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Keksintd esitt8&8 menetelmsn, jolla indu-
soidaan tehokas immuuniresponssi patogee-
nisia lymfosyyttej8 vastaan antamalla sel-
laisia dendriittisoluja, jotka on aiemmin
altistettu halutulle idiotyyppiproteiinil-
le. Yhdess8 suoritustavassa on esitetty
menetelmd nis&8kk8&8n aktiiviseksi immuni-
soimiseksi lymfoomaa vastaan. T&m& suori-
tustapa sisdltd& vaiheet,
dendriittisolut idiotyyppi-im-
munoglobuliinille niin, ettd saadaan idio-
tyypille altistetut dendriittisolut, jJja
injektoidaan idiotyypille altistetut dend-
riittisolut takaisin nisdkksiseen,
indusoituu

joissa altis-
tetaan

Jjossa
immuniteetti lymfoomasoluja
vastaan. Toisessa suoritustavassa keksintd

koskee sek#d idiotyyppisten solujen ettd
altistettujen dendriittisolujen antoca.

Uppfinningen avser ett férfaré;de fér in-
ducering av ett effektivt immungensvar mot
patogeniska lymfocyter genom administre-
ring av dendritiska celler, vilka tidigare
exciterats med idiotypproteinet av intres-
se. I ett utférande tillhandahdlls ett
forfarande fdr aktiv immunisering av ett
ddggdjur mot lymfoma. Detta utfdrande om-
fattar utsdttande av dendritiska celler
£6r idiotypen 1Ig for framstdllning av
idiotypexciterade, dendritiska celler och
injicering av de idiotypexciterade, den-
dritiska cellerna &nyo i didggdjuret, var-
vid immunitet mot lymfomaceller induceras.
I ett annat utfbrande avser uppfinningen
administrering av bdde idiotypceller och

exciterade dendritiska celler.
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Idiotyyppirokotuksen valmistus B-solulymfoomaa vastaan

Tama keksintd liittyy yleisesti aktiivisen immuni-
saation alueeseen ja erikoisemmin sellaisten rokotteiden
valmistukseen, jotka ovat kayttdkelpoisia immunisoitaessa
lymfoomia vastaan, ja sellaisiin adjuvantteihin, jotka
ovat kayttdkelpoisia muutettaessa immuuniresponssin suu-
ruutta ja ominaisuuksia. Tarkemmin tamé& keksintd koskee
menetelmad idiotyypille altistettujen terapeuttisesti
kayttdkelpoisten dendriittisolujen valmistamiseksi.

Keksinndén tausta

~ Selkarankaisen immuunisysteemi toimii tunnistaen ja
eliminoiden materiaaleja, kuten patogeeneja, bakteereita
ja viruksia, jotka is&ntd tunnistaa vieraiksi aineiksi.
Lisaksi immuunisysteemi toimii myds valvontasysteemina
eliminoiden pahanlaatuisia sydpdsoluja, joita, johtuen
siitd, ettd ne ekspressoivat muuttuneita proteiineja solun
pinnalle, pidetd&n vieraina aineina. Immuuniresponssit
vieraita aineita, joita nimitetaan antigeeneiksi, vastaan
sisAltavat humoraalisen responssin 3ja soluvalitteisen
responssin. Humoraalinen responssi sisdltiad spesifisten
vasta-aineiden, tai immunoglobuliinien, tuoton, jotka tun-
nistavat antigeenin ja sitoutuvat siihen. Soluvalitteinen
responssi sisilt3ad sellaisten solujen lisdantymisen, jotka
auttavat antigeenien eliminoimisessa.

Immuuniresponssi voidaan usein indusoida tai sita
voidaan lisatad aktiivisella immunisaatiolla kayttaen roko-
tetta (tai immunogeenia), joka sis&dltdd antigeenin tai
antigeenia muistuttavan molekyylin. Usein on tarpeen kayt-
tia immunogeenin lisdksi immuunitehostajia, joita kutsu-
taan adjuvanteiksi.

Suurimmalle osalle B-imusolukasvaimista on ominais-
ta immunoglobuliinin (Ig) ekspressoituminen solumembraa-
nilla. Pinnan immunoglobuliinin idiotyyppi& (id) voidaan

pitada kasvainspesifisen& antigeenina tai merkkiaineena ja
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sita on kadytetty immunoterapian kohteena. Monoklonaalisia
anti-id-vasta-aineita on kaytetty tutkittaessa naiden kas-
vainten immunobiologiaa ja niitd on kaytetty myds tera-
peuttisiin kokeisiin. Erikoisesti hiirialkuperdi olevien
monoklonaalisten anti-id-vasta-aineiden (Mab:t) passiivis-
ta antoa on kuitenkin vaikeuttaneet useat ongelmat, jotka
ovat alentaneet niiden soveltuvuutta kliiniseen kayttddn.
Eraat ndistd ongelmista ovat (i) verenkierrossa oleva va-
paa antigeeni, (ii) hiiren immunoglobuliinia vastaan he-
rannyt immuuniresponssi ja (iii) kasvainsolujen heteroge-
nia. Useissa tutkimuksissa on julkaistu, ettd immunisaatio
idiotyyppiproteiinilla tai sen pienemmilléa fragmenteilla
voi suojata eldintd plasmasytooman kasvulta tai sellaisen
lymfooman kasvulta, jossa on immunoglobuliinia solun pin-
nalla. Indusoitu immuuniresponssi sisaltaa anti-idiotyyp-
piset vasta-aineet yhta hyvin kuin T-soluvédlitteisen im-
muniteetin. Kun on muodostettu sellaisia vasta-aineita ja
heratetty sellainen immuniteetti altistamalla kasvain-
soluille, on toistuvasti osoitettu, ettd on tarpeen liit-
tad idiotyyppiproteiini vahvaan immunogeeniseen kantajaan
ja antaa tamd konjugaatti vahvan adjuvantin lasni ollessa.

Idiotyyppiheterogenia on kuvattu kliinisen kokeen
aikana kaytettiessa anti-idiotyyppisiad vasta-aineita. Mo-
noklonaalisen vasta-aineen indusoiman alussa olevan osit-
taisen responssin j&lkeen alkuperiiseen kasvaimen kohtaan
ilmaantui idiotyypiltdan toisenlaisia kasvainsoluja. On
todenndkdistd, ettid sellaiset idiotyypilt&4n toisenlaiset
kasvainsolut olivat lasna jo ennen hoitoa monoklonaalisel-
la vasta-aineella, mutta niiden lisd&ntyminen sallittiin,
kun idiotyyppisesti positiiviset kasvainsolut poistettiin
selektiivisesti.

Eldinten aktiivinen immunisointi syngeenisella kas-
vaimesta perdisin olevalla immunoglobuliinilla tai sen
pienemmillad fragmenteilla aiheuttaa anti-id-vasta-aineiden

muodostuksen ja indusoi suojauksen syntymisen sen j&lkeen
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tapahtuvalle kasvainsolualtistukselle. Useimmissa tapauk-
sissa kuitenkin kasvain aiheuttaa responssin, joka on
liian heikko tai joka ilmaantuu liian my&h&&n, jotta silléa
olisi kest&vaa terapeuttista arvoa. Sen vuoksi tarvitaan
joko modifioituja id-immunoglobuliineja tai vahvoja ei-
fysiologisia adjuvantteja. Ei-fysiologisten immunogeenien
tai epaspesifisten aktivaattorien kayttd on erittain epéa-
toivottavaa ihmispotilaille kaytettavaksi johtuen sivuvai-
kutuksista, jotka sisaltavat mahdollisuuden indusoida po-
lyklonaalinen fR-soluresponssi, joka voi johtaa autoimmuu-
nitaudin kehittymiseen.

Sen vuoksi on ollut olemassa jo pitkaén tarve mene-
telméstd, jolla tehostetaan rokotteiden immunogeenisuutta.
Suositeltavasti kaikkien sellaisen immunisaation yhteydes-
s& kaytettadvien adjuvanttien taytyy muodostaa immuuni-
responssi, joka on riittavan vahva ollakseen terapeutti-
sesti kayttdkelpoinen. Erikoisesti on tarve kasvaimen
omaavan isanndn tehokkaasta aktiivisesta immunisaatiome-
netelméstd kayttaen syngeenistd immunoglobuliinia niin,
etti aiheutetaan tehokas polyklonaalinen responssi. Esilla
oleva keksintd tyydyttdd tamadn tarpeen ja esittaa myds
siihen liittyvid parannuksia.

Keksinnén yhteenveto

Tassd kuvataan menetelmd tehokkaan immuunirespons-
sin indusoimiseksi patogeenisia lymfosyytteja vastaan,
jossa menetelmdssd annetaan dendriittisoluja, jotka on
aiemmin altistettu_ halutulle idiotyyppiproteiinille. Yh-
dessa suoritustavassa esitetdan menetelmd, jolla nisakas
immunisoidaan aktiivisesti lymfoomaa vastaan. Tama suori-
tustapa sis&ltd& vaiheet, Jjoissa altistetaan dend-
riittisolut idiotyyppiselle immunoglobuliinille idiotyy-
pille altistettujen dendriittisolujen muodostamiseksi ja
naiden idiotyypille altistettujen dendriittisolujen injek-
toimisen takaisin nis&kkdaseen, jossa indusoituu immuni-

teetti lymfoomasoluja vastaan. Toisessa suoritustavassa
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annetaan seka idiotyyppisii soluja etta idiotyypille al-
tistettuja dendriittisoluja. Keksinndn mukaiselle menetel-
malle idiotyypille altistettujen terapeuttisesti kayttd-
kelpoisten dendriittisolujen valmistamiseksi, on tun-
nusomaista se, mit& patenttivaatimuksessa 1 esitetaan.
Piirrosten lyhyt kuvaus

Kuvio 1. Idiotyyppi-KLH-konjugaateilla tehdyn immu-
nisaation indusoima kasvainimmuniteetti. C;H/He-hiiret im-
munisoitiin viikon valein 38C13 IgM:n KLH-konjugaateilla
(_._._ kaksi injektiota: ryhma II, -0-0- kolme injektiota:
ryhma I, -0-O- yksi injektio: ryhmd III) tai kontrolli-
IgM:1la (-0-O- kaksi injektiota: ryhma IV). Yksi viikko
viimeisen immunisaation jalkeen hiiret ympattiin 10?2 38C13-
kasvainsolulla. Numerot vastaavat taulukon I koeryhmig.

Kuvio 2. Idiotyyppi-IgM:lle altistetuilla dendriit-
tisoluilla (DC) tehdyn immunisaation vaikutus hiirten
eloonjdantiin kasvaimen ymppayksen j&lkeen. C3H/He-hiiret
immunisoitiin 38C13 IgM-DC:11& (-0-0O-: ryhma V) tai kont-
rolli IgM-DC:11& (_._._: ryhm& VI) tai liukoisella idio-
tyyppiproteiinilla (-4-4-: ryhmd VII) 28 vuorokautta ennen
altistusta kasvainsoluille (102?). Hiiret saivat yhden te-
hosteen liukoisella IgM:lla vuorokautena -7. Numerot vas-
taavat taulukon I koeryhmia.

Kuvio 3. Syngeenisten anti-idiotyyppivasta-ainei-
den, jotka indusoitiin immunisoimalla Freundin adjuvantis-
sa olevalla 38C13-KLH:1la, ja 38Cl13:lle altistettujen
dendriittisolujen vertailu. Seerumit hiirista, jotka oli
immunisoitu kolme (-0-O-: ryhma I) tai kaksi (_._._: ryhma
II) kertaa Freundin adjuvanttiin emulsifioiduilla 38C13
KLH-konjugaateilla tai 38C13:1le altistetuilla dendriitti-
soluilla (-¢-4¢-: ryhmd V) lisattiin kuoppiin, jotka oli
esipdallystetty 38C13-IgM:1la. Seerumit laimennettiin kah-
deksan kuopan sarjalla. Sitoutunut vasta-aine tunnistet-
tiin lis&8m&ll& entsyymillad leimattua vuohen anti-hiiri-
IgG:ia.
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Keksinnén yksityiskohtainen kuvaus

Esillad oleva keksintd mahdollistaa menetelman im-
munisaation tehostamiseksi. Sellainen menetelm& on erikoi-
sen kayttdkelpoinen sellaisissa immunisointitapauksissa,
joissa tehokas immuuniresponssi on vaikea saada aikaan,
kuten monien kasvainmerkkiaineiden tapauksissa. Menetelma
on kuitenkin sovellettavissa myds eri patogeeneja vastaan
suoritettujen immunisaatioiden yhteyteen.

Askettiin Francotte Jja Urbain, PNAS 82: 8149
(1985), raportoivat dramaattisen viruksen vastaisen im-
muuniresponssin tehostumisen kéytettdaessa hiiren dendriit-
tisoluja, jotka oli altistettu in wvitro viruksella tai
polyklonaalisilla anti-idiotyyppivasta-aineilla (Ab,) .
Dendriittisolujen (DC) on osoitettu olevan vahvoja im-
muuniresponssien stimulaattoreita sellaisille antigeeneil-
le, jotka ovat kiinnittyneet niiden solupintaan. Antigee-
nille altistetut dendriittisolut esik&sittelevat lepaavat
T-lymfosyytit, jotka sitten antavat tarpeellisen avun an-
tigeenispesifisille B-lymfosyyteille.

Keksinnén yhteydessi on yllattden havaittu, etta
hiiren dendriittisolut, jotka on altistettu in vitro pato-

geenisista lymfosyyteistd per&isin olevalle idiotyyppipro-
teiinille, voivat korvata immunogeenisen kantajan ja ei-
fysiologisen adjuvantin, joiden aiemmin ajateltiin olevan
tarpeen tehokkaan immuuniresponssin muodostamiseksi pato-
geenisia lymfosyyttej& vastaan. Tassa kaytettyna termi
"patogeeniset lymfosyytit" viittaa joko siatelemattdmiin
pahanlaatuisiin lymfosyytteihin tai lymfosyytteihin, jotka
aiheuttavat autoimmuuniresponssin. Termi patogeenisesta
lymfosyytista peraisin oleva idiotyyppiproteiini wviittaa
immunoglobuliiniin tai immunoglobuliinifragmenttiin (FAB),
jossa on idiotyyppinen epitooppi.

Suojaus mydhempd& kasvainsoluannosta vastaan voi-
daan saada aikaan esi-immunisoimalla syngeenisella idio-

tyypilla, joka on konjugoitu immunogeeniseen kantajaan ja
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emulsifioitu Freundin adjuvanttiin, tai idiotyypille in
vitro altistetuilla dendriittisoluilla. Kontrolliryhmit,
joita kdsiteltiin samoilla ma&rilla dendriittisoluja, jot-
ka oli altistettu asiaan kuulumattomalle IgM:1le, tai jot-
ka oli immunisoitu samalla annoksella liukoista syngeenis-
ta 38Cl3 IgM:33, eivat osoittaneet pidentynyttad eloonjai-
misaikaa. Namd tulokset osoittavat selvisti dendriittiso-
lujen tehostajavaikutuksen ja kasvaimen kasvun idiotyyppi-
spesifisen suppression.

C,H/He-hiiret immunisoitiin idiotyyppisella immuno-
globuliini-M:11& (IgM), joka oli peraisin syngeenisesta
38Cl3-lymfoomasta. Vaadittiin konjugointi immunogeeniseen
kantajaproteiiniin (keyhole limpet -kotilon hemosyaniini;
KLH) ja vahvaan ei-fysiologiseen immunostimulaattoriin
(taydellinen Freundin adjuvantti; CFA), jotta saatiin ai-
kaan idiotyyppispesifinen humoraalinen ja soluvalitteinen
immuniteetti ja suojaus tappavaa kasvainsolualtistusta
vastaan. Kuitenkin, kun dendriittisoluja kaytettiin idio-
tyypin kanssa, ei tarvittu immunogeenista kantajaa eika
adjuvanttia. Dendriittisolut, jotka oli altistettu in vit-
ro modifioimattomalle idiotyyppiproteiinille ja jotka oli
injektoitu takaisin el&imiin, kykenivat indusoimaan mer-
kittavan resistenssin mydhempidi kasvaimen ymppaysta vas-
taan. Ymppaykseen voidaan kaytt3a vaihtoehtoisesti FAB-
fragmentteja tai synteettisia peptideja, joissa on idio-
tyyppiepitooppi. Molemmissa ryhmissa havaittiin idiotyyp-
pispesifisid T-lymfosyytteja, jotka lisdantyivat respons-
sina luonnolliselle 38Cl3-idiotyypille (id), kuin myés
sytotoksisia T-lymfosyytteja. Soluvalitteinen immuunires-
ponssi oli vahvempi dendriittisoluilla kdsitellyissé el&di-
missd kuin niissd, joita kasiteltiin 38C13-KLH:1la ja tay-
delliselld Freundin adjuvantilla. Molemmat immunisaatio-
menetelmat johtivat pitkiin eloonjdantiaikoihin ilman,
etta kasvainsolut p&&sivat karkuun toisenlaisten idiotyyp-

pien ilmestymisestd tai kasvainsolujen lepotilasta joh-
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tuen. Huomattavaa on, ettd yhden vuoden kuluttua 80 % hii-
ristd oli edelleen elossa.

Immunisoitujen eldinten seerumianalyysi osoitti,
ettd suojausvaikutus ei vastannut suoraan seerumin anti-
idiotyyppitiitterid. Freundin adjuvantilla tehdyn hyper-
immunisaation indusoimien anti-idiotyyppivasta-aineiden
korkeat tasot ovat voineet moduloida kasvainsolujen pinnan
immunoglobuliineja, jotka solut sitten voivat valttdad id-
spesifisten T-solujen aiheuttamaa tuhoa.

T-soluja, jotka lisdantyivat idiotyyppiproteiinien
13snd ollessa, voitiin havaita Jjopa kauemmin kuin kolme
kuukautta immunisaation jdlkeen. N&ailla soluilla, vaikka
niiden fenotyyppi& ei tunneta, oli sytotoksinen vaikutus
syngeenisiin kasvainsoluihin.

Seuraavien esimerkkien on ajateltu olevan kuvaavia,
mutta ei keksintd& rajoittavia.

Esimerkki I

Dendriittisolujen valmistus

Dendriittisolut (DC) eristettiin kayttden menetel-
ma4, jonka ovat kuvanneet Steiman ja Cohen, J. Exp. Med.
139: 380 - 397 (1974). Lyhyesti, pernasolujen suspensio,
joka oli vapaa aggregaateista tai solurypédleista, suspen-
doitiin 1liuokseen, jossa oli naudan seerumialbumiinia
(BSA) (p = 1,082 g/cm®); fraktio V (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO), konsentraatioksi 1 x 10° solua/ml. Padlle 1li-
sittiin matalan tiheydén sisdltivada BSA-liuosta (p = 1,060
g/cm®) . Putket sentrifugoitiin tasapainoon 10 000 g:1la 30
minuutin ajan 4 °C:ssa. Kelluvat solut kerdttiin ja pes-
tiin kahdesti RPMI 1640 -alustassa. Solut suspendoitiin
uudelleen tdydelliseen alustaan (RPMI 1640, 5 % FCS, 5 x
10® M 2-merkaptoetanoli, penisilliini, streptomysiini,
tarvittavat elintdrkeat vahimmiisaminohapot ja natriumpy-
ruvaatti) Jja siirrettiin muovisille petrimaljoille kon-
sentraatioksi 1 x 10° solua/ml 3 tunniksi 37 °C:seen 5 %
CO,-ilmakehdsséd. Kiinnittymattémat solut poistettiin pipe-
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toimalla varovasti ja kiinnittyneet solut pidettiin toiset
16 tuntia tédydellisessid alustassa. Supernatanttia, joka
sisdlsi kiinnittymattomdt matalan tiheyden omaavat solut,
kaytettiin dendriittisolujen lihteen&. Kontaminoivat mak -
rofaagit poistettiin antigeenialtistuksen aikana, koska
makrofaageilla oli taipumus kiinnitty& uudelleen muovipin-
taan, kun taas dendriittisolut eivat kiinnittyneet. Lopul-
lisen soluvalmisteen puhtaus tutkittiin pyyhkdisyelekt -
ronimikroskopialla, transmissioelektronimikroskopialla,
immunofluoresenssilla ja akridiinioranssivirjaykselly.
Vuohen anti-hiiri-immunoglobuliinia, joka o0li leimattu
FITC:1la, ja biotiinilla leimattua anti-Thy-1.2-vasta-ai-
netta (Becton Dickinson) k&ytettiin B- ja T-solujen tun-
nistamiseksi, vastaavassa jdrjestyksessa.

Dendriittisolut suspendoitiin tadydelliseen alustaan
konsentraatioksi 5 x 10° solua/ml 24-kuoppaisille tasapoh-
jaisille levyille (1 ml/kuoppa). Lisattiin 50 ug puhdis-
tettua 38C13 IgM (kappa) -idiotyyppiproteiinia tai asiaan
kuulumatonta hiiren IgM:44 (kappa) (ABPC - Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO). Levyja pidettiin 37 °C:ssa 5 % CO, -
ilmakehdssd 4 - 5 tuntia. Solut pestiin useita kertoja
steriililld PBS:1lla ja suspendoitiin uudelleen konsentraa-
tioksi 2,5 x 10° solua/ml.

Esimerkki II

Syngeeninen immunisaatio idiotyyppisella immuno-

globuliinilla

C,H/He-hiiret hankittiin Laboratory Animal Center of
the Catholic University of Leuven -laboratoriosta. Balb/c-
ja F1 (C;H/He x Balb/c)-hiiret kasvatettiin Laboratory Ani-
mal Facility at the Free University of Brussels -laborato-
riossa (VUB). 38C13 on karsinogeenin (DMBA) indusoima C,H-
alkuperda oleva B-solukasvain. N&ami kasvainsolut ja in
vitro adaptoitu solulinja, joita kaytettiin tadssi tutki-
muksessa, ekspressoivat IgM:ia (kappa) solumembraanille,

mutta eivat eritd suuria m&3ri4 immunoglobuliinia.
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Idiotyyppi-IgM:44 (kappa) erittavad solulinja on saatu fuu-
sioimalla kasvainsolut ei-erittadvan myeloomasolulinjan
(P3 x 63 Ag 8.653) kanssa.

Nelj& ryhm&a, joissa oli 10 hiirta kussakin, immu-
nisoitiin 50 pg:1lla idiotyyppisté& 38C13-IgM:4& tai yhteen
kuulumattomalla ABPC-IgM:lla, joka oli ristiliitetty
KLH:hon, jotka oli emulsifioitu Freundin taydelliseen ad-
juvanttiin (CFA), epatéydelliseen adjuvanttiin (ICFA) tai
PBS:4an, seuraten taulukossa 1 esitettyd aikataulua. Viik-
ko viimeisen injektion jalkeen injektoitiin 38Cl3-kasvain-
soluja (10? solua/hiiri) intraperitoneaalisesti. Tama annos
on tappava 100 %:1le kasittelemadttdmistd elaimista wvuoro-
kauteen 30 mennessi. Kasvaimen lasnaolo ja kuolinvuorokau-
si laitettiin muistiin.

Kuvio 1 esittda immunisaation suojaavan vaikutuksen
eloonjéantiin tyypillisessa kokeessa. Tehokkain immunisaa-
tioaikataulu sisdlsi kaksi annosta idiotyyppistad IgM:44&,
kerran CFA:ssa ja kerran ICFA:ssa (ryhmd II). Namd havain-
not olivat toistettavia. Yhtdan pitkan eloonjaantiajan
omaavia elaimid ei ollut, kun kaytettiin joko asiaan kuu-
lumatonta IgM-KLH-konjugaattia (ryhma IV) tai konjugoima-
tonta idiotyyppist& IgM:4a (ryhma VII).

Taulukko I

Immunisaaticaikataulu
*Aika I* II III v
Vuorokausi 28 - - - -
Vuorokausi 21 38C-KLH/

CFA 1i.p.
Vuorokausi 14 38C-KLH/  38C-KLH/ - ABPC-KLH/

- ICFA i.p. CFA i.p. CFA i.p.

Vuorokausi 7 38C-ﬁiﬁ/ 38C-KLH/ 38C-KLH/ ABPC-KLH/

PBS i.v. ICFA i.p. CFA i.p. ICFA i.p.

*Koeryhmd sisé&lsi 10 hiirtéa.
*Vuorokausi ennen kasvainsolujen (10°) i.p. injektiota vuo-

rokautena 0.
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Esimerkki III

Immunisaatio idiotyyppiselle IgM:lle altistetuilla

dendriittisoluilla

Nd&md ryhm&t, joihin kuului kuhunkin 10 C;H/He-hiir-
td, injektoitiin intraperitoneaalisesti 5 x 10%*:114 IgM:1le
altistetulla dendriittisolulla, jotka oli valmistettu esi-
ﬁerkin I mukaisesti, taulukon II immunisaatioaikataulun

mukaisesti.

Taulukko II
‘Aika v VI VII
Vuorokausi 28 DC-38C13 i.v. DC-ABPC i.v. 38Cl3 i.v.

Vuorokausi 21 - - -
Vuorokausi 14 - - -
Vuorokausi 7 38C13 1i.v. ABPC i.v. 38C13 i.v.

Koeryhm8 sisdlsi 10 hiirtsi.
‘Vuorokausi ennen kasvainsolujen (10%) i.p. injektiota wvuo-
rokautena 0.

100 38Cl3-solua injektoitiin intraperitoneaalises-
ti viikko viimeisen antigeeni-injektion j&lkeen. Kasvain-
solujen ldsndolo ja kuolinvuorokausi laitettiin muistiin.

Idiotyyppiselle IgM:lle altistetuilla dendriitti-
soluilla tehdyn immunisaation suojaava vaikutus on esitet-
ty kuviossa 2. Idiotyypille altistettujen dendriittisolu-
jen yksi injektio, jota seurasi tehoste liukoisella idio-
tyyppiproteiinilla, johti samaan eloonjddntiin kasvaimen
siirron jédlkeen kuin niiss8 kokeissa, joissa k8ytettiin
38C13-KLH-konjugaatteja ja CFA:ta. Kontrollilla immunisoi-
dut eldimet (asiaan kuulumattomalle IgM:1le tai idiotyyp-
piproteiinille yksinddn altistetut dendriittisolut) eivit
osoittaneet mink&&nlaista suojausta.
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Esimerkki IV

Humoraalisen ja soluvilitteisen immuniteetin vah-

vistus

Humoraalisen immuniteetin roolin vahvistamiseksi
syngeenisten anti-idiotyyppisten vasta-aineiden tasot mi-
tattiin IgG-spesifiselld ELISA-testilld, joka suoritettiin
éeuraavasti.

Balb/c-hiiret immunisoitiin puhdistetulla idiotyyp-
piproteiinilla, joka oli ristisidottu keyhole limpet -ko-
tilon hemosyaniinin (KLH) kanssa (Calbiochem-Behring,
Hoechst) glutaraldehydills sen menetelm&n mukaisesti, jon-
ka ovat kuvanneet Maloney et al., Hybridoma 4: 191 - 209
(1985), joka julkaisu liitet#8n t&hdn viitteeksi. Perna-
solut hybridisoitiin P3 x 63 Ag 8.653-myeloomasolulinjaan.
Monoklonaaliset vasta-aineet E4 ja B8E3 reagoivat vahvasti
38C13 IgM:n (kappa) kanssa, eivdt olleet inhiboitavissa
normaalilla C,H-seerumilla eiv&tk4 sitoutuneet normaaleihin
pernasoluihin tai puhdistettuihin IgM-myeloomaproteiinei-
hin. C,H-alkuper&i oleva monoklonaalinen anti-idiotyyppi-
vasta-aine S5A8 ja rotan monoklonaalinen vasta-aine R7D7
puhdistettiin askitesnesteestd kaksoissaostamalla kayttéen
ammoniumsulfaattia (40 %). Vasta-aineiden leimaus biotii-
nilla suoritettiin alalla hyvin tunnettujen menetelmien
mukaisesti.

Ennen kasvainsoluinjektiota hiiristé otettiin verta
silmdkuopan takapunoksen ldpi. Saman koeryhmdn yksittdis-
ten hiirten seerumit yhdistettiin. Syngeeniset anti-idio-
tyyppiset vasta-aineet tunnistettiin ELISA-testilld, kuten
on kuvattu. -

Kuvion 3 tulokset osoittavat anti-id-vasta-aineiden
korkeat tasot niiss8 hiirissi, jotka immunisoitiin 38C13-
KLH:1la ja CFA:lla. Paljon matalammat tasot tunnistettiin
sellaisten eldinten seerumeissa, jotka o0li immunisoitu
dendriittisoluilla, joka osoittaa, etté vasta-ainetasojen
ja eloonjs#innin vZ1ill4 ei ollut mitd&n suoraa suhdetta.
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CFA:ssa olevan IgM-KLH:n kolme injektiota johti korkeam-
paan anti-id-vasta-aineiden seerumitasoon, mutta matalam-
piin eloonj&idntitasoihin (kuvio 1l).

Soluvdlitteinen immuniteetti m#&ritettiin tunnis-
tamalla pitkén eloonjdintiajan omaavien el&inten pernassa
olevat idiotyyppispesifiset T-lymfosyytit molemmissa im-
munisaatiotavoissa. T-solujen suhteen rikastuneita perna-
soluja viljeltiin liukoisen idiotyyppiproteiinin tai idio-
tyyppisen IgM:n, joka oli liitetty sepharoosipartikkelei-
hin, l&sn8 ollessa kolme vuorokautta. Kontrollikuopat si-
sdlsivdt splenosyyttejd IL2-proteiinia sis#ltivissi alus-
tassa, jossa oli 10 % (v/v) rotan pernasoluviljelmdn alus-
tan supernatanttia, joka sis#lsi 4 Hg Kkonkanavaliini
A:ta/ml, 24 tunnin ajan, tai asiaan kuulumatonta IgM-pro-
teiinia. Eloonj&&neiden el&inten pernasolujen suspensio
siirrettiin muovisille petrimaljoille (80 mm), jotka oli
esipddllystetty 0,2 % BSA:1la, konsentraatioksi 10’ so-
lua/ml 3 ml:aan tdydellistd alustaa 37 °C:seen vhdeksi
tunniksi (27). Kiinnittym#ttdmdt solut siirrettiin mal-
Jjoille, jotka oli esipddllystetty kanin anti-hiiri-vasta-
aineella (kappa)(10 pg/ml) ja sijoitettiin 4 °C:seen yvh-
deksi tunniksi. Toinen huuhdonta suoritettiin maljoilla,
jotka oli esip8sllystetty vuohen hiiri-Ig:1la (Tago,
Burlingame, CA). T&mdn kaksoishuuhdonnan jdlkeen solujen
saanto oli yleensd 25 - 30 % tumallisia soluja. My&hemmis-
sd kokeissa T-solut rikastettiin sitomalla nailonvillaan
alalla hyvin tunnetuilla menetelmilli. B-solukontaminaatio
tutkittiin immunofluoresenssilla k&ytt#en vuohen anti-hii-
ri-Ig-vasta-aineita (Tago). B-solufraktion m3adrd oli
yleensd 5 - 7 %. Solususpensio, joka oli rikastunut T-so-
lujen suhteen, sijoitettiin py&respohjaisiin kuoppiin (200
nl/kuoppa, 5 x 10° solua/ml). Kuoppiin lis#ttiin 20 pl (50
pg/ml) stimuloivaa ainetta. Kolmen vuorokauden viljelyn
jalkeen kuhunkin kuoppaan lis&ttiin 1,5 pCi [metyyli-’H]-
tymidiinid. T&m&n 18 tunnin leimauksen jilkeen solut ke-
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rattiin lasikuitusuodatinkiekoille ja inkorporoitunut ra-
diocaktiivisuus mitattiin nestetuikelaskijalla. Kaikki mit-
taukset suoritettiin neljand rinnakkaisena ja tulokset on
ilmoitettu cpm:ien keskiarvona i+ keskiarvon keskivirhe.

In vitro stimulaation tulokset on esitetty taulu-
kossa II. Sellaisten hiirten, Jjoita kasiteltiin DC-
38C13:11la, T-solut respondoivat paremmin idiotyyppipro-
teiinille kuin sellaisten hiirten T-solut, joita hiiria
kdsiteltiin CFA:ssa olevilla idiotyyppi-KLH-konjugaateil-
la, tai kontrollihiirten T-solut.

Lisdiantymisresponsit pitkdaikaisen eloonjéidnnin omaavissa
elidimissa’

[*H] -tymidiinin inkorporaatio (cpm t keskiarvon keskivirhe)

Yhteen kuulu-

38C13-IgM 38Cl3-sepharoosi IL2 maton IgM

DC-38C13 6,787 + 376° 10,071 + 5635 1,414 + 160
23,451 %
12865

CFA:ssa 11,271 + 89 *§ 2,166 + 527* 4,805
oleva

id. KLH

1,084 +

127

-1 2,996 t+ 243 850 302 2,195 ¢ 395
1,453 #
661

363"

+

Taulukko . ,

'Rikastettuja pernan T-soluja viljeltiin in wvitro kolmen
vuorokauden ajan 38C13-IgM:n, sepharoosipartikkeleihin
liitettyjen 38C13-IgM:ien, IL2-proteiinia sisaltavéan alus-
tan tai liukoisen vieraan IgM:n lasna ollessa. Stimulaatio
mitattiin *H-tymidiinin inkorporaatiotasona, joka inkorpo-
raatio tapahtui viljelyn viimeisen 18 tunnin aikana. 'Nor-
maaleja C,H/He-hiiri& kaytettiin esikasittelemattdmien T-
solujen puhdistukseen. *Merkittava arvolla p < 0,001 vie-

raan IgM:n t-testin mukaan. ’Merkittavé& arvolla p < 0,001
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t-testin mukaan verrattuna esikidsittelemitt®miin T-solui-
hin. *p > 0,05 t-testin mukaan verrattuna esik8sittelemit-
toémiin T-soluihin., "Merkitt&va arvolla p < 0,002 t-testin
mukaan verrattuna esik#sittelem&tt®dmiin T-soluihin.

T-solujen suhteen rikastettuja pernasoluja kdytet-
tiin myds tavanomaisessa soluvidlitteisessi sytotoksisuus-
testissd8 seuraavasti:

Kasvainsolut leimattiin L-[4,5-H]-1leusiinilla
(Amersham) ja sijoitettiin U-pohjaisiin mikrotiitterile-
vykuoppiin m#3rdksi 1 x 10* kohdesolua (100 pl). vaikutta-
jasolut (rikastuneet pernan T-solut eloonjéd&neists elsi-
mistd) lis&ttiin suhteina 100/1, 50/1, 25/1, 6,25/1, 3/1
ja 1,5/1 kolmena rinnakkaisena lopullisen tilavuuden ol-
lessa 200 pl. Solut ajettiin pohjaan varovaisella sentri-
fugaatiolla ja maljoja inkuboitiin 16 tuntia 37 °C:ssa
kosteassa ilmakeh#dss#, joka sisdlsi 5 % CO,:ta. 50 pl su-
pernatanttia kdytettiin laskettaessa vapautuneen radioak-
tiivisuuden m&&r4. Spontaani ja maksimivapautuminen m&&dri-
tettiin lisddm&118 100 pl tdydellistd alustaa tai 100 Bl
0,1 % NP40:83 T-solujen sijasta. Spesifinen sytotoksisuus
laskettiin seuraavan kaavan mukaisesti:

vapautuminen kokeessa -~ spontaani vapautuminen
Spesifinen vapautumis-% = x 100
maksimivapautuminen - spontaanivapautuminen

Immuunilymfosyyttien sytotoksisuus mitattiin T-so-
lujen eristyspdividnd ja kolme vuorokautta sepharoosipar-
tikkeleihin kiinnitetyll4 38C13:1la tapahtuneen in vitro
stimulaation j&lkeen. Stimuloimattomat T-solut eivit kyen-
neet hajottamaan 38Cl13-kohdesoluja. Kuitenkin in wvitro
stimulaation jélkeen 38Cl3-kasvainsolujen spesifinen ha-
joaminen DC-38Cl13:1la k#siteltyjen T-solujen toimesta oli
21 ¥ verrattuna 38C13-KLH:1lla stimuloitujen solujen
11 %:iin (vaikuttajakohdesolujen suhteella 100/1 16 tunnin
inkubaatiokokeessa).
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Esimerkki V

Jiljelle ji&neet kasvainsolut

Pitkdn eloonjdéntiajan omaavien eldinten pernassa
olevien jiljelle j##neiden kasvainsolujen ldsndolo hahmo-
teltiin immunohistologialla ja in vitro viljelylla. Kryos-
taattileikkeet kiinnitettiin asetonissa ja vdrjattiin mo-
noklonaalisilla vasta-aineilla, jonka jélkeen kdsiteltiin
streptavidiini-piparjuuriperoksidaasilla ja diaminobentsi-
diinitetrahydrokloridilla. Pitk&n eloonjd&ntiajan omaavien
eldinten pernojen jd&dytetyt leikkeet vdrjattiin biotiny-
loiduilla monoklonaalisilla anti-idiotyyppivasta-aineilla.
N3m3 vasta-aineet oli aiemmin testattu kasvaimen sisdlta-
vill4 pernaleikkeilld, jossa ne viérjédsivat seka pinnan
ettd sytoplasman idiotyyppisen IgM:n. Mit&#&n jéljelle jaa-
neitid kasvainsoluja ei voitu tunnistaa pitk&n eloonjaén-
tiajan omaavien el#8inten pernojen sarjaleikkeissa. Pernas-
ta eristettyj4 B-lymfosyyttej& viljeltiin in vitro rikas-
tetussa ja sopeutetussa alustassa. Vaikka 38Cl3-kasvain-
solut, joita k&ytettiin tdss& tutkimuksessa, ovat adap-
toituneet in vitro viljelyyn, yksikd&n viljelmista el
osoittanut kasvainsolujen uudelleen kasvua. Lopuksi B-so-
lut siirrettiin s#teilytettyihin syngeenisiin luonnol-
lisiin el4imiin. Mit#4n kasvaimen kasvua el havaittu kuu-
den kuukauden havaintoajan aikana. N&m# tulokset osoit-
tavat, ettd pitk#n eloonjiidntiajan omaavien eldinten per-
noissa ei ollut yht#&n jaljelle j&8neitd kasvainsoluja.

Esimerkki VI

Dendriittisolujen vaihtoehtoinen valmistus

Pernat perfusoitiin liuoksella, jossa oli 100 yk-
sikk®d4d kollagenaasia/ml (CLS III, Worthington, luettelonu-
mero 4182, 1 g/pullo) 10 x Hanksin tasapainotetussa suo-
laliuoksessa (HBSS)(laimennettu 10 x HBSS-liuoksesta,
Gibco, luettelonumero 310-4065A/J)(pH sd&d&ddettiin 7,2:een
steriilills GIBCO:n 7,5 % bikarbonaatilla). Solut kerat-
tiin putkeen, joka sis#lsi RPMI-alustaa, jossa oli 10 %
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FCS:ia. Jaljelle jaannytta solujétettd inkuboitiin in-
kubaattorissa 15 minuuttia liuoksessa, jossa oli 400 vk-
sikk6é& kollagenaasia/ml. Liuos pipetoitiin noin 50 kertaa,
jotta saatiin keratyksi suurin osa soluista. Kaikki solut
yhdistettiin ja pelletoitiin.

' Naudan seerumialbumiini valmistettiin seuraavasti:
BOVUMINAR COHN FRACTION V -jauhetta (Armour Pharmaceutical
Company, Kankakee, Illinois) pidettiin 4 °C:ssa eksikaat-
torissa. Lasisdili®éssd (suljettu alumiinifoliolla) yhdis-
tettiin 65 ml tislattua vettd, 186 ml PBS:34, 29 ml 1 M
NaOH:ia ja 107 g BSA:ta ja pidettiin 4 °C:ssa 24 tuntia
ilman sekoitusta. Tiheys tarkistettiin refraktometrills ja
pidettiin v&1illa 1,3855 - 1,3865. Jos liuos oli 1liian
tihed, sitad sekoitettiin hyvin hitaasti ja lis&ttiin kyl-
ma& PBS:4&4. Se suodatettiin ja pidettiin 4 °C:ssa. Pellet-
ti suspendoitiin uudelleen liuokseen, jossa oli kylméa
BSA:ta, ja sentrifugoitiin 10 000 x g; noin 2 ml seerumi-
vapaata alustaa lis&ttiin gradientin padlle. Matalan ti-
heyden omaavat solut kerattiin ja ne edustivat noin 10 %
pernasoluista.

Soluja wviljeltiin alustassa, joka sisilsi 10 %
FCS:4a, 2 tuntia 100 mm viljelymaljoilla. Kiinnittymattd-
mat solut pestiin pois pipetoimalla voimakkaasti (15 mi-
nuuttia per malja). Soluja inkuboitiin jélleen yksi tunti
seerumivapaassa alustassa ja kiinnittymadttdmat solut pois-
tettiin pipetoimalla varovasti. Jaljelle ja&neita kiinnit-
tyneita soluja viljeltiin yli yén RPMI-alustassa, joka
sisalsi 10 % FCS:34a. Seuraavana paivénad kiinnittymattdmat
solut kerattiin pipetoimalla varovasti. Yhdesta pernasta
saatiin 2 x 10° - 5 x 10° dendriittisolua.

Vaikka keksintd on kuvattu viitaten tassi suosite]-
tuun suoritustapaan on ymmirrettavi, etta eri modifikaa-
tioita voidaan tehda ilman, etta poistutaan keksinnén pii-
ristd. Sen mukaisesti keksintda rajoittavat ainoastaan

seuraavat patenttivaatimukset.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmid idiotyypille altistettujen terapeut-
tisesti kdyttdkelpoisten dendriittisolujen valmistamisek-
si, tunnettu Siité, ettd dendriittisoluja altiste-
taan idiotyyppi-proteiinille in vitro ja idiotyypille al-
tistetut dendriittisolut otetaan talteen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnettu siitid, ettd se sisaltad vaiheet, joissa

a) altistetaan nis&kka&&n dendriittisolut solun
pinnalla idiotyyppiproteiinia ekspressoivan patogeenisen
lymfosyytin idiotyyppiproteiinille in vitro niin, etta
saadaan idiotyypilla altistetut dendriittisolut; ja

b) otetaan talteen mainitut idiotyypilld altiste-
tut dendriittisolut.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd patogeeniset lymfosyytit ovat
kasvainsoluja.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelm&,
tunnettu siita, etta kasvainsolut ovat lymfooma-
soluja.

5. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd,

t unnwe ®H*®%tu siitd, ettd lymfoomasolut ovat B-imu-
soluja. .

6. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitid, ettd idiotyyppiproteiini on immu-
noglobuliini. ST

7. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelms,
tunnettu siitid, ettd idiotyyppiproteiini on sel-
lainen immunoglobuliinifragmentti, joka sisdltaa idiotyy-
pin. -

8. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd dendriittisolut ovat ihmisen

soluja.
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Patentkrav

1. Foérfarande foér framstdllning av terapeutiskt
anvandbara dendritceller, vilka exponerats f&r idiotyp,
kdnnetecknat av att dendritceller exponeras for idio-
typprotein in vitro och de fér idiotyp exponerade dendrit-
cellerna tillvaratas.

2. Fo¢rfarande enligt patentkrav, kdnneteck-
nat av att det innehaller steg, vari

a) daggdjurs dendritceller exponeras in vitro f&r
idiotypprotein av en patogen lymfocyt som expresserar
idiotypprotein p& «cellens yta, s& att man erhdller
dendritceller exponerade fér idiotyp; och

b) nédmnda for idiotyp exponerade dendritceller
tillvaratas.

3. Férfarande enligt patentkrav 2, kanneteck-
nat av att de patogena lymfocyterna &r tumdrceller.

4. Forfarande enligt patentkrav 3, k&dnneteck-
nat av att tumdrcellerna &r lymfomceller.

5. Fdrfarande enligt patentkrav 3, k&nneteck-
nat av att lymfomcellerna &r B-lymfocyter.

6. Férfarande enligt patentkrav 2, k&nneteck-
nat av att idiotypproteinet &r immunoglobulin.

7. Forfarande enligt patentkrav 2, k&nneteck-
nat av att idiotypproteinet &r ett sadant immunoglobulin-
fragment som innehaller idiotyp.

8. Forfarande enligt patentkrav 2, k&nneteck-
nat av att dendritcellerna d&r mi&nniskoceller.
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