineja
SDS-PAGE-geelilevyilld kdyttden herkkdd hopeavdrjdystek-
niikkaa, ei havaittu vapaata A- eikd B-ketjua missdin
immunotoksiinissa.

II. Risiinin B-ketjun sisdltdvien konjugaattien
ja risiinin A-ketjukonjugaattien k&yttd neoplastisten
ihmisen B-solujen tuhoamiseen

A. Kasvainsoluviljelmd

Ihmisen Burkittin lymfooman solukantaa, Daudi,
jollainen on kuvattu julkaisussa: Houston, L.L., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 92, 319-326 (1980), ylldpidettiin
suspensioviljelmé&nd RPMI-1640:ssd, joka sisdlsi lisdksi
10 ¢ (v/v) sikidvasikan seerumia (FCS), 20 mM tuoretta
glutamiinia ja antibiootteja. Viljelmid sdilytettiin
37°C:ssa kosteassa inkubaattorissa 95 % 02/5 3 COz-ilma—
kehdssd. Kaikki viljelmdt kdytettiin kaksi pdivdd siir-
rostamisen jdlkeen.

B. Daudi-solujen kdsittely

Kaksi p&ivdd siirrostamisen jdlkeen Daudi-solut
koottiin ja pestiin puskuroidulla fysiologisella suola-
liuoksella (BSS). Mikrotitrausastioihin siirrettiin ku-
hunkin lO5 solua BSS-1liuoksessa.

Kummankin immunotoksiinin, R{HIg-A:n ja RJ{HIg-B:n,
tai ndiden yhdistelmdn laimennoksia lisdttiin kulloinkin
kolmeen rinnakkaiseen soluastiaan ja seisotettiin 15 mi-
nuuttia 4°C:ssa. Solut sentrifugoitiin ja pestiin kolme
kertaa BSS-liuoksella. Kuhunkin soluastiaan lisdttiin

200 /ul RPMI:t&d, josta puuttui leusiini, ja joka sisdlsi
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10 % FCS8:4d, ja solut suspendoitiin uudelleen raviste-
lemalla kevyesti. Solususpensioita inkubcitiin 22 tun-
nin ajan 37°C:ssa 5 % COz—inkubaattorissa. Solujen an-
nettiin sitten olla 6 tuntia 37°C:ssa 5 % CO,:ssa kos-
ketuksissa 3H—leusiinin kanssa (New England Nuclear),
jota lisdttiin 5 /uCi astiaa kohden. Solut koottiin
pyOreille lasikuitulevyille ja laskettiin nestetuike-
spektrometrissd. Soluja oli kdsitelty erikseen
kummallakin immuntoksiinilla sekd seuraavilla immuno-
toksiiniyhdistelmilla:
l. Soluille vaaraton mdarda R({HIg-A:ta (0,3 /ug/mg) ja
eri mddrid R HIg-B:td tai
2. Soluille vaaraton mddrd R«CHIg-B:td (0,5 /ug/ml) ja
eri mddrid R(HIg-A:ta.
Tulokset on esitetty taulukossa 1.

Taulukko 1. Kdsittelyn jd@lkeen jdljelld oleva

solumddrd prosentteina kontrollin solumddrdstd

Kdytetyt konjugaatit Konsentraatio ( ,ug/ml)
7

6,03 0,05 90,30,51,3 2,6

ITB* 83 90 100 100 90 82

ITA** 100 90 82 - 22 18

ITA + ITB (0,5 /ug/ml) 75 40 12 -~ 6 5

ITR + ITA (0,3 /ug/ml) 95 64 50 - 20 10
* ITB = immunotoksiini-B-konjugaatti (RyHIg-B)

*¥% ITA = immunotoksiini-A-konjugaatti (RgHIg-A)

Kuten taulukosta ndkyy, havaittiin vdhdn tuhoavaa
vaikutusta, kun Daudi-soluja k&siteltiin 0,3 /ug:lla
R HIg—A—ketjua/105 solua. Mik&ddn konsentraatio R HIg-B:td
ei ollut myrkyllinen. Kuitenkin kun 0,3 /ug R HIg-A:ta se-
koitettiin eri mddrien kanssa RHIg-B:td, oli soluja tuhoa-
va vaikutus huomattava. Huomattakoon, ettd tdmd Daudi-solu-
jen kdsittely immunotoksiinien seoksella suoritettiin BSS-
liuoksessa, josta puuttui galaktoosi. Kuten taulukosta 1 ni-

kyy, ei havaittu tuhoavaa vaikutusta, kun Daudi-soluja k&d-
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siteltiin 0,5 /ug:lla R{HIg-B:td. Sitd vastoin RLHIg-A
tappoi Daudi-soluja suhteessa anncoksen suuruuteen. Kuiten-
kin solujen kdsittely 0,5 /ug:lla RLHIG-B:td, johon oli
sekoitettu RYHIg-A:ta, tuhosi soluja niissdkin konsentraa-
tioissa, joissa R«LHIg-A itse ei vaikuttanut tuhoavasti.
vVaikkakin konjugaattivalmisteista ja menetelmistid
on kuvattu suositeltavimmat muodot, alan ansiantuntijat
kdsittadvat, ettd voidaan tehdd erilaisia muutoksia poik-

keamatta keksinndn piiristd.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd toksiinin B-ketjukonjugaatin val-
mistamiseksi, t unnettu siitd, ettd vasta-aine
kytket&&n kovalenttisesti toksiinin B-ketjuosaan.

2, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd
konjugaatin valmistamiseksi, t unne t t u siitd,
ettd vasta-aine on spesifinen solun pinta-antigeenille.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetel-
md konjugaatin valmistamiseksi, t un n e t t u siitd,
ettd vasta—-aineen kohteena on sydpdsolun pinta-antigeeni.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi kon-
jugaatin valmistamiseksi, t unn e t t u siitd,ettd vas-
ta-aineen kohteena on toinen wvasta-aine.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen mene-
telmd@8 konjugaatin valmistamiseksi, t unne t tu siiti,
ettd toksiinin B-ketju on joko risiinin B-ketiju, modekkii~
nin B-ketju, abriinin B-ketju, kermesmarjan mitogeeniteki-
jdn B-ketju, viskumiinin B-ketiju, koleratoksiinin B-ketju,
E. colin ldmpSherkédn toksiinin B-ketju, pertussistoksiinin
B-ketju, botulinustoksiinin B-ketju, Pseudomonas-toksiinin
B-ketju, shigellatoksiinin B-ketju tai difteriatoksiinin
B-ketju.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd kon-
jugaatin valmistamiseksi, t un ne t £t u siitd, ettid
toksiinin B-ketju on risiinin B-ketiju.

7. Menetelmd soluja tuhoavan valmisteen valmis-
tamiseksi, t unnettu siitd, ettd jonkin patentti-
vaatimuksista 1-6 mukainen ensimmidinen konjugaatti yhdis-
tetddn toiseen konjugaattiin, joka sisdltdid vasta-aineen,
joka on kovalenttisesti kytketty toksiinin A-ketjuosaan.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmi
soluja tuhoavan valmisteen valmistamiseksi, t unne t -
t u siitd, ettd jdlkimmdisen konjugaatin vasta-aineen

kohteena on solun pinnan antigeenideterminantti.
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9, Patenttivaatimuksen 7 tai 8 mukainen menetel-
md, soluja tuhoavan valmisteen valmistamiseksi, t un -
nettu siitd, ettd kumpikin vasta-aine on spesifinen
sySpdsolun antigeenideterminantille.

10. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd solu-
ja tuhoavan valmisteen valmistamiseksi, t unne+t tu
siitd, ettd jdlkimmdinen konjugaatti sisdltdd vasta-ai-
neen, joka on spesifinen solun pinnan antigeenideterminan-
tille, ja ensimmdinen konjugaatti sisdltdd vasta-aineen,

joka on spesifinen jdlkimmdisen konjugaatin vasta-aineelle.
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Patentkrav:

1. Forfarande fOr framstdllning av ett kedjekon-
jugat av toxin B, k & nne tecknat ddrav, att
en antikropp kovalent binds vid en kedjedel av toxin B.

2. Forfarande f&6r framstd@llning av ett konjugat
enligt patentkravet 1, k d nne t ec knat dirav,
att antikroppen &r specifik f£8r en cellytantigen.

3. Forfarande f6r framstdllning av ett konjugat
enligt patentkravet 1 eller 2, k Ennetecknat
ddrav, att antikroppen &r riktad mot en cellytantigen
av en tumdrcell.

4, Forfarande f6r framstdllning av ett konjugat
enligt patentkravet 1, k @& n ne t e cknat ddrav,
att anikroppen dr riktad mot en andra antikropp.

5. Forfarande f6r framstdllning av ett konjugat
enligt nagot av patentkraven 1-4, k @& nne teck -

n at dirav, att kedjan av toxin B valts bland kedjor
av ricin B, modeccin B, abrin B, phytolacca-mitogenfak-
tor B, viscumin B, koleratoxin B, vidrmelabilt E. coli-
toxin B, pertussistoxin B, botulinumtoxin B, Pseudomona-
stoxin B, shigellatoxin B, eller diphteriatoxin B.

6. Forfarande f&r framstdllning av ett konjugat
enligt patentkravet 5, k @nnetecknat dirav,
att kedjan av toxin B &dr kedja av ricin B.

7. Forfarande fOr framstdllning av en cytotoxisk
komposition, k @ nn e t ec knat dirav, att man
med ett forsta konjugat enligt nagot av patentkraven 1-6
fdrenar ett andra konjugat, vilket omfattar en anikropp
som kovalent kopplats till en kedjedel av toxin A.

8. Forfarande f&r framstdllning av en cytotoxisk
komposition enligt patentkravet 7, k @& nneteck -
n at dédrav, att den andra konjugatantikropopen &r rikt-
ad mot en cellyta-antigendeterminant.

9. rForfarande £6r framstdllning av én cytotoxisk
komposition enligt patentkravet 7 eller 8, k E&n ne -

t ecknat ddrav, att vardera antikroppen dr speci-
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fik fOr en tumdrcell-antigendeterminant.

10. Forfarande f6r framstdllning av en cytotox-
isk komposition enligt patentkravet 7, k @ nne te c k-
n a t ddrav, att det andra konjugatet omfattar en anti-
kropp, vilken &r specifik en cellyta-antigendeterminant
och att det fdrsta konjugatet omfattar en antikropp,
vilken &r specifik f0r det andra konjugatets antikropp.
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