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VAHKTOBE MODIFITSEERIVAD ANTIKEHAD
Kirjeldus

Leiutise valdkond

Kéesolevas leiutises kisitletakse vihktdbe modifitseerivate antikehade (CDMAB)
isoleerimist ja valmistamist ning nende kasutamist ravi- ja diagnostikaprotsessides,
valikuliselt kombineeritult the v6i mitme kemoterapeutilise ainega. Leiutises

kisitletakse ka seondumisteste, kus kasutatakse leiutisekohaseid CDMAB-sid.
Leiutise taust

Igal indiviidil esinev vdhktdbi on unikaalne ja erineb teistest vihiliikidest nagu selle
isiku identiteetki. Vaatamata sellele kohtleb praegu rakendatav teraapia k&iki sama
tiilipi ja samas arengujdrgus vihkkasvajatega patsiente iihtemoodi. Viahemalt 30%
nendest patsientidest ebadnnestub esimese astme ravi, mis toob kaasa edasised
raviastmed, suurendades ravi ebadnnestumise, metastaaside tekke ja 15puks surma
toendosust. Ideaalseks ldhenemisviisiks oleks ravi kohaldamine igale iiksikule
indiviidile eraldi. Ainuke k#esoleval ajal individuaalselt kohandatav ravi on
kirurgiline. Kemoteraapiat ja kiiritusravi ei saa sobitada patsiendile ja kirurgia on oma

olemuselt enamikul juhtudel paranemiseks ebasobiv.

Monoklonaalsete antikehade tulekuga muutus kohandatavate ravimeetodite
viljatédtamise vOimalus realistlikumaks, kuna iga antikeha on v&imalik suunata
iiksikule epitoobile. Peale selle saab valmistada antikehade kombinatsiooni, mida on
vBimalik suunata iga konkreetse indiviidi kasvajat unikaalselt madiratlevale epitoopide

konstellatsioonile.

Olles tdheldanud olulist erinevust vihirakkude ja normaalsete rakkude vahel, mis
seisneb selles, et vihirakud sisaldavad muundunud rakkudele iseloomulikke
antigeene, on teadlased ammu viidanud sellele, et monoklonaalseid antikehi vaib
kavandada spetsiifiliseks suunamiseks muundunud rakkudele, sidudes nad vihi
spetsiifiliste antigeenidega; andes sellega lootust, et monoklonaalseid antikehi vib

kasutada kui “maagilisi kuule” vihirakkude elimineerimiseks.



10

15

20

25

30

EE-EP 1 613 656 B1

2

Kéesoleva leiutise kohaselt isoleeritud monoklonaalsed antikehad on vihi
haigusprotsessi modifitseerinud patsiendile soodsalt, niiteks vihendades kasvajat,
ning nendele on siin viidatud erineval viisil kui “vihktobe modifitseerivatele

antikehadele” (CDMAB) vdi “vihivastastele” antikehadele.

Kédesoleval ajal on vihihaigel patsiendil tavaliselt vihe ravivdimalusi.
Reglementeeritud ldhenemine vihiravile on parandanud globaalseid elujddmis- ja
surevusnditajaid. Ent iiksikisikute 15ikes ei korreleeru need paranenud statistilised

andmed tingimata nende isikliku seisundi paranemisega.

Seega, kui leiduks metodoloogia, mis vdimaldab arstil ravida iga kasvajat sdltumatult
teistest sama rithma patsientidest, voimaldaks see unikaalset lihenemist ravi
kohandamisele nimelt iga isiku tarbeks. Selline ravikuur v&iks ideaalselt suurendada

tervenemismédra ja annaks paremaid tulemusi, rahuldades seeldbi igikestvat vajadust.

Ajalooliselt on poliiklonaalseid antikehi kasutatud inimese vihktSbede ravimiseks
piiratud eduga. Liimfoome ja leukeemiat on ravitud inimplasmaga, ent pikaajalisi
kasvaja taandumisi v&i vastuseid on olnud vihe. Pealegi on korratavus olnud puudulik
ega ole saadud kemoteraapiaga vorreldes tdiendavat kasu. Tihkeid kasvajaid, nagu
rinnavihid, melanoomid ja neerurakkude kartsinoomid, on ravitud ka inimvere,
Simpansiseerumi, inimplasma ja hobuseseerumiga, ent vastavalt ettearvamatute ja

ebaefektiivsete tulemustega.

Tihkete kasvajate ravimiseks monoklonaalsete antikehadega on tehtud palju kliinilisi
katseid. 1980-tel tehti inimese rinnavihi ravimiseks vihemalt neli kliinilist katset, mis
andsid vdhemalt 47 patsiendist ainult ithe vastuse, kusjuures antikehi kasutati
spetsiifiliste antigeenide vastu voi nad pohinesid koeselektiivsusel. Alles 1998. a.
korraldati edukas Kkliiniline katse, kasutades humaniseeritud anti-her 2 antikeha
kombineeritult tsisplatiiniga. Selles katses hinnati vastuseid 37 patsiendil, kellest
umbes veerandil ilmnesid osalised vastused ja nendest teisel poolel ilmnes viike v&i

piisiv haiguse progresseerumine.

Kliinilised katsed kolorektaalse vihi uurimiseks hdlmavad nii gliikoproteiinsete kui ka
glikolipiidsete sihtmérkide vastu suunatud antikehi. Antikehi nagu 17-1A, millel on

mdningane spetsiifilisus adenokartsinoomide suhtes, kasutati teise faasi kliinilistes
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katsetes enam kui 60 patsiendil, kusjuures ainult iihel patsiendil ilmnes osaline vastus.
Teistes katsetes saadi 17-1A kasutamisel ainult iiks tiielik ja kaks osalist vastust
kokku 52 patsiendi kohta, kasutades lisandina tsiiklofosfamiidi. Teised katsed 17-1A-
ga andsid sarnaseid tulemusi. Esialgu kujutiste saamiseks heakskiidetud hiire
humaniseeritud monoklonaalse antikeha kasutamine ei pdhjustanud samuti kasvaja
taandumist. Efektiivset antikeha kolorektaalse vihi ravimiseks ei ole saadud tinaseni.
Tulemused on olnud v&rdselt halvad ka kopsuvihi, ajuvdhkide, munasarjavihkide,
pankreasevihi, eesnddrmevdhi ja maovdhi puhul. Moningast piiratud edu on
saavutatud monoklonaalse antikeha anti-GD3 kasutamisel melanoomi puhul. Seega on
ilmne, et hoolimata edukatest uuringutest viikeloomadega, mis on Kkliiniliste

inimkatsete eelduseks, on testitud antikehad osutunud enamasti ebaefektiivseteks.
Varasemad patendid

USA patent nr 5750102 kirjeldab protsessi, milles patsiendi kasvajarakke
transfekteeritakse MHC geenidega, mida on v3imalik kloonida patsiendi rakkudest v&i

koest. Neid transfekteeritud rakke kasutatakse seejarel patsiendi vaktsineerimiseks.

USA patent nr 4861581 kirjeldab etapiviisilist protsessi, kus saadakse monoklonaalsed
antikehad, mis on spetsiifilised imetaja neoplastiliste ja normaalsete rakkude
rakusisesele komponendi, kuid mitte nende viliskomponentide suhtes, see
monoklonaalne antikeha maérgistatakse, mirgistatud antikeha viiakse kokku selle
imetaja koega, kes on saanud neoplastilisi rakke hivitavat ravi, ning mi#ratakse
kindlaks ravi efektiivsus, m&&tes mérgistatud antikeha seondumist degenereeruvate
neoplastiliste rakkude rakusisese komponendiga. Inimese rakusisestele antigeenidele
suunatud antikehade valmistamise kohta mérgib patendiomanik, et selliste antigeenide

sobivaks allikaks on pahaloomulised rakud.

USA patendis nr 5171665 nihakse ette uus antikeha ja selle valmistamismeetod.
Tépsemalt, see patent kirjeldab monoklonaalse antikeha valmistamist, millel on
inimese kasvajatega, nditeks kdirsoole- ja kopsukasvajatega, seotud valgu antigeeni
suhtes tugev sidumisvdime, kusjuures tema seondumine normaalsete rakkudega on

palju ndrgem.
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USA patendis nr 5484596 nahakse ette vihi ravimeetod, mis holmab kasvajakoe
kirurgilist eemaldamist vahihaigelt patsiendilt, kasvajakoe tootlemist kasvajarakkude
saamiseks, kasvajarakkude kiiritamist nii, et rakud oleksid eluvdimelised, kuid mitte
tuumorigeensed, ning nende rakkude kasutamist sellise vaktsiini valmistamiseks
patsiendi jaoks, mis on vdimeline pirssima esmase kasvaja taastumist ja samaaegselt
parssima metastaaside teket. See patent kirjeldab monoklonaalsete antikehade
tekitamist, mis reageerivad kasvajarakkude pindmiste antigeenidega. Vastavalt
neljanda veeru 45. ja jdrgnevatele ridadele kasutavad patendiomanikud inimese
neoplaasiale aktiivset spetsiifilist immunoteraapiat avaldavate monoklonaalsete

antikehade tekitamisel natiivseid kasvajarakke.

USA patendis nr 5693763 kirjeldatakse inimese kartsinoomidele iseloomulikku

glitkoproteiini antigeeni, mis ei sdltu algsest epiteelkoest.

USA patent nr 5783186 kasitleb Her2 ekspresseerivate rakkude apoptoosi
esilekutsuvaid antikehi Anti-Her2, neid antikehi tootvaid hiibridoomi rakuliine, vihi
ravimeetodeid nende antikehadega ja neid antikehi sisaldavaid farmatseutilisi

kompositsioone.

USA patendis nr 5849876 kirjeldatakse uusi hiibridoomi rakuliine monoklonaalsete
antikehade valmistamiseks mutsiini antigeenidele, mis on puhastatud kasvajakoest ja

kasvajat mittesisaldavast koest.

USA patent nr 5869268 kisitleb meetodit inimese liimfotsiiiitide tekitamiseks, mis
toodavad soovitud antigeenile spetsiifilist antikeha, meetodit monoklonaalse antikeha
valmistamiseks, samuti selle meetodiga valmistatud monoklonaalseid antikehi. See
patent késitleb eriti vihkkasvajate diagnoosiks ja raviks kasutatava HD-vastase (anti-

HD) inimese monoklonaalse antikeha valmistamist.

USA patent nr 5869045 kisitleb antikehi, antikeha fragmente, antikeha konjugaate
ning iiksikahelalisi immunotoksiine, mis reageerivad inimese kartsinoomirakkudega.
Nende antikehade toimemehhanism on kahekordne, nii et algul reageerivad need
molekulid inimese kartsinoomide rakumembraani pindmiste antigeenidega ning
seejdrel on antikehad vdimelised sisenema kartsinoomirakkudesse, jirgnevalt nendega

seostudes ning muutes nad eriti sobivaks antikeha-ravimi ja antikeha-toksiini
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konjugaatide moodustamiseks. Modifitseerimata kujul ilmnevad nendel antikehadel

kindlate kontsentratsioonide puhul samuti tsiitotoksilised omadused.

USA patendis nr 5780033 kirjeldatakse autoantikehade kasutamist kasvaja ravimisel
ja ennetamisel. See antikeha on siiski eakalt imetajalt saadud antinukleaarne
autoantikeha. Antud juhul on see autoantikeha viidetavalt immuunsiisteemis leiduv
tiht tiilipi naturaalne antikeha. Kuna see autoantikeha périneb “eakalt imetajalt”, pole
ndutav, et autoantikeha périneks tegelikult ravitavalt patsiendilt. Lisaks kirjeldab see
patent eakalt imetajalt périnevat naturaalset ja monoklonaalset antinukleaarset
autoantikeha ning hiibridoomi rakuliini, mis toodab monoklonaalset antinukleaarset

autoantikeha.

Leiutise kokkuvdte

Kéesolevad leiutajad on eelnevalt saanud USA patendi nr 6180357 nimetusega
“Individuaalsed patsiendispetsiifilised vihivastased antikehad”, mis on suunatud
individuaalselt kohandatud vihivastaste antikehade selekteerimisprotsessile, mis on

kasutatav vihktove ravimisel.

Selles taotluses on kasutatud patendis ‘357 kirjeldatud patsiendispetsiifiliste
vihivastaste antikehade valmistamismeetodit hiibridoomi rakuliinide isoleerimiseks,
mis kodeerivad vidhktSbe modifitseerivaid monoklonaalseid antikehi. Neid antikehi on
voimalik valmistada spetsiifiliselt iihele kasvajale ja seega vdimaldada vihiravi
kohaldamist. Selle taotluse kontekstis viidatakse vihivastastele antikehadele, millel on
kas rakku hédvitavad (tstitotoksilised) v&i rakukasvu pirssivad (tsiitostaatilised)
omadused, jargnevalt kui tsiitotoksilistele. Neid antikehi vdib kasutada vihistaadiumi

kindlaksméadramiseks ja diagnoosimiseks ning kasvaja metastaaside ravimiseks.

Viljavaade individuaalseks vdhivastaseks raviks toob muutuse patsiendi kohtlemisse.
Sobiva kliinilise protseduuri jargi vdetakse kasvaja eksponeerimisel kasvajaproov, mis
sdilitatakse. Selle proovi pohjal saab kasvajat tiipiseerida olemasolevate vihkkasvajat
modifitseerivate antikehade varasema andmestiku abil. Patsiendi vihistaadium
maédratakse kindlaks tavapiraselt, kuid kéttesaadavaid antikehi saab kasutada patsiendi
seisundi edaspidisel hindamisel. Patsiendi ravi voib alustada otsekohe olemasolevate

antikehadega ning kasvajale spetsiifiliste antikehade andmestiku saab koostada kas
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siintoodud meetodite jirgi voi kasutades faagiraamatukogusid koos siin kirjeldatud
sOelumismeetoditega. Ko&ik tekitatud antikehad lisatakse vihivastaste antikehade
raamatukokku, kuna esineb v&imalus, et ka teised kasvajad vbivad kanda mdnd sama
epitoopi nagu juba ravitav kasvaja. Sellel meetodil valmistatud antikehad vaivad leida
kasutamist mis tahes hulgal patsientidel, kui neil on samasuguseid antikehi siduvad

vihid.

Lisaks viahivastastele antikehadele on patsiendil v&imalik valida mitmelaadilise
ravireZiimi osana praegu soovitatud ravisid. Kuna kéesoleva metodoloogia jirgi
isoleeritud antikehad on mittevdhirakkudele suhteliselt mittetoksilised, siis on
voimalik kasutada antikehade kombinatsioone suurtes annustes kas iiksinda v&i koos
tavapdrase raviga. Korge terapeutiline indeks vdimaldab lihikese aja viltel korduvat

ravi, mis vihendab ravile resistentsete rakkude tekke tdendosust.

See leiutis holmab veel standardsete kemoteraapiliste ravivahendite, nt
radionukliidide, konjugeerimist leiutisekohaste CDMAB-dega, keskendudes seelibi

nimetatud kemoterapeutikumide kasutamisele.

Kui patsient ei allu esmasele ravile v3i tekivad metastaasid, saab jirelravil korrata
kasvajaspetsiifiliste antikehade tekitamise protsessi. Peale selle vdib vihivastaseid
antikehi konjugeerida patsiendilt saadud vere punalibledega ja neid infusiooni teel
uuesti manustada metastaaside raviks. Metastaatilise vihi ravimiseks on efektiiseid
meetodeid olnud vihe ja metastaasid ennustavad tavaliselt halba tulemust, mis 15peb
surmaga. Siiski on metastaatilised vdhivormid tavaliselt hésti vaskulariseerunud ja
vihivastaste antikehade iilekandmine vere punalibledega v&ib neid antikehi
kontsentreerida kasvaja juurde. Isegi enne metastaase on enamiku vihirakkude
ellujdémine sdltuv peremehe verevarustusest ja punaste verelibledega konjugeerunud
vihivastane antikeha v&ib samuti olla efektiivne in situ kasvajate vastu. Antikehi vib
alternatiivselt konjugeerida ka teiste vererakkudega, nagu liimfotsiitidid, makrofaagid,

monotsiiiidid, loomulikud tappurrakud jne.

Antikehi liigitatakse viide klassi ja igaiiks neist on seotud funktsiooniga, mille tagab
nende raske ahel. Uldiselt arvatakse, et vdhiraku hivitamist katteta antikehadega

vahendatakse kas antikeha-sdltuva rakulise tsiitotoksilisuse v3i komplement-séltuva
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tslitotoksilisuse kaudu. Niiteks hiire antikehad IgM ja IgG2a vdivad aktiveerida
inimkomplementi, sidudes komplementsiisteemi komponendi C-1 ja aktiveerides
seeldbi komplementaktivatsiooni klassikalise raja, mis v3ib pohjustada kasvaja liiiisi.
Inimese antikehade puhul on kdige efektiivsemad komplementi aktiveerivad antikehad
pohiliselt IgM ja IgGl. Hiire IgG2a ja IgG3 isotiilipi antikehad on efektiivsed Fc
retseptoritega  tslitotoksiliste rakkude virbamisel, viies raku hivitamiseni
monotsiititide, makrofaagide, granulotsiiiitide ja teatud liimfotsiiiitide poolt. Mdlemad

inimese antikeha isotiitibid, IgG1 ja IgG3, vahendavad ADCC-d.

Teine v&imalik antikeha-vahendatud vdhi hévitamismehhanism vaib kulgeda
kasutades antikehi, mis toimivad Kkataliiiisides mitmesuguste keemiliste sidemete
hiidroliiiisi  rakumembraanis ja sellega iihendatud gliikoproteiinides  v6i

gliikolipiidides, niinimetatud kataliiiitilisi antikehi.

Esineb kaks tdiendavat laiemalt tunnustatud antikeha-vahendatud vihiraku
hévitamismehhanismi. Esimene neist seisneb antikehade kasutamises vaktsiinina, et
indutseerida organismi tekitama immuunvastust arvatavale kasvajarakus olevale vihi
antigeenile. Teine antikehade kasutamisviis on kasvuretseptorite suunamine ja
sekkumine nende talitlusse v3i selle retseptori tShus allareguleerimine kuni tema

funktsiooni kadumiseni.

Vastavalt on selle leiutise eesmirgiks vihktdbe modifitseerivate antikehade, mis on
saadud konkreetselt indiviidilt, on vihirakkudele tsiitotoksilised, olles samaaegselt
mittevdhirakkudele suhteliselt mittetoksilised, valmistamismeetodi kasutamine
selleks, et isoleerida hiibridoomi rakuliine ning vastavaid isoleeritud monoklonaalseid
antikehi ja nende antigeeni siduvaid fragmente, milleks need hiibridoomi rakuliinid on

kodeeritud.

Leiutise tdiendavaks eesméargiks on vihktdbe modifitseerivate antikehade ja nende

antigeeni siduvate fragmentide tutvustamine.

Kéesoleva leiutise jargmiseks eesmirgiks on selliste vihktdbe modifitseerivate
antikehade valmistamine, mille tsiitotoksilisust vahendatakse antikeha-sdltuva rakulise

toksilisuse kaudu.
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Kéesoleva leiutise tdiendavaks eesmirgiks on veel selliste vihktdbe modifitseerivate
antikehade valmistamine, mille tsiitotoksilisust vahendatakse komplement-s6ltuva

rakulise toksilisuse kaudu.

Kédesoleva leiutise veel iiheks eesmirgiks on selliste vihktdbe modifitseerivate
antikehade valmistamine, mille on tsiitotoksilisus sdltub nende v&imest kataliiiisida

rakuliste keemiliste sidemete hiidroliiiisi.

Kéesoleva leiutise veel iiheks eesmirgiks on selliste vihktdbe modifitseerivate
antikehade valmistamine, mis on kasutatavad seondumistestides vihi diagnoosimisel,

prognoosimisel ja jalgimisel.

Leiutise muud eesmirgid ja eelised ilmnevad jirgnevast Kkirjeldusest, kus

illustreerimiseks ja nditena on esitatud selle leiutise teatud teostused.

Jooniste lithikirjeldus

Joonis fig. 1 sisaldab mitmete vihirakuliinide ja mittevihirakkude vastu suunatud
10A304.7 antikehade, isotiiiibi kontrollantikehade ja anti-EGFR antikehade tiitipilisi

FACS (fluoromeetrilise rakusorteri) histogramme.
Naide 1

Hiibridoomide valmistamine - hiibridoomi rakuliin 10A304.7

Hiibridoomi rakuliin 10A304.7 deponeeriti vastavalt Budapesti lepingule Ameerika
Ttiipkultuuride Kollektsioonis, 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209
26. novembril, 2002, deponeerimisnumbriga PTA-5065. 37CFR1.808 kohaselt
kinnitavad deponeerijad, et kdik deponeeritud materjale puudutavad kitsendused

avalikuks kasutamiseks kdrvaldatakse pddrdumatult patendi viljaandmisel.

Vihivastast antikeha tootva hiibridoomi saamiseks valmistati kiilmas PBS-is SCID-
hiirtel kasvatatud kéddrsoolevdhi rakuliinist HT-29 kédrsoolevihi iiksikraku-
suspensioonid. Adjuvant IMMUNEASY™ (Qiagen, Venlo, Holland) valmistati
kasutamiseks ette kerge pooritamisega. 10 miljonile HT-29 rakule lisati
mikrotsentrifuugi torusse 100 mikroliitrit hiire IMMUNEASY™ adjuvanti, segati

ning jdeti 15 minutiks toatemperatuuril seisma. 8-9-nidalased BALB/c hiired
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immuniseeriti, siistides neile intramuskulaarselt 100 mikroliitrit 2,5 miljonit rakku
sisaldavat antigeeni-adjuvanti. Immunisatsiooni tugevdamiseks manustati hiirtele kaks
nédalat pérast esialgset immuniseerimist intraperitoneaalse siistiga 2,5 miljonit rakku
250 mikroliitris vérskelt valmistatud antigeenis-adjuvandis. Kaks pdeva pérast viimast
immuniseerimist kasutati fusiooniks p&rna. Hiibridoomid valmistati isoleeritud
splenotsiiiitide fusiooni teel miieloomipartneritega NSO-1. Fusioonide supernatante

testiti hitbridoomide subkloonimiseks.

Maéiramaks kindlaks, kas hiibridoomi rakkudest erituvad antikehad on IgG voi IgM
isotiitipi, kasutati ELISA testi. ELISA plaatidele lisati itheks 66ks 4 °C juures pesa
kohta 100 mikroliitrit kitse hiirevastast IgG + IgM-i (H+L) kontsentratsioonis 2,4
mikrogrammi/ml puhverlahuses (0,1M karbonaat/vesinikkarbonaatpuhver, pH 9,2-
9,6). Plaate pesti 3 korda pesupuhvriga (PBS + 0,05% Tween). Toatemperatuuril lisati
iiheks tunniks pesa kohta 100 mikroliitrit blokeerimispuhvrit (5% piima pesupuhvris)
ja pesti 3 korda pesupuhvriga. Pesa kohta lisati 100 mikroliitrit hiibridoomi
supernatanti ja plaati inkubeeriti 1 tund toatemperatuuril. Plaate pesti 3 korda
pesupuhvriga ja pesa kohta lisati 100 mikroliitrit lahjenduses 1/5000 kas kitse
hiirevastase IgG vdi IgM-i méadarGika perokiidaasi konjugaati (lahjendatud PBS-is,
mis sisaldas 1% veiseseerumi albumiini). Pérast plaadi 1-tunnist inkubeerimist
toatemperatuuril pesti plaati 3 korda pesupuhvriga. Pesa kohta lisatud 100 mikroliitrit
TMB lahust inkubeeriti toatemperatuuril 1-3 minutit. Virvusreaktsioon peatati 100
mikroliitri 2M H,SOj4 lisamisel pesa kohta ja plaati loeti 450 nm juures Perkin-Elmeri
plaadilugejas HTS7000. Nagu nihtub tabelist 1, eritusid 10A304.7 hiibridoomidest

peamiselt IgG isotiilipi antikehad.

Tabel 1 Isotiiiip (ELISA) Tsiitotoksilisus (%) | Sidumine (iile tausta)

korda (iile tausta) | HT-29 SW1116 | SW620 | HT- [SW1116]SW620
29

Kloon IgG IgM | keskm. |CV | keskm. | CV | keskm. | CV |korda| korda | korda

10A304.7 39,0 0,7 57 16| 11 [13] 23 |1 [228] 131 | 239

38D-27 34 [ 5] 26 [12] 76 |49

NaN; 61 |10 68 |16

Tsiiklo- 23 | 8] 17 [14] 2 |38

heksimiid

Anti-EGFR 13 |10

(C225)
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Uhekordse piiratud lahjendamise jérel uuriti hiibridoomi supernatante, leidmaks
antikehi, mis seonduvad ELISA rakutestis sihtrakkudega. Uuriti ké#rsoolevihi kolme
rakuliini: HT-29, SW1116 ja SW620. Plaaditud rakud fikseeriti enne kasutamist.
Plaate pesti toatemperatuuril 3 korda MgCl, ja CaCl, sisaldava PBS-ga. Igasse pessa
lisati toatemperatuuril 10 minutiks 100 mikroliitrit 2% paraformaldehiiiidi lahust PBS-
is ja seejérel valati dra. Plaate pesti toatemperatuuril uuesti 3 korda MgCl, ja CaCl,
sisaldava PBS-ga. Blokeerimine viidi 1&bi toatemperatuuril tihe tunni jooksul, lisades
pesa kohta 100 mikroliitrit 5% piimasisaldusega pesupuhvrit (PBS + 0,05% Tween).
Plaate pesti 3 korda pesupuhvriga ja lisati toatemperatuuril iiheks tunniks pesa kohta
100 mikroliitrit hiibridoomi supernatanti. Plaate pesti 3 korda pesupuhvriga ja lisati
pesa kohta 100 mikroliitrit 1/5000 lahjendatud kitse hiirevastast IgG vai IgM
médardika peroksiidaasiga konjugeeritud antikeha (lahjendatud 1% veiseseerumi
albumiini sisaldava PBS-ga). Pirast ithetunnist inkubeerimist toatemperatuuril pesti
plaate 3 korda pesupuhvriga ja pesa kohta lisatud 100 mikroliitrit TMB substraati
inkubeeriti toatemperatuuril 1-3 minutit. Reaktsioon peatati pesa kohta lisatud 100
milliliitri 2M H,SO4-ga ja plaate loeti 450 nm juures Perkin-Elmeri plaadilugejaga
HTS7000. Tabelis 1 esitatud tulemused viljendati kordsete arvudena vorreldes
kontrolliks kasutatud IgG isotiiiibi taustaga (3BD-27). Hiibridoomist 10A304.7 saadud
antikehad omasid tausta suhtes HT-29, SW1116 ja SW620 rakkudes vastavalt 22,8,
13,1 ja 23,9 korda suuremat sidumisvdimet. Sellest nihtub, et antikeha seondumine

antigeeniga avaldus monede vihirakkude puhul teistega vorreldes suuremal méral.

Seoses antikeha seondumise testimisega testiti samadel kidrsoolevihi rakuliinidel:
HT-29, SW 1116 ja SW620 ka hiibridoomi supernatantide tsiitotoksilist toimet.
Tsiitotoksilisuse test Live/Dead saadi firmast Molecular Probes (Eu, OR). Testid viidi
labi vastavalt tootja instruktsioonidele alltoodud muudatustega. Rakud plaaditi enne
testi ettendhtud sobiva tihedusega. Kahe pdeva pirast kanti mikrotiitrimisplaatidelt
100 mikroliitrit hiibridoomi supernatanti iile rakuplaatidele ja inkubeeriti 5 pieva
inkubaatoris 5% CO, keskkonnas. Positiivse kontrollina kasutatud pesad imeti tithjaks
ja sinna lisati 100 mikroliitrit naatriumasiidi ja/véi tsiikloheksimiidi. Samuti lisati
isotlilibi kontrollina monoklonaalne antikeha 3BD-27, kuna oli teada, et see ei seondu

kddrsoolevihi HT-29 rakkudega. Vérdluseks kasutati testis ka anti-EGFR antikeha
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(C225). Pérast viiepdevast toGtlust tiihjendati plaat iimberpsoramisega ja kuivatati
kuivatuspaberiga. Mitmekaelalisest pressitavast pudelist doseeriti toatemperatuuril
igasse pessa MgCl, ja CaCl, sisaldav DPBS-i, koputati kergelt 3 korda, pesad
tilhjendati imberpd6ramisega ja kuivatati kuivatuspaberiga. Igasse pessa lisati 50
mikroliitrit Live/Dead viérvainet lahjendatult MgCl, ja CaCl, sisaldava DPBS-ga ja
inkubeeriti 37 °C juures 5% CO, keskkonnas inkubaatoris 30 minutit. Plaate loeti
Perkin-Elmeri fluorestsents-plaadilugejas HTS7000 ja andmeid analiiiisiti Microsoft
Excel’ga. Tulemused on toodud tabelis 1. Hiibridoomi 10A304.7 poolt pohjustatud
spetsiifiline tsiitotoksilisus oli SW1116 rakkudes 11%, mis sarnanes anti-EGFR
antikeha C225 niitajatele. 10A304.7 tugev seondumine SW1116 rakkudega niitas, et
selline antikeha sidumisaste oli kiillaldane tsiitotoksilisuse vahendamiseks nende
véhirakkude vastu. Kuigi rakulises ELISA testis seondus 10A304.7 tugevasti HT-29 ja
SW620 vihirakkudega, ei pShjustanud see tsiitotoksilisust. Sellest jireldus, et ainult
antikeha sidumine ei olnud piisav 10A304.7 tsiitotoksilisuse vahendamiseks HT-29 ja
SW620 rakkude vastu. Tabelist 1 ilmnes, et antikeha 3BD-27, mis on sama isotiilipi
kui antikeha 10A304.7 ja teadaolevalt ei seondu kiirsooleviahi HT-29 rakkudega, ei
olnud sellele rakuliinile tsiitotoksiline. Tuntud mittespetsiifilised tsiitotoksilised ained
nagu naatriumasiid ja tsiikloheksimiid pdhjustasid oodatult tsiitotoksilisuse.
Vordlusena pohjustas histi médratletud vihivastane antikeha C225 vihirakkudes
SW1116 13% tsiitotoksilisuse. Tabeli 1 andmed niitavad, et 10A304.7 seondumine
vihirakkudega v3ib olla tihtsaks etapiks tsiitotoksilisuse avaldumisel, kuid see pole

iseenesest piisav selle siindmuse vahendamiseks.
Niide 2

Antikeha valmistamine

Monoklonaalne antikeha 10A403.7 valmistati hiibridoomide kultiveerimisega
pudelites CL-1000 (BD Biosciences, Oakville, ON), saagi kogumisega ja kaks korda
nidalas teostatavate iimberkiilvidega, puhastades antikeha standardsete menetlustega
kolonnil Protein G Sepharose 4 Fast Flow (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, QO).
See leiutis holmab selliste monoklonaalsete antikehade kasutamist, mis on kas
humaniseeritud, kiméirsed v6i hiire antikehad. 10A304.7 vérreldi tsiitotoksilisuse

testis mitme nii positiivse (anti-Fas (EO0S9.1 IgM, kapa, 20 mg/ml, eBioscience, San
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Diego, CA), anti-Her2/neu (IgG1, kapa, 10 mg/ml, Inter Medico, Markham, ON),
anti-EGFR (C225, IgG1, kapa, 5 mg/ml, Cedarlane, Hornby, ON), tsiikloheksimiid
(100 mM, Sigma, Oakville, ON) ja NaNj (0,1%, Sigma, Oakville, ON)) kui ka
negatiivse (107.3 (anti-TNP, IgGl, kapa, 20 mg/ml, BD Biosciences, Oakville, ON),
MPC-11 (antigeenne spetsiifilisus on teadmata, IgG2b, kapa, 20 mg/ml), IgG puhver,
2%)) kontrollprooviga (tabel 2). Testiti rinnavdhi (MB-231, MCF-7), kisrsoolevihi
(Caco-2, DLD-1, Lovo, HT-29, SW1116, CW620), munasarjavihi (OVCAR),
pankreasevihi ( BxPC-3), eesnddrmevihi (PC-3) ja mittevihi (CCD 27sk, Hs888 Lu)
rakuliine (kdik saadud ATCC-st, Manassas, VA). Tsiitotoksilisuse test Live/Dead
saadi firmast Molecular Probes (Eugene, OR). Testid viidi libi vastavalt tootja

instruktsioonidele koos alltoodud muudatustega.

Tabel 2 Kéirsoole Pankrease Rinna Ees- Mux_]a-
nifime | saga
Caco2 | DLD-1 | Lovo | HI-29 [SWI116] SW620 | BXPC-3 |MB-231] MCF-7 | PC-3 |OVCAR
10A304.7 20 pg/ml) g P BT T [
Anti-Fas (20 pg/ml) H [ +H+ + -
% 2 |Anti-Her2/neu (10 pg/mi)
%g ANt-EGFR (225, 5 pg/ml) | +++ | ++++ vy T
Tstikloheksimiid (100 pM) | ++++ |+ [+ ++ | ++ |+ |+ |+ | 0k | e | e
_, [12G1(1073,20 pgyml) + T T
%):é 12G2b (MPC-11, 20 ig/m) +
2 2 [1aG puhver (2%)

Enne testimist plaaditi rakud ettendhtud sobiva tihedusega. Kahe péeva pirast
lahjendati 100 mikroliitrit puhastatud antikehi lahustiga, kanti iile rakuplaatidele ning
inkubeeriti 5 pédeva inkubaatoris 5% CO, keskkonnas. Seejdrel plaat tithjendati
timberpodramisega ja kuivatati kuivatuspaberiga. Toatemperatuuril doseeriti
mitmekaelalisest pressitavast pudelist igasse pessa MgCl; ja CaCl, sisaldav DPBS-i,
koputati kergelt 3 korda, plaat tiihjendati {imberpS6ramisega ja kuivatati
kuivatuspaberiga. Igasse pessa lisati 50 mikroliitrit fluorestseeruvat Live/Dead
vérvainet lahjendatult MgCl, ja CaCl, sisaldava DPBS-ga ja inkubeeriti 5% CO,
keskkonnas 37 °C juures inkubaatoris 30 minutit. Plaate loeti Perkin-Elmeri
fluorestsents-plaadilugejaga HTS7000, andmeid analiitisiti Microsoft Excel’ga ja
tulemused on toodud tabelis 2. Toodud andmed on keskmised neljast katsest, mis
teostati kolmes korduses ja on kvalitatiivselt esitatud jargmiselt: neljas katses neljast

lletatakse taustsignaali tsiitotoksilisus 15% vdrra (++++), kahes katses neljast
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iiletatakse tausta tsiitotoksilisus 15% v&rra (+++), vihemalt kahes katses neljast
iiletatakse tausta tsiitotoksilisus 10-15% vdrra (++) ja vdhemalt kahes katses neljast
lletatakse tausta tsiitotoksilisus 8-14% vdrra. Mirkuseta lahtrid tabelis 2 niitavad
ebajdrjekindlat vdi tsiitotoksilisuse lavest madalamat toimet. Antikeha 10A304.7 tagas
35% hiésti tuntud anti-EGFR antikeha C225 tsiitotoksilisest toimest, mis p&hjustas
31% tsiitotoksilisuse ké#drsoole rakuliinis SW1116. Nende mélema antikeha toime
sellele rakuliinile on kooskdlas tabelis 1 esitatud tulemustega. Lisaks sellele pShjustas
10A304.7 C225-ga vdrreldes tunduvalt kdrgema tsiitotoksilisuse teiste vihirakkude
suhtes, kaasa arvatud rinnavihi rakuliinid MDA MB 231 (111%) ja MCF-7 (850%),
eesnddrmevéhi rakuliin PC-3 (375%) ja munasarjavdhi rakuliin OVCAR (667%).
Viga tihtis on see, et 10A304.7 ei pdhjustanud tsiitotoksilisust mitmete
mittevadhirakkude, nagu CCD 27sk v&i Hs888 Lu suhtes, mis niitab selle antikeha
spetsiifilisust erinevatele vihirakkudele. Keemilised tsiitotoksilised ained p&hjustasid
oodatud tsiitotoksilisuse, samas kui hulk v&rdluseks kasutatud antikehi toimisid

oodatult bioloogilistele proovidele samuti piirangutega.

Rakud valmistati FACS-i tarbeks ette nii, et algul pesti rakkude monokihti DPBS-ga
(ilma Ca™ ja Mg""-ta). Seejirel kasutati rakkude eemaldamiseks kultiveerimisplaatide
pesadest 37 °C juures raku dissotsiatsioonipuhvrit (INVITROGEN). Tsentrifuugitud ja
kogutud rakud suspendeeriti uuesti 4 °C juures Dulbecco fosfaatpuhvrit sisaldavas
fiisioloogilises lahuses, mis sisaldas MgCl,, CaCl, ja 25% veiseloote seerumit
(pesulahuses), rakud loendati, viidi vastava rakutiheduseni, tsentrifuugiti rakutombuks
ja suspendeeriti 4 °C juures uuesti virvimislahuses (DPBS, mis sisaldab MgCl,, CaCl,
ja 2% veiseloote seerumit) testitavate antikehade (10A304.7) v&i kontrollantikehade
(isotiiibi  kontroll, anti-EGF-R v6i anti-Fas) juuresolekul, asetades proovi
kontsentratsiooniga 20 mikrogrammi/ml 30 minutiks jddle. Enne Alexa Fluor 488-ga
konjugeeritud sekundaarse antikeha lisamist pesti rakke iihel korral pesulahusega.
Seejdrel lisati 20 minutiks Alexa Fluor 488-ga konjugeeritud antikeha
virvimislahuses. Siis pesti rakke pesti viimast korda ja suspendeeriti uuesti
virvimislahuses, mis sisaldas 1 mikrogramm/ml propiidiumjodiidi. Rakkude
labivoolutsiitomeetrilist saagist hinnati proovide voolutamisega FACScan’il,
kasutades tarkvara CellQuest (BD Biosciences). Rakkude hajumist ettepoole (FSC) ja
kiilgsuunas (SSC) reguleeriti FSC ja SSC detektorite pinge ja amplituudi



10

15

EE-EP 1 613 656 B1

14

suurendamisega. Kolme fluorestsentsikanali (FL1, FL2 ja FL3) detektoreid reguleeriti
rakkude voolutamisega, mida oli vérvitud puhastatud isotiiiibi kontrollantikehaga ja
seejdrel Alexa Fluor 488-ga konjugeeritud sekundaarse antikehaga nii, et rakkudel
oleks tihesugune keskmine, ligikaudu 1-5-iihikulise fluorestsentsi intensiivsusega piik.
Elusrakke selekteeriti FSC kaudu ja propiidiumjodiidi puudumise jirgi. Iga proovi

jaoks vdeti analiitisiks umbes 10000 elusrakku ja tulemused on toodud tabelis 3.

Tabel 3 Kdrsoole Pankre- Rinna Ees- [Munasajaj Normaalsed rakud
ase n4irme
Caco-2 | DLD-1 | Lovo | HT-29 | SW1116 | SW620 | BXPC-3 |[MB-231] MCF-7 | PC3 | OVCAR |CCD27sk| Hs8881u

10A3047 | ++++ ++ =+ | +H+ - H+ | ++ ++ -+ -+ -t

(kahene) (kahene)
Anti-Fas + ++ +H | + ++ + + +H+
Anti-EGFR o ++ H+ [ ++ +H+ +H+ + +H+
(kahene) (kahene)

Tabelis 3 on toodud keskmine fluorestsentsi intensiivsuse suurenemine isotiiiibi
kontrollprooviga vérreldes, mis on kvalitatiivselt esitatud jargmiselt: alla 3 kuni 5 (+);
5-25 (++); 25-50 (+++) ja ile 50 (++++). Antikehade 10A304.7 tiiiipilised
histogrammid on koondatud joonisele fig. 1, samuti nende sidumisomaduste tdendid,
kaasa arvatud illustreeritud kahesed (bimodaalsed) piigid mdnel juhtumil. 10A304.7
seondus mittespetsiifiliselt kdigi rakuliinidega, ilmutades kdrget sidumisvdimet ka
mittevihirakkudega CCD-27sk ja Hs888.Lu, kuid seondumismiir oli erinevatel
rakuliinidel erinev. Seega seondub 10A304.7 rakuliinidega selektiivselt erinevatel
tasemetel. Tabelites 2 ja 3 toodud tulemused niitavad, et 10A304.7 seondumine
kasvajarakkudega on kiill vajalik antikeha-vahendatud tsiitotoksilisuse tekkeks, kuid

see pole piisav selle siindmuse vallandumiseks.

Tolke 6Gigsust Kinnitan
Harald Tehver
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PATENDINOUDLUS

1. Isoleeritud monoklonaalne antikeha, mis on kodeeritud klooni abil, mis on

deponeeritud ATCC-s deponeerimisnumbriga PTA-5065.

2. Néudluspunktile 1 vastav antikeha, milleks on humaniseeritud antikeha.

3. Noudluspunktile 1 vastav antikeha, milleks on kimé#irne antikeha.

4. Isoleeritud kloon, mis on deponeeritud ATCC-s deponeerimisnumbriga PTA-5065.

S. Seondumistest vihirakkude olemasolu kindlaksmidramiseks inimese kasvajast

valitud koeproovis, mis hdlmab:

ATCC-s deponeerimisnumbriga PTA-5065 deponeeritud klooni abil kodeeritud

isoleeritud monoklonaalse antikeha v&i selle antigeeni siduva fragmendi valmistamist;

isoleeritud monoklonaalse antikeha v3i selle antigeeni siduva fragmendi kokkuviimist

koeprooviga; ja

isoleeritud monoklonaalse antikeha vdi selle antigeeni siduva fragmendi koeprooviga

seondumise kindlaksméiramist;
misldbi vihirakkude olemasolu koeproovis on niidustatud.

6. Noudluspunktile 5 vastav seondumistest, milles inimese kasvaja koeproov on
saadud kasvajast, mis périneb koest, mis on valitud kd4rsoole-, munasarja-, kopsu- ja

rinnakoest koosnevast rithmast.

7. Protsess vihirakkude isoleerimiseks v4i sGelumiseks koeproovist, mis on valitud

inimese kasvajast, mis hélmab:

ATCC-s deponeerimisnumbriga PTA-5065 deponeeritud klooni abil kodeeritud

isoleeritud monoklonaalse antikeha v6i selle antigeeni siduva fragmendi valmistamist;

isoleeritud monoklonaalse antikeha v4i selle antigeeni siduva fragmendi kokkuviimist

koeprooviga, ja
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isoleeritud monoklonaalse antikeha v&i selle antigeeni siduva fragmendi koeprooviga

seondumise kindlaksméiramist;

misldbi need vihirakud on selle seondumistesti abil isoleeritud ja nende esinemine

selles koeproovis on kinnitust leidnud.

8. Noudluspunktile 7 vastav protsess, milles inimese kasvaja koeproov on saadud
kasvajast, mis périneb koest, mis on valitud k#irsoole-, munasarja-, kopsu- ja

rinnakoest koosnevast rithmast.

9. Noudluspunktile 1 vastava isoleeritud monoklonaalse antikeha antigeeni siduvad

fragmendid.
10. Ndudluspunktile 2 vastava humaniseeritud antikeha antigeeni siduvad fragmendid.
11. Noudluspunktile 3 vastava kiméairse antikeha antigeeni siduvad fragmendid.

12. Mis tahes noudluspunktile 1, 2, 3, 9, 10 vdi 11 vastav isoleeritud antikeha voi
antigeeni siduvad fragmendid, mis on Kkonjugeeritud tsiitotoksilistest osadest,
ensiitimidest, radioaktiivsetest ithenditest ja vererakkudest koosnevast rithmast valitud

litkkmega.

Tolke digsust Kinnitan
Harald Tehver

W
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