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Tiivistelmd - Sammandrag

Keksint® koskee leukorequliinia, biologisesti aktiivista lymfokii-
nid, jonka molekyylipaino on noin 120,000-140,000 alayksikodiden
molekyylipainon ollessa noin 30,000-35,000, jonka isoelektriset
fokusoitumis-pH:t ovat alueella 4,8-5,5 tai 7,5-8,3 ja jolla on

kyky sdddelld kasvainsolujen fysiologiaa ja kasvua vaikuttamatta
haitallisesti normaalisolujen kasvuun. Keksintd koskee myds menetel-
mid sen yksitumaisissa soluissa tapahtuvan tuotannon stimuloimiseksi,
menetelmid sen eristdmiseksi ja ouhdistamiseksi ja menetelmid sen
kdyttdmiseksi terapeuttisiin tarkoituksiin.

Uppfinningen avser leukoregulin, ett biologiskt aktivt lymfokin med
en molekylvikt av ca. 120,000 - 140,000 och med underenheter av ca.
30,000 - 35,000 samt med isoelektriska fokuserings-pH:n mellan 4,8 och
5,5 eller mellan 7,5 och 8,3 och vilket har f8rmdga av reglera tumdr-
cellfysiologin och ~tillvixten utan att pdverka tillvéxten av normala
celler. Uppfinningen avser &ven f&rfaranden f&r stimulering av dess
framstidllning medelst mononukledra celler, fdrfaranden f&r isolering
och rening av detsamma och forfaranden for dess terareutiska

anvdndningar.
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Menetelmd leukoreguliiniksi kutsutulla lymfokiinilla ri-

kastetun valmisteen tuottamiseksi

Tdmad keksint$d koskee menetelmdd ihmisen uuden lym-
fokiinin valmistamiseksi, jolla on kyky suoraan hajottaa
ihmisen kasvainsoluja ja vdhentdd niiden lisdantymista
sekd lisdtd niiden herkkyyttd 1luontaisten tappajalymfo-
syyttien vdlittadmdlle hajoamiselle. Nditd kasvainten vas-
taisia vaikutuksia on aiemmin pidetty lymfotoksiinin ai-
kaansaamina. Olemne kuitenkin havainneet, ettd ihmislymfo-
kiinivalmisteet, joilla on ndmd kasvainsolujen vastaiset
vaikutukset, ovat biokemiallisesti erotettavissa lymfotok-
siinista ja muista aiemmin eristetyistd lymfokiineistd
interferoni, interleukiinit 1 ja 2 ja makrofageja aktivoi-
va tekijd mukaan luettuina.

Piirrosten lyhyt kuvaus

Kuvat valaisevat leukoreguliinin identifioimista
ainutlaatuiseksi ja aiemmin tuntemattomaksi lymfokiiniksi
ja osoittavat sen tehon ihmisen kasvainsolujen kasvun hi-
dastamisessa.

Keksinndén tausta

Lymfokiineilld, immuunijédrjestelmdn hormoneilla, on
kyky vaikuttaa sydvdn kehittymiseen, hidastaa kasvainsolu-
jen kasvua ja jopa tuhota kasvaimia. Ndmd hormonit ovat
glykoproteiineja,'niita tuottavat ja erittdvdt tietyn
tyyppiset imusolu%, ja niiden tarkoituksena on vuorovaiku-
tus muiden, spesifisten solujen kanssa. Tiettyjen lymfo-
kiinien tiedetddn olevan useamman kuin yhden solutyypin
tuottamia ja olevan vuorovaikutuksessa useamman kuin yhden
solutyypin kanssa. Niinpd useimpien lymfokiinien vaikutus-
ten tiedetddn olevan monipuolisia; tietylld lymfokiinilld
on estdvid, stimuloivia, edistdvid, vastustavia ja muita
vaikutuksia erilaisten kohdesolujen ja tilojen suhteen.
Lisdksi tietty lymfokiini saattaa sekd estdd ettd edistda
syovan syntyd erilaisissa olosuhteissa. Esimerkiksi inter-
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feronin tiedetddn estdvédn virusten aiheuttamaa sydvin syn-
tyd mutta edistdvadn sdteilysySvdn syntyd. Samoin on inter-
feronilla toistensa vastaiset vaikutukset, NK-solujen ai-
kaansaaman kasvainsolujen hajoamisen lis#didminen ja samalla
kasvainsolujen kestdvyyden lisd&minen NK-solujen vaikutuk-
sia vastaan; ensin mainittu vaikutus ilmenee nopeammin
interferonin vaikutukselle alttiiksi joutumisen jdlkeen
kuin jdlkimmdinen.

Lymfotoksiini on vuonna 1968 kdyttddn otettu termi,
jolla tarkoitetaan antigeenin tai mitogeenin stimuloimien
lymfosyyttien, jotka ovat vdlittdjind hiiren L-solujen sy-
tolyyttisessa tuhoamisessa, liukenevaa tuotetta (9). Useat
laboratoriot ovat myShemmin osoittaneet, ettd lymfotok-
siinia sisdltdvilld lymfokiinivalmisteilla on suoria syto-
lyyttisid@ ja sytostaattisia vaikutuksia erilaisiin kas-
vainsoluihin (7, 30, 31), antikarsinogeeninen vaikutus
soluihin, joissa tapahtuu kasvainsoluiksi muuttumista
(6, 25, 26), ja kyky lisdtd esikasvain- ja kasvainsolujen
herkkyyttd NK-vdlitteiselle tuhoutumiselle (23, 27).

Hamsterin lymfotoksiinivalmisteissa oleva sy&van-
vastainen lymfokiini, joka on erilainen kuin se, joka va-
littdd hiiren L-solujen sytolyyttisen tuhoutumisen, iden-
tifioitiin myShemmin molekyylin varauksen perusteella
(24). T&ma& molekyyli, jonka molekyylipaino on 50 000 ja
isoelektrinen pH 5,0, oli sytostaattinen hamsterin kas-
vainsoluille, ei estdnyt hamsterin siki®n normaalien fib-
roblastien kasvua ja esti hamsterin sikidsolujen kemialli-
sesti ja sdteilylld indusoidun muuttumisen kasvainsoluiksi
sekd in vitro ettd in vivo. Tdmd ainutlaatuinen sy&van-
vastainen lymfokiini myds identifioitiin eri aineeksi kuin
interferoni, interleukiinit 1 ja 2 ja makrofagien migraa-
tiota estdvd tekijd. Tamd havainto johti lopulta uuteen
tutkimussuuntaan, jossa tutkittiin ihmislymfotoksiinival-
misteita sen toteamiseksi, sisdltdvdtkd ihmislymfotoksii-
nivalmisteet ihmislymfokiinejd, joilla on ainutlaatuiset
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antikarsinogeeniset ja kasvainten vastaiset ominaisuudet.
Yhteenveto keksinndstd

Tdmdn keksinndn pddmddrdnd oli karakterisoida ja
puhdistaa biokemiallisesti ja biologisesti 1l&ytdmdmme ih-
mislymfokiini, jolla on kasvainten vastaiset ominaisuudet
kasvainsolujen suora hajotus, niiden lisdintymisen est&dmi-
nen ja niiden herkkyyden luontaisten tappajalymfosyyttien
vdlittdmédlle hajoamiselle lisddminen samoin kuin normaali-
solujen karsinogeenisen muuttumisen estiminen. Tidmd pai-
mddrd saavutettiin identifioimalla ja erist&mdlli leukore-
guliini, lymfokiini, jonka molekyylipaino on noin 120 000
- 140 000, joka hajoaa alayksik®8iksi, joiden molekyylipa-
ino on noin 30 000 - 35 000, ja joka puhdistetaan iso-
elektriselld fokusoinnilla pH-alueella noin 4,8 - 5,5 tai
noin 7,5 - 8,3.

Toisena tavoitteena oli leukorequliinin solul&dhtei-
den identifioiminen ja menettelytapojen kehittdminen sen
tuotannon stimuloimiseksi. Havaitsimme, ettd perifeerisii
veren leukosyyttejd, jotka ovat leukoreguliinildhde, voi-
tiin stimuloida leukoreguliinin tuotannon edistd@miseksi
kdsittelemdlld niitd fytohemagglutiniinilla riitt&vén
kauan vaikutuksen aikaansaamiseksi. Optimaalinen k#sitte-
lyaika oli 48 tuntia; pidemmitkin ja lyhemmdtkin ajanjak-
sot saivat aikaan vaikutuksen, vaikkakin pienemmissd mdd-
rin. My®s muiden indusoijien, esimerkiksi tetradekanoyyli-
forboliasetaatin, konkanavaliini A:n ja muiden kasvilek-
tiinien, jotka ovat mitogeenisia, havaittiin edist&vin
leukoreguliinituotantoa. Lis&ksi joissakin tapauksissa
valmistettiin tehokkaita leukoreguliinia tuottavia soluja
transformoimalla lymfosyyttejd ja muodostamalla hybridoma-
soluja. Keksinnén mukaiselle menetelmille on tunnusomaista
se, mitd patenttivaatimuksissa esitetdin.

Lisdtavoitteena oli saada aikaan nopea koe solujen
leukorequliiniherkkyyden tutkimiseksi, mihin tarkoitukseen
pddstiin valmistamalla hybridomia tai transformoituja leu-
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kosyyttejd, jotka tuottavat solupinnan leukoreguliinire-
septoreille spesifisid monoklonaalisia vasta-aineita, ja
mittaamalla kvantitatiivisesti ndiden vasta-aineiden si-
toutuminen tutkittavaan kohdesoluun.

Tdmdn keksinndn muut tavoitteet ja tunnusmerkit
esitetddn seuraavassa selostuksessa.

Piirrosten lyhyt kuvaus

Liitteend olevat kuvat 1 - 11 valaisevat leukoregu-
liinin muihin lymfokiineihin ndhden erilaisia ominaispiir-
teitd ja vaikutuksia.

Edullisten suoritusmuotojen kuvaus

Olemme havainneet, ettd ihmislymfokiinivalmisteet
sisdltdvdt ainutlaatuista lymfokiinia, jolla on kyky suo-
ralla hajotuksella estdd ihmisen kasvainsolujen kasvua,
kyky estdd solujen proliferaatiota ja kyky lisdtd kasvain-
solujen herkkyyttd luontaisten tappajasolujen (NK-solujen)
kautta tapahtuvalle tuhoutumiselle. Olemme alkaneet kdyt-
td34 tdstd lymfokiinistd nimitystd leukoreguliini, koska se
on leukosyyttien tuote ja solujen kasvua sddtelevd aine,
joka on molekulaarisesti ja biologisesti eri aine kuin
lymfotoksiini, interferoni, interleukiinit 1 ja 2 ja mak-
rofageja aktivoiva tekijd.

Leukoreguliinin molekyylipaino on noin 120 000 -
140 000 mddritettynd polyakryyliamidigeeligradienttielek-
troforeesilla ja geelisuodatuskromatografialla, ja sen ha-
joamisessa muodostuvien alayksikdiden molekyylipaino on
noin 30 000 - 35 000. Se voidaan puhdistaa tekemdlld iso-
elektrinen fokusointi pH-arvoilla noin 5,0 ja 7,5. Mole-
kyylipainon perusteella ja isoelektrisen fokusoinnin avul-
la fraktioitu leukoreguliini saadaan vapaana havaittavista
middristd lymfotoksiinia, interferonia, interleukiineja 1
ja 2 ja makrofageja aktivoivaa teki jaa.

Erityisesti paneuduttiin sen varmistamiseen, etta
tunnusmerkit, joita me piddmme leukoreguliinille ominaisi-
na, ovat erilaisia kuin lymfotoksiinin vastaavat ominai-
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suudet. Todisteiden, jotka osoittavat leukoreqguliinin eri
aineeksi kuin lymfotoksiini, pddpiirteet ovat seuraavat:

(1) lymfotoksiini, joka on saatu ihmisen perifeeri-
sistd veren leukosyyteistd, ja hyvin puhdas lymfotoksiini,
joka on saatu RPMI 1788-ihmisen lymfoblastoidisoluista,
hajottaa helposti hiiren alfa-L929-kasvainsoluja, mutta
silld ei ole havaittavissa olevaa ihmisen kasvainsolujen
vastaista vaikutusta;

(2) leukoreguliinin aktiivisuus aleni proteaasi-
mutta ei neuramidaasipilkkomisen j&dlkeen, kun taas lymfo-
toksiinin aktiivisuus aleni sekd proteaasi- ettd neurami-
daasikdsittelyn jdlkeen;

(3) leukoreguliini oli erotettavissa lymfotoksii-
nista isoelektrisen fokusoinnin avulla lajiksi, joka sai
aikaan ihmisen kasvainsolujen hajoamisen, niiden kasvun
estymisen ja niiden herkistymisen luontaisten tappajasolu-
jen toimesta tapahtuvalle sytolyysille, mutta ei hajotta-
nut hiiren L-soluja (lymfotoksiinin vaikutus). Siten eri-
laiset leukorequliini-/lymfotoksiinipitoisuudet PBL-lymfo-
kiinivalmisteissa, neuramidaasi- ja proteaasiherkkyydet
sekd erilaiset isoelektriset pisteet osoittivat lopulli-
sesti, ettd leukoreguliini on eri aine kuin lymfotoksiini.

Leukoreguliini on my8s eri aine kuin interferoni,
toinen immunologinen hormoni, jolla on kyky estd# solujen
proliferaatiota. Interferonin on osoitettu estdvdn joi-
denkin normaali- ja kasvainsolujen kasvua (2, 18). Alfa-
Ja gamma-interferoni eivdt kuitenkaan vaikuttaneet yhden-
kddn tédssd kuvatun leukoreguliiniherk#n kasvainsolutyypin
proliferaatioon. Vaikka jotkut ihmislymfokiinivalmisteet
sisdltdvdt sekd leukoreguliinia ettd interferonia, voidaan
ndmd kaksi hormonia erottaa molekyyliseulojen avulla. In-
terferonin suhteen rikastuneilla fraktioilla ei lisdksi
ole leukoreguliiniaktiivisuutta.

Kasvainsolujen proliferaation estdmisen lis#ksi on
leukorequliinin suhteen rikastuneiden fraktioiden osoitet-
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tu my8s lisddvdn kasvainsolujen herkkyyttd NK-valitteisel-
le sytotoksisuudelle. Td&md vaikutus on pdinvastainen kuin
interferonilla (33), ja se on yksinomaan leukoreguliinil-
la. NK-vdlitteisen sytotoksisuuden eristdmisen otaksutaan
olevan tdrked keino, jolla leukoreguliini s#d&dtelee kas-
vainten kasvua in vivo (27).

Tarked puoli leukoreguliinin vaikutusmekanismissa
on leukoregquliinin kyky muuttaa kasvainsolujen pintakalvon
rakennetta ja ldpidisevyyttd. Virtaussytometristd analyysid
kdytettiin n#iden muutosten mittaamiseksi muutamien mi-
nuuttien kuluessa kohdesolujen saattamisesta alttiiksi
leukoreguliinin vaikutukselle. Tdmd menetelmd antaa suuret
mahdollisuudet tutkimuksille, joissa vaaditaan 1lyhyitad
koeaikoja, kuten leukoreguliinin tai leukoregquliiniresep-
torin monoklonaalisten vasta-aineiden detektoinnille.

Leukoreguliinin ja tuumorinekroositekijdn, toisen
kasvainsoluja estdvdn lymfokiinin, v&listd sukulaisuutta
tutkittiin my8s. Ihmistuumorinekroositekijévalmisteet in-
dusoivat joidenkin hiiren sarkoomien hemorragisen nekroo-
sin in vivo, ja niilld on sama vaikutus in vivo kuin lym-
fotoksiinilla (34). Koska puhdistetulla leukoreguliinilla
ei ole samaa biologista vaikutusta kuin lymfotoksiinilla,
on leukoreguliini eri aine kuin tuumorinekroositekija.

Hamsterilymfokiinivalmisteet sisdltdvat lymfotok-
siinia, leukoreguliiniaktiivisuutta (hamsterin kasvain-
solujen, muttei normaalisolujen, kasvun est&minen) ja an-
tikarsinogeenista aktiivisuutta. Leukoreguliiniaktiivisuus
ja antikarsinogeeninen aktiivisuus puhdistuvat yhdess&;
ndilld kahdella aktiivisuudella on kuitenkin kaksi eri-
laista isoelektristd pH-arvoa, joista toinen on eri kuin
hamsterin lymfotoksiinilla ja toinen identtinen hamsterin
lymfotoksiinin kanssa (24). Neuramidaasi hajottaa hamste-
rin lymfotoksiinia, kun taas leukoreguliini- ja antikarsi-
nogeeniseen aktiivisuuteen silld ei ole vaikutusta. Hams-

terin leukoreguliini- ja antikarsinogeeninen aktiivisuus
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ovat kuitenkin samalla tavalla alttiita proteaasipilkkou-
tumiselle. T&std seikasta yhdistettynd muihin biokemial-
lisiin tietoihin piddttelemme, ettd myds hamsterin leukore-
guliinilla on aktiivisuus. Koska ihmisen leukoreguliinil-
la on osoitettu olevan samat biologiset ja biokemialliset
ominaispiirteet kuin hamsterin leukoreguliinilla, pit#disi
my&s sen olla antikarsinogeeninen.

Kun saadaan viranomaisten lupa kliinisiin kokei-
siin, joissa kokeillaan leukoreguliinin kdyttd4 ihmisen
sydvdn hoidossa, tehdddn ensimmdisen vaiheen kliinisii
kokeita potilailla, joilla on pitkdlle edenneitd kasvain-
sairauksia. Potilaille annetaan leukoreguliinia seuraavas-
sa kuvattavalla tavalla. Annoksia suurennetaan, jotta saa-
taisiin mddritetyksi suurin siedettdvissd oleva annos kus-
sakin terapiamuodossa tarkkailemalla toksisia reaktioita,
joista ovat osoituksena ruuansulatuskanavan hidiriét, ane-
mia, leukopenia, kuume tai muu osoitus elinten vaurioitu-
misesta tai toimintahdiridstd. Otaksutaan leukoreguliinin
olevan erittdin hyvin siedettyd, mikd tekee mahdolliseksi
korkeiden annosten antamisen. Hoitokokeilut, joissa kdy-
tettiin osittain puhdistettuja PHA-stimuloitujen perifee-
risen veren lymfosyyttien supernatantteja, jotka epidile-
mdttd sisdlsivdt leukoreguliinia, ovat viitanneet t#llais-
ten materiaalien hyvin pieneen toksisuuteen (13).

Toisen vaiheen kliiniset kokeet kohdistuvat leuko-
reguliinin tutkimiseen potilailla, joilla on rajoittunut
sairaus ja joilla terapian edut ovat ilmeisimpi&. Alku-
kokeissa kdytetddn leukoreguliinia apuaineena pddhoitona
olevalle kirurgiselle, kemo- tai radioterapialle, myShem-
missd kokeissa voidaan tutkia leukoreguliinia pddhoitomuo-
tona.

Leukoreguliinia annetaan systeemisesti laskimon-
tai imukudoksensicdisesti, paikallisesti kasvaimensisdisi-
néd ruiskeina tai vatsakalvohuuhteluna, tai ex vivo-hoito-

na. Esimerkkind viimeksi mainitusta on hoito, jossa poti-
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laasta poistetaan luuydinsoluja, kdsitellddn ne leukore-
guliinilla kasvainsolujen poistamiseksi ja kdytetddn niita
tdydentamddn potilaiden luuydintd, sen jadlkeen kun heiddn
luuytimeensd on annettu hyvin suuria annoksia kemo- tai
radioterapiaa.

Leukoreguliinia annetaan jatkuvana infuusiona tai
yksittdisind ruiskeina sen mukaan, mitd vaaditaan tarpeel-
listen leukoreguliinitasojen ylldpitdmiseksi verenkierros-
sa ja kudoksissa.

Vaihtoehtona suoralle antamiselle, olisi leukore-
guliinia koodaavien geenien kloonaaminen ihmisen imusolui-
hin, joista on tehty lisdd@ntymiskyvyttdmid, erds ldhesty-
mistapa pysyvdn in vivo-leukoreguliinipitoisuuden ylla-
pitdmiseksi in vivo tapahtuvan tuotannon kautta. Solujen,
joilla on rajoitettu elinikd in vivo, kdyttd takaisi sen,
ettd leukoreguliinitasot olisivat sdddeltdvissd suhteelli-
sen lyhyissd ajanjaksoissa.

Muihin vaihtoehtoisin annon ohjaamiseksi kuuluvat
leukoreguliinia koodaavien geenien sijoittaminen viruksen
genomiin ja viruksen kdyttdminen geenien viemiseen spesi-
fiseen soluryhmddn, jota tekevdt geenien translaation leu-
koreguliiniksi, jolloin vdltetddn normaalit sddtavat tuot-
teet, jotka muuten rajoittaisivat 1leukoreguliinituotan-
toa. Esimerkiksi Epstein-Barr-virus, joka infektoi wvain
B-lymfosyyttejd ja saa tavallisesti aikaan rajoitetun,
melko lievdn infektion, voisi toimia sopivana virusvekto-
rina leukoreguliinigeeneille, jos viruksen genomia muut-
etaan siten, ettd estetddn virusinfektion aiheuttama tau-
din eteneminen.

Kiinteitd kasvaimia hoidetaan tehokkaimmin maksi-
moimalla leukoreguliinipitoisuus kasvaimen vdlittomédssd
ldheisyydessd sen sijaan, ettd yritettdisiin pitad ylla
hyvin korkea taso koko elimistfssd. Ihmisen monoklonaali-
set vasta-aineet, jotka ovat kvalitatiivisesti tai kvanti-

tatiivisesti spesifisid kasvainsolujen pinta-antigeeneil-
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le, tarjoavat sopivan "koukun", johon leukoreguliini voi-
daan 1liittd8d kasvaimensisdisten suurten pitoisuuksien ta-
kaamiseksi. Toinen ldhestymistapa on sulkea leukorequliini
liposomien sisddn, joiden pinnoilla voi olla kasvainspesi-
fisid monoklonaalisia vasta-aineita. Liposomitriglyseri-
dien asianmukaisella valinnalla saadaan liposomeja, jotka
ovat resistenttejd verenkierrossa olevalle amylaasientsyy-
mille ja joilla on kyky fuusioitua kasvainsolukalvoihin
liposomien leukoreguliinisis&ll6n kuljettamiseksi solun
sisddn. Lipofiilisid kantaja-aineita (dimetyylisulfoksi-
dia, boorihappojohdoksia) voidaan sis&llyttdd liposomiin
sen sisdlldn kul jetuksen parantamiseksi liposomin membraa-
nilipidin ja kohteena olevan kasvainsolun vastaavien ai-
neiden parantuneen fuusioitumisen kautta.

Leukoreguliini ndyttdd suurentavan kemoterapeuttis-
ten aineiden kasvaintenvastaisia vaikutuksia (19) lisdd-
mdttd niiden toksisia sivuvaikutuksia, jolloin saadaan
aikaan paljon korkeampi tehokas annostaso. Leukoreguliinia
kdytetddn siksi hoito-ohjelmissa erilaisten kemoterapeut-
tisten aineiden ja radioterapian kanssa t&mdn kasvainten-
vastaisuutta edistdvdn vaikutuksen arvioimiseksi.

Leukoreguliinin antikarsinogeeniset vaikutukset
ovat yhtd tdrkeitd kuin sen kasvaintenvastainen vaikutus,
kun sitd kdytetddin yhdessd sytotoksisten terapeuttisten
aineiden tai radioterapiamenettelyjen kanssa. Erityisen
salakavala tapahtumasarja, joka liittyy sdteilytykseen ja
kemoterapiaan, on uusien, hoidettavaan sairauteen liitty-
mattémien kasvainten ilmaantuminen. Annettaessa samanai-
kaisesti leukorequliinia, voidaan kdytt#d paljon suurempia
annoksia kemoterapiassa tai radiohoidossa, koska leukore-
guliini estdd ndiden aineiden tai tekijdiden karsinogeeni-
set vaikutukset. Leukoreguliini on samalla tavalla hyddyl-
linen k&ytettynd yhdessd immuunisuppressiivisten lidkkei-
den kanssa hoidettaessa autoimmuunisairauspotilaita ja

siirrdnndisten vastaanottajia.
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Leukoreguliini on pddtekomponentti sytokiini-lymfo-
kiiniketjussa, joka sisdltad lymfosyyttien ja monosyyt-
tien kdyttd6noton ja immobilisoinnin, niiden aktivoitu-
misen tai erilaistumisen ilmentdm&d&n erilaisia efektori-
funktioita ja tekijoiden, kuten leukoreguliinin, jotka
toimivat sytotoksisesti, tuotannon. Erilaisten lymfokii-
nien kdytettynd seoksena tai, todenndkdisemmin, annettuna
sopivassa jdrjestyksessd pitdisi edistdd kasvaimen lymfoi-
disoluinfiltraatiota (makrofagien migraatiota estdva teki-
j4, interleukiini 1), stimuloida niiden sytotoksista toi-
mintaa (makrofageja aktivoiva tekijd, interleukiinit 1 ja
2, leukoreguliini ja interferoni), hytkd&td suoraan kas-
vainsoluja vastaan (leukoreguliini, NK-sytotoksinen tekija
ja interferoni) ja muuttaa kohteena olevat kasvainsolut
herkemmiksi sytotoksisille efektorisoluille (leukoregulii-
ni). Tdssd hoitomuodossa leukoreguliinilla on hyvin tédrkea
osa.

Kasvainsolujen kasvua hillitsevien ja NK-soluvdlit-
teistd sytotoksisuutta edistdvien vaikutusten lisdksi,
jotka yhdessd pysdyttdvdt kasvainten kasvun ja alkavat
pienentdid kasvainmassoja, on leukoreguliinilla myds anti-
karsinogeenisia ominaisuuksia, jotka ovat erityisen hy&-
dyllisid kdytettdviksi yhdessd materiaalien kanssa, joita
kdytetddn biolddketieteellisissd diagnostisissa tutkimuk-
sissa ja sdteily- tai kemoterapiassa, jotka itse voivat
indusoida sySvdn synnyn (26). Leukoreguliinihoito prose-
duurien, joilla on on on nditd mahdollisia sivuvaikutuk-
sia, aikana estdd karsinogeneesin kokeiden tai hoidon ai-
kana (20).

Samalla tavalla voidaan potilaista arvioida immuu-
nisuppressiotaso ja mahdollinen pahanlaatuisten kasvaimien
muodostusriski mittaamalla potilaiden PBL-leukoreguliini-
tuotanto stimuloinnin jdlkeen.

Liitteend leukoreguliinihoidolle potilaan sy&pa-

solujen leukoreguliiniherkkyyden mddrittdminen antaisi
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ennusteen leukoreguliinihoidon tehosta. Potilaan kasvain-
solujen viljeleminen leukoreguliinia sisdltdvdn, puoli-
kiintedn alustan ldsndollessa on keino mddrittdd se leuko~
requliinimddrd, joka tarvitaan kasvainsolujen kasvun tdy-
delliseen estdmiseen. Nopeampi koe on sellainen, jossa
mddritetddn kasvainsolujen reagoivuus mittaamalla kvanti-
tatiivisesti kasvainsolun pinnalla olevien solupinnan leu-
koreguliinireseptorien mddrd. T&md tehdddn mittaamalla
kasvainsoluihin sitoutuvan leukoreguliinireseptoriin suun-
tautuvan monoklonaalisen vasta-aineen mddrd kayttdmalla
entsyymiin liitetty immuunisorbentti-koetta, radioimmuuni-
koetta tai immuunifluoresenssikoetta.
Esimerkki 1

Seuraavassa selostuksessa kadytettdvdt lyhenteet
ovat: PBS, 0,14 mol/l1 NaCl:a, 0,1 mol/l natriumfosfaattia,
pPH 7,4; PEG, polyetyleeniglykoli, molekyylipaino 4000; FBS
naudan sikidseerumi; IEF, isoelektrinen fokusointi; HPLC,
korkean erotuskyvyn nestekromatografia; NK, luontainen
tappajalymfosyytti; dThd, tymidiini; MTT, 3-(4,5-dimetyy-
litiatsolyyli-2)-2,5-difenyylitetratsoliumbromidi; FDA,
fluoreseiinidiasetaatti; VCN, Vibrio cholera-neuramidaasi;
PHA, fytohemagglutiniini; PBL, perifeerinen veren leuko-
syytti; TPA, tetradekanoyyliforboliasetaatti; ELISA, ent-
syymiin kytketty immuunisorbentti-koe; RIA, radioimmuuni-
koe.

Lymfokiinin valmistus

10 - 20 ml sentrifugoidun, normaalin ihmisluovutta-
jan veren vaalean pintakerroksen leukosyyttejd laitettiin
lymfosyyttien erotusvdliaineeseen (10 ml, LSM, Litton Bio-
netics, Kensington, Maryland) ja sentrifugoitiin kiihty-
vyydelld 700 x g 20 min huoneen ladmp&tilassa. Yksitumaiset
solut kerdttiin LSM:n ja plasman rajapinnalta, pestiin
kahdesti RPMI 1640-alustalla ja laskettiin mikroskooppi-
sesti trypaanisinisen (0,04 %) ldsndollessa eldvien solu-

jen osuuden mddrittamiseksi, joka oli aina yli 95 %.
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20 miljoonaa solua siirrostettiin 20 ml:aan RPMI 1640:a,
joka sisdlsi 10 pg PHA:ta/ml (PHA, tyypin IV leukoaggluti-
niini, Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri), 100 mm:n
muovisessa kudosviljelymaljassa ja inkuboitiin 37 °C:ssa
kostutetussa inkubaattorissa, joka sisdlsi 5 % C0O,:a ja
96 % ilmaa.

24, 48 tai 72 tunnin kuluttua erittyneitd lymfo-
kiinejd sis#dltidvdlymfosyyttiviljelyalusta kerdttiin, jJa
sitd sentrifugoitiin 10 min kiihtyvyydelld 1000 x g solu-
jen poistamiseksi. Lymfokiinialusta konsentroitiin 40-
kertaisesti YMl0-kalvolla Amicon-kennossa (Amicon, Inc.,
Danvers, MA) ja dialyysisuodatettiin 0,1 % PEG:ta sisalta-
vdd PBS:33 vastaan. Konsentroitu lymfokiini steriloitiin
suodattamalla, jaettiin yhtd suuriksi annoksiksi, pakas-
tettiin -30 °C:ssa ja kdytettiin 1 kk:n kuluessa pakasta-
misesta (katso taulukko 1).

Lymfoblastoidisolulinjan RPMI 1788 tuottamaa hyvin
puhdasta ihmislymfotoksiinia (1) luovutti jalomielisesti
tri Bharat B. Aggarwal (Genentech, Inc., San Francisco,
CA). 1788-solulinjan lymfotoksiini puhdistettiin tekemdlla
perdkkdin DEAE-selluloosakromatografia, preparatiivinen
isoelektrinen fokusointi, virvildlektiini-Sepharose-kroma-
tografia ja preparatiivinen polyakryyliamidigeelielektro-
foreesi (1). Puhdistetun lymfotoksiinin molekyylipaino oli
20 000, isoelektrinen piste 5,8 ja ominaisaktiivisuus 4 x
10’ yksikkdd/mg proteiinia.

Syyriankultahamsterin lymfokiinia tuotettiin vatsa-
kalvon leukosyyteistd samalla tavalla kuin edelld kuvattua
ihmisen lymfokiinid (24).

Kohdesolut

Ihmisen erytroleukemiasoluja K562 luovutti tri Ju-
lien Djeu (Bureau of Biologics, Food and Drug Administra-
tion, Bethesda, MD). 0ST-solut, joita pidettiin ylla vil-
jelmdssd laboratoriossamme, olivat perdisin juuri pois-

tetusta ihmisen osteosarkoomasta, jonka ystdvdllisesti
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lahjoitti tri Elizabeth Grimm (NTH Clinical Center,
Bethesda, MD). Ihmisen ihon normaalit fibroblastit,
CRL 1457 (20-vuotias nainen), CRL 1505 (2l-vuotias mies),
CRL 1537 (l4-vuotias mies), normaalit paksusuolen limakal-
von solut ja kaikki muut ihmisen kasvainsolulinjat saatiin
the American Type Culture Collectionista (Rockville, MD).

Kaikkia soluja pidettiin yll& MEM-alustassa (Eagles
minimal essential medium), jota oli tdydennetty 10 %:1la
FBS:4, ja jatkoviljeltiin kerran viikossa samaan alustaan,
poikkeuksena KS562-solut, jotka pidettiin ylld 10 % FBS:&
sisdltdvdssd RPMI 1640:ssd. Hiiren alfa-L929-solut lah-
joitti tri Gale Granger (USC, Irvine, CA), ja niitd kdyte-
tddn lymfotoksiinin kohteena (7). 7997-solut ovat syyrian-
kultahamsterin bentso(a)pyreeni-indusoitu kasvainsolulin-
ja (8).

Lymfotoksiinimddritys

Lymfotoksiiniaktiivisuus mitattiin hiiren alfa-
L929-solujen hajoamisena kdyttdm#lld radionuklidin vapau-
tuskoetta (7). Valmisteessa olevien sytolyyttisten lym-
fotoksiiniyksikdiden lukumddrd médritettiin piirtdmdlli
regressiosuora ndytteen laimennussuhteen, joka aiheutti
[’H]-dThd-merkkiaineen 50 %$:sen vapautumisen 1 x 10* L929-
solussa 3 vrk:n inkuboinnin aikana, kdinteisluvun logarit-

mista (katso taulukko 2).
Leukorequliinimddritys

Ihmisen leukoreguliinin aktiivisuus mitattiin ihmi-
sen kasvainsolujen kasvun estona (sytostaattinen vaiku-
tus). Sytostaattisen vaikutuksen mittaamista varten siir-
rostettiin 10° kasvainsolua 0,5 ml:ssa sopivaa kasvualustaa
24-syvennyksisiin viljelymaljoihin (Costar, Inc., Cambrid-
ge, MA). Joko alustaa tai 100-kertaiseen laimennukseen
asti laimennettuja tutkittavia ndytteitd 0,5 ml:ssa alus-
taa lisdttiin kolmena rinnakkaisndytteend, ja soluja inku-
boitiin 37 °C:ssa kostutetussa kammiossa, joka sisdlsi 5 %
C0,:a ja 95 % ilmaa, 3 vrk. Kiinnittyméttdmit solut mddri-
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tettiin kvantitatiivisesti suspendoimalla ne 9 ml:aan He-
matalia ja tekemdlld laskenta Coulter Counter, malli ZBI-
laitteella (Coulter Instrumets, Inc., Hialeah, FL). Tart-
tuvat solut irrotettiin inkuboimalla 1 min 37 °C:ssa
0,02 % trypsiinid sisdltdvdssd PBS:ssd ennen laskentaa,
joka tehtiin kuten edelld (katso taulukko 2).

Joissakin kokeissa solujen kasvun esto mddritettiin
mikrokoetta kdyttam&dlld. Tass8 kokeessa siirrostettiin
2 x 103 solua 100 pl:ssa 10 % FBS:88 sisdltdvassda RPMI
1640:ssa 96-syvennyksisiin mikromaljoihin. Sitten lis&t-
tiin 100 pl alustaa, 0,5 %:sta SDS:88 tai lymfokiinindy-
tettd neljdni rinnakkaisndytteend, ja maljoja inkuboitiin
37 °C:ssa kostutetussa kammiossa, joka sisdlsi 95 % ilmaa
ja 5 % CO,, 3 vrk. Tarttuville soluille k&ytettiin tasapoh-
jaisia maljoja ja tarttumattomille K562-soluille pyOred-
pohjaisia maljoja. Kuhunkin syvennykseen 1lisdttiin 20 pl
MTT:t4 (Sigma) (5 mg/ml PBS:84 - liuotettiin voimakkaasti
sekoittamalla ja valmistettiin juuri ennen k8yttdd). Levy-
ja& inkuboitiin vield 4 tuntia 37 °C:ssa ja alustat pois-
tettiin imem#&lld varovasti neulalla nro 18 g. Pelkistynyt
MTT, tummanpunainen formatsaanisakka, saatettiin liuokseen
lisd&m811l8 100 pl isopropanolia, joka sisdlsi 0,05 mol/l
HCl:a. V3rin absorbanssi mitattiin aallonpituudella 540 nm
automaattisella pystysddemittarilla ARTEK (ARTEK Systems,
Inc., Farmingdale, New York). SDS:84 sis8ltdvd83d ndytesy-
vennystd kdytettiin nollakokeena, ja sen antama arvo vda-
hennettiin kaikkien ndytteiden lukemista. Esikokeissa so-
luja siirrostettiin vaihtelevina tiheyksin&, ja muodostu-
neen pelkistyneen sakan m8drdn havaittiin olevan suoraan
verrannollinen solujen lukumdirdin syvennystd kohden. Mik-
rotutkimuksen herkkyys oli vertailukelpoinen solulaskenta-
kokeen herkkyyden kanssa.

Solujen kasvun prosentuaalinen esto kussakin ko-
keessa laskettiin jakamalla tutkittavan ndytteen solujen
tai absorbanssiyksikdiden m##ran keskiarvo alustavertailu-
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syvennysten solujen tai absorbanssiyksididen mddrin keski-
arvolla, vdhentdmdlld 1 ja kertomalla 100 %:1lla. Sytos-
taattiset leukoreguliiniyksikét middritettiin piirtimdlli
regressiosuora, joka kuvaa ndytteen laimennussuhteen kdin-
teisluvun logaritmia prosentuaalisen kasvun eston funktio-
na, ja se oli yhtd suuri kuin solukasvun 50 %$:isen eston
aikaansaavan laimennussuhteen kd#nteisarvo. Ihmisen pak-
susuolikarsinoomasolulinja HT-29 on hyvin herkkd leuko-
reguliinin kasvua estdvdlle vaikutukselle, ja sitd kdy-
tettiin leukoreguliinin mittauksessa standardina, johon
muita soluja verrattiin.

Sytolyyttisen aktiivisuuden miidrittdmistid varten
solu leimattiin ennalta [’]-dThd:113 (7) ja siirrostettiin
10* solua 0,5 ml:ssa/syvennys 24-syvennyksisiin maljoihin.
0,5 ml alustaa, 0,5 %:sta natriumdodekyylisulfaattia (SDS)
tai tutkittavaa ndytettd laimennettuna 100-kertaiseen lai-
mennukseen asti lisdttiin kolmena rinnakkaisndytteend, ja
soluja inkuboitiin 3 vrk.

Maljoja sentrifugoitiin kiihtyvyydelld 200 x g 10
min, ja poistettiin 200 ul:n annokset supernatantteja,
suspendoitiin 2,8 ml:aan Ultrafluoria (NEW, Boston, MA) ja
tehtiin laskenta LKB Scintillation Counter-laitteella (LKB
Instruments, Inc., Rockville, MD). Prosentuaalinen [°H]-
dThd-ominaisvapautus laskettiin seuraavasti:

pulssimddrdn ka., nidyte (min*) -
pulssimddrdn ka., alusta (mind)
[*H]-ominaisvapautus (%)

pulssimddrin ka., SDS (min’!) -
pulssimd&rdn ka., alusta (min’)

Sytolyyttisten leukoreguliiniyksikdiden luku las-
kettiin samalla tavalla kuin sytolyyttiset lymfotoksiini-
vksikét.
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Karsinogeneesimddritys
Syyriankultahamsterin lymfokiinivalmisteiden ai-

kaansaama syyriankultahamsterin sikidsolujen kemiallisesti
ja sidteilylld indusoidun muuttumisen estoa tutkittiin
kdyttédmdlld aiemmin kuvattua (24, 25) in vivo - in vitro -
istukan kautta tapahtuvaa transformaatio-koetta (katso
taulukko 3).

Interferonimddritys

Interferonia tutkittiin Biofluids, Inc.:n (Rock-
ville, MD) menetelmdlli mddrittd&mdlld puolimikrosytopaat-
tisen vaikutuksen, jonka vastasyntyneen ihmisen esinahan
fibroblastien tai WISH-solujen infektointi naudan rakku-
laisella suutulehduksella aiheuttaa, esto. Ihmisen WISH-
solulinja on 5 - 10 kertaa niin herkkd gammainterferonille
kuin ihmisen esinahkasolut. Havaitsemisraja tdssd kokees-
sa on 1 yksikkd viruksenvastaista aktiivisuutta, joka
standardoidaan referenssiaineena NIH-ihmisen fibroblasti-
interferoni (katso taulukko 4).

Joissakin kokeissa middritettiin alfa- ja gammain-
terferonin vaikutukset biologisilla solukokeilla. Alfa-
interferoni (ostettu Sigmalta) tuotettiin Burkitt-lymfoo-
masoluissa (Namalva) indusoimalla Sendai-viruksella, ja
sen ominaisaktiivisuus oli 1,1 x 10® kansainvdlistd refe-
renssiyksikkéd/mg proteiinia. Gammainterferonin, jonka
ominaisaktiivisuus oli 10° viruksenvastaista yksikkodd/ml
toimitti ystdvdllisesti tri Gary Thurman (NCI, Frederick
Cancer Research Facility, Frederick MD), ja sen olivat
valmistaneet Flow Laboratories, Inc. (McLean, VA) ja Meloy
Laboratories (Springfield, VA) the Biological Responce
Modifiers Programia varten (NCI Frederick Cancer Research
Facility, Frederick, MD) (katso taulukko 5).

Interleukiinit 1 ja 2

Interleukiini 1 -aktiivisuus mddritettiin mittaa-
malla PHA:han reagoivien C3H/HeJd-hiiren tymosyyttien pro-
liferaation edistyminen lymfokiinin vaikutuksesta. Tymo-
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syyttien proliferaatio voi heijastaa interleukiini 2:n
ldsndoloa; sen vuoksi lymfokiini tutkittiin myds inter-
leukiini 2:n suhteen k3#ytt#m#lli tavanomaista mikrokoetta
(3, 22), joka perustuu ihmisen interleukiini 2:1le herkin
OH-l-marmosetin jatkuvan T-solulinjan interleukiini 2:sta
riippuvaiseen proliferaatioon. Ihmisinterleukiini 2-stan-
dardilla (toimittaja tri P. Jagannath, Litton Bionetics,
Inc. Kensington, MD) oli puolet korkeimmasta proliferaa-
tion edistdmiskyvystd laimennuksena 1:1500. Thmisinter-
leukiinistandardi valmistettiin laboratoriossamme kaytta-
mdlld tdssd kuvattua lymfokiinituotantomenetelmii (katso
taulukko 4).
Makrofagien aktivointi- ja endotoksiinikokeet

Namd kaksi koetta teki ystdvdllisesti tri Gary
Thurman, NCI, Frederick Cander Research Facility, Frede-
rick, MD. Makrofageja aktivoiva vaikutus mitattiin lymfo-
kiinin kykynd edistdi ihmisen monosyyttien sytotoksista
vaikutusta ihmisen kasvainsoluihin (14). Endotoksiini m#i-
ritettiin kromogeenikokeella (Endotoxin chromogenic assay
kit, M.A. Bioproducts, Walkerville, MD), jonka herkkyys-
alue ulottuu noin 0,1 ng:aan. Endotoksiinin mahdollista
osallistumista kasvainsolujen kasvun estoon tutkittiin
mySs. Endotoksiinia (lipopolysakkaridi), jonka serotyyp-
pinumerot ovat 055:B5 ja 011:B4 (Sigma) kdytettiin kas-
vainsolusytostaattisuustestiin pitoisuuksina 0,01, 0,1,
1,0, 10,0 ja 20 ng/ml. Vaikutus kasvainsolujen kasvuun
mitattiin edelld kuvatulla tavalla (katso taulukko 4).

Isoelektrinen fokusointi

Konsentroitujen lymfokiinien isoelektrinen foku-
sointi preparatiivisessa pylvddssid tehtiin amfoliinigra-
dientissa (LKB. Rockville, MD) pH 3,5-10 110 ml:n iso-
elektriseen fokusointiin tarkoitetussa pylvaddssd (LKB)
(28). Kerdttiin kolmen millilitran fraktioita, ja mitat-
tiin kunkin fraktion pH. Valitut fraktiot yhdistettiin,
dialyysisuodatettiin 0,1 % PEG:t3 sisiltidvii PBS:3i vas-
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taan, steriloitiin suodattamalla 0,22 um:n Millex-suodat-
timella (Millipore Corp., Bedford, MA), ja tutkittiin bio-
loginen aktiivisuus. (Katso taulukko 4 ja kuva 8).

HPLC

Molekyylikokoon perustuvat erotukset tehtiin kayt-
tdmdlld preparatiivista Toyasoda G3000 SWG-geeli-HPLC-ko-
lonnia (markkinoija LKB). Eluoitiin isokraattisesti kah-
den millilitran ndytteitd virtausnopeudella 4 ml/min
0,02 M natriumfosfaattipuskurilla, pH 7,4, joka sisdlsi
0,1 % PEG:td. Kerdttiin neljdn ml:n fraktioita, steriloi-
tiin ne suodattamalla, ja tutkittiin niiden biologinen
aktiivisuus (katso kuva 4).

Molekyylin varaukseen perustuva HPLC-erotus tehtiin
analyyttisessa anioninvaihtokolonnissa Toyasoda DEAE-545.
Niytteet, jotka olivat 20 mM Tris-HCl:ssd, pH 7,4, joka
sisdlsi 0,1 % PEG:td, eluoitiin k&yttdmdlld lineaarista
yhden tunnin gradienttia 0,5 M NaCl virtausnopeudella 0,75
ml/min. Kerdttiin kahden minuutin aikana valuneita frakti-
oita, steriloitiin ne suodattamalla ja tutkittiin ne (kat-
so kuva 9).

Polvakrvyliamidigeelielektroforeesi

Konsentroidut leukoreqguliinindytteet (joko frakti-
oimattomat tai HPLC-geelisuodatuksella ja ioninvaihtokro-
matografialla erotetut) kdsiteltiin elektroforeettisesti
polyakryyliamidigeeleilld, Jjoissa vallitsi lineaarinen
gradientti 4-30 %. Elektroforeesin jédlkeen geelit viipa-
loitiin 0,25 mm:n osiksi, ja viipaleita eluoitiin y&n yli
10 % FBS:83 sisdltdvdssd vdliaineessa. Eluaatit suodatet-
tiin steriileiksi ja tutkittiin. (Katso kuva 5).

1257:114 leimattu puhdistettu leukoreguliini kési-
teltiin elekroforeettisesti my6s 15 %$:isilla polyakryyli-
amidigeeleilld, jotka oli varustettu 5 %:isella latoamis-
akryyliamidigeelilld, joka sisdlsi 1 % natriumdodekyyli-
sulfaattia (15). Ndyte visualisoitiin autoradiografisesti

(katso kuva 7).



10

15

20

25

30

35

19 85867

Puhdistetun leukorequliinin radionuklidileimaus

25 yksikkdd leukoreguliinia, joka oli puhdistettu
perdkkdisilld HPLC:11d ja polyakryyliamidigeelielektro-

1257:114 kdyttdmdllsd kloramiini

foreesilla, leimattiin
Tmenetelmdd (17) ja lisddmdlld naudan seerumialbumiinia
kantajaproteiiniksi leimatun leukoreguliinin erottamisek-
si reagoimattomasta 'Z’I:sta Sephadex G-l0-kolonnilla.

Geelisuodatuskolonnikromatografia
125

I-leimattu puhdistettu leukoreguliini eluoitiin
S-300-kolonnilla (Pharmacia Fine Chemicals, Upsala, Ruot-
si) 10 mM NaP0O,-puskurilla, joka sisdlsi 1,0 mol/l NaCl:a,
pPH 7,4. Kerdttiin kahden ml:n fraktiocita, ja tehtiin niil-
le laskenta (katso kuva 6).

Entsymaattinen pilkkominen

Ihmisen ja hamsterin leukoreguliini- ja lymfotok-
siiniaktiivisuuksien alttius neuramidaasi- ja proteaasi-
pilkkoutumiselle tutkittiin (29). Puoli ml konsentroitua
ihmisen tai hamsterin lymfokiinivalmistetta lisdttiin
50 pl:aan VCN:&d (500 yksikksda/ml, Calbiochem-Behring
Corp., LaJdolla, CA) ja 0,5 ml:aan 0,1 M natriumasetaatti-
puskuria, pH 5,1. Vertailundytteiksi lisdttiin 0,1 ml lym-
fokiinid 0,5 ml:aan asetaattipuskuria, 0,5 ml:aan asetaat-
tipuskuria, joka sisdlsi 50 ul VCN:&d8 ja 50 pl 0,2 M sia-
liinihappoa (Sigma) (t&md sialiinihappopitoisuus inaktivoi
entsyymin) tai 0,5 ml:aan vdliainetta. Ndytteitd inkuboi-
tiin 60 min 37 ©°C:ssa, dialysoitiin PBS-PEG-liuosta vas-
taan YMlO-kalvolla varustetussa Amicon-kennossa, ja sdd-
dettiin ndytteiden tilavuudet 3 ml:ksi. Proteolyyttisten
pilkkomisten tekemiseksi lisdttiin 1 ml lymfokiinindyttei-
td 1 ml:aan trypsiinipitoista PBS:d3d (32 yksikkdd/ml, omi-
naisaktiivisuus 195 yksikk6d/mg, Worthington Enzymes Inc.,
Freehold, NJ), 1 ml:aan kymotrypsiinipitoista PBS:da (6
vksikk&d/ml, ominaisaktiivisuus 59 yksikk6&/mg, Sigma) tai
1 ml:aan liuosta, joka sisdlsi pronaasia (6 yksikkdéd/ml,
ominaisaktiivisuus 6 yksikk6d/mg, Sigma) 0,1 M Tris-emds-
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liuoksessa, joka sisdlsi 3 mM CaCl,:a ja 3 % tolueenia.
Pronaasi aktivoitiin inkuboimalla liuosta, joka sisdlsi
10 mg pronaasia/ml 0,1 M trispuskurissa, joka sisdlsi

15 mmol/1 CaCl,:a, pH 7,8, 30 min 37 °C:ssa juuri ennen
lisd8mistd ndytteeseen. Proteaasipitoisia ndytteitd tai
proteaasipuskurivertailundytteitd inkuboitiin 60 min

37 °C:ssa. Kuhunkin ndytteeseen lisadttiin 1 ml FBS:8&, ja
niytteet laimennettiin satakertaiseen laimennokseen asti
ulottuvalle alueelle v&liaineella koetta varten (katso
taulukko 3).

M-sytotoksisuuskoe

Kohdesolujen herkkyyden lis&&ntyminen leukoregu-
liinik8sittelyn jilkeen NK-vidlitteiselle sytotoksisuudelle
midritettiin suurin piirtein aiemmin kuvatulla tavalla
(23). LSM-gradienttisentrifugoinnilla eristetyt normaalit
ihmisen perifeeriset veren yksitumasolut johdettiin nai-
lonvillan l4pi makrofagien ja B-solujen poistamiseksi ja
NK-solujen rikastamiseksi samalla. KS562-kohdesoluja
leimattiin 18 tuntia 1lis&&m&114 1000 pCi *Cr:a
natriumkromaattina (NEN, Boston, MA). Kohdesolut pestiin
kolmesti 10 % FBS: aa sisdltédvalla 1640:114 ja
suspensoitiin pitoisuudeksi 2,5 x 10° solua/ml alustaa tai
alustalla laimennettua lymfokiinindytettd. Kohdesoluja
inkuboitiin sitten 30 min 37 °C:ssa, sentrifugoitiin
kiihtyvyydellsd 280 x g 5 min ja suspendoitiin uudelleen 10
% FBS:83 sisdltdvain 1640:een pitoisuudeksi 105 solua/ml.
100 pl soluja lis&ttiin putkiin, jotka sisdlsivdt 100 pl
alustaa tai efektorisoluja efektorisolu:kohdesolu-suhteen
ollessa 25:1, 10:1 tai
2,5:1. Sitten tehtiin 4 tuntia kest&va °>'Cr-vapautumiskoe
(23). Spontaani °!Cr-vapautuminen oli 15 - 20 %, kun soluja
esi-inkuboitiin joko alustassa tai lymfokiinissd. Lymfo-
kiinin aikaan saaman tehostumisen aste md&dritettiin ver-
taamalla alustassa inkuboitujen kohdesolujen NK-sytotoksi-
suushajotusyksikdiden m&&ri8 lymfokiinissd inkuboitujen

kohdesolujen vastaavaan arvoon. Hajotusyksikk®, joka maa-
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ritelldaan siksi lymfosyyttien lukumddrdksi, joka saa ai-
kaan kohdesoluista ominaisvapautumisen 15 % lcrista, las-
kettiin kdyttdmdlld van Kroughin yht&léa (21, 32), (katso
taulukko 6 ja kuva 3).

Virtaussytometrinen analyysi

K562-solut suspendoitiin takaisin 10 % FBS:dd si-
sdltdvddn RPMI 1640:een pitoisuudeksi 4 x 10%/ml. Muoviput-
kiin (koko 12 x 75 mm) laitettiin 250 ul solususpensiota
ja lisdttiin 250 pl lymfokiinindytettd. Putkia inkuboitiin
37 °C:ssa atmosfddrissd, jossa oli 5 % C0,:a ja 95 % kostu-
tettua ilmaa, lavakeinuttimella (Bellco Co., Vineland,
NJ), jonka pySrimisnopeus oli 6 kierrosta minuutissa, 30
min - 6 tuntia.

Instrumentointi

Virtaussytometriset analyysit tehtiin k&ytt&m&dlla
fluoresenssiaktivoitua solulajittelijaa FACS IV, joka oli
varustettu 5 W:n argonionilaserilla, joka toimii eksitaa-
tioldhteend, 256-kanavaisella pulssinkorkeusanalysaatto-
rilla ja logaritmisilla vahvistimilla. Soluista analysoi-
tiin pienessd kulmassa tapahtuva valon siroaminen eteen-
pdin ja fluoresenssi, kun ne oli johdettu suuttimen lépi,
jonka 1ldpimitta oli 70 um, suojanesteeseen, jona toimi
MILLI-Q-suodatettu (Millipore Corp., Bedford, MA) vesi.
Pienessd kulmassa tapahtuva valon siroaminen eteenpdin-
signaaleja, solujen koon ja muodon indikaattoria, kaytet-
tiin liipaisusignaalina kaikissa analyyseissd. Kaikki op-
tiset suodattimet toimitti Becton-Dickinson laitteen muka-
na, ellei toisin mainita.

FDA-fluorokromasia

FDA:ta kdytettiin solukalvon ldpdisevyyden mittaa-
miseen (5). FDA:sta (Polyscience, Inc., Warrington, PA)
valmistettiin varastoliuos liuottamalla kiteistd FDA:ta
asetoniin pitoisuudeksi 5 mg FDA:ta/l. Kayttdliuos valmis-
tettiin juuri ennen kdytt6d laimentamalla varastoliuos
10 % FBS:84 sisdltdvdlld RPMI 1640:1138 lopulliseen FDA-



10

15

20

25

30

35

22 85867

pitoisuuteen 6,25 pg/ml. KS562-solut pestiin lymfokiinika-
sittelyn jdlkeen kerran 10 % FBS:8d sisdltdvdlla RPMI
1640:118 ja suspendoitiin 1 ml:aan kdyttSliuosta, jonka
FDA-pitoisuus oli 6,25 pg/ml, inkuboitiin huoneen lamp&dti-
lassa 5 min ja analysoitiin sitten virtaussytometrilla.

Propidiumjodidifluorokromasia

Myds propidiumjodidia kdytettiin solukalvon lapdi-
sevyyden mittaamiseen. Propidiumjodidista (Calbiochem-
Behring Corp., La Jolla, CA) valmistettiin varastoliuos
liuottamalla propidiumjodidia PBS:d4&n, pH 7,4 pitoisuudek-
si 500 pg/ml. KdayttSliuos valmistettiin juuri ennen kayt-
t58 laimentamalla varastoliuosta PBS:11d siten, ettd lo-
pulliseksi propidiumjodidi-pitoisuudeksi tuli 0,2 upg/ml.
Lymfokiinikdsittelyn jdlkeen solut pestiin kerran 10 %
FBS:dd sisdltdvalla RPMI 1640:118 ja suspendoitiin
1 ml:aan propidiumjodidikdyttdliuosta, inkuboitiin 5 min
huoneen ldmp&tilassa ja analysoitiin sitten virtausytomet-
rills.

Fluoresenssimittaukset

Sekd FDA:lle ettd propidiumjodidille kdytetty eksi-
taatioaallonpituus oli sama, 488 nm teholla 400 mW. Pi-
demmét aallonpituudet ldpdisevdt 515 ja 520 nm:n optiset
lasisuodattimet asetettiin fluoresenssidetektorin valomo-
nistinputken eteen. Analysoitaessa propidiumjodidileimat-
tuja ndytteitd sijoitettiin 1lisdksi punainen dikroinen
lisdsuodatin (Corion Corp., Hollister, MA) valomonistin-
putken eteen. Vdliaineella kdsiteltyjd K562-soluja kdytet-
tiin virtaussytometrin hienosd&t6dn ennen kutakin koetta.
Virta ja valomonistinputken jdnnite sdddettiin siten, ettd
90 % analysoiduista 1 x 10* solusta osui ennalta médrédtylle
kanava-alueelle koko 256 kanavan asteikolla. Ta&mad tehtiin
kullekin 3 parametrille (valon sironta kapeassa kulmassa
eteenpdin, fluoreseiinifluoresenssi ja propidiumjodidi-
fluoresenssi), joita tutkittiin tdsséd tutkimuksessa. Vali-

aineella kdsitellyille vertailusoluille sironta ja fluore-
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seiinifluoresenssi s#ddettiin kanava-alueen yldosaan ja
propidiumjodidifluoresenssi alempaan osaan lymfokiinikdsi-
tellyissd soluissa tapahtuvien vastaavien siirtymien mit-
taamiseksi. Kunkin K562-solundytteen kdsittelyn yhteydessi
analysoitiin 2 x 10 solua, ja laskettiin ennalta midrdtyl-
le markkerialueelle osuvien solujen prosenttiosuus. Tami
prosenttiosuus vdhennettiin sitten vdliaineella kidsitel-
lyille soluille saadusta prosenttiosuudesta (noin 90 %),
jolloin tulokseksi saatin ndytteen prosentuaalinen muutos.
Prosentuaaliset muutokset olivat alueella noin -5 - +70 %.
Muutos positiiviseen suuntaan osoittaa lymfokiinik&dsitte-
lyn aikaansaamaa vaikutusta K562-soluihin mitattavan para-
metrin suhteen (katso kuva 10).

Esimerkki 2

Leukoreguliinia erittdvien ihmisen B-solulinjojen

ja hydridomien tuotanto

Sybpdpotilaat immunisoitiin ihonsisdisesti heidin
omilla irrotetuilla kasvainsoluilla, jotka oli sdteilytet-
ty annoksella 20 000 rad ja sekoitettu 10’ eldviin BCG-
soluun. Ndiden potilaiden valtimoveresti preparoituja pe-
rifeerisid veren lymfosyyttejd sekoitettiin hiiren NS-1-
myeloomasoluihin suhteessa 3 PBL:d4 yhti myeloomasolua
kohden, sentrifugoitiin ja suspendoitiin 100 pl:aan seeru-
mitonta alustaa. Solupellettiin lisittiin pisaroittain
1 ml minuutissa polyetyleeniglykolia (50 %, m/V), joka oli
esildmmitetty 37 °C:seen, liikuttaen putkea koko ajan.
Kaksi kertaa edelld mainittu tilavuus esildmmitettyd see-
rumitonta alustaa minuutissa lisittiin solususpensioon,
kunnes 50 ml:n putki téyttyi. Soluja pelletoitiin 15 min
kierrosnopeudella 800 min™'. Sitten solut suspendoitiin
varovasti HT-alustaan (DMEM, joka sisdltd3d 20 % naudan
sikidseerumia, 13,6 pg/ml hypoksantiinia ja 3,9 pg/ml ty-
midiinid) pitoisuudeksi 2,5 x 10° solua/ml (solumiiri en-
nen fuusiota), ja laitettiin 100 pl seosta kuhunkin mikro-
maljan syvennykseen. 24 tunnin kuluttua lisdttiin kuhunkin
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syvennykseen 100 pl HAT-alustaa (HT-alusta, joka sisdltda
0,18 ug/ml aminopteriini#). Puolet alustasta korvattiin
joka kolmantena pdivdnd tuoreella HAT-alustalla. Kun solu-
ja oli pidetty 14 vrk ylld Hat-alustassa, yllapidettiin
niitd vield kaksi viikkoa HT-alustassa, minkd jalkeen so-
luja kasvatettiin MEM-alustalla, joka sisdlsi 20 % naudan
sikidseerumia.

PBL:ien viljelyd yhdessd myeloomasolujen kanssa
voidaan vaihtoehtoisesti kdytt## transformoitujen diploi-
disten B-solujen kehitté@miseen.

PBL- ja myeloomasolut sekoitettiin (suhteessa 3:1),
pelletoitiin kierrosnopeudella 800 kierr./min ja valikoi-
tiin HAT-alustassa edelld kuvatulla tavalla.

Hybridomien tai transformoitujen diploidisten B-
solujen supernatanteista tutkittiin niiden erittdamd leuko-
reguliini kdytt&mdlld mikrokoetta HT-29-solut kohdesolui-
na. Leukoreguliinia sis#ltdvid soluja lisdttiin 10 %
FBS:84 sisdltdvdssd MEM:ssd, ja kun saavutettiin riittdvat
solumddrdt, tehtiin kokeita leukoreguliinin optimituotan-
non olosuhteiden middrittdmiseksi seerumittomassa alustas-
sa. Solut suspendoitiin pitoisuudeksi 2 x 10° solua/ml RPMI
1640:4, ja inkuboitiin 3 vrk 37 °C:ssa. Joissakin kokeis-
sa viljelmiin lisdttiin 10 ng tetradekanoyyliforboliase-
taattia/ml leukoreguliinituotannon stimuloimiseksi. Super-
natantit kerdttiin, sentrifugoitiin kiihtyvyydelld 800 x
g, ja niistd tutkittiin leukoreguliiniaktiivisuus.

Esimerkki 3

Monoklonaalisten vasta-aineiden valmistaminen solu-

pinnan leukoreguliinireseptorille

Balb/c-hiiret immunisoitiin antamalla K-562-kalvoja
ihonalaisesti 3 kertaa kahden viikon védlein. Kukin hiiri
sai 10° solua vastaavan mddridn kalvoja, jotka preparoitiin
homogenoimalla koneellisella teflonhomogenaattorilla, kir-
kastettiin sentrifugoimalla pienelld nopeudella ja kerdt-

tiin sitten ultrasentrifugoimalla kiihtyvyydelld 100 000 x
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g 1 tunti. Kalvot sekoitettiin Freundin tdydelliseen apu-
aineeseen kutakin rokotetta varten. Kolme pdivdid ennen
hybridisaatiota hiiriin injektoitiin vatsakalvonsisidisesti
K562-solukalvoja PBS:ssd. Fuusiopdivdni poistettiin per-
nat, erotettiin yksittdiset solut ja fuusioitiin ne suh-
teessa 3 pernasolua/l myeloomasolu PEG:n avulla. Fuusion
jédlkeen valikoitiin hybridit viljelem&#lld niitid hypoksan-
tiinia, aminopteriinid ja tymidiinii sisdltdvissid alustas-
sa (10). Leukoreguliinireseptorin vasta-aineita tuottavat
pesdkkeet kloonattiin rajalaimennusmenetelmdlla.

Biologista koetta, jolla mitataan leukoreguliinin
ohjaaman HT-29-solujen kasvun hidastumisen estoa, kdytet-
tiin leukoreguliinireseptorien vasta-aineiden detektoin-
tiin. 2000 HT-29-solua siirrostettiin 0,1 ml:aan 10 $%
FBS:4d sisdltdvdd MEM:44 96-syvennyksisen maljan syvennyk-
sissd. Lisdttiin sellainen leukoreguliinimiddrd 0,1 ml:ssa
alustaa, joka sai aikaan HT-29-solujen kasvun 50 %:sen
eston, ja sen jdlkeen 25 pl tutkittavaa vasta-ainetta si-
sdltdvdd supernatanttia. 3 vrk:n inkuboinnin jdlkeen mi-
tattiin esto laskemalla lédsndolevat solut MTT-virjdyksen
avulla. Kaikkia ndytteitd, joissa leukoreguliiniaktiivi-
suuden esto oli 25 % tai suurempi, pidettiin positiivisi-
na. Tdmd koe perustuu siihen, ettd monoklonaalinen vasta-
aine sitoutuu leukoreguliinireseptoriin, miki estdi leuko-
reguliinin sitoutumisen ja sen myShemmdn kasvua estdvin
aktiivisuuden.

Leukoreguliinireseptori-ilmentymisen m#drd mitat-
tiin kolmella tavalla, joilla kaikilla saatiin leukoregu-
liinireseptoriin sitoutuvan monoklonaalisen vasta-aineen
prosenttiosuus. Immuunifluoresenssikokeessa inkuboitiin
2 x 10° solua monoklonaalisen vasta-aineen kanssa 1 tunti
370C:ssa. Solut pestiin kahdesti, lisdttiin fluoresoivaan
aineeseen liitettyd vuohen anti-hiiri-immunoglobuliinia
Kirkegard and Peiry Labs, Rockville, MD) ja inkuboitiin 30
min 4 °C:ssa. Solut pestiin, suspendoitiin 0,5 ml:aan
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PBS:43 ja analysoitiin EPICS 5-virtaussytometrilla (Coul-
ter Instruments, Hialeah, FL) kdytt&mdlld 488-laserlinjaa
vihredn fluoresenssin herdttdmiseen. ELISA ja RIA tehtiin
muuten samalla tavalla, mutta ELISA:ssa kdytetty konju-
gaatti oli piparjuuriperoksidaasi - vuohen anti-hiiri-im-
munoglobuliini ja RIA:ssa 125_jeimattu wvuohen anti-hiiri-
immunoglobuliini. Kvantitatiivinen ELISA-mddritys tehtiin
kolorimetrisesti mittaamalla hydrolysoituneen substraatin
mdirid ARTEK-automaattimittarilla. Kvantitatiivinen RIA-

1251 _merkkiaine

midritys tehtiin mittaamalla sitoutunut
LKB-gammalaskurilla (LKB Instruments, Rockville, MD) (kat-
so taulukko 8).

Esimerkki 4

Potilaan kasvainsolujen leukoreguliiniherkkyyden

mittaaminen klonogeenista agarkoetta kayttdmalla

Kasvainsoluilla on normaalisoluihin verrattuna ai-
nutlaatuinen kyky kasvaa puolikiintedssd alustassa. T&ma
kasvainsolujen ominaisuus antaa keinon médrittdd kvanti-
tatiivisesti syOpdlddkkeiden vaikutus ihmisten poistettu-
jen kasvainten juuri erotettuihin soluihin. Leikkauksessa
saadut paksusuolikasvaimet hienonnettiin ja hajo-tettiin
kollagenaasilla ja DNA:aasilla, jolloin saatiin yksisolu-
suspensio (11). Solut suspendoitiin 0,15 % agaria sis&lta-
vdin alustaan muuten Kernin (12) menettelyd noudattaen,
mutta lisidten leukorequliinia vaihteleviksi pitoisuuksik-
si. Agar-alustaa suspendoituneina kasvavien kasvainsolu-
pesdkkeiden kehittyminen tutkittiin kvantitatiivisesti 10-
14 vrk:n inkuboinnin jdlkeen (katso taulukko 9).

Esimerkki 5

Leukoreguliinigeenin kloonaus

Kun leukoreguliini on m#dritetty sekd biologisesti
ettd biokemiallisesti, ja kun siten on saatu aikaan mene-
telmdt leukorequliinin identifioimiseksi ja eristamiseksi,
kuten edelld esitettiin, tehdddn leukoreguliinin kloonaus

ja ilment&minen kdyttdmdlld tavanomaisia, kirjallisuudessa
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laajasti kuvattuja ldhestymistapoja ja toimintaohjelmia
(esimerkiksi Maniatis et al., Molecular Cloning; A Labora-
tory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor,
NY, 1982). N&md menettelyt ovat riippuvaisia herkdsta bio-
logisesta kokeesta, jota kuvattiin edellisissi esimerkeis-
sd. Kun koe on kehitetty ja on mddritetty leukoreguliini
biologisesti ja biokemiallisesti, voidaan kdyttdd tavan-
omaisia yhdistelmd#-DNA- ja kloonausmenetelmii aminohappo-
sekvenssiltdén ja biologiselta aktiivisuudeltaan autent-
tisen luonnon leukoreguliinin tai sen biologisesti aktii-
visen alayksikén kanssa indenttisen proteiinin tuotta-
miseksi E.colissa tai muissa soveltuvissa isdntdorganis-
meissa. Kloonausmenettelyn pddpiirteet esitetddn kuvassa
11. Tdm& menettely vastaa menetelmid, joita on kédytetty
monille biologisesti tdrkeille eukaryoottigeeneille, eri-
tyisesti ihmisen lymfokiini, lymfotoksiinia, vastaavalle
geenille, joka ilmennettiin bakteereissa kdyttdmdlld sa-
manlaista toimintaohjelmaa kuin se, jota kuvaavat Gray,
P.W. et al [Nature 312 (1984) 721]. Timi artikkeli ja muut
tdssd esimerkissd mainitut artikkelit mainitaan tdssa
viitteend kokonaisuudessaan.

Kloonausesimerkkisd voidaan kdsitelld kuutena eril-
lisend vaiheena (katso kuva 11). Seuraavassa kuvataan kun-
kin tdllaisen vaiheen peruspiirteita.

Vaihe 1

Biologinen tutkiminen, puhdistus ja biologinen ka-
rakterisointi

Téaméd analyysi tdytyy tehdid ennen ryhtymistd mihin-
kddn kloonauskokeisiin. Niiden tutkimusten vksityiskohdat
ovat tédssd hakemuksessa esitettyji tietoja. Kun ndmid tie-
dot on saatu edelli esitetylld tavalla, on mahdollista
ryhtyd geeniteknisiin toimenpiteisiin.

Vaihe I1

E.coli-geenikirjasto

Bakteerikloonien rakentaminen perustuu luonnon leu-
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koreguliinildhteiden karakterisointiin. Koska t&md hakemus
julkistaa menetelmd#n ihmisen perifeeristen veren leuko-
syyttien (PBL) toimesta tapahtuvan leukoreguliinituotannon
stimuloimiseksi, tdytyy ndiden solujen sisdltdd leukoregu-
liinisynteesi# varten tarvittavaa geneettistd informaatio-
ta, ja ne ovat ilmeinen leukoreguliinigeenien l&hde. Kayt-
tdamilld stimuloituja solupolylaatioita eristetddn mRNA,
joka sisdltd3d leukoreguliini-mRNA:ta. T&ta PBL-mRNA:ta
kdytetdin cDNA-kirjastojen muodostamiseen esimerkiksi
E.colissa tai muissa isdntdorganismeissa.

Vaihe III

Biokemiallinen karakterisointi, aminohapposekvenssi

Kuten edelld kuvattiin, leukoreguliiniproteiini on
karakterisoitu biokemiallisesti ja puhdistettu homogeeni-
seksi. Seuraava ratkaiseva vaihe on leukoreguliiniproteii-
nin aminohapposekvenssin mddrittdminen t&td luonnonmateri-
aalia kdyttdmdlls. Tdmd tyod, joka on vdlttdmé&tdn sen var-
mistamiseksi, ettd mahdollisesti saadut geenikloonit vas-
taavat autenttista leukoreguliinia, tehdddn tavanomaisin
biokemiallisin sekventointimenetelmin.

Vaihe IV

Geenien eristdminen immuunitutkimuksin

Tamd lihestymistapa geenien eristdmiseksi voidaan
aloittaa vdlittdmdsti vaiheen II loppuunsaattamisen jdl-
keen. Tdssd kokeessa on ratkaiseva reagenssi luonnon leu-
koreguliinin vasta-aine antileukoreguliini, joka voidaan
valmistaa sen jdlkeen, kun on puhdistettu riittdvésti
luonnon leukoreguliinia eldimien immunisoimiseksi. Té&ta
menetelmdd, jota on kdytetty menestyksellisesti erilaisten
geenien etsimiseen E.coli-geenikirjastoista, kuvaavat Hel-
fam, D.M. et al [PNAS 80 (1983) 31-35], ja Young, R.A. ja
R.W. Dawis [NAS 80 (1983) 1194-1198].

Vaihe V

Geenien eristdminen DNA-koettimen avulla

Tdmd on vaihtoehtoinen, ja laajimmin k&ytetty, me-



10

15

20

25

30

35

29 85867

netelmd geenien eristdmiseksi E.coli-yhdistelmi#-DNA-kir-
jastosta. Kuten Noyes et al. [NAS 76 (1979) 1770-1774])
alunperin esittivdt, kdytetdidn synteettistd olideoksinuk-
leotidikoetinta eukaryoottisen mRNA:n eristdmiseen ja ka-
rakterisointiin. Koetin on pieni osa leukoreguliinia koo-
daavasta DNA-jaksosta, joka valmistetaan mddrittimilli
ensin luonnon proteiinin jokin aminohappo-osasekvenssi ja
syntetisoimalla sitten nukleotidisekvenssi, joka koodaa
tdtd aminohappo-osassekvenssid. Synteettinen nukleotidi-
sekvenssi voidaan valmistaa esimerkiksi kemiallisesti,
kuten Itakura, K. et al. [J.Am.Chem.Soc. 97 (1975) 7326]
kuvaavat. Gastriinista perdisin olevaa aminohapposekvens-
s8id Trp-Met-Glu-Glu k&dytettiin esimerkiksi mAdrittidmdsn
dodekanukleotidi d(CTCCTCCATCCA), joka hybridisoituu spe-
sifisesti gastriini-mRNA:han. Leukoreguliinin ollessa ky-
seessd kdytetddn samalla tavalla synteettistd DNA-frag-
menttia koettimena, joka hybridisoituu leukoreguliinia
tuottavista soluista saatuun luonnon mRNA:han. Kiyttdmdlld
esimerkiksi tunnistusjaksoca ja tavanomaisia menetelmii
erotetaan esimerkiksi leukoreguliinia vastaava mRNA RNA-
seoksista. Ndissd menettelyissd kidytettdvid menetelmia
kdsitellddn julkaisussa Maniatis et al., supra; Goodman et
al., US-patenttijulkaisut 2 283 489 ja 4 363 877 sekd
niissd annetuissa viitteissi.

Ndiden tulosten laajennuksena on ollut tdllaisten
koettimien k#yttd cDNA-kirjastojen tutkimisessa [Crea, R.
ja Horn, T., Nuc Acid Res 8 (1980) 2331-2348]. vdh#n aikaa
sitten kdytettiin tetradekanukleotidiryhméi
d(TC A CA A TA C TCCA), joka oli ennustettu aminohappo-

G G T
venssin Trp-Glu-Tyr-Cys-Asp perusteella, ihmisen kudos-
tyyppiplasminogeenin aktivaattoria vastaavan geenin cDNA:n
kloonien havaitsemiseen E.colissa [Pennica, D. et al.,
Nature 301 (1983) 214-220].
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Vaihe VI

Geenin kokoaminen, ilmentd&minen mikrobissa

Kloonauksen viimeisen# vaiheena on eukaryootin ra-
kennegeenin muuttamattoman kopion rutiininomainen kokoa-
minen ja geenin luenta, jolloin syntyy leukoreguliinia tai
sen biologisesti aktiivista alayksikkdd. Menettely t&mén
geenin mikrobissa ilmentymisen aikaansaamiseksi geenitek-
niikan menetelmin etenevit erilaisia reittejé eri isdnnil-
le. Vaikka erilaiset mahdollisuudet vektorin valmistami-
seksi, is#ntdsolun transformoimiseksi ja luennan ja ilmen-
tymisen aikaansaamiseksi ovat liian lukuisat luetteloita-
viksi, ovat menettelyt tavanomaisia, ja niit& on kdsitelty
lukuisissa katsauksissa kuten esimerkiksi Maniatis et al.,
supra, Gene Amplification and Analysis: Expression of
Gloned Genes in Prokaryotic and Eukaryotic Cells, toim.
Papas, T.S., Rosenberg, M. ja Chirigkjian, J.G., Elesevier
Science Publishing Co., Inc., NY. 1983, Berman et al.,
US-patenttijulkaisu 4 503 142, sekd niissd annetuissa
viitteissd.

Voidaan 1lis#ksi syntetisoida leukoreguliinin tai
sen biologisesti aktiivisen alayksikén muunnettu muoto,
jonka molekyylirakenteessa voi olla modifikaatioita. T&al-
laisella muunnetulla leukoreguliinilla voi olla parantunut
kdyttdkelpoisuus, Kkuten parantunut teho, pienentyneet si-
vuvaikutukset tai parantunut stabiilisuus; tai silld voi
olla yhtd8 suuri aktiivisuus tai pienempi, mutta riittava,
aktiivisuus kuin leukoreguliinille on ominaista. Kuitenkin
kaikissa tapauksissa, joissa molekyylirakenne ja aktiivi-
suus ovat suuremmalta osin samat kuin t#ss8 mdidritellylld
leukoreguliinilla, on tuotetta pidettdvd sitd vastaavana
tai sen normaalina muunnoksena.

Kuvien ja taulukoiden kuvaus

Kuva 1
Ihmisen kasvainsolujen sytolyysi, jonka saavat ai-
kaan leukoreguliinia sis#ltdvd ihmisen PBL-lymfokiini
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(O -- 0) ja puhdistettu 1788-solulinjan lymfotoksiini
(O'-- ®) vastaavina lymfokiinipitoisuuksina. Ndytteiden
keskiarvojen standardipoikkeama oli korkeintaan 2 %.

Ihmisen lymfokiinilla ja lymfotoksiinilla oli kui-
tenkin pieni tai olematon sytolyyttinen vaikutus ihmisen
leukemia-, sarkooma- ja karsinoomasoluja kohtaan. Korkein-
taan 50 %:inen RPMI 2650-karsinoomasolujen hajoaminen ha-
vaittiin lymfokiinindytteelld, joka sisdlsi 1000 vksikkoa
lymfotoksiinia/ml.

Kuva 2

Ihmisen kasvainsolujen kasvun esto, jonka saivat
aikaan leukoreguliinia sis#ltdvd ihmisen lymfokiini
(O -- 0) ja puhdistettu 1788-solulinjan lymfotoksiini
(® — @) yhtd suurina lymfotoksiinipitoisuuksia. Ndyttei-
den keskiarvojen keskihajonta oli korkeintaan 5 %. Prosen-
tuaalinen kasvun esto mddritettiin kdyttimi#lli solulasken-
takoetta.

Hyvin puhdas 1788-solulinjan lymfotoksiini ei on-
nistunut hajottamaan mitdin ndisti kolmesta kasvainsolu-
tyypistd. Huolimatta alhaisesta lyyttisestd vaikutukses-
taan ihmisen kasvainsoluihin, aiheutti ihmisen lymfokiini
ihmisen kasvainsolujen kasvun merkittivin eston. Puhdis-
tettu 1788-solulinjan lymfotoksiini inhiboi kuitenkin kas-
vua merkittévésti vain pitoisuuksina 500 ja 1000 lymfotok-
siiniyksikk8d/ml. Kasvun estyminen n#illi pitoisuuksilla
olisi lisd@ksi voinut hyvinkin aiheutua ammoniumkarbonaat-
tipuskurin, pH 8,4, jossa puhdistettu lymfotoksiini val-
mistettiin, kasvua hidastavasta vaikutuksesta.

Kuva 3

Kohdesolujen herkkyyden NK-vidlitteiselle sytotoksi-
suudelle lisd&ntyminen, jonka saa aikaan leukoreguliinia
sisdltdvd ihmisen lymfokiini, mutta ei puhdistettu ihmi-
sen lymfotoksiini. Ihmisen lymfokiinii, joka sisdlsi 40
lymfotoksiiniyksikkdd/ml (0 -- 0), puhdistettua 1788-lym-
fotoksiinia pitoisuutena 40 yksikk®dd/ml (€ — &) tai vdli-
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ainetta (/.--..), inkuboitiin 30 min kohdesolujen kanssa
ennen NK-efektorisolujen lisddmistd. Ndytteiden keskiar-
vojen keskipoikkeama oli korkeintaan 1 %.

Kasvainsolujen proliferaation eston lisdksi ihmisen
lymfokiini, mutta ei puhdistettu 1788-lymfotoksiini, 1i-~
sisi ihmisen karsinooma-, leukemia- ja sarkoomasolujen
herkkyyttd NK-vdlitteiselle sytotoksisuudelle. Ihmisen
lymfotoksiini aiheutti jopa RPMI 2650-karsinoomasoluijen,
jotka ovat resistenttejd NK-hajotukselle, hajoamisen. Puh-
distettu 1788-lymfotoksiini ei edistédnyt karsinooma-, leu-
kemia- tai sarkoomasolujen herkkyyttd NK:n aiheuttamalle
hajoamiselle. Fraktioimattoman, lymfokiinid sisdltdvan,
ihmisen PBL-lymfotoksiinin ja puhdistetun 1788-solulinjan
lymfotoksiinin erilaiset biologiset vaikutukset viittaavat
siihen, ettd muu lymfokiini kuin lymfotoksiini valitt&a
kasvainsolujen vastaiset vaikutukset.

Kuva 4

Kahden erilaisen ihmislymfokiinivalmisteen geelila-
pdisevyys-HPLC. Kahden ml:n ndytteitd eluoitiin isokraat-
tisesti Toyasoda TSK G-3000 SWG-kolonnista 20 mM Na-fos-
faattipuskurilla, pH 7,4, joka sisdlsi 0,1 % PEG:td. Ke-
rdttiin neljdn ml:n fraktioita, laimennettiin niitd sata-
kertaiseen laimennukseen asti ulottuvalla alueella 10 %
FBS:44 sis#dltdvdlla RPMI 1640:1138, ja tutkittiin alfa-
L929-solujen lymfotoksiinisytolyysi ja ihmisen K562- ja
2650-kasvainsolujen leukoreguliinisytostaasi. Proteiinin
absorbanssikdyrd aallonpituudella 280 nm eritet&&dn alfa-
1.929-koetta kuvaavassa osassa.

Ihmisen PBL-lymfotoksiinin ja leukoreguliinin nden-
ndistd molekyylipainoa tutkittiin HPLC-molekyyliseulakro-
matografialla. Pddosa lymfotoksiiniaktiivisuudesta eluoi-
tui fraktioissa, jotka olivat molekyylipainoalueella
30 000 - 40 000. Eri yksil®distd perdisin olevissa ndyt-
teissd esiintyi kuitenkin jonkin verran vaihtelua; jois-

sakin ndytteiss#d oli lymfotoksiiniaktiivisuutta myds mole-



10

15

20

25

30

33 85867

kyylipainoalueilla 50 000 - 70 000 ja 12 000 - 20 000.
Leukoreguliiniaktiivisuus eluoitui fraktioissa, jotka oli-
vat molekyylipainoalueella 50 000 - 70 000, vihdisen kom-
ponentin osuessa molekyylipainoalueella 10 000 - 15 000.

Kuva 5

Leukoreguliinin polyakryyliamidigeelielektroforee-
si lineaarista gradienttia kdyttden. Tarkempi arvo leuko-
reqguliinin molekyylipainolle miidritettiin grafienttipoly-
akryyliamidigeelielektroforeesilla. Yhtd millilitraa ih-
misleukoreguliini-valmistetta k#siteltiin elektroforeet-
tisesti y&n yli. Sitten geeli viipaloitiin, ja viipaleita
eluoitiin ydn yli 10 % FBS:84 sisdltdvidlla MEM:11i
37 °C:ssa. Leukoreguliiniaktiivisuus (avoimet renkaat)
mitattiin k&ytt&m#11l8 mikrokoetta, jossa kohteina olivat
HT-29-karsinoomasolut. Leukoreguliini kulki vyhdessd pro-
teiinien kanssa, joiden molekyylipainot olivat alueella
110 000 - 140 000. Tdssd kuvassa nidkyy myds '»I-leimatun
(tdytetyt renkaat) leukoreqguliinin, joka oli puhdistettu
perdkkédisilld HPLC-geelisuodatuksella, ioninvaihtokromato-
grafialla.ja.1ineaarigradienttipolyakryyliamidigeelielekt-
roforeesilla, elektroforeettinen kdyra.

Kuva 6

Puhdistetun leukoreguliinin geelisuodatus

Kdytettiin vaihtoehtoista menetelmii molekyylipai-
non mddrittdmiseksi, jossa kdytettiin Pharmacia S-300-
geelisuodatusta. HPLC-geelisuodatuksella, ioninvaihtokro-
matografialla ja lineaarigradienttipolyakryyliamidigeeli-
elektroforeesilla puhdistettu leukoreguliini 1leimattiin
I:1la ja eluoitiin S-300-kolonnilla kdyttdmdlld 10 nM
NaP0,-puskuria, pH 7,4, joka sisdlsi 1,0 mol/1 NaCl:a. Puh-
distetun leukoreguliinin n#enndinen molekyylipaino oli
120 000 - 140 000 t#114 menetelmdlli mddritettynd.
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Kuva 7

Natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeeli-
elektroforeesi

1251.11a leimattu, puhdistettu leukoreguliini kédsi-
teltiin elektroforeettisesti natriumdodekyylisulfaattipo-
lyakryyliamidigeelielektroforeesilla sen mddrittédmiseksi,
hajoaisiko luontainen proteiinin alayksikdiksi ollessaan
alttiina denaturoiville olosuhteille. Leukoreguliini liik-
kui elektroforeesissa yhdessd molekyylien kanssa, joiden
molekyylipaino oli 30 000 - 35 000, kuten tdstd geelin
autoradiogrammista nakyy.

Kuva 8

Kahden erilaisen ihmislymfokiinivalmisteen isoelek-
trinen fokusointi. Kahden millilitran ndytteitd fokusoi-
tiin pH-gradientissa 3,5 - 10. Kerdttiin kolmen millilit-
ran fraktioita, mddritettiin kunkin fraktion pH, yhdistet-
tiin per#dkkdiset 0,5 pH-yksikdn sisdan jaavat fraktiot,
dialyysisuodatettiin ne PBS-PEG:td vastaan, steriloitiin
suodattamalla, laimennettiin satakertaiseen laimennukseen
asti ulottuvalla alueella, ja tutkittiin lymfotoksiinin
sytolyyttinen vaikutus alfa-L929-soluihin (@ — @) tai
leukoreguliinin sytostaattinen vaikutus K562- (C- - 3ja
OST- (0O -- 0) soluihin.

Vaikka ihmisen lymfotoksiini- ja leukoreguliiniak-
tiivisuudet olivat osittain pddllekkdisid tehtdessd erotus
molekyyliseuloilla, voitiin n&md kaksi aktiivisuutta erot-
taa toisistaan molekyylien varauksien erojen perusteella.
Lymfotoksiinin isoelektrinen pH oli 6,5 - 7,2. Leukoregu-
liinilla oli kaksi isoelektristd pH:ta, toinen 5,0 - 5,8
ja toinen 7,5 - 8,3.

Kuva 9

Leukoreguliinin ja lymfotoksiinin HPLC-ioninvaihto-
kromatografia. Kahden millilitran ihmislymfokiinivalmiste-
niytteitd erotettiin DEAE-545-HPLC-kolonnilla eluoimalla
lineaarisella NaCl-gradientilla 0-0,5 mol/l. Fraktiot ste-
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riloitiin suodattamalla ja niist#d tutkittiin leukoregulii-
ni kdyttdm&lld mikrokoetta ja HT-29-kohdesoluja tai lymfo-
toksiini. Leukoreguliini eluoitui NaCl-pitoisuudella 0,1
mol/l ja erottui lymfotoksiinista, joka eluoitui NaCl-pi-
toisuudella 0,15 mol/l.

Kuva 10

Leukoreguliiniaktiivisuuden virtaussytometrinen
analyysi

Leukorequliinin toista biologista vaikutusta, joka
voi liittyd sen toimintamekanismiin, arvioitiin virtaussy-
tometriselld analyysilld. K562-solujen tilavuuden tai kal-
von lapdisevyyden muutokset, jotka ovat havaittavissa muu-
toksina pienessd kulmassa tapahtuvassa valon eteenpdin
siroamisessa (0) tai fluoreseiinidiasetaatin ([]) tai pro-
pidiumjodidin (A) fluorokromasiassa, arvioitiin kdyttddlli
488 nm:n laserlinjaeksitaatiota FACS IV-virtaussytometris-
sd. Ylemmdssd kuvassa K-562-soluja kdsiteltiin lymfokiini-
valmisteella, joka sisdlsi 10(---), 40(-"""-) tai
100(--"--) yksikktd dialyysisuodatettua lymfotoksiinia tai
500 (-—) yksikkod alfainterferonia, 0 - 6 tuntia solujen
lymfokiinivasteen selvittdmiseksi.

Kun K562-soluihin lis#dttiin lymfokiini&d, aleni va-
lon siroaminen eteenpdin pienessid kulmassa soluista, pro-
pidiumjodidin fluorokromasia lisddntyi, ja FDA:n fluorok-
romasia aleni. Muutos pienessid kulmassa tapahtuvassa valon
eteenpdin siroamisessa heijasti muutosta solun koossa ja/-
tai muodossa; solutilavuuden kasvu vahvistettiin tekem#dlli
solutilavuusanalyysi Model ZBl Coulter Counter-laitteella,
johon oli 1lisdtty Accucomp-solutilavuusanalyysiohjelma
(Coulter Instruments, Inc., Hialeah, FL). FDA:n fluorokro-
masian pieneneminen heijasti kalvon l&pidisevyyden lisddn-
tymistd, koska fluoresoivaa solunsisdistd fluoreseiinia
vapautuu solusta. Propidiumjodidin fluorikromasia lis&d&dn-
tyminen heijasti mySs kalvon ldpdisevyyden lisdd@ntymista,
koska propidiumjodidia tuli soluun ja liittyi nukleiini-
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happoon. Ihmisen lymfokiinin aiheuttamat virtaussytomet-
riset muutokset olivat havaittavissa 30 min:n kuluttua
K562-solujen kdsittelystd ja olivat suurimmillaan viimeis-
tadn kahden tunnin kuluttua. Alfainterferoni ei indusoinut
timin ajan kuluessa mit#in muutoksia solun pinnan raken-
teessa tai plasmakalvon lipdisevyydessd. Alemmassa kuvassa
K562-soluja kdsiteltiin isoelektrisessa HPLC-fokusoinnissa
saaduilla fraktioilla (ndytteiden numerot taulukossa 4) 2
tuntia, ja mitattiin muutos valon siroamisessa ( -— ) ja
fluoreseiinidiasetaatin (- . - ) ja propidiumjodidin (...)
fluorokromasiassa. Lymfokiinin vaikutusta solurakenteeseen
ja kalvon lipdisevyyteen esiintyi vain niissd leukoregu-
liinifraktioissa, jotka oli puhdistettu HPLC:1lla ja iso-
elektriselld fokusoinnilla. Fraktiot, jotka sisdlsivat
runsaasti lymfotoksiinia tai interleukiineja ja interfe-
ronia, eividt saaneet aikaan havaittavissa olevia muutok-
sia solujen rakenteessa tai plasmakalvon ldpdisevyydessa.

Kuva 11

Leukoreguliinigeenin kloonaus

Tdmd juoksukaavio esittdd leukoreguliinigeenin
kloonauksen kuutta eri vaihetta (katso esimerkki 5).

Taulukko 1

Normaalien ihmisen perifeeristen veren leukosyyt-
tien tai ihmisen B-solulinjojen, joita muodostui hiiren
myeloomasolujen kanssa tehdyn hybridisaation jdlkeen tai
transformoitui spontaanisti viljelmédssd, leukoreguliini-
tuotannon optimiolosuhteita tutkittiin. Suurimmat perifee-
risten veren leukosyyttien tuottamat leukoreguliinitasot
havaittiin, kun nditd soluja viljeltiin 48 tuntia alustas-
sa, joka sisdlsi 5 pg PHA:ta/ml. Ihmisen jatkuvat B-solu-
linjat tai ihmisen B-solu-hiirenmyelooma-heterohybridomat
tuottivat leukoreguliinia jatkuvasti kolmen vrk:n ajan,
kun niitd kasvatettiin seerumivapaassa RPMI-1640-alustas-
sa. Tetradekanoyyliforboliasetaatin lisddminen alustaan
pitoisuudeksi 10 pg/ml kasvatti leukoreguliinituotannon

kolminkertaiseksi.
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Taulukko 2

Osoitus ainutlaatuisen kasvaintenvastaisen lymfo-
kiinin, joka on eri aine kuin lymfotoksiini, l&sn#olosta
saatiin, kun verrattiin lymfotoksiinin (alfa-L929-syto-
lyyttinen aktiivisuus) ja ihmisen kasvainsoluille syto-
staattisen aktiivisuuden suhteellisia osuuksia 6 eri vksi-
16std perdisin olevissa lymfokiinivalmisteissa. Sytolyyt-
tinen vaikutus hiiren kasvainsoluihin ja sytostaattinen
vaikutus ihmisen kasvainsoluihin vaihteli riippumattomasti
ndissd valmisteissa, mik#d osoittaa, ettd nimi kaksi biolo-
gista vaikutusta olivat selvdsti erilaisten aineiden vi-
littdmid. Kolmen yksildn leukosyyttien, joita ei stimuloi-
tu PHA:1la tai joihin lis3dttiin PHA:ta viljelyn viimeisen
puolituntisen ajaksi, tuottamat konsentroidut lymfokiinit
eivdt hajottaneet mitdin kasvainsoluja, eikd niilld ollut
kasvua estdvdd vaikutusta. Kun samoja leukosyyttejd stimu-
loitiin PHA:1la 24 tuntia, ne erittivit kuitenkin merkit-
tédvid mddrid hajottavia ja kasvua estdvid aktiivisuuksia.
Kasvainsolujen vastaisia vaikutuksia eividt siis saaneet
aikaan PHA, puskuri tai alustan ravintoaineiden loppuun
kuluminen 24 tuntia kasvatettujen solujen ollessa kysees-
sd.

Taulukko 3

Lisdtukea uuden lymfokiinin, josta tdstedes kayte-
tddn nimitystd leukoreguliini ja joka on eri aine kuin
lymfotoksiini, ldsndololle antoi sytolyyttisen aktiivisuu-
den ja kasvainsolujen kasvua estdvin lymfokiiniaktiivisuu-
den neuramidaasi- ja proteaasipilkkoutumisherkkyyden tut-
kiminen. Ihmisen lymfokiinin sytolyyttinen vaikutus alfa-
L929-soluihin (lymfotoksiini) aleni 49 ja 92 % 0,2 ja 0,4
neuramidaasiyksikén vaikutuksesta ilman etti esiintyi mer-
kittdvdd lymfokiinin kasvainsolujen kasvua est#dvin (leuko-
regquliini) vaikutuksen estymisti. Neuramidaasipilkkomisel-
la sialiini-hapon (10 mmol/l) l&sndollessa ei ollut vaiku-
tusta kumpaankaan aktiivisuuteen, miki sulkee pois sen
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mahdollisuuden ettd vaikutuksen lymfotoksiiniin olisi saa-
nut aikaan neuramidaasissa esiintyvdt kontaminoivat prote-
aasit. Toisaalta proteaasit estivdt sekd lymfotoksiini-
ettd leukoreguliiniaktiivisuutta, vaikka eri asteisesti.
Kuusi yksikk&d pronaasia tuhosi tédydellisesti lymfotoksii-
niaktiivisuuden, kun taas ndytteen leukoreguliiniaktiivi-
suudesta sdilyi 52 %. Pilkkominen pronaasilla sai siis ak-
tiivista ihmisen leukoreguliinia sisdltdvdn ndytteen va-
paaksi lymfotoksiinista.

Syyriankultahamsterin lymfotoksiinivalmisteet si-
sdlsivdt myds leukoreguliinityyppistd aktiivisuutta hams-
terin kasvainsolujen suhteen, ja antikarsinogeenista ak-
tiivisuutta (24). Antikarsinogeenista aktiivisuutta ei ole
mitattu ihmisten lymfokiinivalmisteista, koska ei ole saa-
tavilla kvantitatiivista ihmissolujen muuttumiskoetta,
joka olisi verrattavissa vastaavaan hamsterikokeeseen (4).
Pyrimme m##rittdmddn sen, olisivatko hamsterin lymfotok-
siini- ja leukoreguliiniaktiivisuudet erotettavissa niiden
neuramidaasi - ja proteaasipilkkoutumisherkkyyden perus-
teella, kuten ihmisen lymfotoksiini ja leukoreguliini oli-
vat. Middritimme mySs sen, puhdistuiko antikarsinogeeninen
aktiivisuus yhdessad leukoreguliinin kanssa, jotta voitai-
siin todeta, ovatko hamsterin antikarsinogeeninen aktiivi-
suus ja leukoreqguliini identtisid ja siitd syysta mahdol-
lisesti identtiset my®s ihmisissd&. Samoin kuin ihmisen
lymfotoksiinin ollessa kyseessd, neuramidaasi ja trypsiini
hajottivat hamsterin lymfotoksiinia. Neuramidaasi ei pilk-
konut antikarsinogeenista aktiivisuutta karsinogeenilla
kdsiteltyjen hamsterin solujen suhteen eikd hamsterin kas-
vainsoluihin kohdistuvaa sytostaattista aktiivisuutta,
kuten ei ihmisleukorequliiniakaan, mutta mainitut aktiivi-
suudet heikkenivdt 42 % trypsiinin vaikutuksesta, mika
osoittaa leukoreguliinin ja lymfotoksiinin samansuuntaisen
keskenddn erilaisen herkkyyden neuramidaasi- ja proteaa-

sipilkkoutumiselle ndissd kahdessa lajissa.
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Taulukko 4

Tehtiin kaksivaiheinen fraktiointi, joka perustui
molekyylikokoja poissulkevaan HPLC:hen ja isoelektriseen
fokusointiin, sen madrittdmiseksi, oliko ihmisen leuko-

reguliinin sy&vénvastainen aktiivisuus erotettavissa ja
eri aine kuin monet muut lymfokiinit ja monokiinit. Kuten
aiemmista tuloksista ennustettiin, lymfokiiniaktiivisuutta
esiintyi korkeita (45 000 - 74 000), keskinkertaisia
(30 000 ~ 38 000) ja pienid (17 000 - 20 000) molekyyli-
painoja sisdltdvissd fraktioissa, ja se rikastui fokusoin-
nin jédlkeen pH-fraktioon 6,0 - 6,8. Leukoreguliinia esiin-
tyi vain molekyylipainoltaan suuressa materiaalissa, ja se
erottui kahdeksi lajiksi, joiden isoelektriset PH:t olivat
4,2 - 5,6 ja 7,1 - 8,4. Vaikka fraktiot, joihin leukoregu-
liini oli rikastunut, sisdlsivit jonkin verran lymfotok-
siiniaktiivisuutta, sisdlsivit fraktiot 1 ja 3 enemmidn
kuin 170 lymfotoksiiniyksikkdd, mutta ei leukoreguliiniak-
tiivisuutta. Siksi stimuloiduista ihmisen PBL:isti perdi-
sin oleva lymfotoksiiniaktiivisuus voidaan erottaa leuko-
reguliinista. Pienten molekyylipainojen fraktio sisdlsi
interleukiini 1 ja interleukiini 2 -aktiivisuudet kokonaan
ja pd#dosan interferoniaktiivisuudesta. Miss#in fraktiossa
ei havaittu makrofageja aktivoivaa aktiivisuutta. Kaikki
fraktiot sisdlsivit my8s endotoksiinia. Endotoksiinin mis-
rd ei korreloinut leukoreguliiniaktiivisuuden kanssa. Li-
sdtodisteena siitd, ettd endotoksiniini ei ole leukoreg-
uliiniaktiivisuuden vilittdjd, oli se, ettd lipopolysak-
karidiserotyyppien 0,55:B5 ja 0111.B4 lisddminen jopa pi-
toisuuksina 20 ng/ml ei estdnyt K562-solujen kasvua.

Taulukko 5

Koska fraktiot, joihin leukorequliini oli rikastu-

nut, sisdlsi pienid pitoisuuksia interferonia, tehtiin li-
sdkoe sen middrittdmiseksi, missd miarin interferoni saat-
taisi edesauttaa kasvainsolujen kasvun estoa. Erddstd 1&h-
teestd (ML) saatu gammainterferoni ei hajottanut alfa-
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L929-soluja eikd estdnyt ihmisen K562-kasvainsolujen kas-
vua. Erididstid toisesta ldhteestd (FL) saatu gammainterfero-
ni sisdlsi 2000 lymfotoksiiniyksikk&d/ml, mutta ei leuko-
reguliiniaktiivisuutta. Alfainterferoni ei sisdltédnyt lym-
fotoksiinia eikd leukoreguliinia. Leukoreguliiniaktiivi-
suus ei siis ole alfa- tai gammainterferonin v&dlittdma
eiki tulos lymfotoksiinin ja gammainterferonin synergisti-
sestd vaikutuksesta.

Taulukko 6

Fraktioimattomat lymfokiinivalmisteet sisdltdvat
aktiivisuutta, joka edist#3 kasvainsolujen herkkyyttd NK-
vidlitteiselle sytotoksisuudelle. Kohdesoluja leukoregulii-
nille ja lymfotoksiinille herkistdvien aktiivisuuksien
suhdetta tutkittiin ihmisen lymfokiinilld, joka oli frak-
tioitu perdkkdin HPLC:114 ja isoelektriselld fokusoinnil-
la. Fraktiot, joihin leukoreguliini oli rikastunut, sisdl-
sivdt merkittivdd kasvainsolujen vastaista NK-sytotoksi-
suutta edistdvidid aktiivisuutta. Fraktiot, joihin lymfotok-
siini oli rikastunut, ja ne, jotka sisdlsivdat molekyyli-
painoltaan pienempid lymfokiinejd, kuten interferonia,
eivdt lisdnneet K562-leukemiasolujen herkkyyttd NK-valit-
teiselle sytotoksisuudelle. Siten NK:ta tehostava aktiivi-
suus puhdistuu yhdessd leukoreqguliinin tai on identtinen
sen kanssa.

Taulukko 7

Joukosta ihmisen kasvain- ja normaalisoluja tutkit-
tiin herkkyys leukoreguliinille. Ruuansulatuskanavan kar-
sinoomien todettiin olevan ryhm#nd hyvin herkkid leukore-
guliinille. Leukoreguliini ei vaikuttanut haitallisesti
normaalien paksusuolen limakalvosolujen eikd ihon fibro-
blastien kasvuun.

Taulukko 8

Solupinnan leukoreguliinireseptorien monoklonaalis-
ten vasta-aineiden sitoutumisen kvantitatiivinen md&ritta-
minen antaa ennusteen solun suhteellisesta herkkyydesta
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leukoreguliinin kasvua estdville vaikutuksille. Anti-leu-
koreguliinireseptorin vasta-aineet sitoutuivat merkitti-
vdsti 15 - 23 %:iin HT-29-soluista, mutta vain 2 $%$:iin
kymmenen kertaa heikommin reagoivista K562-soluista, tdssi
epdsuorassa virtaussytometrissd immuunifluoresenssikokees-
sa.

Taulukko 9

Jotta saataisiin mddritetyksi leukoreguliinin mah-
dollinen teho in vivo ihmisen sy®piin, preparoitiin juuri
erotettuja paksusuolisydpdsoluja ja viljeltiin niitd puo-
likiintedssd, leukoreguliinia sis#ltdvdssd agaralustassa.
PaksusuolisySpd valittiin tutkimuskohteeksi paksusuolisy&-
pdsolulinjojen suuren leukoreguliiniherkkyyden takia. Kai-
kista neljéstd potilaasta saatujen kasvainsolujen kasvu
estyi annoksesta riippuvalla tavalla leukoreguliinin vai-
kutuksesta, vaikkakin vaihtelevassa mddrin. 50 yksikk&a
leukoreguliinia esti 98 %:isesti erddn potilaan soluja,
kun taas 4000 yksikk6& leukoreguliinia esti 42 %:isesti
erdén toisen potilaan soluja. Ta&md viittaa siihen, ettd
leukoreguliinilla on kyky hillitd ihmisen paksusuolisyd-
pien kasvua.
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Taulukko 2
Sytolyyttisten ja sytostaattisten aktiivisuuksien suh-
teelliset midridt eri yksildistd saaduissa ihmislymfo-

kiinivalmisteissa

Valmiste Alfa L9929 K562 syto- suhde?

sytolyytti- staattisia

sid yksi- yksikoitd/ml

k&itd/ml
HU-4 1 600 95 17
HU-8 10 000 8 1 250
HU-11 970 42 23
HU-12 5 000 4 1 250
HU-13 1 500 93 16
HU=-17 5 400 20 270

aSytolyyttisten yksikdiden sunde sytostaattisiin
yksik&ihin
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(Taulukko 4, jatkoa)

a = Kaksi ml ihmisen lymfokiinivalmistetta, joka sisdlsi

750 lymfotoksiiniyksikk&d ja 55 K562-sytostaattista
leukoreguliiniyksikk®id, erotettiin geelildpdisy-
kromatografialla fraktioiksi, joiden molekyylipaino-
alueet olivat 45 000- 74 000, 30 000-38 000 ja 17 000-
22 000. Fraktio 17 000-22 000 pidettiin 4OC:ssa, kun
taas kaksi korkeamman molekyylipainon fraktiota ero-
tettiin edelleen isocelektrisella fokusoinnilla pH-
fraktioiksi 7,2-8,4, 6,1-6,9 ja 4,2-5,6. Fokusoinnin
jédlkeen yhdistetyt fraktiot dialysoitiin PBS-PEG:ti
vastaan ja steriloitiin suodattamalla ennen koetta.

= Kaikki aktiivisuudet ilmoitetaan yksikk&8in&/ml.

= Alfa-L929-solujen hajoaminen

Kasvua estdvid yksikéitd

= Hajottavia yksik&iti

[ TN NN o TR o N & o
I

= ng/ml.
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Taulukko 5
Interferonin kasvainsolujen vastaisen aktiivi-

suuden mddrittdminen

Ihmisinterferoni  Virusten Lymfotcksiini- ILeukoreguliini-
tyyppi & ldhde vastaisia yksikoitd/ml vksikoitd/ml
vksiksitda/
ml 5 e i e At s e
Gamma- (FL) 5 x 107 /ml 20Q0 0
Ganma-— (ML) 5 x 10°/ml 0
Alfa-(S) 1000/ml1 0
a = Alfa-L929-solujen hajoaminen
b = K562-solujen kasvun esto

Taulu&ko 6

NK~-kasvainsolujen vastaista sytotoksisuutta edistdvidn

aktiivisuuden molekulaarinen karakterisointi

Molekyylipaino  45,000-74,000 17,000-22,000 NK-alusta-
Isoelektrinen pd 4,5- 6,0- 7,4- Ei fokusoitu Vertailu
545 6,7 By
Lymfotoksiini® 0 151 0 70

Leukoreguliinic 8 1 3 0

NK:ta hajgttavia £ £

yksik&its 548t 356 477 253 276
per 104 solua

NK-edistiminen® 2,0 1,3 1,7 0,9

a = Kaksi ml ihmisen lymfokiinivalmistetta erotettiin mo-
lekyyliseula-HPLC:114 fraktioiksi, Jjoiden molekyylipaino-
alueet olivat 45,000-74,000 ja 17,000-22,000. Korkeamman
molekyylipainon fraktio erotettiin isoelektriselld foku-
soinnilla fraktioiksi, joiden isoelektriset pH:t olivat
4,5-5,5, 6,0-6,7 ja 7,4-8,5. Kaikki yhdistetyt fraktiot
dialysoitiin PBS-PEG:td vastaan ja steriloitiin suodatta-

malla ennen koetta.

b = Alfa-L929-solujen hajotus, yksikkod/ml.
c = K562-solujen kasvun esto, yksikkdd/ml.
d = K562-soluja 1 ml:ssa suhteessa 1:5 laimennettua tut-
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kittavaa fraktiota tai alustaa inkuboitiin 1 tunti ja
tutkittiin sitten 4 tuntia kestineessi 51Cr—vapautus—
kokeessa NK-soluja kdyttHen.

e = Kdsittelyryhmidn hajottavien NK-yksik&iden maérén/104
solua suhde NK-alustavertailundytteen vastaavaan arvoon.
f = Tilastollisesti merkittivisti erilainen kuin vertai-

lundyte (p < 0,05) Studentin t-testin mukaan.



85867

23 eIsmnyTes T9 USUTOUONS gAIVOS

OH m “u= v N -L
Ov O m m @ @ “a= N w|hJ
0z NTOSBUWARITTS AP
13 v'e 9L€T-IH
JBeunoutT mH@MO%HmmHH..Q/
137 0EL —u= 190,08
49 0zt TTOoNnSnsyed ONOT
v8 TTOoNSRId €991
9z €T —u= vLT-S1
0z G'1 TTOonSNSYed 6E€-MO
2'z 0’9 TTonssTexNLyod 08-NLMH
m ‘ N il Tha mv méﬁ
€2 o 2't 2’1 -u= 08Y-MS
(0]7 Zs L'1 91 -0 IPI™M
1€ 43 0'T 0'T TTONSNSYed 6c—IH
JRUDOUTSIRY
urARURNSNIRTNSUENITY
) T T (@) exeel - T

(eTqun3) eTeRW N3393STPUYNG UOFBUTOTINeIJ

EYTESTUN3USPURY USPTONTSHA earesueeyTe (B) BIgeW UWLQOMpTSHA earesueeyTe
uoT3IRRTNAOd UTsAATO3AS UasTig (G uo3ls® ussT:g 0§ Unasey uslnyos TddRA], nios

STTTUTTINGSIONNST JSPAAPISY 39STITI93UNS ualnTosTieeutou el -uTeasey uasTuyl

L oxninel



‘TW/enprsyA 00, BTTRIERW Tnjyedey TSAATO3AS UsUT: §G7 URPRIUTSNIOY = P
TTW/RR(TSHA 0gh BITRIERW Tniyedey TSAATOIAS usuT :gpy] URRIUTONION = O

*eT3jjusTIpeab e3STIRESUTT utrt33e3hey essol ~mHHHmmwuowouuxmﬁwﬂmmmﬂﬁﬂsﬁﬁagmao& el erte1l
~eIB0IRDIOIYTLATUOT USIITS ‘BTToSNNIPPOnsTT996-01dH BTTasTRpEIad UTT3393sTPYnd TUTTINERIONMST = q

"usanTel uATalTTA UTUUNG 7/
UOISS UNASEH USSTH G UNTOS-67~IH 0T X 7 UeedTe ees e3O[ ‘BIpeul UO OXTSHA T UM UPWSITIEEW = ©

0~ “u" “u= “u= Pm‘,mH

\O

o0 “a= e i “u= mom,_..

wn 3ITISPIq

o - —-u= —OIqTF UOUT USSTONTY  [L9%T
eysny INTosoA

BISIM{TeA Td  -MTRA TH -TEXEUl[ usTonsnsded TTod
: u.D.ﬂOm..nHmm.E.HOZ

0S TpTowrsprds

o ‘eedunymy  z-dey

p 01 PTUOYNSTOXIATY  Z9GM
8 edoAsTree3Tde
ueTneUMpYoy eToH
8 TpTOwIspTds unng o1
12 £ 9’0 v1 BUDOUTSIENRUSN 0592

:3eaphs Innp

(q) ®BIpRW
N3323STPYnd UOJIRWTOTINRI

(eTaung) BIRRUW
eYTeSTUNIUSIPURY USPTIQYTSHA eAresueeyTe (e) eIpRW UB[QYYTSHA vARESUREYTE
uotyeeTndod urskATo3As usSsT:g 0§ UO3sSd USST:% 05 unasey ualnyosg Tdd XA n{os

SITTUTTTNbaIONNST 38pAAYNNIBY 3IBSTITo93YNS ualnrosTreewIOoU BL -UTRASEY USSTWYT

(eox3el() [ oxniney



54 85867

Taulukko 8
Virtaussytometrinen analyysi monoklonaalisen vasta-aineen

sitoutumisesta solun pinnan leukoreguliinireseptoriin

Monoklonaalinen Positiivisia soluja (%)
vasta-aine HT-29 K562
LrR-11P28 23 2

LrR~-M2 15 2
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd leukoreguliiniksi kutsutulla lym-
fokiinilla rikastetun valmisteen tuottamiseksi, jolla
proteiinilla on seuraavat ominaisuudet:

(i) kyky s#&ti8 pahanlaatuisen kasvaimen fysiolo-
gia ja kasvu vaikuttamatta normaalien solujen kasvuun,

(1i) kyky suoraan hajoittaa ihmisen HT-29- ja RPMI
2650-kasvainsolut,

(iii) kykenem&ttdmyys hajoittaa hiiren aL 929 solu-
Jja,

(iv) kyky vaimentaa ihmisen kasvainsolujen K 562 ja
RPMI 2650 jakautumista,

(v) jolloin kohtien (i) - (iv) mukaiset aktiivi-
suudet ovat herkkid proteiinin proteaasi- mutta ei neur-
aminidaasi-k#4sittelylle,

(vi) molekyylipaino 120 000 - 140 000 Daltonia,

(vii) isoelektrinen piste alueella 4,8 - 5,5 ja/tai
alueella 7,5 - 8,3,

(viii) eluoitavissa ioninvaihtokromatografiassa
valilla 0,07 ja 0,12 mol/1 NaCl,
tunnettu siitd, etta

a) viljelldsn lymfokiinia tuottavia soluja,

b) 1lymfokiinia tuottavista soluista vapautetaan
lymfokiinia sis&ltidvd proteiinifraktio,

c) proteiinifraktion proteiinit erotetaan molekyy-
lipainonsa ja/tai molekyylivarauksensa perusteella, ja

d) jokaisen kohdan (c) mukaisen erotusvaiheen jal-
keen valitaan proteiinifraktio, jolla on mainitut ominai-
suudet.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunne¢ttu siitd, ettd kohta (c) k&sittdd vdhin-
t43n yhden seuraavista erotustoimenpiteista:

(aa) HPLC

(bb) ioninvaihtokromatografia
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(cc) elektroforeesi

(dd) geelisuodatus

(ee) isoelektrinen fokusointi.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu 8iitd, ettd lymfokiiniid sisaltiavi pro-
teiinifraktio on konsentroitu kasvualusta, joka saadaan
ihmisen perifeerisen veren Yksitumaisten solujen, jotka on

kdsitelty fytohemagglutiniilla leukoreguliinin tuotannon
stimuloimiseksi, viljelmisty.



10

15

20

25

30

35

58 85867

Patentkrav

1. Fdrfarande f6r framstdllning av ett preparat
berikat med en lymfokin kallad leukoregulin, vilket pro-
tein har f&ljande egenskaper:

(i) férmdga att reglera en malign tumors fysiologi
och tillviaxt utan att pdvarka tillvdxten hos normala
celler;

(ii) fdrmd8ga att direkt lysera humana HT-29 och
RPMI 2650 tumbrceller;

(iii) oférm8ga att lysera musceller aL 929;

(iv) fdrmlga att ddmpa celldelningen hos de humana
tumdrcellerna K 526 och RPMI 2650;

(v) varvid aktiviteterna enligt punkterna (1)

- (iv) &r kdnsliga fér behandling av proteinet med pro-
teinas - men inte med neuramidas;

(vi) en molekylvikt pd 120 000 - 140 000 Dalton;

(vii) en isoelektrisk punkt inom omrddet 4,8 - 5,5
och/eller inom omrddet 7,5 - 8,3;

(viii) eluerbar med jonbytarkromatografi mellan
0,07 och 0,12 mol/1 NaCl;
kdnnetecknat ddrav, att man

a) odlar lymfokinproducerande celler;

b) frigér den lymfokininnehdllande proteinfrak-
tionen fr&n de lymfokinproducerande cellerna;

c) separerar proteinerna i proteinfraktionen enligt
molekylstorlek och/eller molekylladdning; och

d) efter varje selektionssteg enligt punkt c)
vdljer ut den proteinfraktion som har ndmnda egenskaper.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k @ n n e -
tecknat dirav, att punkt c) omfattar dtminstone ett
av fdljande separationsdtgédrder:

(aa) HPLC

(bb) jonbytarkromatografi

(cc) elektrofores
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(dd) gelfiltrering

(ee) isoelektrisk fokusering.

3. Férfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kd&nnetecknat dirav, att den lymfokininneh&l-
lande proteinfraktionen &r koncentrerat odlingsmedium fré&n
en odling av humana perifera mononukleira blodceller som
behandlats med fytohemagglutinin f&r att stimulera produk-
tionen av leukoregqulin.
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