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Tiivistelma - Sammandrag

Esilla oleva keksintd esittdd nukleiinihapposekvenssin, joka koodittaa T-lymfosyyttien tunnistamaa melanooma-antigeenia, jolle on
annettu nimi MART-1. Tama keksintd koskee edelleen biotestej, joissa kaytetdan taman keksinndon mukaista nukleiinihapposekvenssia,
proteiinia tai vasta-aineita diagnosoitaessa, maaritettiessa tai ennustettaessa nisdkéast, joka sairastaa melanoomaa tai metastasoivaa
melanoomaa. Téma keksintd esittdd myoés immunogeeniset peptidit, jotka ovat perdisin MART-1-melanooma-antigeenista, ja toisen
melanooma-antigeenin, jolle annettiin nimi gp100. TAma keksintd esittda edelleen immunogeeniset peptidit, jotka ovat peraisin
MART-1-melanooma-antigeenisté tai gp100-antigeenista, joita on modifioitu niin, ettd niiden immunogeenisyys on tehostunut. Esitetyt
proteiinit ja peptidit voivat toimia immunogeenina tai rokotteena melanooman ehkéisemiseksi tai hoitamiseksi.



Foreliggande uppfinning avser en nuklein-syrasekvens, som kodar en melanomantigen, som kan identifieras av T-lymfocyter och som
har erhallit namnet MART-1. Foreliggande uppfinning avser dessutom biotest, i vilka man anvander nukleinsyrasekvensen, proteinet och
antikropparna enligt féreliggande uppfinning fér diagnos, bestdmning eller prognos av melanom eller metas-taserande melanom i ett
daggdijur. Foreliggande uppfinning avser dven immunogena peptider, som harstammar fran MART-1 mela-nomantigenen, och en annan
antigen, som fatt namnet gp100. Foreliggande uppfinning avser dven immunogena peptider, som harstammar fran MART-1
melanomantigenen eller gp100-antigenen, som har modifierats for 6kning avimmunogeniciteten. De framstéllda proteinerna och
peptiderna kan kan anvandas som en immunogen eller ett vaccin vid profylax eller behandling av melanom.
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Melanooma-antigeeni

Tam&d patenttihakemus on jakamalla erotettu hakemuk-
sesta FI1964235.

Keksinndén alue

Tama keksinto liittyy ihmisen sydpien ehkdisyyn Jja
hoitoon. Spesifisemmin tdssd kuvataan geeneja, jotka koo-
dittavat T-solujen tunnistamia melanooma-antigeeneja, Jja
niitda vastaavia proteilineja ja sellaisia ehkdisevid, dia-
gnostisia Jja terapeuttisia sovelluksia, Joissa kaytetadn
nédita geeneijd tail proteiineja.

Keksinndén tausta

Melanoomat ovat aggressiivisia, usein metastasoivia
kasvaimia, jotka ovat perdisin joko melanosyyteistd tai me-
lanosyyteille sukua olevista luomisoluista ["Cellular and
Molecular Immunology" (1991) (toim.) Abbas, A.K., Lechtman,
A.H., Pober, J.S.; W.B. Saunders Company, Philadelphia,
sivut 340 - 341]. Melanoomat muodostavat noin kolme pro-
senttia kaikista ihosydvistd ja melanooman maailmanlaajui-
nen lisd&ntyminen voittaa kaikki muut kasvaimet paitsi
naisten keuhkosyodvdn ["Cellular and Molecular Immunology”
(1991) (toim.) Abbas, A.K., Lechtman, A.H., Pober, J.S.:
W.B. Saunders Company, Philadelphia, sivut 340 - 342; Kirk-
wood ja Agarwala (1993) Principles and Practice of Oncology
7: 1 -~ 16]. Jopa silloin, kun melanocoma on paikantunut
iholle, jopa 30 prosentille potilaista kehittyy systeemisia
metastaaseja Jja suurin osa kuolee [Kirkwood ja Agarwala
(1993) Principles and Practice of Oncology 7: 1 - 16].
Klassiset tavat melanooman hoitamiseksi sisdltavat kirurgi-
an, sdteilytyksen ja kemoterapian. Viime vuosikymmenen ai-
kana immunoterapia ja geeniterapia ovat ilmestyneet uusiksi

ja lupaaviksi menetelmiksi melanooman holtamisessa.
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T-soluilla on tarked rooli kasvaimen regressiossa
useimmigsa hiiren kasvainmalleissa. Kasvaimeen tunkeutuvat
lymfosyytit (TIL), jotka tunnistavat uniikit sydpdantigee-
nit, voidaan eristdd monista hiiren kasvaimista. Naiden
TIL-gsolujen adoptiivinen sgiirto vhdessd interleukiini-2-
proteiinin kanssa voi valittdd muodostuneiden keuhko- ja
maksametastaasien regressiota [Rosenberg, S.A. et al.,
(1986) Science 233: 1318 - 1321]. Lisaksi injektoitujen
TIL-golujen erittamd IFN-gamma-proteiini korreloi merkit-
tavasti hiiren kasvaimien regressiolle in vivo, joka antaa
ehdottaa, ettd T-solut ovat aktivoituneet kasvainantigee-
neilla [Barth, R.J. et al., (1991) J. Exp. Med. 173: 647 -
658] . Kasgvaimen TIL-solujen tunnettu kyky valittds metas-
tasoivan gydvan regressiota 35 - 40 prosentilla melanooma-
potilaita silloin, kun ne siirretddn adoptiivisesti poti-
laisiin, joilla on metastasoiva melanooma, osoittaa tun-
nistettujen antigeenien kliinisen tarkeyden [Rosenberg,
S.A. et al., (1988) N. Engl. J. Med. 319: 1676 =~ 1680;
Rosenberg, S.A. (1992) J. Clin. Oncol. 10: 180 - 199].

T-solureseptorit CD8%-T-goluissa tunnistavat komp-
leksin, joka sisdltad antigeenisen peptidin (9 - 10 amino-
happoa HLA-A2-proteiinille), B-2-mikroglobuliinin ja luo-
kan I paddasiallisen histokompatibiliteettikompleksin (MHC)
raskasketjun (ihmisilld HLA-A, B, C). Peptidit, jotka muo-
dostuvat endogeenisesti syntetisoitujen proteiinien diges-
tiolla, kuljetetaan endoplastiseen retikkeliin, sidotaan
luokan I MHC -proteiinin raskasketjuun ja $R2-mikroglobu-
liiniin ja lopuksi ekspressoidaan solun pinnalle luockan I
MHC -molekyylin uurteesga. Sen vuoksi T-solut voivat tun-
nistaa molekyyleja, jotka ovat perdisin solun sisadisista
proteiineista, mika&d on painvastaista verrattuna vasta-ai-
neigiin, jotka tunnistavat koskemattomia molekyyleja, jot-
ka eksgpressoidaan solun pinnalle. Sen vucksi T-solujen
tunnistamat antigeenit voivat olla kayttdkelpoisempia kuin

vasta-aineiden tunnistamat antigeenit.
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Vahvan todisteen siitd, ettd ihmisilld on olemassa
immuunivaste sydpad vastaan, esittdd lymfosyyttien lésni-
olo melancomaesiintymien sisalla. Namé& lymfosyytit kykene-
vat eristettyind tunnistamaan spesifiset kasvainantigeenit
autologigisga ja allogeenisissa melancomissa MHC-molekyy-
liin restriktoituneella tavalla [Itoh, K. et al. (1986)
Cancer Res. 46: 3011 - 3017; Muul, L.M. et al. (1987) J.
Immunol. 138: 989 - 995; Topalian, S.L. et al. (1989) J.
Immunol. 142: 3714 - 3725; Darrow, T.L. et al. {(1989) J.
Immunol. 142: 3329 - 3335; Hom, S.S. et al. (1991) J. Im-
munother. 10: 153 - 164; Kawakami, Y. et al. (1992) J.
Immunol. 148: 638 - 643; Hom, S.S. et al. (1993) J. Immu-
nother. 13: 18 - 30; 0O’'Neil, B.H. et al. (1993) J. Immu-
nol. 151: 1410 - 1418]. TIL-solut potilaista, joilla on
metastasoiva melancoma, tunnistavat vyhteiset antigeenit,
jotka sisaltavat melanosyytti-melanooma-linjalle spesifi-
set kudosantigeenit in wvitro [Kawakami, Y. et al. (1993)
J. Immunother. 14: 88 - 93; Anichini, A. et al. (1993) J.
Exp. Med. 177: 989 - 998]. Anti-melanooma-T-solut tuntuvat
olevan rikastuneita TIL-solujen joukossa johtuen luulta-
vasti klonaalisesta ekspansiosta ja akkumulaatiosta kas-
vaimen kohtaan in vivo [Sensi, M. et al. (1993) J. Exp.
Med. 178: 1231 -1246]. Se tosiasia, ettd monet melanooma-
potilaat muodostavat soluvalitteisen ja humoraalisen vas-
teen naditd kasvaimia vastaan ja ettd melanoomat ekspres-
golvat sek& MHC-antigeeneja ettd kasvaimeen assosioitunei-
ta antigeeneja (TAA) antaa ehdottaa, ettd uusien melanco-
ma-antigeenien tunnistaminen ja karakterisointi on tarkead
melanoomapotilaiden immunoterapiaa varten.

Perifeerisen veren lymfosyytteid on kaytetty tun-
nistamaan mahdolliset melanocomakasvainantigeenit. Van Der
Bruggen et al. (1991) Science 254: 1643 - 1647 ovat karak-
terisoineet geenin, joka koodittaa melanooma-antigeenia,
jolle annettiin nimi MAGE-1, kayttaen T-soluklooneja, jot-

ka muodostettiin sellaisten potilaiden perifeerigen veren
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lymfosyyteistd, jotka oli toistuvasti immunisoitu in vivo
mutagenisoiduilla kasvainsoluilla. Melanoomapotilaiden pe-
rifeerisen veren lymfosyyteistd perdisin olevia sytotoksi-
sia T-soluja kaytettiin tunnistamaan mahdollinen antigeeni-
nen peptidi, Jota MAGE-l-geeni kooditti [Traversari, C. et
al. (1992) J. Exp. Med. 176: 1453 - 1457]. Brichard et al.
(1993) J. Exp. Med. 178: 489 - 495, ovat myts karakterisoi-
neet geenin, Jjoka koodittaa melanooma-antigeenia, jolle an-
nettiin nimi tyrosinaasi, kayttden perifeerisen veren lym-
fosyytteja potilaista, jotka oli herkistetty toistuvalla
kasvaimen in vitro stimulaatiolla. Lisdtukea melanooma-
antigeenien terapeuttiselle vahvuudelle esittavat Brown et
al. (US-patentti numero 5 262 177). Julkaisu Brown et al.
(US—-patentti numero 5 262 177) koskee rekombinanttivac-
ciniavirusperusteista melanoomarokotetta, 7jossa melanooma-
antigeenin p97 julkaistiin osoilttavan suojaavan valkutuksen
kasvainsolualtistusta vastaan hiirimallissa. Uusien mela-
nooma-antigeenien karakterisointi on tdrkedd uusien syd-
paimmunoterapiastrategioiden kehittdmiseksi erikoisesti me-
lanoomaa vastaan.

Keksinnén yhteenveto

Tama keksinto liittyy yleisesti nukleiinihapposek-
vensseihin, Jjotka koodittavat melanooma-antigeeneja (MART-
1), jotka T-lymfosyytit tunnistavat, ja néiden sekvenssien
koodittamiin proteiineihin ja peptideihin.

Erityisesti esilld oleva keksintd koskee itsendi-
sissd patenttivaatimuksissa esitettyd. Keksinndlle on tun-
nusomaista se, mitd itsendisissa patenttivaatimuksissa esi-
tetadan. Epditsendiset patenttivaatimukset kohdistuvat kek-
sinndn erityisiin suoritusmuotoihin,

Tassa esitetadn edelleen Dbiotestit ndille nukle-
iinihapposekvensseille, proteiineille Ja peptideille. Tdmad
keksintd esittdd myds peptidit, Jjotka ovat perdisin MART-1-
aminohapposekvenssistd ja jolta on modifioitu niiden immu-
nogeenisyyden tehostamiseksi. Tdssd keksinntssd esitetddn

myds ndiden tdssad kuvattujen nukleiinihapposekvenssien,
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proteiinien, peptidien tal modifiocitujen peptidien tera-
peuttiset kaytot.

Esilla olevan keksinnon vyleinen aihe on esittéd
oleellisesti puhdistettu ja eristetty nukleiinihapposek-
venssi, joka koodittaa MART-l-melancoma-antigeenia.

Taméan keksinnén toinen aihe on esittdd yhdistelma-
DNA-molekyyli, Joka sisaltda vektorin ja MART~1-proteiinia
koodittavan nukleiinihapposekvenssin kokonaan tail osittain.

Taman keksinnétn muu aihe on tuottaa rekombinantti-
proteiinit, Jjoita MART-l-proteiinia koodittavan nukleiini-
happosekvenssin koko sekvenssi tal osittaissekvenssi koo~
dittaa.

Taméan keksinnodn lisdaihe on esittdd monoklonaaliset
tal polyklonaaliset vasta-aineet, Jjotka reagoivat MART-1-
proteiinin, MART-1-peptidien tai niiden osien kanssa.

Taman keksinndon aihe on esittdad menetelmdat MART-1-
geenin tai MART-1-mRNA-molekyylin tunnistamiseksi bioclogi-
sessa naytteessa.

Témédn keksinndn muu aihe on esittdd menetelmdt
MART-1-proteiinin tai MART-1l-peptidien tunnistamiseksi bio-
logisessa naytteessa.

Tamdn keksinndn aihe on esittdd diagnostiset mene-
telmdt ihmisen tauteja, erikoisesti melanoomia ja metas-
tasolivia melanoomia, vastaan.

Tam&n keksinndn aihe on myds esittdd melanoomaro-
kotteet, Jjotka sisdltaviat MART-1l-geenid koodittavan nukle-
iinihapposekvenssin kokonaan tail osittain tail sen vastaavan
proteiinin, melanocoman ehkdisemiseksi tai hoitamiseksi.

Taman keksinnon lisdaihe on esittad immunogeeniset
peptidit, jotka ovat perdisin MART-1l-proteiinisekvenssistéd,
rokotekayttod varten.

Téaman keksinntn vield yksi aihe on esittdsa MART-1-
proteiinisekvenssistd peraisin olevat peptidit, Jjoita on
modifioitu niiden immunogeenisyyden lisdamiseksi tail joiden
ailheuttamaa melanocoman vastaista immuunivasteen induktiota

on tehostettu tehostamalla niiden sitoutumista MHC-molekyy-
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leihin, kaytettdavaksi tdsséd kuvatuissa profylaktisissa tai
terapeuttisissa menetelmissa.

Lisdksi tédss& keksinntssd kuvataan multivalentit
rokotteet, jotka sisdltdvdt MART-l-nukleiinihapposekvenssin
kokonaan tai osittain tai sen wvastaavan proteiinin tail wvas-
taavat peptidit ja ainakin yhden muun immunogeenisen mole-
kyylin, joka kykenee muodostamaan vasta-aineiden tuoton ni-
sakkidssd melancoma-antigeeneija vastaan.

Téamaén keksinndn mukaista nukleiinihapposekvenssia
voidaan kayttdd menetelmdssd melanooman ehkdisemiseksi tai
hoitamiseksi, Jjoka sisdltdsd wvaiheen, Jjossa kéytetdidn MART-
l-nukleiinihapposekvenssid kokonaan tai osittain tai sen
vastaavaa proteiinia geeniterapiaprotokollissa.

Taman keksinnén lisdaihe on esittdd immunogeeniset
peptidit, Jjotka ovat perdisin gplOO-melancoma-antigeenin
proteiinisekvensseistad, ké&ytettdviksi rokotteissa.

Téssd keksinndssda kuvataan vield gplOO-melanooma-
antigeenisekvensseista peré&isin olevat peptidit, joita on
modifioitu niiden immunogeenisyyden lis&&miseksi tai niiden
aiheuttaman melanooman vastaisen immuunivasteen induktion
tehostamiseksi tehostamalla niiden sitoutumista MHC-mole-
kyyleihin, k&ytettdviksi tédssd kuvatuissa profylaktisissa
ja terapeuttisissa menetelmissa.

Tassd kuvattuja rokotteita voidaan kdyttdd menetel-
missd profylaktista tai terapeuttista immunisaatiota varten
melanoomalle.

Tdssd keksinndssd esitetddn menetelma sellaisten
melanooma-antigeenien tunnistamiseksi, jotka voivat muodos-
taa mahdolliset kohteet immunoterapialle.

Tidssd keksinndssd kuvataan vield menetelmd sellais-
ten immunogeenisten kandidaattipeptidien tunnistamiseksi,
jotka ovat perdisin joko MART-1- tal gplOO-sekvensseistd,

kdytettdviksi immunoterapiassa.
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Kuvioiden kuvaus

Kuviosgsa 1 egitetddn MART-l-antigeenia koodittavan
cDNA—molékyylin nukleotidisekvenssi ja ennustettu amino-
happosekvenssi. Hydrofobinen alue on alleviivattu.

Kuviot 2 ja 2B esittdvaAt MART-1l-peptidien titrauk-
sen TIL-solujen tunnistuksen suhteen. T2-soluja inkuboi-
tiin puhdistettujen MART-1-peptidien M9-1, M9-2, M9-3,
M10-2, M10-3, M10-4 ja M10-5 vaihtelevissa konsentraati-
oissa ja lyysis TIL-kloonin A42 (kuvio 2A) tai TIL-linjan
TIL1235 (kuvio 2B) toimesta mitattiin neljdn tunnin pitui-
gella sytotoksisella Slor-vapautustestilld niin, ettd E:T-
suhde (effektori:kohde) oli 20:1 A42-kloonin Jja 40:1
TIL1235-kloonin suhteen. Peptidi M9-2 herkisti T2-solut
konsentraatiossa 1 ng/ml. Puhdistetun peptidin M10-4 tun-
nisti TIL1235-klooni, mutta ei A42-klooni (M9-1 | - |, M9-
29 -0, M9-3 B - M, MIO-2 4 - 4, MIO-3 v - v, M10-4 [ -
B M10-5 + - +).

Kuviogsa 3A esitet&an potilaan 1200, jolla on me-
tastasoiva melancoma, radionuklidiskandeeraus sen jalkeen,
kun hén oli saanut autologisten.1111n-1eimattujen TIL1200-
solujen adoptiivisen siirron. Nuoli osoittaa yhta TIL-so-
lujen akkumulaatioaluetta, joka vastaa metastaattista vau-
riota vasemmassa reidessa.

Kuvio 3B esittda ihonalaisten metastasoivien kas-
vainten regression sen jalkeen, kun hoidettiin TIL1200-
gsoluilla yhdessd IL-2-proteiinin kanssa. Hoito alkoi vuo-
rokautena 0.

Kuviot 4A ja 4B esittavat tayspitkan cDNA25-kloonin
nukleiinihapposekvenssin. Aloitus- ja lopetuskodonit on
alleviivattu. !

Kuviossa 5A egitetddn tayspitkdn cDNA25-kloonin
aminochapposekvenssi. Antigeeninen peptidi on‘alleviivattu.

Kuviossa 5B esitetddn tayspitkan c¢DNA25-kloonin
aminohapposekvenssin (¢cDNA25FL), cDNA25-kloonin lyhennetyn
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muodon (cDNA25TR), Pmell7-, ME20- ja gplO0-molekyylin ver-
tailu (@csoittaa deleetiota; - osoittaa identtisyyttd).
Kuviot 6A ja 6B esgittavat melanooman (kuvio 6A) ja
vastasyntyneen melanosyyttisolulinjojen (kuvio 6B) ja eri-
laisten tuoreiden kudosten (kuvio 6C) Northern blot -ana-
lyysin (10 - 20 pug kokonais-RNA:ta) cDNA25-koettimella
(sall-entsyymilla digestoitu pCRII-cDNA25-fragmentti) ja
R-aktiini-koettimella (Clontech). Melanoomasoclulinjat C32
ja 586mel ja  vastasyntyneen melanosyyttisolulinjat
NHEM529, NHEM530 olivat hyvin heikosti positiivisia.
Kuviot 7A ja 7B esittdvat gpllO0-epitooppien ja epi-
tooppianalyysissd testattujen DNA-fragmenttien sijainnin
ja tunnistuksen CTL-solujen toimesta. Kuvio 7A. Viisi epi-
tooppianalyysissd testattua DNA-fragmenttia (D3, D5, D4,
C4, 25TR) on esitetty (---, identtinen aminohappo). Tun-
nistettujen epitooppien sijainnit on alleviivattu. Kuvio
7B. On esitetty sellaisten COS 7 -solujen tunnistus CTL-
gsolujen (620-1, 620-2, 660-1, 1143, 1200) toimesta, jotka
on transfektoitu kullakin pcDNA3-plasmidissa olevalla DNA-
fragmentilla yhdessa HLA-A2.1-cDNA:n kanssa, IFN-gamma-
eritystesteillld (+, tunnistettu; -, ei tunnistettu).
Kuviot 8A - 8D esittavit gpllO0-epitooppien titrauk-
sen herkisté&m&lld HLA-A2.1+ T2 -solut CTL-lyysille. Sel-
laisten T2-solujen lyysi, joita esi-inkuboitiin peptidien
kanssa, testattiin neljan tunnin sytotoksisessa 51Cr-vapaur
tustestissd. Kuvio 8A, G9;g,- (M) tai G1l0,5,-peptidin (@)
kanssa inkuboitujen T2-golujen lyysi TIL1200-solujen toi-
mesta. Kuvio 8B, G9,,55- (M) tai Gl0,yg-peptidin (8) kanssa
inkuboitujen T2-solujen lyysi TIL620-solujen toimesta.
Kuvio 8C, G9,gp-peptidin (®) kanssa inkuboitujen T2-solujen
lyysi TIL660-1-solujen toimesta. Kuvio 8D, Gl0-5-peptidin
(B) kanssa inkuboitujen T2-solujen lyysi TIL660-2-solujen

toimesta.
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Keksinndén yksityiskohtainen kuvaus

Kekginndn tdydellisemmaksi ymmadrtamiseksi on téssa
kuvattu seuraavat mddritelmit. Nukleiinihapposekvenssit
gigdltavat, mutta eivat ole rajoittuneet, DNA-, RNA- tai
cDNA-gekvenssit. Nukleiinihapposekvenssit t&ssa kaytettyi-
nad viittaavat eristettyyn ja puhdistettuun nukleiinihap-
posekvenssiin. MART-1-l3hetti-RNA (mRNA) viittaa vyhteen
tail useampaan RNA-transkriptiin, joka on MART-1l-geenin
tuote. Oleellisesti homologinen téassd kaytettynd viittaa
oleelliseen vastaavuuteen kuviossa 1 esgitetyn MART-1-nuk-
leiinihapposekvensgsin (SEQ ID -numero 1) ja minkd tahansa

muun nukleiinihapposekvenssin valilla. Oleellisesti homo-

loginen tarkoittaa noin 50 - 100 % homologisesti homolo-
gista, suositeltavasti noin 70 - 100 % homologiaa ja suo-

giteltavimmin noin 90 - 100 % homologiaa MART-1-gekvenssin
ja mink& tahansa muun nukleiinihapposekvenssin valilla.
Lisdksi oleellisesti homologinen téassa kaytettynd viittaa
myds oleellisgiin vastaavuuksiin kuviossa 1 esitetyn MART-
l-antigeenin aminohapposekvenssin (SEQ ID -numero 2) ja
muun aminohapposekvenssin valilla.

Pddasiallinen histokompatibiliteettikompleksi (MHC)
on geneerinen nimitys, jonka tarkoitetaan sisaltavén his-
tokompatibiliteettiantigeenisysteemit, jotka on kuvattu
eri lajeilla sisdltden ihmisen leukosyyttiantigeenit
(HLA) .

Termi melanooma sisaltdd, mutta el ole rajoittunut,
melanocomat, metastasoivat melancomat, melanoomat, jotka
ovat peraisin joko melanosyyteistd tai melanosyyteille
sukua olevista luomisoluista, melanckarsinoomat, melano-
epitelioomat, melanosarkoomat, in situ melanoomat, pinnal-
ligesti levidvén melanooman, nodulaarisen melanooman, pa-
hanlaatuisen kesakkomelanocoman, akraalisen kesakkomaisen
melanocoman, invasiivisen melanooman tail perinndllisen epé-
tyypillisen syntymimerkin ja melanocomaocireyhtyman (FAM-M).

Sellaiget melanoomat nisakk&illad voivat johtua kromosomaa-
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lisista epanormaaliuksista, degeneratiivieista kasvu- Jja
kehityshdiridistd, mitogeenisista aineista, ultravioletti-
sdteilystd (UV), virusinfektioista, geenin epdsopivasta
kudosekspressiosta, muutoksista geenin ekspressiossa tai
karsinogeenisista aineista. Edelld mainitut melanoomat
voidaan diagnosoida, madrittadd tail hoitaa menetelmilld,
jotka on kuvattu esilld olevassa patenttihakemuksessa.

Epatyypilliselld syntymamerkilld tarkoitamme syn-
tymémerkkia, jolla on sellaiset ominaisuudet, jotka ovat
epadnormaaleja ja voivat olla sydvan esiasteita.

Melanooma-antigeenilla taili immunogeenilla tarkoi-
tamme MART-1l-proteiinia kokonaan tai sen osia tai MART-1-
proteiinisekvenssiin perustuvia peptideja, jotka kykenevat
aiheuttamaan soluvalitteisen tai humoraalisen immuunivas-
teen nisakkadlld. Sellaiset antigeenit voivat myds olla
reaktiivisia vasta-aineiden kanssa sellaisista nisikkéis-
td, jotka on immunisoitu MART-1-proteiinin koko sekvens-
silla, ogalla tai osilla siitd (SEQ ID -numero 2). Sel-
laista proteiinia tai peptidid voi koodittaa t&mén keksin-
ndén mukainen kokonainen MART-1l-nukleiinihapposekvenssi tai
sen osa.

Immunogeenisella peptidilld tarkoitamme peptidid,
joka on peraisin MART-1l-proteiinisekvenssistd tai gpl00-
proteiinisekvenssistd, joka kykenee aiheuttamaan soluva-
litteisen tai humoraalisen immuunivasteen nisdkkéassi.
Sellaiget peptidit voivat reagoida sellaisten vasta-ainei-
den kanssa, jotka ovat perdisin eldimestd, joka on immu-
nisoitu peptideilla. Sellaiset peptidit ovat pituudeltaan
noin 5 - 20 aminohappoa, suositeltavasti noin 8 - 15 ami-
nohappoa ja suositeltavimmin noin 9 - 10 aminohappoa.

Alan asiantuntija ymmirtaa, ettd esilld olevan kek-
sinndn mukaisia biotestej& voidaan kayttdad mistd tahansa
selkarankaislajista peraisin olevien biologisten nayttei-

den tai kudosten analysoimisessa. Suositeltavassa suori-
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tustavassa analysoidaan nisdkkdan biologisia ndytteitd tai
kudoksia.

Kudos sisdltdd, mutta ei ole rajoittunut, yvksittii-
set solut, kokonaiset elimet ja niiden osat. Biologiset
naytteet sisdltavat, mutta eivit ole rajoittuneet, kudok-
set, nisakkaadn kudosten primaariviljelmdt, biopsianayt-
teet, patologiandytteet ja ruumiinavausndytteet. Nisadkas
sigdltdd, mutta ei ole rajoittunut, ihmiset, apinat, koi-
rat, kissat, hiiret, rotat, siat, lehmét, siat, hevoset,
lampaat ja vuohet.

Esilld oleva keksintd esittdd nukleiinihapposek-
venssin, joka koodittaa uutta melanooma-antigeenia, jonka
T-gsolut tunnistavat. T&lle uudelle melanooma-antigeenille
annettiin nimi MART-1 (melanoma antigen recognized by T-
cells-1). MART-1l-sekvenssilld ei ole mit&&n merkittivaa
homologiaa millekdan tunnetulle melanooma-antigeenille ja
nain ollen se edustaa uutta melanooma-antigeenia. MART-1-
antigeeni sisadltdd erittdin hydrofobisen alueen aminoha-
poissa 27 - 47 (SEQ ID -numero 2}, jota seuraa kolme ar-
giniinijéanndstd, joka antaa ehdottaa membraanin lapi me-
nevan proteiinin rakenteen. Vaikka mit&a&n merkittavai ho-
mologiaa ei ole kokonaiseen proteiiniin, on olemassa 27
aminohapon pituinen osa-alue (aminohapot 57 - 83; SEQ ID -
numero 2), joka on 37 % identtinen tyypin II membraanipro-
teiinille, joka ailemmin tunnistettiin hiiren luonnollisen
tappajasolun pintaproteiiniksi NKR-P1 [Yokoyama, W.M. et
al. (19291) J. Immunol. 147: 3229 - 3236]. MART-1 ei sisg&l-
132 leader-sekvenssid, joka on tyypillinen monille tyypin
IT membraaniproteiineille [Singer, S.J. et al. (1990)
Annu. Rev. Cell Biol. 6: 247 - 2%96].

MART-1-RNA-molekyylin ekspressio tuntuu olevan ra-
joittunut tuoreeseen ja viljeltyyn melanoomaan ja melano-
syyttisolulinjoihin ja ihmisen verkkokalvoon; ekspressiota
el ole 1loydetty mist&adn muusta tuoreesta tai viljellystéa

kudoksesta tai muista testatuista histologisista kasvain-
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naytteistd. MART-1-cDNA-sekvenssi on esitetty kuviossa 1
(SEQ ID -numero 1), MART-1l-proteiinin ennustettu aminohap-
posekvenssi on myds esitetty kuviossa 1 (SEQ ID -numero
1).

Kuviossa 1 esitetty MART-1l-nukleiinihapposekvenssi
(SEQ ID -numero 1) edustaa keksinndn suositeltavaa suori-
tustapaa. Alan asiantuntijan on kuitenkin ymmdrrettava,
ettd johtuen geneettisen koodin degeneraatiosta, wvoivat
kuviossa 1 esgitetyn c¢DNA-sekvenssin (SEQ ID -numero 1)
variaatiot vield johtaa DNA-sekvenssiin, joka kykenee koo-
dittamaan MART-1-proteiiniantigeenia. Sellaiset DNA-gek-
vensgit ovat sen vuoksi toiminnallisesti ekvivalentteja
kuviogsa 1 kuvatun sekvenssin (SEQ ID -numero 1) kanssa ja
niiden on tarkoitettu kuuluvan esgilld olevaan keksintdodn.
Lisaksi, alan asiantuntija ymmdrtad, ettd annetussa lajis-
sa on kuviossa 1 esitetyn MART-1l-nukleiinihapposekvenssin
(8EQ ID -numero 1) luonnollisesti esiintyvid alleelisia
variaatioita, nalden variaatioiden on myds tarkoitettu
kuuluvan egilld olevaan keksintddn.

Ennustettu MART-l-antigeeni on 118 aminohapon pro-
teiini, jonka massa on noin 13 (kd). Tamd keksintd sisal-
t34 lisdksi MART-1-proteiinin tai sen peptidit tai analo-
git, joilla on oleellisesti sama toiminta kuin taman kek-
sinnén mukaisella MART-l-antigeenilla tai MART-1-prote-
iinilla. Sellaiset proteiinit tai polypeptidit sisadltavat,
mutta eivat ole rajoittuneet, proteiinin fragmentin tai
MART-1-proteiinin substituutio-, lisadys- tai deleetiomu-
tantin. Tama keksintd sisaltdd myds proteiinit tai pepti-

dit, jotka ovat oleellisesti homologisia MART-l-antigee-

e

nille. Oleellisesti homologinen tarkoittaa noin 50 - 100

Qo

homologiaa, suositeltavasti noin 70 - 100 % homologiaa ja
suositeltavimmin noin 90 - 100 % homologiaa MART-1l-amino-
happosekvenssin ja minkd tahansa muun aminchapposekvenssin

tal proteiinin tai peptidin valilla.
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Termi "analogi" gisdltdd minka tahansa polypepti-
din, jolla on aminchappoijdanndssekvenssi, joka on oleelli-
sesti identtinen MART-1-gekvenssille, joka t&ssé& on spesi-
figesti esitetty (kuvio 1; SEQ ID -numero 1), Jjossa vksi
tal useampi j&&nnds on konservoituneesti substituoitu toi-
minnallisesti samankaltaisella jaanndkselld ja joka sisadl-
t&8 ne MART-l-antigeenin toiminnalliset ominaisuudet, jot-
ka tasséd on kuvattu. Esimerkit konservoituneista substi-
tuutioista gisdltavat vyhden ei-polaarisen (hydrofobisen)
Ja8nndksen, kuten isoleusiinin, wvaliinin, leusiinin tai
metioniinin, substituution toisella ei-polaarisella jaan-
ndksellsd, vhden polaarisen (hydrofiilisen) Ja&nndksen
gsubgtituoimisen toisella polaarisella j&adnndkselld, kuten
arginiinin ja lysiinin valilla, glutamiinin ja asparagii-
nin valilla, glyegiinin ja seriinin valilla, vhden eméksi-
sen jaa&nndksen, kuten lysiinin, arginiinin tai histidii-
nin, substitucimisen toisella eméksiselld Jjaanndkselld,
tal yhden happaman jaanndéksen, kuten asparagiinihapon tai
glutamiinihapon, substituoimisen toisella happamalla jaan-
ndksella.

Fraasi "konservoitunut substituutio" sisaltda myds
kemiallisesti derivatisoidun jadnndksen kaytdn ei-deriva-
tigoidun jadnndksen tilalla. "Kemiallinen johdannainen"
viittaa aiheena olevaan polypeptidiin, jolla on vksi tai
useampi jéannds kemiallisesti derivatisoitu antamalla sen
toiminnallisen sivuryhman reagoida. Esimerkit sellaisista
derivatigoiduista molekyyleistd sisdltévat esimerkiksi ne
molekyylit, Jjoissa wvapaat aminoryhmdt on derivatisoitu
niin, ettd ne muodostavat amiinivetvyklorideja, p-toluee-
nisulfonyyliryhmiad, karbobentsoksiryhmia, t-butyylioksi-
karbonyyliryhmiéd, klooriasetyyliryhmisd tai formyyliryhmid.
Vapaat karboksyyliryhmdt voidaan derivatisoida niin, etta
ne muodostavat suoloja, metyyli- ja etyyliestereitd tai
muun tyyppisié estereita tai hydratsideja. Vapaat hydrok-

syyliryhmdt voidaan derivatisoida niin, ett& ne muodosta-
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vat O-asyyli- tai O-alkyylijohdannaisia. Histidiinin imi-
datsolin typpi voidaan derivatisoida niin, ettd se muodos-
taa N-im-bentsyylihistidiinin. Kemialligiin johdannaisiin
gigaltyvat myds ne proteiinit tai peptidit, jotka sisal-
tadvat vhden tai useamman 20 standardiaminohapon luonnol-
lisesti esiintyvan aminohappojohdannaisen. Esimerkiksi: 4-
hydroksiproliini voi substituoida proliinin; lysiini wvoi-
daan substituoida 5-hydroksilygiinillad; histidiini voidaan
substitucida 3-metyylihistidiinilld; seriini voidaan subs-
tituoida homoseriinilla; ja lysiini voidaan substituoisa
ornitiinilla. Egilld olevan keksinndn mukaiset proteiinit
tai polypeptidit sisdltavat myds kaikki polypeptidit,
joissa on vyksi tai useampi lisdys ja/tai deleetio tai
jaannds suhteessa sen polypeptidin sekvenssiin, jonka sek-
venssid koodittaa MART-1-DNA niin kauan kuin riittavd ak-
tiivisuus sailyy.

Tamd keksintd esittéd myds vhdistelmd-DNA-molekyy-
lin, joka sis&ltéa& MART-l-nukleiinihapposekvenssin (SEQ ID
-numero 1) kokonaan tai osittain ja vektorin. Esilla ole-
vassa kekginndsgd kayvtettaviksi sopivat ekspressiovektorit
voivat =gisdltadd ainakin yhden ekspressiosadtelyelementin,
joka on toiminnallisesti liitetty nukleiinihapposekvens-
siin. Ekspressioséitelyelementit insertoidaan vektoriin
nukleiinihapposekvenssin ekspression sadtelemiseksi Ija
reguloimiseksi. Esimerkit ekspressiosdatelyelementeistd
sigdltavat, mutta eivat ole rajoittuneet, lac-systeemin,
lambda-faagin operaattori- ja promoottorialueet, hiivan
promoottorit ja promoottorit, Jjotka ovat peradisin po-
lyoma-, adeno-, retro- tai SV40-viruksesta. Suoriteltavat
tai tarvittavat toiminnalliset elementit sisaltévat lisak-
gi, mutta eivat ole rajoittuneet, leader-sekvenssin, lope-
tuskodonit, polyadenylaatiosignaalit ja mitkad tahansa muut
sekvenggit, jotka ovat tarpeen tail suocsiteltavia nukleii-
nihapposekvenssin sopivaa transkriptiota ja sen jalkeisté

translaatiota varten is&ntlsysteemissd. Alan asiantuntijan
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tulee ymmdrtdd, ettd tarvittavien tai suositeltavien eks-
pregsiosditelyelementtien oikea yhdistelm& riippuu vali-
tusta isantdsysteemistd. On edelleen ymmadrrettadva, etta
ekgpressiovektorin tulee sisaltdd lisdelementit, jotka
ovat tarpeen nukleiinihapposekvenssin sisdltévén ekspres-
giovektorin siirtadmiseksi iséntdsysteemiin ja sen jalkei-
sen replikaation. Esimerkit sellaisista elementeistd si-
sdltavat, mutta eivat ole rajoittuneet, replikaatio-origot
ja selektiomarkkerit. Alan asiantuntijan tulee lisadksi
ymmartdad, etta sellaiset vektorit voidaan helposti raken-
taa kayttden tavanomaisia menetelmid [Ausubel et al.
(1987) teoksessa "Current Protocols in Molecular Biology",
John Wiley and Sons, New York, New York] tai ovat kaupal-
lisegti saatavissa.

Egilla olevan keksinndén toinen nakodkohta koskee
is&ntdorganismia, Jjohon rekombinanttiekspressiovektori,
joka sisaltdd MART-1l-nukleiinihapposekvenssin kokonaan tai
ceittain, on insertoitu. Taman keksinndn mukaisella MART-
l-nukleiinihapposekvenssilld transformoidut isantésolut
sis&ltavat eukaryoottiset solut, kuten eldin-, kasvi-,
hyénteis- ja hiivasolut, ja prokaryoottiset solut, kuten
E. ¢oli -solut. Keinot, joilla geenin =sisdlté&vad vektori
kuljetetaan soluun sisaltavat, mutta eivat ole rajoittu-
neet, mikroinjektion, elektroporaation, transduktion tai
transfektion kayttden DEAE-dekstraania, lipofektion, kal-
siumfosfaattimenetelmdn tai muut alan asiantuntijan tunte-
mat menetelmdt [Sambrook et al. (1989) teoksessa "Molecu-
lar Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor
Press, Plainview, New York].

Suogiteltavassa suoritustavassa kaytetdln eukary-
oottisia ekspressiovektoreita, jotka toimivat eukaryootti-
gissa soluigsa. Esimerkit sellaisista vektoreista sisdlta-
vat, mutta eivat ole rajoittuneet, retrovirusvektorit,
vacciniavirugvektorit, adenovirusvektorit, herpesvirusvek-

torit, linturokkovirusvektorit, bakteerien ekspressiovek-
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torit, plasmidit, kuten pcDNA3-plasmidin (Invitrogen, San
Diego, CA), tali bakulovirussiirtovektorit. Suositeltavat
eukaryoottiset solulinjat sisaltévat, mutta eivat ole ra-
joittuneet, COS-solut, CHO-solut, HeLa-solut, NIH/3T3-so-
lut, 293-solut (ATCC # CRL1537), T2-solut, dendriittisocolut
tai monosyytit. Erityisen suocsiteltavassa suoritustavassa
on MART-1-rekombinanttiproteiiniekspressiovektori siirret-
ty nisdkassoluihin, kuten NIH3T3-, COS-, CHO-, 293-solui-
hin (ATCC #CRL1537), T2-soluihin, dendriittisoluihin tai
monosyytteihin MART-1-proteiinin oikean prosessoinnin ja
modifikaation varmistamiseksi. Vaihtoehtoisessa suoritus-
tavassa MART-1-cDNA siirretddn COS7-soluihin [Gluzman, Y.
et al. (1981) Cell 23: 175 - 182]. Sopivan solun wvalinta
kuuluu alan asiantuntijan taitoihin.

Yhdessad suoritustavassa ekspressoitu MART-1-rekowm-
binanttiproteiini wvoidaan tunnistaa alalla tunnetuilla
menetelmillad, jotka sisaltavat Coomassie blue -varjayksen
ja Western blottauksen kayttéen MART-1-proteiinille spe-
gifisid vasta-aineita.

Lisdsuoritustavassa isantdsolujen ekspressoima re-
kombinanttiproteiini voidaan saada raakalysaattina tai se
voidaan puhdistaa standardeilla proteiinipuhdistusmenetel-
milla, jotka alalla tunnetaan, jotka voivat gisdltdi erot-
tavan saostuksen, molekyyliseulakromatografian, ioninvaih-
tokromatografian, isocelektrisen fokusoinnin, geelielektro-
foreesin, affiniteetti- ja immuncaffiniteettikromatogra-
fian ja niiden kaltaiset menetelmdt [Ausubel et al. (1987)
teoksessa "Current Protocols in Molecular Biology", John
Wiley and Sons, New York, New York]. Immunocaffiniteetti-
kromatografian tapauksessa rekombinanttiproteiini voidaan
puhdistaa ajamalla se pylvaan lapi, joka gigidltédd resii-
nid, johon on sidottu vasta-aineet, jotka ovat spesifisid
MART-1-proteiinille [Ausubel et al. (1987) teoksessa
"Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and

Sons, New York, New York].
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Téman keksinnén mukainen nukleiinihapposekvenssi
tai sen osat ovat kayttdkelpoisia koettimina tunnistetta-
essa MART-l-geenin ekspressio normaalissa ja sairaassa
kudoksessa. Sen vuoksi esilléd olevan keksinndn toinen na-
kdkohta koskee biotestid, jolla tunnistetaan MART-1-prote-
iinia koodittava ldhetti-RNA biologisessa nidytteessd, joka
sisdltdd vaiheet, joissa (a) saatetaan taman keksinndn
mukainen nukleiinihapposekvenssi kokonaan tai sen osa kos-
ketukseen mainitun biologisen naytteen kanssa olosuhteis-
sa, jotka sallivat kompleksin muodostumisen mainitun nuk-
leiinihapposekvenssin ja mainitun 1l&hetti-RNA-molekyylin
valille, (b) tunnistetaan mainitut kompleksit, ja (c) maa-
ritetd&n mainitun lahetti-RNA-molekyylin taso.

RNA voidaan eristdd solun kokonais-RNA-molekyyleind
tai poly(A)*-RNA-molekyylein&. Solun kokonais-RNA voidaan
eristdd erilaisilla menetelmilld, jotka ovat alan asian-
tuntijalle tuttuja [Ausubel et al. (1987) teoksessa "Cur-
rent Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons,
New York]. Sellaiset menetelmat sisaltavat RNA-molekyylin
uuttamisen erottavalla saostuksella [Birnboim, H.C. (1988)
Nucleic Acids Res. 16: 1487 - 1497], RNA-molekyylin uutta-
misen orgaanisilla liuottimilla [Chomczynski, P. et al.
(1987) Anal. Biochem. 162: 156 - 159] ja RNA-molekyylin
uuttamisen vahvoilla denaturanteilla [Chirgwin, J.M. et
al. (1979) Biochemistry 18: 5294 - 5299]. Poly(A)*-RNA voi-
daan selektoida solun kokonaig-RNA-molekyyleistd affini-
teettikromatografialla oligo-d(T) -pylvéissd [Aviv, H. et
al. (1972) Proc. Natl. Acad. Sci. 69: 1408 - 1412]. Esi-
merkit menetelmistd solun lahetti-RNA-tasojen miAdrittaAmi-
seksi vaiheessa (c) sisaltévat, mutta eivat ole rajoittu-
neet, Northern blotting -menetelmidn [Alwine, J.C. et al.
(1977) Proc. Natl. Acad. Sci. 74: 5350 - 5354], dot- ja
slot-hybridisaatiomenetelmat [Kafatos, F.C. et al. (1979)
Nucleic Acids Res. 7: 1541 - 1522], suodatinhybridisaation
[Hollander, M.C. et al. (1990) Biotechniques 9: 174 -
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179], RNase-suojausmenetelmdn [Sambrook et al. (1989)
teoksessa "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold
Spring Harbor Press, Plainview, NY], polymeraasiketjureak-
tion [Watson, J.D. et al. (1992) teoksessa "Recombinant
DNA", 2. painos, W.H. Freeman and Company, New York] Jja
tuman zrun-off-testit [Ausubel et al. (1987) teoksessa
"Current Protocols in Molecular Biology', 1lisiosa 29
(1990), John Wiley and Sons, New York, New York].
Biotestin vaiheessa (b) olevien kompleksien tunnis-
tus voidaan suorittaa myds erilaisilla menetelmill&. Komp-
leksien tunnistus signaalin amplifikaatiolla voidaan suo-
rittaa useilla tavanomaisilla leimausmenetelmilld, sisadl-
t&en radioaktiiviset leimat ja entsyymit [Sambrook et al.
(1989) teoksessa "Molecular Cloning: A Laboratory Manual',
Cold Spring Harbor Pregs, Plainview, New York; Ausubel et
al. (1987) teoksessa "Current Protocols in Molecular Bio-
logy", John Wiley and Sons, New York, New York]. Radiocak-
tiivisuusleimauksessa kaytettavat kayttdpakkaukset ovat
myds kaupallisesti saatavissa. MART-1l-nukleiinihapposek-
venssi, jota kaytetddn koettimena biotestin vaiheessa (c¢),
voi olla RNA- tai DNA-molekyyli. Suositeltavat menetelmit
DNA-sekvenssien leimaamiseksi tapahtuvat 32P—1eimalla.kéyt—
tden Klenow-entsyymid tai polynukleotidikinaasia. RNA- tai
ribonukleotidikoetinsekvenssien suositeltavat leimausmene-
telmat tapahtuvat >2pP- tai 3%g-leimalla kayttéen RNA-poly-
meraaseja. Lisdksi on olemassa tunnettuja ei-radioaktiivi-
sia menetelmid signaalin amplifioimiseksi sisdltien mene-
telmat, joilla kiinnitetd&n kemiallisia ryhmid pyrimidii-
ni- ja puriinirenkaisiin [Dale, R.N.K. et al. (1973) Proc.
Natl. Avad. Sci. 70: 2238 - 2242; Heck, R.F. (1968) S. Am.
Chem. Soc. 90: 5518 - 5523], menetelmdt, jotka sallivat
tunnistuksen kemiluminisenssilla [Barton, S.K. et al.
(1992) J. Am. Chem. Soc. 114: 8736 - 8740] ja menetelmit,
joissa kaytetaan biotinyloituja nukleiinihappokoettimia
[Johnson, T.K. et al. (1983) Anal. Biochem. 133: 125 -
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131; Erickson, P.F. et al. (1982) J. of Immunology Methods
51: 241 - 249; Matthaei, F.S. et al. (1986) Anal. Biochem.
157: 123 - 128] ja menetelmdt, jotka sallivat tunnistuksen
flucresenssilla kdyttéen kaupallisesti saatavia tuoctteita.
Ei-radiocaktiiviset leimauskayttdpakkaukset ovat myds kau-
pallisesti saatavissa.

Esimerkit biologisista naytteistéd, Joita wvoidaan
kadyttdd téssd biotestissd sisaltavat, mutta eivit ole ra-
joittuneet, primaariset nisadkésviljelmé&t, nisakdsjatkoso-
lulinjat, kuten melanosyyttisolulinjat, nisakkaan elimet,
kuten ihon tai wverkkokalvon, kudokset, biopsiandytteet,
kasvaimet, patologiset naytteet ja ruumiinavausnéytteet.

Suositeltavassa suoritustavassa kaytetéan 32p_lei-
malla radioaktiiviseksi leimattua MART-1-koetinta, kuten
on esgitetty esimerkissa 1. MART-1-koetin on suositeltavas-
ti kuvion 1 mukainen tayspitkd cDNA (SEQ ID -numero 1).
Noin 1,6 kiloemdksen (kb) pituinen cDNA (kuvio 1; SEQ ID
-numero 1) kloonattiin vektoriin ja tuloksena syntynyt
plasmidi talletettiin American Type Culture Collection
-kokoelmaan (ATCC), 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD,
20852 USA, 14.4.1994 ja sille annettiin ATCC koodinumerc
75738. Tayspitka&d MART-1-nukleiinihapposekvenssi voidaan
eristdd pCRII-plasmidista digestoimalla HindIII- ja Xhol-
regtriktiocentsyymeilla. Sitten tatd 1,6 kb pituista nukle-
iinihapposekvenssid voidaan kayttaa koettimena. Tata koe-
tinta ké&ytet&&n tunnistamaan MART-1-mRNA niiden kokonais-
RNA-molekyylien tai poly A* RNA -molekyylien joukossa, jot-
ka eristet&an erilaisista kudoksista tai biologisista
naytteista.

Toisessa suoritustavassa kaytetdadn oligonukleoti-
diparien, jotka perustuvat kuvion 1 mukaiseen MART-1-gek-
venssiin (SEQ ID -numero 1), vhdistelmid polymeraasiket-
jureaktiocalukkeina (PCR) MART-1-mRNA-molekyylin tunnista-
miseksl biologisessa naytteessa. Naitéd alukkeita voidaan

kayttad menetelmissd, jossa seurataan k&&nteiskopioijaent-
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syymi - polymeraasiketjureaktiomenetelmd& (RT-PCR) valitun
RNA-nukleiinihapposekvenssien amplifioimiseksi, kuten on
kuvattu vyksityiskohtaisesti teoksessa Ausubel et al.
(coim.) (1987) "Current Protocols in Molecular Biology",
kappale 15, John Wiley and Sons, New York, New York. 0Oli-
gonukleotidit voidaan syntetisoida automatisoiduilla lait-
teilla, joita useat valmistajat myyvat, tai ne voidaan
valmistaa kaupallisesti perustuen tamin keksinndn mukai-
seen nukleiinihapposekvenssiin. Alan asiantuntija tietaéi,
miten wvalita MART-1-nukleiinihapposekvenssiin perustuvat
PCR-alukkeet naytteen MART-1-RNA-molekyylin amplifioimi-
seksi.

Taman keksinndén mukainen MART-1l-nukleiinihapposek-
venssgl tail osat siita (kuvio 1; SEQ ID -numero 1) ovat
kayttdkelpoisia MART-1l-geenin muutosten tunnistamiseksi
normaalissa tai sailraassa nisdkaskudoksessa. Muutoksella
tarkoitamme lisdyksid, deleetioita, substituutioita tai
duplikaatioita MART-1l-geenisekvenssissa tal MART-1l-geeni-
sekvenssin geeniamplifikaatiota. Sen vuoksi toinen esilléd
olevan keksinndn nakdkohta koskee testid, jolla tunniste-
taan MART-1-geenin muutokset biologisessa ndytteessa, joka
gigadltdd wvaiheet, joissa (a) saatetaan témédn keksinndn
mukainen nukleiinihapposekvenssi kokonaan tai osa siité
kosketukseen biologisesta ndytteestd eristetyn genomisen
DNA:n kanssa olosuhteissa, jotka sallivat kompleksin muo-
dostumisen mainitun nukleiinihapposekvenssin ja mainitun
genomisen DNA:n valille, (b) tunnistetaan mainitut komp-
leksit, ja (¢} mddritetddn muutokset mainitussa MART-1-
geenissad vertaamalla verrokkindytteeseen.

Standardimenetelmé&t DNA:n eristdmiseksi bioclogises-
ta naytteestd, geenimuutosten tunnistamiseksi ja MART-1-
nukleiinihappokoettimen ja genomisten DNA-sekvenssien va-
listen kompleksien tunnistamiseksi on esitetty sellaisissa
kédsikirjoissa, kuten Sambrook et al. (toim.) (1989) "Mole-

cular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor
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Press, Plainview, New York ja Ausubel et al. (toim.) (1987)
"Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and
Song, New York, New York.

Tamén keksinndén mukaisia MART-1l-nukleiinihapposek-
vensseja (kuvio 1; SEQ ID -numero 1) voidaan myds kayttda
koettimina MART-1-homologien eritdmiseksi muista lajeista.
Suositeltavassa suoritustavassa MART-1-cDNA-molekyylia
(kuvio 1; SEQ ID -numero 1) kaytetdan seulottaessa nisik-
k&&n cDNA-kirjastoa, positiiviset kloonit valitaan ja sek-
vensoidaan. Esimerkit kudoslahteista, joista cDNA-kirjasto
voidaan syntetisoida sisadltavat, mutta eivat ole rajoittu-
neet, ihon, verkkokalvon, melanosyytit, wvastasyntyneen
ihon ja sikidt. Melanoomakirjasto seulotaan suositeltavas-
ti ka&yttden MART-1-cDNA-molekyylid koettimena (kuvio 1;
SEQ ID -numero 1) . Alan asiantuntija ymmart&dd, ettd homo-
logien tunnistamiseksi tulee kayttadd sopivia hybridisaa-
tio-olosuhteita. Tavanomaiset menetelmdt nukleiinihappo-
hybridisaatiota, kirjastojen valmistusta ja kloonausmene-
telmid varten on kuvattu teoksissa Sambrook et al.
(toim.) (1989) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual",
Cold Spring Harbor Press, Plainview, New York ja Ausubel
et al. (toim.) "Current Protocols in Molecular Biology"
(1987), John Wiley and Sons, New York, New York.

Tiedetddn, ettéd MART-1l-proteiini kokonaan tai sen
osat toimivat antigeenina, joka on l&snd melanocomasoluis-
sa. Sen vuoksi tamdn keksinndn toinen nadkdkohta on esittdd
MART-1-nukleiinihappokoettimet k&ytettdviksi tunnistetta-
egsa MART-1-RNA-molekyylien lasnaolo tai muutokset MART-1-
mRNA-tasoissa biologisessa naytteesséd, joka on eristetty
nisakk&asta, joka on sairastunut. Esimerkit sellaisista
taudeista sisd&ltavat, mutta eivit ole rajoittuneet, mela-
noomat. Muutoksilla MART-1-mRNA-tasoissa tarkoitamme ko-
hoamista tai alenemista RNA-molekyylin tasossa suhteessa
verrokkinaytteeseen tai MART-1-mRNA-molekyylin ilmestymis-

td tai katoamista suhteessa verrokkinidytteeseen. MART-1-
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mRNA-molekyylin muutosten tunnistus sallii diagnoosin tai
tautitilan varmistamisen. Sen vuoksi muutokset MART-1-
mRNA-tasossa voivat olla ennustavia sairastuneen nisakkaan
prognoosille.

Toisessa suoritustavassa ta&man keksinndn mukaista
nukleiinihappoa voidaan kaytt&4 in situ hybridisaatiossa
nisakkdan kudoksilla MART-1l-geenin tarkan soluekspression
paikan maarittamiseksi kudoksessa. Suositeltava menetelma
MART-1-nukleiinihapposekvenssin leimaamiseksi on synteti-
goida 3°S-leimattu RNA-koetin in vitro transkriptiolla
kdyttéen SP6-polymeraasia. MART-1-plasmidissa (ATCC koodi-
numero 75738) sense-juoste on T7-promoottorin s&&telyn
alaisuudessa, antisense-juoste on SP6-promoottorin s&ite-
lyn alaisuudessa. On suositeltavaa, etta koetin hydroly-
soidaan niin, ettd koettimen pituudeksi tulee noin 400 -
200 emasparia. Tavanomaiset menetelmét kudoksen valmista-
miseksi in situ hybridisaatiota varten, koettimien synte-
tisoimiseksi ja signaalin tunnistamiseksi voidaan 16yt&a
teoksista Ausubel et al. (toim.) (1987) "Current Protocols
in Molecular Biology", John Wiley and Sons, New York, New
York, kappale 14, ja Vander Ploeg, M., Raap, A.K. (1988)
"New Frontiers in Cytology", Goerttler, K., Feichter,
G.E., Witte, S. (toim.), sivut 13 - 21, Springer-Verlag,
New York. Sitten koetin saatetaan kosketukseen nisikésku-
dosleikkeiden kanssa ja in situ analyysit suoritetaan ta-
vanomaisin menetelmin. Esimerkit kudoksista, joita voidaan
kayttéad sisaltavat, mutta eivat ole rajoittuneet, nisék-
k&&n sikidt, aikuisen nisdkkdadn kudokset, kuten iho, imu-
solmukkeet ja wverkkokalvo, biopsiandytteet, patologiset
naytteet ja ruumiinavausndytteet. Suositeltavassa suori-
tustavassa in gitu MART-1l-koettimia voidaan kayttd&i MART-
1-RNA-ekspression arvioimiseksi invasgiivisen aikaisen me-
lancoman suhteen sairaassa kudoksessa niin, ettd karakte-
risoidaan melanoomavaurion radiaaliset ja vertikaaliset

kasvuvaiheet ja mdaritetddn taudin rajat kudoksessa.
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Vield erdassad taman keksinndn suoritustavassa MART-
l-nukleiinihapposekvenssid tai osia siitd (SEQ ID -numero
1) voidaan kayttaéd siirtogeenisten eldinten muodostamisek-
gi. MART-l-geeni vied&in sisdan eldimeen tai eldimen egi-
isdan suositeltavasti alkiovaiheessa, suositeltavasti vk-
sisoluvaiheen lopussa ja vleensd ei myShemmin kuin noin
kahdeksansoluvaiheesgssa. On olemassa useita tapoja, joilla
gellaiget siirtogeeniset el&imet, joissa on MART-1l-geeni,
voidaan valmistaa. Yksi menetelmd sisdltdd sellaisten ret-
rovirusten kavytdn, joissa on MART-1l-sekvenssi kokonaan tai
osa siitd. Siirtogeenin sisaltavat retrovirukset viedéan
sigéddn eldimen alkioon transfektiolla. Muut menetelmdt
sisdltavat siirtogeenin suoran injektion alkioon. Viela
muut menetelmdt sisdltlvat alan asiantuntijoiden tuntemat
alkion kantasoclumenetelman tail homologisen rekombinaatio-
menetelmadn kaytdn. Esimerkit el&imistd, Jjoihin MART-1-
siirtogeeni voidaan viedd siséltavat, mutta eivat ole ra-
joittuneet, k&delliset, hiiret, rotat tai muut jyrsijat.
Sellaiset siirtogeeniset eldimet voivat olla kayttdkelpoi-
gia biologisina malleina melancoman tutkimiseen ja diag-
nostisten ja terapeuttisten menetelmien arviocimiseksi me-
lanoomaa varten.

Tamd keksintd sgisédltdd edelleen vasta-aineen tai
vagta-aineet, Jjotka reagoivat MART-1l-proteiinin tai sen
peptidien tai modifioitujen peptidien tai analogien, joil-
la on kuviossa 1 mddritelty aminohapposekvenssi (SEQ ID
-numero 2), tai sen uniikin osan kanssa. Tassd keksinndn
suoritustavassa vasta-aineet ovat monoklonaalisia tai po-
lyklonaalisia alkuperaltddn. Vasta-aineiden muodostukeen
kaytetty MART-l-proteiini tai peptidit voivat olla perai-
gin luonnollisista lahteista tai rekombinanttildhteista
tai ne voidaan muodostaa kemiallisella synteesilld. Luon-
nolliset MART-l-proteiinit voidaan eristad nisdkkadn bio-
logigista naytteistd. Biologiset ndytteet sis&ltéavat, mut-

ta eivat ole rajoittuneet, nisadkkdan kudokset, kuten tuo-
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reen melanooman, ihon, verkkokalvon, nisdkdssolujen pri-
maariset tai jatkosoluviljelmadt, kuten melanoomaviljelmit
tai viljellyt melanosyytit. Luonnolliset MART-1l-proteiinit
voidaan eristda samoilla menetelmilld kuin on kuvattu yl11la
rekombinanttiproteiineja varten. MART-1l-rekombinanttipro-
teiinit tai peptidit voidaan tuottaa ja puhdistaa tavan-
omaisin menetelmin. Synteettiset MART-1-peptidit wvoidaan
tilata ja valmistaa kaupallisesti perustuen esilld olevan
keksinnén mukaiseen ennustettuun aminohapposekvenssiin
(kuvio 1; SEQ ID -numero 2) tai syntetisoida alan asian-
tuntijan tuntemin menetelmin [Merrifield, R.B. (1963) J.
Amer. Soc. 85: 2149]. Esimerkit MART-1-peptideistd sisal-
tavat, mutta eivit ole rajoittuneet, peptidin AAGIGILTV
(M9-2; SEQ ID -numero 4), EAAGIGILTV (M10-3; SEQ ID -nume-
ro 17) Jja AAGIGILTVI (M10-4; SEQ ID -numero 18) (peptidit
kirjoitetaan aminchappojen vksikirjainkoodilla). Suositel-
tavin peptidi on AAGIGILTV (SEQ ID -numero 4).
MART-1-proteiinisekvenssistd perdisin olevat pep-
tidit voidaan vaihtoehtoisesti modificida niiden immuno-
geenisyyden kohottamiseksi tehostamalla peptidin sitoutu-
mista niihin MHC-molekyyleihin, joihin peptidi sisdltyy.
Esimerkit sellaisista kayttékelpoisista modifiociduista
MART-1-peptideista on esitetty, mutta eivat ole rajoittu-
neet, taulukossa 14. Suositeltavassa suoritustavassa MART-
l-peptidi, joka on modifioitu niin, ettd sen sitoutuminen
MHC luokan I -molekyyleihin on tehostunut, on AAGIGILTV
(SEQ ID -numero 4). Esimerkin vuoksi modifioidut peptidit
ALGIGILTV (M9-2-2L) (SEQ ID -numero 50), WAGIGILTV (MS-2-
1W) (SEQ ID -numero 53), FAGIGILIV (M9-2-1F) (SEQ ID -numero
54) ja AAYIGILTV (M9-2-3Y) (SEQ ID -numero 58). Peptidi tai
modificitu peptidi wvoidaan konjugoida kantajamolekyyliin
peptidin antigeenisyyden tehostamiseksi. Esimerkit kanta-
jamolekyyleistd sisdltdvat, mutta eivat ole rajoittuneet,
ihmisen albumiinin, naudan albumiinin, lipoproteiinin ja

Kevhole limpet -hemosyaniinin ["Bagic and Clinical Immuno-
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logy" (1991) sStites, D.P. ja Terr, A.I. (toim.), Appleton
and Lange, Norwalk, Connecticut, San Mateo, Kalifornial.

Esimerkit esilld olevan keksinndén mukaisissa tun-
nistusmenetelmissd kéytettdvistd vasta-ainemolekyyleistd
ovat koskemattomat immunoglobuliinimolekyylit, oleellises-
ti koskemattomat immunoglobuliinimolekyylit tai ne osat
immunoglobuliinimolekyylia, jotka sis&ltavat antigeenia
sitovan kohdan, sisaltden ne osat immunoglobuliinimolekyy-
114, jotka tunnetaan alalla F(ab)-, F(ab’)-, F(ab),- ja
F(v)-osina. Polyklonaaliset tai monoklonaaliset wvasta-ai-
neet voidaan valmistaa alalla tunnetuilla menetelmilla
[Kohler ja Milstein (1975) Nature 256: 495 - 497; Campbell
"Monoclonal Antibody Technology, the Production and
Characterization of Rodent and Human Hybridomas" teoksessa
Burdon et al. (toim.) (1985) "Laboratory Techniques in Bio-
chemistry and Molecular Biology", osa 13, Elsevier Science
Publishers, Amsterdam]. Vasta-aineet tai antigeenia sito-
vat fragmentit voidaan tuottaa myds yhdistelmad-DNA-mene-
telmilla. Seka raskas- ettd kevytketjugeenien ekspressio-
menetelmat E. coli -bakteerissa ovat aiheena PCT-patent-
tihakemuksissa, joiden julkaisunumerot ovat WO 901 443, WO
901 443 ja WO 9 014 424, ja julkaisussa Huse et al. (1989)
Science 246: 1275 - 1281.

Taman keksinndén mukaiset vasta-aineet voivat rea-
goida luonnollisen ja denaturoituneen MART-1-proteiinin,
sen peptidien tai analogien, tai sen modifioitujen pepti-
dien ja analogien kanssa. Spesifinen immuunitesti, jossa
vasta-aineita tullaan kayttami&édn osoittaa, mitk& wvasta-
aineet ovat toivottavia. Vasta-aineet voidaan muodostaa
MART-1l-proteiinia tai sen osia vastaan tai MART-1-amino-
happosekvenssille homologisia synteettisii peptideji vas-
taan.

Eraddss& suoritustavassa tamdn keksinndén mukaisia
vasta-aineita k&ytetd&n immuunitesteissa uuden MART-1-pro-

teiinin tunnistamiseksi biologisissa naytteisgsid. TAassé
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menetelméssa esilld olevan keksinndn mukaiset vasta-aineet
saatetaan kosketukseen biologisen naytteen kanssa ja tun-
nistetaan kompleksin muodostuminen MART-1l-antigeenin ja
vasta-aineen kesken. Esilld olevan keksinndn mukaiset im-
muunitestit wvoivat olla radioimmuunitesti, Western blot
-testi, immunofluoresenssitesti, entgsyymi-immuunitesti,
kemiluminesenssitesti, immunohistokemiallinen testi Ja
niiden kaltainen testi [teoksessa "Principles and Practice
of Immunoassay" (1991), Christopher, P. Price ja David J.
Neoman ({(toim.), Stockton Press, New York, New York; Ausu-
bel et al. (toim.) (1987) teoksessa "Current Ptotocols in
Molecular Biology", John Wiley and Sons, NewYork, New
York] . Alalla tunnetut standardimenetelmét ELISA-testiid
varten on kuvattu teoksissa Methods in Immunodiagnosis, 2.
painos, Rose ja Bigazzi, toim., John Wiley and Sons, New
York, 1980; ja Campbell et al., Methods of Immunology,
W.A. Benjamin, Inc., 1964, joista molemmat on liitetty
tdhdn viitteeksi. Sellaiset testit voivat olla suoria,
epasuoria, kompetetiivisia tail ei-kompetetiivisia immuuni-
testeja, joita alalla on kuvattu [teoksessa "Principles
and Practice of Immunoassay" (1991}, Christopher P. Price
ja David J. Neoman (toim.), Stockton Press, MY, NY; Oel-
lirich, M., 1984, J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 22: 895 -
904]. Biologiset naytteet, jotka ovat sgopivia sellaisia
tunnistustestejd varten, sisdltavat nisakkaan kudokset,
melanooman ja melanosyyttisolulinjat, ihon, verkkokalvon,
imusolmukkeet, patologiset naytteet, ruumiinavausnaytteet
ja biopsiandytteet. Proteiinit voidaan eristdd biologisis-
ta naytteistd tavanomaisin menetelmin, jotka on kuvattu
teokgessa Ausubel et al. (toim.) (1987) "Current Protocols
in Molecular Biology", John Wiley and Song, New York, New
York.

Sen wvuoksi té&mdn keksinndn mukaisia vasta-aineita
voidaan ka&ytt&da immuunitesteissd MART-1l-antigeenin l&sna-

olon tai MART-l-antigeenin ekspressiotason muutoksen tun-
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nistamiseksi biologisissa néytteissa, jotka on eristetty
nisdkkéistd, joka sairastaa tautia tai hAiridtd. Esimerkit
biologisista naytteisti sisdltévat, mutta eivit ole ra-
joittuneet, nisdkkadan kudokset, biopsiakudosniytteet, me-
lanooma- ja imusolmukebiopsiandytteet, patologiset ja ku-
dosnaytteet. Esimerkit taudeista, jotka voidaan md&rittii
ndilla immuunitesteilld sisaltavat, mutta eivit ole ra-
joittuneet, melanoomat ja kudokset, jotka ovat melanooman
metastaasien sekundaarisia kohtia. Ekspressiotason muutok-
sella tarkoitamme kohoamista tai alenemista MART-proteii-
nin tai sen osan maarassa suhteessa verrokkinfytteeseen.
Muutoksen tarkoitetaan sisaltavan wmyds MART-l-proteiinin
substituutio-, deleetioc- tai lisaysmutantit. Sellaiset
mutaatiot voidaan méarittadd kayttéen taman keksinndn mu-
kaisia vasta-aineita, joiden tiedetdan reagoivan spesifis-
ten MART-l-epitooppien kanssa ja mdarittéamdlla, mitkd epi-
toopit ovat lasnd suhteessa verrokkiin. Sen vuoksi t&man
keksinndén mukaisgia vasta-aineita voidaan kayttdd immuuni-
testissa sellaisen nisdkkédn diagnooseissa, mddrityksissa
tai prognooseissa, joka sairastaa kyseista tautia.

Suositeltavassa suoritustavassa té&madn keksinndn
mukaigia MART-1-vasta-aineita kdytetddn mdarittadmédin MART-
l-antigeenin lasndolo immunosytokemialla sellaisen nisdk-
k&an kudosbiopsiassa, joka sairastaa melanocomaa. Sellaisen
maarityksen antamaa kuvaa MART-1l-antigeenista sairaassa
kudoksessa voidaan kayttd& ennustamaan taudin progressiota
nisdkk&dalld, joka sailrastaa tautia. MART-1-vasta-aineita
voidaan spesifisesti k&yttdd karakterisoimaan melancoma-
vaurion radiaaliset ja vertikaaliset kasvuvaiheet. Tavan-
omaiset menetelmdt imuunohistokemiaa varten on kuvattu
tecksissa Harlow ja Lane (toim.) (1988) "Antibodies: A La-
boratory Manual", Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbeor, New York; Ausubel et al. (toim.) {1987) "Current
Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, New
York, New York,
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Toilsessa suoritustavassa tamé&n keksinndn mukaisia
vasta-aineita voidaan kayttda MART-1-proteiinin tai sen
osien puhdistuksessa. Immuncaffiniteettikromatografia voi-
daan suorittaa tavanomaisin menetelmin, jotka alan asian-
tuntija tuntee [Ausubel et al. (toim.) (1987) "Current Pro-
tocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, New
York, New York].

Toisessa suositeltavassa suoritustavassa kanin an-
tiseerumeita, Jjotka sisaltavat sellaisia wvasta-aineita,
jotka spesifisesti tunnistavat MART-1-proteiinin, kayte-
taan tunnistamaan mainittu proteiini Western blot -analyy-
éissé. Sellaiset antiseerumit on kohdistettu koko MART-1-
proteiinia tai sen osaa tail osia tai MART-1l-proteiinisek-
venssista peraisin olevia synteettisid peptidejd vastaan.
Suositeltavasti kéytetddn synteettistd MART-1-peptidid,
joka on perdisin ennustetusta MART-1-aminohapposekvenssis-
td (kuvio 1; SEQ ID -numero 2). Vaihtoehtoisesti voidaan
kayttaad modifioituja MART-1-peptidejé. Peptidi syntetisoi-
daan standardimenetelmin automaattisella peptidisynteti-
saattorilla ja puhdistetaan korkeapainenestekromatografi-
alla (HPLC), kuten on kuvattu esimerkissd 2. Puhdistettu
peptidi wvoidaan konjugoida kantajaan, kuten on kuvattu
teoksessa M. Bodanszky (1984) "Principles of Peptide Synt-
hesis", Springer Verlag, New York, New York. Kiyttéen ta-
vanomaisia menetelmid kanit voidaan immunisoida MART-1-
proteiinilla tai kantajaan konjugoidulla peptidilla. Suo-
siteltavasti k&ytetd&n noin 0,1 - noin 10 mg adjuvantissa
olevaa antigeenia, suositeltavimmin k&ytetd&dn noin 1 mg
adjuvantissa olevaa antigeenia. Eldimelle annetaan saman-
laiset tehostinannokset ja antiseerumien tiitterit m&dri-
teﬁéén. ELISA-testillad. Tyydyttévat antiseerumien tasot
saavutetaan, kun anti-peptidi-vasta-aineen tiitteri saa-
vuttaa tasannevaiheen. Tatd vasta-ainetta voidaan kayttdi

standardeissa immuunitesteissd, jotka on kuvattu ylla.
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T-lymfosyytit tunnistavat antigeenin vhdess& luokan
I tai luokan II MHC -wmolekyylien kanssa sellaisessa muo-
dossa, Jjossa peptidifragmentti on sitoutunut MHC-molekyy-
liin. Peptidin sitoutumisaste annettuun MHC-alleeliin pe-
rustuu aminohappoihin peptidin tietyissd kohdissa [Parker
et al. (1992) Journal of Immunology 149: 3580; Kubo et al.
(1994) Journal of Immunology 52: 3913 - 3924; Ruppert, J.
et al. (1993) Cell 74: 929 - 937; Falk et al. (1991)
Nature 351: 290 - 296, Jjoista kukin on liitetty tahén
viitteeksi]. Sen vuoksi toinen tamén keksinndén suoritusta-
pa koskee peptidejd, jotka ovat perdisin MART-1-proteiini-
sekvenssista (kuvio 1; SEQ ID -numero 2), joita on modifi-
oitu niin, ettd niiden immunogeenisyyttd on kohotettu te-
hostamalla peptidin sitoutumista siihen MHC-molekyyliin,
jonka kanssa peptidi assosiocituu. Modifikaatio gisiltés
egsimerkiksi aminochapon substituution, deleetion tai lisé-
vksen annetussa immunogeenisessd peptidisekvenssisssd, tail
olemagega olevien aminohappojen mutaation annetussa immuno-
geenisessd peptidisekvenssissa, tail olemassa olevien ami-
nohappojen derivatisoinnin annetussa immunogeenisessa pep-
tidisekvenssissa. Mik& tahansa aminohappo, joka sisdltyy
immunogeeniseen peptidisekvenssiin, voidaan modifioida
tdman keksinndén mukaisegti. Suositeltavassa suoritustavas-
ga ainakin vksi aminochappo substituoidaan tai korvataan
annetussa immunogeenisessd peptidisekvenssissa. Mitad ta-
hansa aminchappoa voidaan k&yttadd gubstituoitaessa tai
korvattaessa annettu aminohappo immunogeenisessa peptidi-
sekvenssissd. Modifioitujen peptidien on tarkoitettu si-
sdltdvan minkd tahansa immunogeenisen MART-1-peptidin,
joka on modifioitu ja joka sisdltdd tehostuneen sitoutu-
migen siihen MHC-molekyyliin, jonka kanssa se asgosioituu,
kun se esitetddn T-solulle.

Esimerkiksi HLA-A2-alleeli sitoo yhdeksan tai kym-
menen aminohapon pituisia peptidejad. Esimerkit peptidin

kohdista, joita wvoidaan muuttaa sitomisen tehostamiseksi
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sisaltavat, mutta eivat ole rajoittuneet, peptidin ensim-
madisen, toisen, kolmannen ja viimeisen kohdan. Mita tahan-
sa aminohappoa voidaan k&yttdd substituoitaessa tai kor-
vattaessa namd8 kohdat immunogeenisen peptidisekvenssin
sisadlla. HLA-A2-molekyyliin tapahtuvaa tehostunutta sitou-
tumista varten peptidin toisegsa kohdassa on suositelta-
vasti hydrofobinen alifaattinen aminohappo. Esimerkit ami-
nohapoista, joita voidaan ka&yttda toisessa kohdassa sigil-
tadvat, mutta eivdt ole rajoittuneet, leusiinin, metionii-
nin, alaniinin, isoleusiinin, wvaliinin, treoniinin tai
glysiinin. Peptidin toisessa kohdassa sijaitsee suositel-
tavasti leusiini tai metioniini. Peptidin viimeinen amino-
happo (joko 9. tai 10. aminohappo riippuen peptidin pituu-
desta) on suositeltavasti hydrofobinen alifaattinen amino-
happo. Esimerkit aminohapoista, joita voidaan kayttdd pep-
tidin viimeisess& kohdassa sisdltivat, mutta eivat ole
rajoittuneet, valiinin, metioniinin, leusiinin, alaniinin,
isoleusiinin, treoniinin tai glysiinin. Peptidin viimeinen
kohta sisaltad suositeltavasti valiinin. Peptidin ensim-
maisen ja kolmannen kohdan aminohappoja voidaan myds modi-
fioida peptidin sitoutumisen tehostamisekgi MHC luockan I -
molekyyliin. Peptidin ensimmédisen ja kolmannen kohdan ami-
nohappo voi olla mik& tahansa aminochappo. Ensimm&isen ja
kolmannen kohdan aminohapot ovat suositeltavasti hydrofo-
bisia alifaattisia aminohappoja tai aromaattisia aminohap-
poja. Esimerkit aminohapoista, joita voidaan kayttd& niis-
sd kohdissa sisdltavat, mutta eivat ole rajoittuneet, leu-
siinin, metioniinin, wvaliinin, alaniinin, isoleusiinin,
treoniinin, glysiinin, tryptofaanin, fenyylialaniinin,
tyrosiinin, seriinin, asparagiinihapon tai lysiinin. Esi-
merkit MART-1l-peptideistd, joita voidaan modifioida sisal-
tavat, mutta eivadt ole rajolttuneet, peptidin AAGIGILTV
(SEQ ID -numero 4), EAAGIGILTV (SEQ ID -numero 17) Jja
AAGIGILTVI (SEQ ID -numero 18) (peptidit esitetdin amino-

happojen yksikirjainkoodilla). Esimerkiksi immunogeeninen
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MART-1-peptidi AAGIGILTV (SEQ ID -numero 4) voidaan modi-
fioida seuraavan kaavan X;X,X3IGILTX, (SEQ ID -numero 122)
mukaigesti, jossa:

X1 voi olla mikéa tahansa aminohappo, suositeltavasti
mika tahansa hydrofobinen alifaattinen aminohappo tai aro-
maattinen aminohappo. Esimerkit aminohapoista, joita voi-
daan kayttadd sisdltavat, mutta eivat ole rajoittuneet,
alaniinin, tryptofaanin, fenyylialaniinin, tyrosiinin,
lysiinin, isoleusiinin, leusiinin, metioniinin, treonii-
nin, glysiinin tai seriinin.

X, voi olla mik& tahansa hydrofobinen aminohappo,
suositeltavasti alifaattinen hydrofobinen aminohappo. Esi-
merkit aminohapoista, joita voidaan k&yttdad sisadltivat,
mutta eivdt ole rajoittuneet, leusiinin, metioniinin, iso-
leusiinin, valiinin, treoniinin, alaniinin tai glysiinin.

Xy voi olla mika tahansa aminohappo, suositeltavasti
hydrofobinen alifaattinen aminohappo tai aromaattinen ami-
nohappo. Esimerkit aminohapoista, joita voidaan k&yttda
sisaltavat, mutta eividt ole rajoittuneet, tryptofaanin,
fenyylialaniinin, tyrosiinin, lysiinin, asparagiinihapon,
gseriinin, alaniinin, glysiinin, iscleusiinin, valiinin tai
treoniinin.

X, voi olla mik& tahansa hydrofobinen aminohappo,
suositeltavasti hydrofobinen alifaattinen aminohappo. Esi-
merkit aminohapoista, Jjoita voidaan kayttidad sisdltiavac,
mutta eivdt ole rajoittuneet, valiinin, leusiinin, isoleu-
giinin, alaniinin, treoniinin tai glysiinin.

Esimerkit modifioiduista AAGIGILTV-peptidisekvens-
gseistd (SEQ ID -numero 4), joita voidaan tuottaa, on esi-
tetty taulukossa 14 (esimerkki 5), mutta eivat ole rajoit-
tuneet niihin.

Tama keksintd sisaltdd edelleen ndiden immunogee-
nisten modifioitujen peptidien, jotka ovat per&isin MART-
1-aminohapposekvenssistd (kuvio 1; SEQ ID -numero 2), joi-

ta on modifioitu, analogit. Termin analogi tarkoitetaan
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sis&dltavan kaikki peptidit, jotka sisaltavat niiden modi-
fioitujen peptidien toiminnalliset ominaisuudet. Termi
analogi sisaltdd myds ndiden modifioitujen peptidien kon-
servoituneet substituutiot tai kemialliset johdannaiset,
kuten ylla on kuvattu. N&md& modifioidut peptidit voidaan
tuottaa tavanomaisin synteettisin menetelmin tai vhdistel-
ma-DNA-menetelmin.

MART-1-rekombinanttiproteiinia tai luonnollista
MART-1-proteiinia, sen peptidejd tai analogeja tai modi-
foituja MART-1-peptidejd tai niiden analogeja voidaan
kayttaa rokotteena joko profylaktisesti tai terapeuttises-
ti. Kun annetaan profylaktisesti, rokote annetaan etuké-
teen silloin, kun havaitaan jokin osoitus melanoomasta.
MART-1-rokotteen profylaktisen annon tulisi toimia esgté-
malléd tai lieventadm&llad melanoomaa nisdkkialla. Suositel-
tavassa suoritustavassa nisdkk&at, suositeltavasti ihmi-
set, joilla on korkea riski saada melanooma, hoidetaan
profylaktisesti té&mdn keksinndén mukaisilla rokotteilla.
Esimerkit sellaisista nisdkkdistad sisdltivat, mutta eivat
ole rajoittuneet, ihmiset, joilla on ollut melanoomaa ai-
emmin suvussa, ihmiset, joilla on ollut aiemmin epityypil-
lisid syntymémerkkejd, ihmiset, joilla on ollut aiemmin
FAM-M-oireyhtymd tai ihmiset, joilla on aiemmin ollut me-
lanooma, joka on leikattu, ja sen vuoksi riski saada se
uudelleen. Kun annetaan terapeuttisesti, rokote annetaan
potilaan oman immuunivasteen tehostamiseksi kasvainanti-
geenia vastaan, joka on lasnd melanoomassa tai metastasoi-
vassa melanocomassa. Rokote, joka toimii immunogeening, voi
olla solu, solulysaatti soluista, jotka on transfektoitu
rekombinanttiekspressiovektorilla, solulysaatit soluista,
jotka on transfektoitu MART-1l-rekombinanttiekspressiovek-
torilla tai viljelmasupernatantti, joka sis81tdi ekspres-
soidun proteiinin. Vaihtoehtoisesti immunogeeni on osit-
tain tal oleellisesti puhdistettua MART-1-rekombinantti-

proteiinia, sen peptidia tai analogia tai sen modifioituja
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peptideja tai analogeja. Proteiinit tai peptidit voidaan
konjugoida lipoproteiinin kanssa tai antaa liposomimuodos-
sa tai adjuvantin kanssa.

Samalla, kun on mahdollista antaa immunogeeni puh-
taassa muodossa tai oleellisesti puhtaassa muodossa, on
suositeltavaa antaa se farmaseuttisena koostumuksena, for-
mulaationa tai valmisteena.

Esilld olevan kekginndén formulaatiot, sekd eldin-
ettd ihmiskayttdd varten, sisaltdvat yl1la kuvatun immuno-
geenin yhdessa yhden tai useamman farmaseuttisesti hyvak-
syttavan kantajan, ja vaihtoehtoigesti muiden terapeuttis-
ten tayteaineiden, kanssa. Kantajan (kantajien) taytyy
olla "hyvaksyttava" ("hyvéksyttavid") siind mielessa, etta
se (ne) on (ovat) yhteensopiva (yhteensopivia) muiden for-
mulaation tayteaineiden kanssa eik& ole tuhoisa sen (nii-
den) vastaanottajalle. Formulaatiot voidaan helposti antaa
vksikkdannosmuodossa ja ne voidaan valmistaa milld tahansa
farmaseuttisen alan hyvin tunnetulla menetelmdlla.

Kaikki menetelmdt sisdlt&vat vaiheen, jossa aktii-
vinen aine saatetaan kosketukseen kantajan kanssa, joka
muodostuu vyhdesta tal useammasta apuaineesta. Yleisesti
formulaatiot valmistetaan saattamalla aktiivinen aine ta-
saisesti ja laheisesti kosketukseen nestemdisten kantajien
tai hienojakoisten kiinteiden kantajien tai molempien
kanssa ja sitten, jos on tarpeen, muovaamalla tuote halut-
tuun formulaatioon.

Formulaatiot, jotka ovat sopivia suonensiséiseen,
lihaksensis&iseen, ihonalaiseen tai vatsaontelonsisdiseen
antoon, gisdltavat suositeltavasti aktiivisen aineen ste-
riilit vesipohjaiset liuckset vyhdessd sellaisten liuosten
kanssa, jotka ovat suositeltavasti isotonisia vastaanotta-
jan veren suhteen. Sellaiset formulaatiot on helppo val-
mistaa liuottamalla kiinted aktiivinen aine veteen, joka
sisdltdd fysiologisesti yvhteensopivia aineita, kuten nat-

riumkloridia (esim. 0,1 - 2,0 M), glysiini& ja niiden kal-
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talsia aineita, ja joka on puskuroitu pH:hon, joka on yh-
teensopiva fysiologisten olosuhteiden kanssa niin, etté
tuotetaan vesipohijainen liuos, ja tehdddn mainitusta liu-
oksesta steriili. Nam& voivat olla l&snd yksikkdannos-tai
moniannosséilidissd, esimerkiksi suljetuissa ampulleissa
tai 1l&3kepulloissa.

Egilld olevan keksinndn mukaiset formulaatiot voi-
vat sisdltld stabiloivan aineen. Kuvaavia stabiloivia ai-
neita ovat polyetyleeniglykoli, proteiinit, sakkaridit,
aminohapot, epdorgaaniset hapot ja orgaaniset hapot, joita
voidaan kAyttad joko vkeinddn tai geoksina. Namid stabiloi-
vat ailneet lisdtdén suogiteltavasti mAdrand 0,11 -10,000
paino-osaa immunogeenin paino-osaa kohden. Jos kaytetdan
kahta tal useampaa stabiloivaa ainetta, niiden kokonais-
méddrad on suositeltavasti ylld spesifioiduissa rajoissa.
Naitd stabiloivia aineita kaytetdén vesipohjaisissa liuok-
sisga sopivana konsentraationa ja sopivassa pH:ssa. Sel-
laisten vesipohjaisten liuosten spesifinen osmoottinen
paine on yleensd 0,1 - 3,0 osmolia, suositeltavasti 0,8 -
1,2. Vesipohjaisen liuoksen pH sdddetddn niin, ettd se on
5,0 - 9,0, suositeltavasti 6 - 8. Formuloitaessa esilli
olevan keksinnén mukaista immunogeenia voidaan kayttaa
anti-adsorptioainetta.

Farmaseuttisia lisdmenetelmid voidaan kayttda toi-
minnan keston sddtelemiseksi. S&adellyn vapautuksen gisal-
tavat valmisteet voidaan tehdd kayttamdlld polymeerid
kompleksoimaan tail absorboimaan proteiinit tai niiden joh-
dannaiset. Saadelty kuljetus voidaan suorittaa valitsemal-
la sopivat makromolekyylit (esimerkiksi polyesteri, poly-
aminchapot, polyvinyyli, pyrrolidoni, etyleenivinyyliase-
taatti, metyyliselluloosa, karboksimetyyliselluloosa tai
protamiinisulfaatti) ja makromolekyylien konsentraatiota
kuin myds inkorporaatiomenetelmid vapautuksen saddtelemi-
gseksi. Toinen mahdollinen menetelmd toiminnan keston sda-

telemiseksi kayttamadallad sdddellyn vapautuksen sisiltavia



20115005 PrH 16 -07- 2012

10

15

20

25

30

35

35

valmisteita on inkorporoida MART-1l-proteiini, sen peptidit
ja analogit polymeerimateriaalipartikkeleihin, kuten poly-
estereihin, polyaminohappoihin, hydrogeeleihin poly(maito-
happoon) tai etyleenivinyyliasetaattikopolymeereihin.
Vaihtoehtoisesti sen sijaan, ettd ndmd aineet inkorporoi-
daan polymeeripartikkeleihin, on mahdollista sulkea namé
materiaalit mikrokapseleihin, jotka on valmistettu esimer-
kiksi koaservaatiomenetelmillad tai pintapolymerisaatiolla,
esimerkiksi hydroksimetyyliselluloosa- tai gelatiinimikro-
kapseleihin ja poly(metyylimetasylaatti)mikrokapseleihin,
vastaavasti, tai kolloidisiin l&dkekuljetussysteemeihin,
esimerkiksi liposomeihin, albumiinimikropallosiin, mikro-
emulsioihin, nanopartikkeleihin ja nanokapseleihin tai
makroemulsioihin,.

Kun halutaan suun kautta annettavat valmisteet,
kooostumukset voidaan vyhdistéaad tyypillisten kantajien,
kuten laktoosin, sakkaroosin, tarkkelyksen, talkin, mag-
nesiumstrearaatin, kiteisen selluloosgan, metyyliselluloo-
san, karboksimetyyliselluloosan, glyseriinin, natriumalgi-
naatin tai arabikumin kanssa muiden muasgsa.

Esilla olevan keksinndén mukaiset proteiinit voidaan
hankkia joko kayttdpakkauksen muodossa, yksindan tai ylla
kuvatun farmaseuttisen koostumuksen muodossa.

Rokotus voidaan suorittaa tavanomaisin menetelmin.
Immunogeenid voidaan esimerkiksi kayttdd sopivassa laimen-
timessa, kuten suolaliucksessa tail vedessa, tai taydelli-
sisgd tal epatdydellisissd adjuvanteissa. Lisdksi immuno-
geeni voi olla tai ei ole sidottu kantajaan proteiinin
tekemigeksi immunogeeniseksi. Esimerkit sellaisista kan-
tajamolekyyleistd sisaltdvat, mutta eivat ole rajoittu-

neet, naudan seerumialbumiinin (BSA), Kevhole limpet -he-

mosyaniinin (KLH), tetanustoksoidin ja niiden kaltaiset.
Immunogeeni voi myds olla kiinnitetty lipoproteiineihin
tai se voidaan antaa liposomimuodossa tai adjuvanttien

kanssa. Immunogeeni voidaan antaa milld tahansa reitillé,
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joka on sopiva vasta-aineen tuottamiseksi, kuten suonensi-
saisesti, vatsaontelonsisaigesti, lihaksensisdisesti,
ihonalaisesti ja niiden kaltaisin reitein. Immunogeeni
voidaan antaa yhden kerran tai tietyin aikavdlein, kunnes
tuotetaan merkittavd anti-MART-1-immuunisolujen tai anti-
MART-1-vasta-aineen tiitteri. Anti-MART-l-immuunisoluijen
lasndolo voidaan mdarittédad mittaamalla esiaste-CTL-solujen
(sytotoksiset T-lymfosyytit) frekvenssi MART-1l-antigeenia
vastaan ennen ja Jjalkeen immunisaatiota k&yttam&llsa esi-
aste-CTL-analyysitestiid [Coulie, P. et al. (1992) Inter-
national Journal of Cancer 50: 289 - 297]. Vasta-aine voi-
daan tunnistaa seerumissa kayttden yl11l3d kuvattua immuuni-
testia.

Esilld olevan keksinndén mukaisen rokotteen tai im-
munogeenin anto voidaan suorittaa joko profylaktista tai
terapeuttista tarkoitusta varten. Kun annetaan profylakti-
gsesti, immunogeeni annetaan etukdteen gilloin, kun on ole-
massa mikd tahansa todiste melanoomasta tal etukdteen sil-
loin, kun on olemassa mika tahansa melanoomasta johtuva
oire. Immunogeenin profylaktinen anto toimii ehkiisemdlla
tali lievittamdlld wmelanoomaa nisdkkddllad. Kun annetaan
terapeuttisesti, immunogeeni annetaan taudin alkaessa (tai
juuri sen jalkeen) tai silloin, kun mik& tahansa taudin
olre alkaa. Immunogeenin terapeuttinen anto toimii tautia
lievittamdlla.

Suositeltava suoritustapa on rokote, joka on val-
mistettu kdyttéden MART-1-rekombinanttiproteiini tai -pep-
tidiekspressiovektoreita. Rokotteen antamiseksi yksildlle
geneettinen sekvenssi, joka koodittaa koko MART-1-nukleii-
nihapposekvenssid tai osaa siitd, insertoidaan ekspressio-
vektoriin, kuten v1ld on kuvattu, ja vieda&dn sisdédn immu-
nisoitavaan mnisdkkddseen. Esimerkit vektoreista, joita
voidaan kdyttéd edelllmainituissa rokotteissa sisidltavat,
mutta eivat ole rajoittuneet, defektit retrovirusvektorit,

adenovirusvektorit, wvacciniavirusvektorit, linturokkovi-
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rusvektorit tai muut virusvektorit [Mulligan, R.C. (1993)
Science 260: 926 - 932]. Virusvektorit, joissa on koko
MART-1-nukleiinihapposekvenssi tai osa siitd, voidaan vie-
da sisaan nisdkkdidseen joko ennen, kun on olemassa mitdan
todistetta melanoomasta, tai melanoomaa sairastavaan ni-
sdkkédseen taudin regression vAlittdmiseksi. Esimerkit
menetelmistd, joilla virusvektorit annetaan nisakkaille
sisaltavat, mutta eivat ole rajoittuneet, solujen altis-
tuksen virukselle ex vivo tai retroviruksen tai virusta
tuottavan solulinjan injektion sairaaseen kudokseen tai
viruksen suonensisdisen annon. Vaihtoehtoisesti virusvek-
tori, joka sisdltédd koko MART-1l-nukleiinihapposekvenssin
tai osan siita, voidaan antaa paikallisesti suoralla in-
jektiolla melanoomavaurioon tai ulkoisesti farmaseuttises-
ti hyvaksyttavéssé kantajassa. Virusvektorin, joka sisal-
tad koko MART-1-nukleiinihapposekvenssin tai osan siiti,
annettava mé&ra perustuu viruspartikkelien tiitteriin.
Annettavan immunogeenin sucsiteltava m&ard on valilla noin

10% - noin 1011

viruspartikkelia per nis&kés, suositelta-
vasti ihminen. Immunisaation j&lkeen rokotteen tehokkuus
voidaan mddrittdd tuottamalla vasta-aineita tai immuuniso-
luja, jotka tunnistavat antigeenin, midritettyni spesifi-
send lyyttisen& aktiivisuuteena tai spesifisend sytokiini-
tuottona tai kasvaimen regressiona. Alan asiantuntija tie-
taa ne tavanomaiset menetelmdt, joilla edell&mainitut pa-
rametrit maddritetd&n. Jos immunisoitava nisdkids sairastaa
jo melanoomaa tai metastasoivaa melanoomaa, rokote voidaan
antaa yhdessad muiden terapeuttisten hoitojen kanssa. Esi-
merkit muista terapeuttisista hoidoista sis&lt&vat, mutta
eivat ole rajoittuneet, adoptiivisen T-soluimmunoterapian,
gytokiinien tai muiden terapeuttisten melanoomaldikkeiden
vhtdaikaisen annon.

Vaihtoehtoisesti oleellisesti tail osittain puhdis-
tettu MART-1-proteiini kokonaan tai sen osat voidaan antaa

rokotteena farmaseuttisesti hyvaksyttavassd kantajassa.
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MART-1l-proteiinin madrat, joita voildaan antaa, ovat noin
0,001 - noin 100 mg per potilas, suositeltavasti annokset
ovat noin 0,01 - noin 100 mg per potilas. Suositeltavassa
suoritustavassa MART-1-peptidi AAGIGILTV (SEQ ID -numero
4) (esitetty yksikirjainkoodilla) tai sen analogit annetaan
terapeuttisesti tai profylaktisesti nisdkkadlle, joka on
sellaisen hoidon tarpeessa. Vaihtoehtoisesti voidaan kayt-
td4d modifioituja MART-1l-peptideja, Jjoista esimerkit on
esitetty taulukossa 14. Suositeltavat annokset voivat olla
noin 0,001 mg - noin 100 mg, suositeltavimmat annokset
ovat noin 0,01 mg - noin 100 mg. Peptidi voidaan tuottaa
synteettisesti tai yhdistelmd-DNA-menetelmin. Immunisaatio
toistetaan tarpeen mukaan, kunnes on saatu aikaan riittava
anti-immunogeeni-vasta-aineen tai immuunisolujen tiitteri.

Vield erdassd vaihtoehtoisessa suoritustavassa vi-
rusvektori, kuten retrovirusvektori, voidaan viedd sisaan
nisdkasgsoluihin. Esimerkit nisék&ssoluista, joihin retro-
virusvektori voidaan vieda sisdédn sisdltavat, mutta eivit
ole rajoittuneet, primaariset nisékasviljelmé&t tai nisik-
k&an jatkosoluviljelmadt, COS-solut, NIH3T3-solut tai 293-
golut (ATCC #CRL 1573). Keinot, joilla geenin sgisiltava
vektori voidaan viedd 8isddn soluihin sigdltavat, mutta
elvat ole rajoittuneet, mikroinijektion, elektroporaation,
transfektion tai transfektion kéyttden DEAE-dekstraania,
lipofektiinia, kalsiumfosfaattia tai muut alan asiantun-
tijan tuntemat menetelmét [Sambrook et al. (toim.) (1989)
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring
Harbor Press, Plainview, New York]. Nisdkdssolut, jotka
ekspresgoivat MART-1l-antigeenia, voidaan antaa nisakkaille
ja se toimii rokotteena tai immunogeenina. Esimerkit sii-
tda, kuinka MART-1l-antigeenia ekspressocivat solut voidaan
antaa sisdltévat, mutta eivit ole rajoittuneet, suonensi-
gdigen, vatsaontelonsisiisen tail vaurionsiséisen annon.
Suositeltavassa suoritustavassa se osa MART-l-nukleiini-

happosekvenssia, Jjoka vastaa peptidia AAGIGILTV (SEQ ID
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-numero 4), insertoidaan MART-l-ekspressiovektoriin ija
viedadn sis&dn nisadkassoluihin. Vaihtoehtoisesti voidaan
kayttéad nukleiinihapposekvenssid, joka vastaa MART-1-pep-
tideja, jotka on modifioitu niin, ettd niiden sitoutuminen
MHC-molekyyleihin on tehostunut. Esimerkiksi nukleiinihap-
posekvenssit, jotka koodittavat taulukossa 14 esitettyjé
modificituja peptideja, voidaan insertoida ekspressiovek-
toriin ja viedd sgisdan nisdkissoluihin.

Esillad olevan keksinndn mukainen rokoteformulaatio
sisaltdd immunogeenin, joka indusoi immuunivasteen, joka
on suunnattu melanoomaan assosioituneita antigeeneja, me-
lanoomaan assosioitunutta MART-l-antigeenia, vastaan. Ro-
koteformulaatiot voidaan arvioida ensin eldinmalleissa,
aluksi jyrsijdissad ja muissa k&dellisissd kuin ihmisissa
ja lopuksi ihmisissé. Immunisaatiomenetelmien turvallisuus
madritetdan katsomalla immunisaation vaikutusta immunisoi-
dun elaimen yleiseen terveydentilaan (painon muutos, kuu-
me, ruokailukayttaytyminen, jne.) ja katsomalla patologi-
sia muutoksia autopsioista. Kun on aluksi testattu eldi-
missd, voidaan testata melanoomasydpdpotilaissa. Tavan-
omaisia menetelmia voidaan kayttd& arvioitaessa potilaan
immuunivaste rokotteen tehon madrittamiseksi.

Vield erdadssd tamdn keksinndén mukaisessa suoritus-
tavassa koko MART-1l-proteiini, sen osa tai osat tai MART-
l-peptidit tai niiden analogit tai modifioidut MART-1-pep-
tidit tai niiden analogit voidaan altistaa in vitro vil-
jellyille dendriittisoluille. Viljellyt dendriittisolut
muodostavat keinon T-solusta riippuvaisten antigeenien
tuottamiseksi, joka sisdltdd dendriittisolun modifoiman
antigeenin tai dendriittisolut, joita on inkuboitu lyvhyt-
aikaisesti antigeenin kanssa, jossa antigeenin aktivoimat
dendriittisolut prosessoivat ja ekspressoivat antigeenia.
MART-1-antigeenilla aktivoituja dendriittisoluja tai pro-
sessoituja dendriittisoluantigeeneja voidaan kdytt&3a immu-

nogeeneina rokotteita varten tail melanooman hoitamiseksi.
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Dendriittisolut tulee altistaa antigeenille riittava aika,
jotta sallitaan antigeenien internalisoiminen ja niiden
ilmaantuminen dendriittisolujen pinnalle. Tuloksena synty-
neet dendriittisolut tail dendriittisolujen prosessoima
antigeeni voidaan sitten antaa yksildélle, joka on hoidon
tarpeessa. Sellaiset menetelmdt on kuvattu julkaisuissa
Steinman et al. (W093/208 185) ja Banchereau et al. (EP-
patenttihakemus 0 563 485Al1), djotka on liitetty t&han
viitteiksi.

Vield erddssd taman keksinndn suoritustavassa yksi-
16istéd eristetyt T-solut voidaan altistaa MART-1-proteii-
nille tai sen osille, tai MART-1l-peptideille tai niiden
analogeille tai modifiociduille MART-1-peptideille tai nii-
den analogeille in vitro ja sitten antaa ne terapeuttises-
ti tehokkaana ma&rané& potilaalle, joka on sellaisen hoidon
tarpeessa. Esimerkit siita, mistd T-lymfosyytit voidaan
eristad sisaltavat, mutta eivat ole rajoittuneita, peri-
feerisen veriscluijen lymfosyytit (PBL), imusolmukkeet tai
kasvaimeen tunkeutuvat lymfosyytit (TIL). Sellaiset lymfo-
syytit voidaan eristad hoidettavasta yksildstd tai luovut-
tajasta menetelmilld, jotka alalla tunnetaan, ja viljelléd
in wvitro [Kawakami, Y. et al. (1989) J. Immunol.l 142:
2453 - 3461]. Lymfosyyttejd wviljellddn sellaisissa alus-
toigsa, kuten RPMI tai RPMI 1640 tai AIM V, 1 - 10 viik-
koa. Elinkyky ma&ritetddn trypaanisinivariekskluusiotes-
tilla. Lymfosyytit altistetaan koko MART-1l-proteiinille
tal sen osalle koko viljelyn ajaksi tai osaksgi viljelyai-
kaa. Suositeltavassa suoritustavassa lymfosyytit altiste-
taan AAGIGILTV-peptidin (SEQ ID -numero 4) (esitet&&n vksi-
kirjainkoodilla) konsentraatiolle, joka on noin 1 - noin
10 mikrogrammaa (ug)/ml/107 solua, koko lymfosyyttiviljelyn
ajaksi tai osaksi viljelyaikaa. Kun on herkistetty pepti-
dille, T-lymfosyytit annetaan nisékk&alle, joka on sellai-
sen hoidon tarpeessa. Vaihtoehtoisesti taulukossa 14 esgsi-

tetyt modifioidut MART-1l-peptidit voidaan altistaa lymfo-
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syyteille. Esimerkit siitd, kuinka n&m& herkistetyt T-so-
lut voidaan antaa nisakkd&lle sisiltdvat, mutta eivit ole
rajoittuneet, suonensisdisen, vatsaontelonsis&isen tai
vaurionsisdisen annon. Parametrit, jotka voidaan madrittii
naiden herkistettyjen T-lymfosyyttien tehokkuuden maarit-
témiseksi sisdltavat, mutta eivat ole rajoittuneet, immuu-
nisolujen tuoton nisédkk&assa, jota hoidetaan tai jolla on
kasvaimen regressio. Tavanomaisia menetelmid kaytetian
naiden parametrien mdarittamiseksi. Sellainen hoito voi-
daan antaa yhdessa sytokiinien tai geenimodifioitujen so-
lujen kanssa [Rosenberg, S.A. et al. (1992) Human Gene
Therapy 3: 75 -90; Rosenberg, S.A. et al. (1992) Human
Gene Therapy 3: 57 - 73].

Rokotekaytdén lisdksi koostumuksia voidaan kayttad
MART-1l-antigeenia, sen peptidejd tai analogeja tai modi-
fioituja MART-1l-peptidej& ja sen analogeja vastaan olevien
vasta-aineiden valmistukseen. Vasta-aineita voidaan kayt-
td& suoraan anti-melanooma-aineina. Vasta-aineiden valmis-
tamiseksi isantdeldin immunisoidaan kayttden MART-1-prote-
iinia, sen peptideja tai analogeja tai modifioituja pep-
tidej& tai niiden analogeja immunogeenina sidottuna kan-
tajaan, kuten ylla on kuvattu rokotteille. Is&nnd&n seerumi
tai plasma keradtdan sopivan aikajakson jalkeen niin, ettd
saadaan koostumus, joka sisdltidd vasta-aineet, jotka ovat
reaktiivisia immunogeenin kanssa. Gammaglobuliinifraktio
tai IgG-vasta-aineet voidaan saada esimerkiksi k&yttamalla
kyllastettyd ammoniumsulfaattia tai DEAE-Sephadex-resiinid
tai muilla alan asiantuntijan tuntemilla menetelmilld.
Vasta-aineet ovat oleellisesti vapaita monista haitalli-
sista sivuvaikutuksista, jotka voivat liitty& muihin syd&-
van vastaisiin aineisiin, kuten kemoterapiaan.

Vasta-ainekoostumukset voidaan valmistaa jopa vh-
teensopivammiksi isé&ntésysteemin 'kanssa minimoimalla mah-
dolliset haitalliset immuunisysteemin vasteet. Ta&mi saa-

daan aikaan poistamalla vieraan lajin vasta-aineen koko
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Fc-osa tai osa siitd tai ké&yttédmdlld saman lajin vasta-
ainetta kuin isdntdeldin, esimerkikei kayttamadlla vasta-
aineita ihmis/ibmishybridoomista. Humanisoidut vasta-ai-
neet (se on vasta-aineet, jotka eivat ole immunogeenisia
ihmigelle) voidaan tuottaa esimerkiksgi korvaamalla vasta-
aineen immunogeeninen osa vastaavalla, mutta ei-immunogee-
niselld osalla (se on, kimeeriset vasta-aineet). Sellaiset
kimeeriget vasta-aineet voivat sigdltdd reaktiivisen tai
antigeenia sitovan osan yhden lajin vasta-aineesta ja vas-
ta-aineen Fc-ogan (ei-immunogeenisen) eri lajista. Esimer-
kit kimeerisistd vasta-aineista gisgaltavat, mutta eivat
ole rajoilttuneita, muun nisdkkadn kuin ihmisen - ihmisen
kimeerit, jyrsijd - ihmis-kimeerit, hiiri - ihmis ja rot-
ta - ihmis-kimeerit [Robinson et al., WO-patenttihakemus
184 187; Taniguchi, M., EP-patenttihakemus 171 496; Morri-
gon et al., EP-patenttihakemus 173 494; Neuberger et al.,
PCT-patenttihakemus WO 86/01 533; Cabilly et al., 1987
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439; Nighimura et al.,
1987 Canc. Res. 47: 999; Wood et al., 1985 Nature 314:
446; Shaw et al., 1988 J. Natl. Cancer Inst. 80: 15553,
jotka kaikki on liitetty tahdn viitteeksil.

Yleiset yhteenvedot "humanisoiduista" kimeerisistéa
vasta-aineista egitetddn julkaisuissa Morrison, S., 1985
Science 229: 1202 ja Oi et al., 1986 BioTechniques 4: 214.

Sopivat "humanisoidut® vasta-aineet voidaan vaihto-
ehtoisesti tuottaa CDR- tal CEA-gubstituutiolla [Jones et
al., 1986 Nature 321: 552; Verhoeyan et al., 1988 Science
239: 1534; Biedleret et al., 1988 J. Immunol. 141: 4053,
jotka kaikki on liitetty t&h&n viitteiksil.

Vasta-aineet tai antigeenia sitovat fragmentit voi-
daan tuottaa myds vhdistelmd-DNA-menetelmilld. Menetelmit
sekd raskas- ettd kevytketjugeenien ekspressoimiseksi E.
coli -bakteerissa on seuraavien PCT-patenttihakemuksien
aiheena: julkaisu numero WO 901 443, WO 901 443 ja WO
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9 014 424, ja julkaisussa Huse et al., 1989 Science 246:
1275 - 1281.

Vasta-ailneita voidaan myds kayttdd immuunivasteen
tehostamiskeinona. Vasta-aineet voidaan antaa samanlaisina
méd&rind kuin ne, joita kdytettiin vasta-aineen terapeut-
tisissa annoissa. Esimerkiksi poolattu gammaglobuliini
annetaan maarana, joka on valilld noin 1 mg - noin 100 mg
per potilas. Nain ollen MART-l-antigeenin kanssa reagoivat
vasta-aineet voidaan antaa passiivisesti yksindan tai vh-
degsd muiden sydévan vastaisten hoitojen kanssa melanoomas-
ta kdrsivdlle nisdkkddlle. Esgsimerkit sydvan vastaisista
hoidoista sis&ltavat, mutta eivat ole rajoittuneet, kemo-
terapian, sateilytysterapian, adoptiivisen immunoterapian,
terapian TIL-soluilla.

Vaihtoehtoisestianti-MART-1-antigeeni-vasta-aineet
voidaan indusoida antamalla anti-idiotyyppil-vasta-aineita
immunogeeneiksi. Suositeltavasti ylla kuvatulla tavalla
valmistettua puhdistettua anti-MART-1-vasta-ainevalmistet-
ta kaytetadn indusoimaan anti-idiotyyppi-vasta-aine isan-
tdeldimesséd. Koostumus annetaan isantdeldimelle sopivassa
laimentimessa. Annon, tavallisesti toistetun annon, jal-
keen isd&ntd tuottaa anti-idiotyyppistéd vasta-ainetta. Fc-
osaa vastaan tapahtuvan immunogeenisen vasteen poistami-
seksi wvoidaan kayttadd vasta-aineita, jotka on tuotettu
samassa lajissa kuin iséntaeldin, tal annettujen vasta-
aineiden Fc-alue voidaan poistaa. Anti-idiotyyppisen vas-
ta-aineen induktion jélkeen isdntieldimessid seerumi tail
plasma poistetaan niin, ettd saadaan aikaan vasta-aine-
koostumus. Koostumus voidaan puhdistaa, kuten ylla on ku-
vattu anti-MART-1l-vasta-aineille, taili affiniteettikroma-
tografialla kayttden anti-MART-l-vasta-aineita, jotka on
sidottu affiniteettimatriksiin. Tuotetut anti-idiotyyppi-
vasta-aineet ovat samanlaisia konformaatioltaan kuin au-
tenttinen MART-l-antigeeni ja niitd voidaan k&ytt&d val-

mistettaessa MART-1l-melanooma-antigeenirokote mieluummin
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kuin kayttaen MART-l-proteiinia, sen peptidianalogeja tai
niiden osia.

Kun kaytetdan keinona indusoida anti-MART-1-vasta-
aineet elaimess&, vasta-aineen injektiotapa on samanlainen
kuin rokotetarkoituksiin, nimitt&in lihaksensis&inen, vat-
saontelonsisdinen, ihonalainen, vaurionsisiinen tai niiden
kaltainen, tehokkaassa konsentraatiossa fysiologisesti
sopivassa laimentimessa adjuvantin kanssa tai ilman sité.
Yksi tai useampi tehostininjektio voi olla toivottava.

MART-1-sekvenssista perdisin olevia proteiineja tai
taman keksinndn mukaisia peptidejd tai modifiocituja pepti-
dejd on myds tarkoitettu kaytettdviksi tuotettaessa anti-
seerumeita, jotka on suunniteltu profylaksiaan ennen tau-
tia tai taudin jaélkeen. T&ss& MART-l-antigeeni, sen pepti-
dit tai analogit tai modifioidut MART-1-peptidit tai nii-
den analogit formuloidaan sopivan adjuvantin kanssa Jja
annetaan injektoimalla vapaaehtoigille ihmisille tunnettu-
jen ihmisen antiseerumituottomenetelmien mukaisesti. Vas-
ta-ainevastetta injektoituja proteiineja vastaan tarkkail-
laan usean viikon ajan immunisaation Jjalkeen niin, ettd
otetaan ajottain seerumindyte anti-MART-1-seerumivasta-
aineiden lasn&olon tunnistamiseksi kayttden tdssi kuvattua
immuunitestia.

Antiseerumi immunisoiduista vkeildistd voidaan an-
taa profylaktisesti yksildéille, joilla on riski melanooman
kehittymiselle. Antiseerumi on myds kayttdkelpoinen hoi-
dettaessa yksilda, joka sairastaa melanoomaa, taudin j&l1-
keisessd profylaksiassa.

Sekd MART-l-antigeeni-vasta-aineiden ettd anti-
idiotyyppivasta-aineiden in vivo kayttdad ettd diagnostista
kayttdd varten voi olla suositeltavaa kayttdi monoklonaa-
lisia wvasta-aineita. Monoklonaaliset anti-MART-1-vasta-
aineet tal anti-idiotyyppivasta-aineet voidaan tuottaa
seuraavasti. Immunisoidun el&imen perna tai lymfosyytit

poistetaan ja ne tehd&&n kuolemattomiksi tai kaytetddn
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hybridoomien valmistukseen alan asiantuntijoiden tuntemil-
la menetelmilld (Goding, J.W. 1983, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, Pladermic Press, Inc., NY, NY,
sivut 56 -~ 97). Ihmis-ihmis-hybridooman valmistamiseksi
valitaan ihmislymfosyyttiluovuttaja. Luovuttaja, Jjonka
tiedet&an sisaltévan melanooman, jossa on MART-l-antigee-
ni, voi toimia sopivana lymfosyyttiluovuttajana. Lymfosyy-
tit voidaan eristd&d perifeerisen veren ndytteestd tai per-
nasoluja voidaan kayttdd, jos luovuttajalta poistetaan
perna. Epstein-Barr-virusta (EBV) voidaan kayttdad ihmisen
lymfosyyttien kuolemattomaksi tekemiseen tai ihmisfuusio-
kumppania voidaan kayttad ihmis-ihmishybridoomien tuotta-
miseksi. Primaarista in vitro immunisaatiota peptideilld
voidaan myds kayttadd ihmisen monoklonaalisten vasta-ainei-
den muodostuksessa. Esimerkit suositeltavista MART-1-pep-
tideistd, mutta el rajoittavista, ovat AAGIGILTV (SEQ ID
-numero 4), EBEAAGIGILTV (SEQ ID -numero 17) ja AAGIGILTVI
(SEQ ID -numero 18) (peptidit on esitetty aminohappojen
vksikirjainkoodilla). Suositeltavimmin peptidid AAGIGILTV
(SEQ ID -numero 4) kaytetddn immunogeenina. Vaihtoehtoi-
sesti MART-1-aminohapposekvenssista peraisin olevia pep-
tideja ja joita on modifioitu niin, ettd peptidin sitoutu-
minen MHC luockan I -melekyyliin on tehostunut, voidaan
myds kayttdd. Esimerkiksi taulukossa 14 esitettyjd modi-
fioituja peptideja voidaan k&yttdd immunogeenina.
Kuolemattomiksi tehtyjen sclujen erittamat vasta-
aineet seulotaan niiden kloonien mé&drittémiseksi, Jotka
erittavat vasta-aineita, joilla on toivottu spesifisyys.
Monoklonaalisten MART-1-antigeeni- tai peptidivasta-ainei-
den tapauksessa vasta-aineiden téyvtyy sitoutua MART-1-an-
tigeeniin tai -peptidiin. Monoklonaalisten anti-idiotyyp-
pivasta-aineiden tapauksessa vasta-aineiden taytyy sitou-
tua anti-MART-1l-vasta-aineisiin. Valitaan toivotun spesi-

fisyyden sisaltévid vasta-aineita tuottavat solut.
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Tassd kuvatut vasta-aineet tai kimeeriset vasta-
aineet voidaan myds kiinnittdd toksiinimolekyyleihin, ra-
diocaktiivisiin isotooppeihin ja 1l&a&kkeisiin tavanomaisin
menetelmin [Vitetta et al. (1991) teoksessa Biologic The-
rapy of Cancer", De Vita, V.T., Hellman, S., Rosenberg,
S.A. (toim.), J.B. Lippincott Co., Philadelphia; Larson,
S.M. et al. (1991) teoksessa "Biological Therapy of Can-
cer", De Vita, V.T., Hellman, S., Rosenberg, S.A. (toim.),
J.B. Lippincott Co., Philadelphial. Esimerkit toksiineis-
ta, joihin vasta-aineet voidaan liitt&3 sisdlt&vat, mutta
eivat ole rajoittuneet, rigiinin tai difteriatoksiinin.
Esimerkit la&kkeistd tai kemoterapeuttisista aineista sgi-
saltavat, mutta eivat ole, rajoittuneet, syklofosfamidin
tai doksorubisiinin. Esimerkit radiocaktiivisista isotoo-
peista sis&lt&vat, mutta eivat ole rajoittuneet, 1311-lei-
man. Vasta-aineita, jotka on kovalenttisesti konjugoitu
edella mainittuihin aineisiin, voidaan kayttad syédvan im-
munoterapiassa melancoman hoitamiseksi.

Paikallinen anto sairaaseen kohtaan voidaan suorit-
taa alalla tunnetuin menetelmin sisdltden, mutta ei ra-
joittuen, ulkoisen annon, injektion ja huokoisen laitteen
istuttamisen, joka sisdltdad soluja, jotka vhdistelm&-DNA-
menetelmin ekspressoivat, huokoigen laitteen istuttamisen,
joka sis&lt&d MART-1l-vasta-aineita tai kimeerisi&d MART-1-
vasta-aineita, toksiineihin, l&&kkeisiin tai radiocaktii-
visiin leimoihin konjugoituja MART-l-vasta-aineita tai
niiden osia.

Y1la kuvatut vasta-aineet ja niiden antigeenia si-
tovat fragmentit voidaan hankkia kayttdpakkausmuodossa,
vksindan tai farmaseuttisena koostumuksena in vivo k&yttoa
varten. Vasta-aineita voidaan kayttdad terapeuttisiin tar-
koituksiin, diagnostisiin tarkoituksiin immuunitesteiscd
tai immuncaffiniteettiaineena MART-1l-proteiinin tai t&ssia

kuvattujen peptidien puhdistamiseksi.
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Esilld oleva keksintd esittdd myds oleellisesti
puhdistetun ja eristetyn nukleiinihapposekvenssin, jolle
annettiin nimi cDNA25 (komplementaarinen) (kuviot 4A ja 4B;
SEQ ID -numero 26), joka koodittaa toista melancoma, jonka
kasvaimeen tunkeutuvat lymfosyytit tunnistavat. TIL-golut,
jotka tunnistavat cDNA25-gekvenssin koodittaman melanooma-
antigeenin, assosioituvat kasvaimen rejektioon in wvivo.
TIL-solut tunnistivat cDNA25-sekvenssin koodittaman mela-
nooma-antigeenin HLA-A2-molekyylin yvhteydessad. ¢DNA25-nuk-
leiinihapposekvenssin (kuviot 4A ja 4B; SEQ ID -numero 26)
vertailu sellaisten geenien nukleiinihapposekvensseihin,
jotka koodittavat melanosyytti-melanocoma-spesifisté prote-
iinia gpl00 osoittavat tamén sekvenssin colevan gamanlai-
nen, mutta erillinen, kuin aiemmin tunnistetut gpl00-sek-
venssit. Alemmin tunnistetut gpl00-sekvenssit gisdltavat
gplO0-sekvenssin (GenBank-koodinumero M32295; nimeltdan
myds gpd95), Pmel 17 -gsekvenssin [GenBank-koodinumero
M77348; Kwon et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
9228 - 9232] ja ME20-sekvenssin [Maresh et al. (1994) DNA
and Cell Biology 13: 87 - 95].

Téssd esitetty cDNA25-gekvenssi (kuviot 4A ja 4B;
SEQ ID -numeroc 26) erocaa aiemmin julkaistusta Genbank-ko-
koelman gplO0-sekvenssistd (Genbank-koodinumerc M32285)
kahdella nukleotidilla, Pmel 17 -sekvenssistd (Kwon et al.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 9228 - 9232) kolmel-
la nukleotidilla ja 21 emldsparin pituisella deleetiolla ja
ME20-sekvenssistd (Maresh et al. (1994) DNA and Cell Bio-
logy 13: 87 - 95) vhden nukleotidin erolla. Aminohappota-
solla cDNA25-sekvenssin  koodittama proteiini eroaa
GenBank-kokoelman gpl00-gsekvenssistd& (GenBank-koodinumero
M32295) vhdelld aminohapolla kohdassa 162, kahden amino-
hapon erolla kohdissa 162 ja 274 verrattuna Pmel 17 -sek-
venssiin eikd se sisadltnyt niit& seitsemdd aminohappoa,
jotka olivat lasnd Pmel 17 -gekvenssissd kohdilla 588 -
594. Sen vuoksi cDNA25 tuntuu koodittavan erilaista gpl00-
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geenimuotoa. c¢DNA25-nukleiinihapposekvenssin (kuviot 4A ja
4B; SEQ ID -numero 26) ja aminchapposekvenssin (kuvio 5A;
SEQ ID -numero 27) ja alemmin julkaistujen gpl00-sekvens-
gien valiset erot voivat johtua polymorfiasta, alleeligis-
ta variaatioista tal mutaatioista kasvaimessa. Kokeet hii-
ren kasvaimilla ovat osoittaneet, ettd uudet antigeenit,
jotka T-solut tunnistavat, voivat johtua pistemutaatiosta
inaktiivisen geenin koodittavalla alueella [Boon, T.
(1992) Advances in cancer Regsearch 58: 177 - 210].

Téamad keksintd egittdd myds immunogeeniset peptidit,
jotka ovat perdisin tassa esitetyistd gplO0-proteiinisek-
vensselistd tai niiden analogeista (kuvio 5A ja kuvio 74;
SEQ ID -numero 27 Jja 121). Namad immunogeeniset peptidit
edustavat gplO0O0-proteiinin immunogeenisia osia (kuvio 5A
ja 7A; SEQ ID -numero 27 ja 121), jotka TIL-solut tunnis-
tavat. Esgsimerkit immunogeenigsista peptideistd sisdltavat,
mutta eivat ole rajoittuneet, peptidin LLDGTATLRL (peptidi
G10-4; SEQ ID -numerc 33), VLYRYGSFSV (peptidi G10-5; SEQ
ID -numero 34), ALDGGNKHFL (peptidi G10-22; SEQ ID -numero
35), VLKRCLLHL (peptidi G9-19; SEQ ID -numero 36), VLPSP-
ACQLV (peptidi G10-8; SEQ ID -numero 37), SLADTNSLAV (pep-
tidi G10-9; SEQ ID -numero 38), SVSVSQLRA (peptidi G9-216;
SEQ ID -numero 39), YLEPGPVTA (peptidi G9-280; SEQ ID -nu-
mero 40), LNVSLADTN (peptidi G10-400; SEQ ID -numero 41),
KTWGQYWQV (peptidi G9;5,; SEQ ID -numero 46; kuvio 7A; ami-
nohapot 154 - 162), KTWGQYWQVL (peptidi G1l0,g5,; SEQ ID -nu-
mero 47; kuvio 7A; aminohapot 154 - 163), ITDQVPFSV (pe-
ptidi G9,59; SEQ ID -numero 48; kuvio 7A; aminohapot 209 -
217) ja TITDQVPFSV (peptidi G10,5g; SEQ ID ~numero 49; ku-
vio 7A; aminohapot 208 - 217). Tamé& keksintd sisaltaa
edelleen nadiden immunogeenisten peptidien analogit, jotka
ovat perédisin gplOO-aminchapposekvenssistad (kuviot 5A ja
7A; SEQ ID -numero 27 ja 121). Termi analogi sigidltdd min-
kd tahansa peptidin, joka sisdltaéd naiden immunogeenisten

peptidien toiminnalliset ominaisuudet. Termi analogi si-
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saltda myds konservoituneet substituutiot tai kemialliset
johdannaiset y11la kuvatuista peptideistd. Nam& immuno-
geeniset peptidit voidaan tuottaa synteettisesti tai vyh-
distelm&-DNA-menetelmin samalla tavalla tai samalla kei-
nolla kuin on kuvattu ylla MART-1-sekvensgille.

Vield eraassa tamén keksinndén mukaisessa suoritus-
tavassa gpl00-sekvensseistd perdisin olevia immunogeenisia
peptideja (kuvio 5A ja 7A; SEQ ID -numero 27 ja 121) modi-
fioidaan niin, ettd kohotetaan niiden immunogeenisyyttéa
tehostamalla peptidin sitoutumista siihen MHC-molekyyliin,
jonka kanssa peptidi assosioituu, kun se esitetdan T-so-
luille. Modifikaatiot voivat sisdltaa esimerkiksi vyhden
tal useamman aminohapon substituution, deleetion tai 1i-
sdyksen immunogeenisessa peptidisekvenssissa tai aminohap-
pojen insertion annettuun immunogeeniseen peptidisekvens-
siin tai olemassa olevien aminohappojen derivatisoinnin
annetussa immunogeenisessd peptidisekvenssissa tai amino-
happojen mutatoinnin annetussa immunogeenisessad peptidi-
sekvenssissa. Suositeltavassa suoritustavassa ainakin vksi
aminohappo substituoidaan tai korvataan annetussa immuno-
geenisessd peptidisekvenssissd. Mik& tahansa aminohappo,
joka muodostaa annetun immunogeenisen peptidisekvenssin,
voidaan modifioida tamén keksinndén mukaisesti. Mitd tahan-
sa aminohappoa voidaan kayttédd substituoitaessa tail kor-
vattaessa annettu aminchappo immunogeenisessd peptidisek-
venssissd. Modifikaatio voi tapahtua miss& tahansa amino-
happokohdassa immunogeenisessad gpl00-peptidissa. Modifioi-
tujen gpl00-peptidien on tarkoitettu sisdltdvan kaikki
modifioidut immunogeeniset gplO00-peptidit, jotka sisilté-
vat tehostuneen sitoutumisen sen MHC-molekyylin kanssa,
johon se assosgioituu, kun se esitetdan T-goluille.

Esimerkiksi peptidit, Jjotka T-solut tunnistavat
HLA-AZ-alleelin yhteydessd ovat yhdeksén tai kymmenen ami-
nohapon pituisia. Peptidin tehostuneeksi sitoutumiseksi

HLA-A2-molekyyliin peptidin toisessa ja viimeisessd koh-
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dassa on suositeltavasti hydrofobinen aminochappe, sucsi-
teltavasti alifaattinen hydrofobinen aminochappo. Toisessa
kohdassa voi olla mik& tahansa alifaattinen hydrofobinen
aminohappo, jotka sisaltavat, mutta eividt ole rajoittu-
neet, leusiinin, metioniinin, isoleusiinin, valiinin,
treoniinin, glysiinin tai alaniinin. Peptidin viimeinen
aminohappo (joko 9. tai 10. aminochappo riippuen peptidin
pituudesta) voi olla mikd tahansa alifaattinen hydrofobi-
nen aminohappo, jotka sisaltédvat, mutta eivat ole rajoit-
tuneet, valiinin, leusiinin, alaniinin, iscleusiinin, gly-
giinin, metioniinin, wvaliinin tai treoniinin.
Immunogeenisen peptidin ensimmé&inen ja kolmas kohta
voi olla substituoitu tai korvattu milld tahansa aminoha-
polla, suositeltavasti hydrofobisella alifaattisella ami-
nohapolla tai aromaattisella aminochapolla. Esgimerkit ami-
nohapoista, joita voidaan kayttda ensimmaisessd tai kol-
mannessa kohdassa sisgdltavat, mutta eivadt ole rajoittu-
neet, alaniinin, leusiinin, lysiinin, isocleusiinin, gly-
siinin, metioniinin, wvaliinin, treoniinin, tryptofaanin,
fenyylialaniinin, seriinin, lysiinin tai tyrosiinin. Esi-
merkit gplOO0-peptideistd, joita voidaan modifioida esillé
olevan suoritustavan mukailsesti sgisg&ltévat, mutta eivat
ole rajoittuneet, peptidin LLDGTATLRL (peptidi G10-4; SEQ
ID -numero 33), VLYRYGSFSV (peptidi G10-5; SEQ ID -numero
34), ALDGGNKHFL (peptidi G10-22; SEQ ID -numero 35},
VLKRCLLHL (peptidi G9-19; SEQ ID -numeroc 36), VLPSPACQLV
(peptidi G10-8; SEQ ID -numero 37), SLADINSLAV (peptidi
G10-9; SEQ ID -numero 38), SVSVSQLRA (peptidi G9-216; SEQ
ID -numero 39), YLEPGPVTA (peptidi G9-280; SEQ ID -numero
40), LNVSLADTN (peptidi G10-400; SEQ ID -numero 41),
KTWGQYWQV (peptidi G94g54; SEQ ID -numero 46; kuvio 7A; ami-
nohapot 154 - 162), KTWGQYWQVL (peptidi G1l0454; SEQ ID -nu-
mero 47; kuvio 7A; aminochapot 154 - 163), ITDQVPFSV (pep-
tidi G9,49; SEQ ID -numero 48; kuvio 7A; aminohapot 209 -
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217) ja TITDQVPFSV (peptidi G1l0,5g4; SEQ ID -numero 49; ku-
vio 7A; aminohapot 208 - 217).

Esimerkiksi immunogeenisesta gpl00-peptidista
KTWGQYWQV (SEQ ID -numero 46) perdisin olevilla modifioi-
duilla gpl00-peptideilld voi olla kaava ¥X;X,X;GQYWQX, (SEQ
ID -numero 123), jossa:

X, voi olla miké tahansa aminohappo, suositeltavasti
mik& tahansa hydrofobinen alifaattinen aminohappo tai aro-
maattinen aminohappo. Esimerkit aminohapoista, joita voi-
daan kayttada sisdltldvat, mutta eivdt ole rajoittuneet,
alaniinin, leusiinin, lysiinin, isoleusiinin, glysiinin,
metioniinin, valiinin, treoniinin, tryptofaanin, fenyyli-
alaniinin, 1lysiinin tai seriinin, asparagiinihapon tai
tyrosiinin;

X, voi olla mik& tahansa hydrofobinen aminohappo,
suogiteltavasti mik& tahansa alifaattinen hydrofobinen
aminohappo. Esimerkit aminohapoista, joita voidaan kayttaa
sis&ltavat, mutta eivadt ole rajoittuneet, leusiinin, me-
tioniinin, isoleusiinin, alaniinin, treoniinin, glysiinin
tali wvaliinin. Suositeltavimmin leusiini, metioniini tai
isoleusiini.

X5 voi olla mikd tahansa aminohappo, suositeltavasti
mik& tahansa hydrofobinen alifaattinen aminochappo tai aro-
maattinen aminohappo. Esimerkit aminchapoista, joita voi-
daan kayttdd sisdltavat, mutta eivat ole rajoittuneet,
alaniinin, leusiinin, lysiinin, isoleusiinin, glysiinin,
metioniinin, valiinin, treoniinin, tryptofaanin, fenyyli-
alaniinin, seriinin, lysiinin tai tyrosiinin;

X, vol olla mik& tahansa hydrofobinen aminochappo,
gsuogiteltavasti alifaattinen hydrofobinen aminchappo. Esi-
merkit aminohapoista, Jjoita voidaan kaytté&d sisaltavat,
mutta eivdt ole rajoittuneet, valiinin, leusiinin, isoleu-

giinin, metioniinin, alaniinin, treoniinin tai glysiinin.
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Esimerkit modificiduista peptideistad on esitetty
taulukossa 15. Suositeltava modifioitu peptidi on
KIWGQYWQV (G9-154-21I) (SEQ ID -numero 70).

Vailhtoehtoisesti voidaan modifioida immunogeenista
gpl00-peptidid ITDQVPFSV (G9-209; SEQ ID -numerc 48) niin,
ettd gellaisilla modifioiduilla peptideilld on vyleinen
kaava XX, ,X3QVPFSX, (SEQ ID -numero 124), jossa:

X, voi olla mikad tahansa aminohappo, suositeltavasti
mik& tahansa hydrofobinen alifaattinen aminohappo tai aro-
maattinen aminohappo. Esimerkit aminohapoista, joita voi-
daan kayttaa sis&altavat, mutta eivat ole rajoittuneet,
leusiinin, metioniinin, alaniinin, isoleugiinin, valiinin,
treoniinin, glyeiinin, lysiinin, fenyylialaniinin, trypto-
faanin tail tyrosiinin, asparagiinihapon tai seriinin;

X, voi olla mikd tahansa hydrofobinen aminohappo,
suogiteltavasti mik& tahansa hydrofobinen alifaattinen
aminohappo. Esimerkit aminohapoista, joita voidaan kayttaa
sis&ltavat, mutta eivat ole rajoittuneet, leusiinin, meti-
oniinin, alaniinin, isoleusgiinin, valiinin, treoniinin tai
glysiinin;

X3 voi olla mik& tahansa aminohappo, suositeltavasti
mik& tahansa hydrofobinen alifaattinen aminohappo tai aro-
maattinen aminchappo. Esimerkit aminohapoista, joita voi-
daan ké&yttdad sisadltavat, mutta eivat ole rajoittuneet,
leusiinin, metioniinin, alaniinin, isoleusgiinin, valiinin,
treoniinin, glysiinin, lysiinin, fenyvlialaniinin, tryp-
tofaanin, tyrosiinin, asparagiinihapon tai seriinin;

X, voi olla mika tahansa hydrofobinen aminchappo,
suositeltavasti mik& tahansa hydrofobinen alifaattinen
aminohappo. Esimerkit aminohapoista, joita voidaan kayttaa
sisdltavat, mutta eivat ole rajoittuneet, leusiinin, me-
tioniinin, alaniinin, isoleugiinin, valiinin tai treonii-
nin.

Egimerkit modifioiduista peptideistd, jotka ovat

peraisin peptidistd ITDQVPFSV, on esitetty taulukossa 16.
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Suositeltavasti kaytetddn peptidid FLDQVPFSV (peptidi G9-
209-1F2L) .

Esimerkiksi modifioituja gplO0-peptideja, Jjotka
ovat perdisin immunogeenisesta gplO0-peptidistéd YLEPGPVTA
(G9-280; SEQ ID -numero 40) voidaan myds modifioida niin,
ettd niiden sitoutuminen MHC luokan I -molekyyleihin, suo-
giteltavasti HLA-A2-molekyyliin ja sen alatyyppeihin, te-
hostuu.

Modifioiduilla peptideilld voi olla yleinen kaava
X1X,X3PGPVTX, (SEQ ID -numero 125), jossa:

X, voi olla mik& tahansa aminochappo, suositeltavasti
mik& tahansa hydrofobinen alifaattinen aminohappo tai aro-
maattinen aminochappo. Esimerkit aminohapoista, joita voi-
daan k&ytthi& sisidltavat, mutta eivat ole rajoittuneet,
leusiinin, metioniinin, alaniinin, isoleusiinin, valiinin,
treoniinin, glysiinin, lysiinin, fenyylialaniinin, tryp-
tofaanin tai tyrosiinin, asparagiinihapon tai seriinin;

X, voi olla mik& tahansa hydrofobinen aminohappo,
suositeltavasti alifaattinen hydrofobinen aminochappo. Esi-
merkit aminochapoista, joita voidaan kayttaa sisaltavat,
mutta eivit ole rajoittuneet, leusiinin, metioniinin, ala-
niinin, isoleusiinin, wvaliinin, treoniinin tai glysiinin;

X5 voi olla mikéd tahansa aminohappo, suositeltavasti
mik& tahansa hydrofobinen alifaattinen aminohappo tai aro-
maattinen aminohappo. Esimerkit aminohapoista, joita voi-
daan k&yttdad sisaltévat, mutta eividt ole rajoittuneet,
leugiinin, metioniinin, alaniinin, isoleusiinin, valiinin,
treoniinin, glysiinin, lysiinin, fenyylialaniinin, tryp-
tofaanin, tyrosiinin, asparagiinihapon tai seriinin;

X, vol olla mik& tahansa hydrofobinen aminohappo,
suositeltavasti alifaattinen hydrofobinen aminohappo. Esi-
merkit aminohapoista, joita voidaan kayttadd sisdltévat,
mutta eivat ole rajoittuneet, leusiinin, metioniinin, ala-

niinin, isoleusiinin, wvaliinin, treoniinin tai glysiinin.
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Esimerkit modifioiduista peptideist&, jotka ovat
perdisin peptidistd YLEPGPVTA (G9-280; SEQ ID -numero 40},
on esitetty taulukossa 17. Suositeltava modifioitu peptidi
on YLEPGPVIV (G8-280-9V) (SEQ ID -numero 104).

Tamd keksintd sisdltid edelleen naiden modifioitu-
jen peptidien analogit, jotka ovat peradisin téassé kuva-
tuista gplO00-sekvensseistd (kuvio 5A; SEQ ID -numero 27,
ja kuvio 7A; SEQ ID -numero 121). Termin analogi tarkoite-
taan sisdltdvan minka tahansa peptidin, joka sisgaltadad nai-
den y11& kuvattujen modifioitujen peptidien toiminnalliset
ominaisuudet. Naméd modifioidut peptidit voidaan tuottaa
tavanomaisin synteettisin tai yvhdistelm&-DNA-menetelmin.

Toisessa suoritustavassa gplO0-aminohapposekvens-
geistd tai modificiduista gplO0-peptideista, jotka on esi-
tetty taulukoissa 15 - 17, tai niiden analogeista perdisin
olevia immunogeenigia peptideja voidaan kayttad rokotteena
joko terapeuttisesti tai profylaktisesti. Kun annetaan
profylaktigsesti, rokote annetaan etukateen silloin, kun
havaitaan mik& tahansa todiste melancomasta. Naiden pepti-
dien profylaktisgen annon tulisi toimia ehk&isten tai lie-
vittéden melanoomaa nisdkkadssa.

Sucsiteltavassa suoritustavassa nisakkaitd, suosgi-
teltavasti ihmisia, joilla on suuri riski saada melanooma,
hoidetaan profylaktisesti nailla rokotteilla. Vaihtoehtoi-
sestl rokote voidaan antaa terapeuttisesti potilaan oman
immuunivasteen tehostamiseksi kasvainantigeenia vastaan
madrattynd melanoomaan tai metastasoivaan melanoomaan.
Rokote, joka toimii immunogeenind, voi olla solu, scluly-
saattl soluista, jotka on transfektoitu rekombinanttieks-
pressiovektorilla, joka sisalté&ad nukleiinihapposekvenssit,
jotka koodittavat immunogeenistd gplO0-peptidid, tai vil-
jelmésupernatantti, joka sisaltédd ekspressoituneen prote-
iinin. Ekspressiovektorit, joihin n&itd ilmmunogeenisia
peptideijd koodittavat nukleiinihapposekvenssit voidaan

viedd sisdan ovat samoja kuin ne, jotka on yllad kuvattu
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MART-1-sekvenssid varten. Vaihtoehtoisestl immunogeeni on
osittain tali oleellisesti puhdistettu gpl00-rekombinant-
tipeptidi tail sen analogi.

Samalla, kun on mahdollista, ettd immunogeeni anne-
taan puhtaassa tal oleellisesti puhtaassa muodossa, on
sucositeltavaa antaa se farmaseuttisissa koostumuksissa,
formulaatioissa tai valmisteissa, kuten ylla on kuvattu
MART-1-sekvenssille. Rokotus voidaan suorittaa tavanomai-
gin menetelmin, kuten aiemmin ylla on kuvattu MART-1-sek-
venssille.

Immunogeenisia gpl00-peptideja ja niita koodittavia
nukleiinihapposekvengsejd voidaan kayttdd immuunitesteissa
tai muodostettaessa vasta-aineita samalla tavalla tai kei-
nolla kuin yl11l& on kuvattu MART-l-sekvenssille.

Vield erffssid tamidn keksinndn mukaisessa suoritus-
tavassa esitet&in monivalenttiset rokotteet vhtid tai use-
ampaa melanooma-antigeenia vastaan. Sellaiset monivalent-
tiget rokotteet voivat sisiltdd koko MART-1l-proteiinisek-
venssin tai osan siitd, MART-1l-peptidit tail modifioidut
MART-1-peptidit tai gpl00-peptidit tai modifioidut gpl00-
peptidit tai niiden yhdistelmat.

Alemmissa melanooma-antigeeneja koodittavien geeni-
en tunnistamisissa on k&ytetty PBL-soluja, jotka on eris-
tetty antigeeneilla immunisoiduista tai niilla esihoide-
tuista melancomapotilaista [Van Der Bruggen et al. (1991)
Science 254: 1643 - 1647; Brichard et al. (1%93) J. Exp.
Med. 178: 48% - 495; Traversari, C. et al. (199%92) J. Exp.
Med. 176: 1453 - 1457]. Suositeltava strategia on tunnis-
taa geenit, jotka koodittavat sellaisia kasvainantigeene-
ja, jotka kasvaimen sis&ltavien potilaiden TIL-solut tun-
nistavat gilloin, kun mainittuja potilaita ei ole im-
munisoitu. Sellainen strategia tehostaa sita mahdollisuut-
ta, ettd tunnistetut geenit koodittavat antigeeneja, jotka
ottavat osgaa luonnolliseen immuunivasteesgseen kasvavaa syb-

pédd vastaan. Nain ollen témé& keksintd esittédad myds mene-
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telmé&n melanooma-antigeeneja koodittavien geenien tunnis-
tamiseksi, Jjoka sisadltédd wvaiheen, jossa kaytet&é&n cDNA-
ekspressiokloonausta kayttden kasvaimeen tunkeutuvia lym-
fosyyttejd (TIL), jotka on eristetty melanoomaa sairasta-
vien potilaiden kasvaimesta. Menetelmd sis&ltiad seuraavat
vaiheet, Jjolsgsa: (a) eristetaidn kasvaimeen tunkeutuvat
lymfosyytit sellaisen nis&kk&an kasvaimesta, jolla on me-
lanooma; (b) vied&ddn melancoma-cDNA-kirjasto nisakéssolu-
linjaan; (c¢) altistetaan mainitut nisdkassolut mainituille
TIL-soluille; (d) seulotaan mainitun cDNA:n koodittaman
antigeenin ekspression suhteen mainituissa nisdkassoluis-
sa, jotka mainitut TIL-solut tunnistavat; ja (e) eriste-
t&8n mainittu c¢DNA, joka vastaa mainittua antigeenia. Vai-
heen (a) kasvaimeen tunkeutuvat lymfosyytit voidaan eris-
tdd potilaista, Jjotka sairastavat melanoomaa sisdltéen,
mutta el rajoittuen, melanoomavaurion, ihonalaiskudoksen
tal sgisdelimet. Esimerkit soluista, joita voidaan kayttaé
cDNA-kirjaston wvalmistuksegsa wvaiheessa (b) sigdltavat,
mutta eivat ole rajoittuneet, tuoreet tai viljellyt mela-
noomasolut. Suositeltavasti cDNA-kirjasto vieddadn sis&én
gellaisgiin nisdkassoluihin, jotka eivat ekspressoi mela-
nooma-antigeeneja. Jos vaiheessa (b) kaytetddn sellaisia
muun nisakkaan kuin ihmisen .soluja tai ihmisen soluja,
jotka eivat ekspressoi haluttua HLA-haplotyyppia, ijonka
TIL-solut tunnistavat, sellaiset solut voidaan vyhteis-
transfektoida HLA-geenilla, kuten alla on kuvattu. Esimer-
kit soluista, joita voidaan kayttdd vaiheessa (b) sisdlta-
vét, mutta eivat ole rajoittuneet, kasvainsolulinjat, ku-
ten rintasydpéasolulinjan MDA 231 (ATCC # HTB26), tai COS 7
-gsolut (ATCC #CRL 1651). Esimerkit MHC-geeneista, joita
voidaan kayttadd sisdltavat, mutta eivdt ole rajoittuneet,
HLA-A-, HLA-B- ja HLA-C-geenit, suositeltavasti HLA-A2-
geenin ja sen alatyypit [Zemmour, J. et al. (1992) Tissue
Antigens 40: 221 - 228]. Sopiva kaytettava MHC-geeni maa-

ritetd&n niiden kasvainsolujen haplotyypin mukaan, jotka
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olivat cDNA-kirjaston la&hteend. Standardimenetelmida voi-
daan kayttéd eristettyjen TIL-solujen tunnistaman haplo-
tyypin médrittamiseksi [ASHI Laboratory Manual (2. painos,
1990)]. Esimerkit siitd, kuinka arvioidaan niiden solujen
tunnistus, jotka sisadltavat TIL-solujen tunnistamaa anti-
geenia ekspressoivan cDNA-kloonin sisadltavat, mutta eivat
ole rajoittuneet, gamma-interferonitestit, TNF-erityksen
[Van de Bruggen et al. (1991) Science 254: 1643 - 1647]
tai sellaisten solujen lyysin, Jjotka on transfektoitu
cDNA-molekyylilla, joka koodittaa tunnistettua antigeenia.
Sellaiset testit suoritetaan alan asiantuntijan tuntemin
tavanomaisin menetelmin. Melanooma-antigeenit voidaan
eristdd tai pelastaa PCR-menetelmdlld k&yttden aluketta,
joka on spesifinen sille vektorin kohdalle, joka sijaitsee
cDNA-molekyylin vieressa. Esimerkit siita, kuinka eristaa
TIL-solujen tunnistamaa antigeenia vastaava cDNA sisalta-
v&t, mutta eivit ole rajoittuneet, PCR-menetelmén.

Kun geenit ja nukleiinihapposekvenssit, jotka koo-
dittavat melanooma-antigeeneja, on tunnistettu, seuraava
vaihe on maarittd& ndiden geenien koodittaman proteiinin
antigeeninen oga tai epitooppi. Sen vucksi viela eré&s ta-
mé&n keksinndn suoritustapa on menetelmd, Jjoka esitetdédn
sellaisten peptidien immunogeenisyyden maarittamiseksi,
jotka ovat perdisin MART-1l-proteiinin ennustetusta amino-
happosekvenssistd (kuvio 1; SEQ ID -numero 2) tai gpl00-
proteiinin ennustetusta aminohapposekvenssistd (kuvio 5A
ja kuvio 7A; SEQ ID -numero 27 Jja SEQ ID -numero 121).
Menetelm& sisdltdd vaiheet, joigsa: (a) valmistetaan usei-
ta peptidejd perustuen MART-1l-aminohapposekvenssiin {(kuvio
1; SEQ ID -numero 2) tail gplO0-aminohapposekvenssiin (ku-
vio 5A ja kuvio 7A; SEQ ID -numero 27 ja SEQ ID -numero
121); (b) inkuboidaan ainakin yhtd mainittua peptidid ni-
sékésgsolulinjan kanssa; (c¢) altistetaan mainitut nisakas-
solut, Jjoita on inkuboitu mainitun peptidin kanssa, kas-

vaimeen tunkeutuville lymfosyyteille (TIL); ja (d) seulo-
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taan mainitun peptidin kanssa inkuboidut mainitut solut

TIL-solujen tunnistuksen suhteen. On suositeltavaa, etté

kayvtetddn noin 25 - 5 aminochapon pituisia peptideija, suo-
siteltavammin 20 - 10 aminohapon pituisia ja suositelta-
vimmin S - 10 aminohapon pituisia. Esimerkit soluista,

joita voidaan kaytt&dad vaiheessa (b) sisadltavat, mutta ei-
vt ole rajoittuneet, T2-solut [Cerundoclo, V. et al.
(1990) Nature 345: 449 - 452] tail EBV-transformoidut B-
golulinjat [Topalian et al. (1989) J. Immunol. 142: 3714 -
3725] . Esimerkit siitd, kuinka méaritetddn peptidin kanssa
inkuboitujen solujen tunnistus sisaltavat, mutta eivat ole
rajoittuneet, sytotoksisen.51Cr—vapautustestin [Cerundolo,
V. et al. (1990) Nature 345: 449 - 452] tai lymfokiinites-
tit, kuten gamma-IFN- tai TNF-erityksen [Schwartzentruber,
D. et al. (1991) J. of Immunology 146: 3674 - 3681].
T-gsolut tunnistavat antigeenin, joka on muodostanut
kompleksin MHC luokan I -molekyylien kanssa. MHC-lokus
kaikissa nisékéslajeissa sisdltdd useita geenejd Jja on
erittdin polymorfinen. Erilaiset MHC-molekyylit tai haplo-
tyypit sitovat erilaisia antigeeneja. Ihmisillé& HLA-komp-
leksi sis&lt&& HLA-A-, HLA-B- ja HLA-C-geenilokukset, jot-
ka koodittavat luokan I -molekyylej&. Lymfosyytit tunnis-
tavat kasvainantigeenit HLA luockan I -molekyylin yhteydes-
s&. Jos solut, jotka sisaltéavat MART-1-rekombinanttieks-
pressiovektorin, seulotaan TIL-soluilla, mutta ne eivat
ole ihmissoluja vaan esimerkiksi COS-soluja tai jos ne
eivit ekspressoi haluttua haplotyyppid, voidaan soluihin
viedd sis&&n myds ekspressiovektori, joka sisaltad MHC
luokan I -geenin (katso esimerkki 1). Tamd edustaa viela
toista vaihtoehtoista keksinndn suoritustapaa. Solut, jot-
ka ekspressoivat MART-1l-antigeeneja ja HLA-antigeeneja,
voidaan seuloa TIL-sgoluilla niin, ettd tunnistetaan kas-
vainantigeenien l&sn&olo spesifisen MHC luockan I -restrik-
tiotyypin yvhteydegsé&. Sopiva haplotyyppli mddritetd&n sen

kagvaimen haplotyypin perusteella, josta kirjasto on pe-
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raisin. Esimerkit MHC luockan I -geeneistd, joita voidaan
kadvttad sisgdltévat, mutta eivat ole rajoilttuneet, HLA-A-,
HLA-B- ja HLA-C-geenit. Egimerkit suositeltavista MHC-gpe-
gifisyyksistd tai restriktiotyypeistd sisaltavat, mutta
elvadt ole rajoittuneet, HLA-Al-, HLA-A2-, kuten HLA-AZ.1-
alatyypin, tai HLA-A24-tyypin [Zemmour, J. et al. (1992)
Tissue Antigens 40: 221 - 228]. Suositeltavin on HLA-A2.1-
geeni.

El&inlédketieteellisten kayttdjen on myds tarkoi-
tettu sisaltyvan téssd kuvattuihin koostumuksiin ja tera-
peuttisiin sovelluksiin.

Kaikki kirjat, artikkelit ja patentit, joihin té&ssa
on viitattu, on liitetty t&hdn viitteiksi kokonaisuudes-
gaan. Seuraavat esimerkit kuvaavat keksinndn eri nakdkoh-
tia eikd niiden ole mill&an tavoin tarkoitettu rajoittavan
sen piiria.

Autologisten kasvaimiin tunkeutuvien T-solujen tun-
nistamaa ihmisen yhteisti melancoma-antigeenia koodittavan
geenin kloonaus

Esimerkki 1

Sytotoksisten T-lymfosyyttien (CTL) muodostaminen
ja solulinjojen viljely

CTL-solut muodostettiin irrotetuista kasvainnayt-
teistd viljelemd&lld solususpensiota niin, ettd lasni oli
6 000 IU IL-2-proteiinia/ml (Cetus-Oncology Division,
Chiron Corp., Emeryville, CA), 30 - 70 wvuorokautta, kuten
ovat kuvanneet Kawakami, Y. et al. (1988) J. Exp. Med.
168: 2183 - 2191. TIL501- ja TIL1235-solut olivat pddasi-
assa CD8%-soluja ja ne olivat per&disin gellaisten potilai-
den kasvainndytteista, joilla oli edistynyt metastasoiva
melancoma. CD8%-T-soluklooni TIL501.A42 muodostettiin ra-
joittavalla laimennosmenetelmalld ja sitd viljeltiin niin,
ettd l&snd oli 120 IU IL-2-proteiinia/ml ja séteilytettyja

{(kerran viikossa 4 - 6 kertaa) autologisia kasvainsoluja.
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Melanoomasolulinjat 397mel, 501lmel, 526mel, 537mel,
624mel, 888mel, 952mel ja Epstein-Barr-viruksella (EBV)
transformoidut B-golulinjat 501EBVB, 836EBVB mucdostettiin
laboratoriossamme Jja niitd viljeltiin RPMI1l640-alustassa
(GIBCO/Life Technologies, Grand Island, N.Y.), joka sis&l-
si 10 % naudan sikidn seerumia (FCS) (Biofluids, Rockville,
MD) [Topalian et al. (1%89) J. Immunol. 142: 3714 - 3725].
Normaalit viljellyt melanosyytit  NHEM483, NHEM493,
NHEM527, NHEM529, NHEMS530, NHEM533, NHEM61l6 ja NHEM680
hankittiin valmistajalta Clonetics, San Diego, CA, solu-
linjat FM725, FM801 ja FM902 saatiin M. Herlyn’lta, Wistar
Institute, Philadelphia, PA, solulinja HA002 saatiin R.
Halaban’lta, Yale University, New Haven, CT, ja niitad vil-
jeltiin melanosyyttikasvualustassa (MGM, Clonetics). Me-
lanoomasolulinjat (€32, RPMI7951, WM115, A375, HS695T,
Malme3M, paksusuolisydpalinjat Collo, SW480, WiDr, rin-
tasydpasolulinjat MDA231, MCF7, HS578, ZR75, neuroblastoo-
masolulinja SK-N-SH, glioomasolulinijat Ul38MG, HS683, H4,
sarkoomasolulinja 143B, sikidn munuaissclulinja 293, joka
0li transformoitu adenovirustyypill& 5, hankittiin ATCC-
kokoelmasta, Rockville, MD. MunuailssyOpésolulinjat UOK108
ja UOK117 saatiin M. Linehan’lta, NIH, Bethesda, MD. Pien-
solukeuhkosydpalinja H1092 saatiin J.D. Minna’lta, Univer-
sity Texas Southwestern, Dallas, TX. Ewingin sarkoomasolu-
linjat TC71, RD-E8, 6647 saatiin M. Tsokos’lta, NIH, Bet-
hesda, MD. Neuroblastoomasolulinja SK-N-AS saatiin O.M. El
Badry’lta, NIH, Bethesda, MD. Plasmasytoomasolulinja HMY-
C1R ja fibroblastisolulinja Ml saatiin W. Biddison’lta,
NIH, Bethesda, MD. Munualisen epiteelisolut KAM, WLC saa-
tiin D.J. Hazen-Martin’lta ja D.A. Sens’lta, Medical Uni-
versity of South Carolina, Charleston, SC. Apinan munuais-
solulinja COS7 saatiin W. Leonard’lta, NIH, Bethesda, MD.

Sytotokeisuustesti

5lor-vapautustestit suoritettiin, kuten ovat kuvan-
neet Kawakami, Y. et al. (1988) J. Exp. Med. 168: 2183 -
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2191. Lyhyesti, 5 000 kohdesolua, jotka oli leimattu °ICr-
leimalla, sekoitettiin eri mdarien kanssa effektorigoluja
ja niitd inkuboitiin viisi tuntia (h). Sitten supernatan-
tit ker&ttiin, radiocaktiivisuus mitattiin -ja spesifinen
lyysiprosentti laskettiin.

IFN-gamma-vapautustesti

5 x 10% - 10° responssisolua ja 4 x 10%* - 10° stimu-
laattorisolua sekoitettiin 300 pl:ssa AIM-V-alustaa, joka
sisdlsi 120 IU IL-2-proteiinia/ml/kuoppa 96-kuoppaisella
mikrotiitterilevylla, Jjossa kuopan pohijat oli tasaiset.
Kun oli inkuboitu 20 tuntia, 100 pul supernatantteja kerat-
tiin ja ne lisdttiin entsyymivalitteiselle immuunitestile-
vylle (ELISA) (Immunoplate MaxiSorp, Nunc, Tanska), joka
oli paéallystetty monoklonaalisella anti-ihmis-IFN-gamma-
vasta-aineella (mAb) (Biosource, Camerillo, CA). Kun oli
inkuboitu yli y®én 4 °C:ssa, levyt pestiin kolme kertaa ja
lisdttiin 100 pl 1:2 000 laimennosta kanin polyklonaalista
anti-ihmig-IFN-gamma-vasta-ainetta (Ab) (Biosource, Came-
rillo, CA) da inkuboitiin 37 °C:ssa kaksi tuntia. Levyt
pestiin kolme kertaa ja lisattiin 100 gl 1:2 000 laimen-
nosta alkalisella fosfataasgilla konjugoitua vuohen poly-
klonaalista anti-kani-IgG-vasta-ainetta (Ab) (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN). Kun oli inkuboitu yksi tunti
37 °C:ssga, lisattiin 100 ul p-nitrofenyylifogfaattia
(Sigma, St. Louis, MO), jonka konsgentraatio oli 4 wmg/ml,
inkuboitiin 10 - 20 minuuttia huoneenlémpdtilassa pimedssa
ja lisattiin 25 pl 1 N NaOH:ia reaktion lopettamiseksi.
Mitattiin optinen tiheys 405 nm aallonpituudella ja las-
kettiin IFN-gamma-konsentraatio verrattuna rekombinantti-
IFN-gamma-standardeihin (Biogen, Cambridge, MA), jotka
mitattiin samassa testissa.

cDNA-ekspressiokloonaus

HLA-A2%-melanoomasolulinjan 501mel poly A RNA -mole-
kyyleisgtd wvalmistettiin cDNA-kirjasto, kuten on kuvattu
[Miki, T. et al. (1989) CGene 83: 137 - 146; Miki et al.
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(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 5167 - 5171]. Lyhy-
esti, cDNA-molekyylin ensimmdinen juoste syntetisoitiin
linkkerialukkeella GGACAGGCCGAGGCGGCC(T),, (SEQ ID -numero
42), Jjota seurasi toisen cDNA-juosteen synteesi. Kun oli
késitelty T4 DNA ligaasilla, cDNA-molekyylin p&&hén ligoi-
tiin Sfil-adaptori, joka muodostui kahdesta oligonukleo-
tidista, CCAATCGCGACC(SEQ ID -numero 43) ja GGTCGCGATTGG-
TAA (SEQ ID -numero 44). cDNA digestoitiin Sfil-entsyymil-
1la ja digestoitu fragmentti eristettiin viemdlld se spin-
pylvaan lapi. Sitten cDNA sekoitettiin bakteriofaagi lamb-
dapCEV27-vektorin [Miki, T. et al. (1991) Proc. Natl. cad.
Sci. USA 88: 5167 - 5771] k&sivarsien kanssa, jotka oli
valmistettu Sfil-digestiolla ja suoritettiin in vitro pak-
kaus.

Melanooma-antigeenien seulomiseksi 10 pug amplifi-
oiltua cDNA-kirjastoa, joka sisdlsi noin 107 kloonia, trans-
fektoitiin HLA-A2%-antigeenia ekspressoimattomiin solulin-
joihin MDA231 klooni 7 ja A375 klooni 1 - 4 k&yttéen modi-
fioitua kalsiumfosfaattimenetelmdd (Mammalian Transfection
Kit -kayttdpakkaus, Stratagene). Kun oli selektoitu G418-
yhdisteelld (BRL, Gaithersburg, MD), vksittdiset pesikkeet
eristettiin ja niitd viljetiin 96-kuoppaisilla mikrotiit-
terilevyilld ja valmistettiin kopiomaljat. Secs, jossa oli
5 x 10% TIL1200-solua ja 5 x 10% TIL1235-solua, lisattiin
mikrotiitterilevyn kuoppiin, joissa oli kasvavat transfek-
tantit, jotka olivat l&hes konfluentteja, ja niitd inku-
boitiin 20 tuntia. Supernatantit kerdttiin ja IFN-gamma
mitattiin ELISA-menetelmalla.

Suoritettiin polymeraasiketjureaktio (PCR) trans-
fektoitujen geenien pelastamiseksi positiivisten transfek-
tanttien genomisesta DNA:sta kayttéen SP6- ja T7-alukkei-
ta, Jjotka sijaitsivat insertoituneiden geenien vieressi.
Amplifioituneet tuotteet kloonattiin pCRII-vektoriin (In-
vitrogen, San Diego, CA). cDNA-kloonien 22 ja 23 tapauk-
sessa, tdyspitkdn cDNA-molekyylin sis&ltévi HindIII-XhoI-
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fragmentti jatkokloonattiin ekspressiovektoriin pcDNA3
(Invitrogen, San Diego, CA).

Sen testaamiseksi, koodittavatko kloonatut c¢DNA-
molekyylit kasvainantigeeneja, kloonatut geenit sisaltava
pcDNA3 transfektoitiin lvhytaikaisesti COS7-sclulinjaan
DEAE-dekstraanimenetelmdlla [Seed, B. ja Aruffo, A. (1987)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3365 - 3369]. Lyhyesti, 3 x
10° solua/kuoppa inkuboitiin 6-kuoppaisilla levyilla
37 °C:ssa nelja tuntia (h) 0,75 ml:ssa DMEM-alustaa, joka
sisgdlei 100 pg DEAE-dekstraania (Sigma), 0,1 mM klorokii-
nia ja 1 pg pcDNA3-DNA-molekyyleja, joka sis@lsi kloonatut
geenit, ja/tai pcDNA-HLA-A2.1-DNA-molekyylejd [Zemmour, J.
et al. (1992) Tissue Antigens 40: 221 - 228]. Kun alusta
oli poistettu, lisattiin HBSS-puskurissa olevaa 10 % DMSO-
liuvosta ja inkuboitiin kaksi minuuttia. Solut pestiin ker-
ran PBRS-liucksella ja niitd inkubeoitiin DMEM-alustassa,
joka sisédlgi 7,5 % FCS:ia, kaksi vuorokautta. 293-solulin-
ja transfektoitiin lyhytaikaisesti kayttden lipofektamii-
nia (BRL, Gaithersburg, MD) valmistajan ohjeiden mukaises-
ti. Inkubaation jalkeen madritettiin transfektoitujen
COS7- tai 293-solujen kyky valittad IFN-gamma-vapautus
TIL-soluista. HLA-A2-geenin ekspressio testattiin virtaus-
sytometrialla. Stabiilit transfektantit valmistettiin kal-
gsiumfosfaattimenetelmdlld ja vyksittdiset pesadkkeet ja yh-
distetyt transfektantit testattiin reaktiivisuuden suhteen
TIL-soluja kohtaan sytotoksisuus- ja IFN-gamma-vapautus-
testeissé.

Kloonattujen geenien DNA-gekvensointi suoritettiin
didecksinukleotideja kayttavalld ketjulopetusmenetelmdlla
kdvttéen dGTP- ja 7-deaza-dGTP-nukleotideja. DNA- ja pro-
teiinisekvensgit analysoitiin GCG-ohjelmalla GeneBank-ja
EMBL-kirjastojen Data Library -nukleotiditietokannoissa ja
SWISS-PROT~, PIR-, GenPept-, Brookhaven Protein Data Bank

-proteiinitietokannoissa.
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Northern blot -analyysi

Kokonais-RNA eristettiin guanidiini-isotiosyanaat-
ti-kesiumkloridisentrifugaatiomenetelmdlld [Chirgwin, J.M.
et al (1979) Biochemistry 18: 5294]. Normaalikudoksen ko-
konais-RNA hankittiin valmistajalta Clontech (Palo Alto,
CA). 10 - 20 pg kokonais-RNA-molekyylej&d altistettiin
elektroforeegille 1 % agaroosi-formaldehydigeeligsd Ja
gsilirrettiin nailonmembraanille {(Duralon-UV-membraanit,
Stratagene, La Jolla, CA). Sall-entsyymilld digestoitu
fragmentti, joka sis&lei kloonin 22 téyspitkan cDNA-mole-
kyylin, ja 3-aktiini-cDNA (Clontech) leimattiin satunnais-
alukkeilla ja niita kaytettiin koettimina. Hybridisaatio
koettimella suoritettiin QuikHyb-menetelmédn mukaisesti
(Stratagene) 68 ©°C:gsa 2 - 16 tuntia. Membraanit pestiin
kaksi kertaa liuoksella, 7joka oli 2 x 8SC/0,1 % 8Ds,
60 °C:gsa 15 minuuttia (min) ja kerran 0,1 x 8S8C-liucksel-
la 60 °C:ssa 30 minuuttia ja sitten suoritettiin autoradi-
ografia.

Melanoomapotilaiden viljeltyijen TIL-solujen karak-
terisointi \

Muodostettiin useita TIL-linjoja HLA-A2%-melanooma-
potilaista ja ne testattiin HLA-A2%- ja HLA-A2 -potilaiden
melanoomasolulinjojen lyysiksen suhteen. Potilaiden HLA-
tyypitys suoritetaan tavanomaisilla HLA-tyypitysmenetel-
milléa. HLA-A2 valittiin, koska se on useimmin ekspressoi-
tuva luckan I MHC -antigeeni (noin 50 % vksildistéd) ja sen
on soitettu olevan dominantti restriktioelementti melanoco-
ma-antigeenien tunnistamisesga [Crowley, N.J. et al.
{(1991) J. Immunol. 146: 1692 - 1694]. TIL501-, TIL1235-ja
TIL1200-solut gisalsivat vyhteisten melanooma-antigeenien
spesifigen tunnistuksen HILA-A2-molekyylin rajoilttamalla
tavalla. TIL501.242 oli T-soluklooni, joka mucdostettiin
TIL501l-soluista rajoittavalla laimennoksella. Namad TIL-
solut aiheuttivat lyysiksen tai sytokiinien, gis&ltéen

IFN-gamma-, TNFa- ja GM-CSF-proteiinit, wvapautumisen sil-
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loin, kun niit& viljeltiin vyhdess& erilaisten HLA-A27-
melanooma- taili -melanosyyttisolulinjojen kanssa, mutta el
silloin, kun niitd viljetiin vhdessa HLA-A2 -melanoomalin-
jojen tai muiden HLA-A2"-solulinjojen kuin melanoomasolu-
linjojen kanssa sisadltden rintasyodpasolulinjan MDA231.
Kaksi edustavaa koetta on esitetty taulukossa 1. Nain ol-
len nadmé CTL-solut tuntuivat tunnistavan ei-mutatoituneen
peptidin, joka oli perdisin melanosyyttilinjalle spesifi-
sesta antigeenista.

T-solujen tunnistamien melanooma-antigeenien cDNA-
molekyylien kloonaus

HLA-A2%-melanoomasolulinjan 50lmel c¢DNA-kirjasto
transfektoitiin kahteen erittain transfektoituvaan HLA-
A2 .1%-sydphsolulinjaan, MDA231 ja A375. Namd solulinjat
eivat lyysautuneet melanoomaspesifisten TIL-solujen toi-
mesta, mutta ne lyysautuivat HLA-A2-restriktoituneiden
influenssa M1l -spesifisten CTL-solujen toimesta sen jal-
keen, kun oli inkuboitu Mlgg_ ¢s-peptidilléd [GILGFVFTL; yk-
sikirjainkoodi (SEQ ID -numero 45)], joka oli peraisin
influenssaviruksen matriksiproteiinista, tail sen jalkeen,
kun infektoitiin rekombinanttivacciniaviruksella, Jjoka
sig&lsi Ml-geenin (tuloksia ei esitetty). Nain ollen nama
solulinjat sis&lsivat normaalin antigeenia prosessoivan ja
esittavan kyvyn, mutta ne eivat lyysautuneet n&iden mela-
noomaspesifisten TIL-solujen toimesta, koska niista puut-
tuili asiaankuuluvien melanooma-antigeenien ekspressio. Kun
0li selektoitu G418-yvhdisteella, noin 6 700 transfektoitua
kloonia kustakin solulinjasta eristettiin ja niita kasva-
tettiin mikrotiitterilevyilld. Kayttden IFN-gamma-vapau-
tustestid eristettiin 21 MDA231- ja 27 A375-positiivista
kloonia ja ne seulottiin uudelleen. Naistd klocneista kah-
deksan MDA231- ja seitsemén A375-kloonia olivat positii-
visia toisessa seulontatestissa.

Integroituneiden geenien pelastamiseksi suoritet-

tiin PCR-reaktio kéyttéen ndiden positiivisten transfek-
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tanttien genomista DNA:ta ja SP6- ja T7-alukkeita, -jotka
sijaitsivat insertoituneiden geenien vieregsa. Kahdeksan
geenia, jotka amplifiocitiin seitsemdstd transfektantista,
jotka osoittivat 1 - 2 terévaid rintamaa, sisaltden 1,6 kb
rintaman MDA-22- ja MDA-23-transfektanteista, Jjatkokloo-
nattiin pCRII-kloonausvektoriin Jja sitten kloonattiin
edelleen eukaryoottiseen pcDNA3 -ekspregsiovektoriin,
Northern blot -analyysissa cDNA 22 -koettimella tunnistet-
tu 1,6 kb rintama antoi ehdottaa, ettéd témd fragmentti oli
tayspitka cDNA.

Ekspressiovektorin pcDNA3, joka sigdlsi cDNA-mole-
kyylit klooneista 22 tai 23, lvhytaikainen transfektio
joko COS7- tai 293-goluihin vhdessd HLA-A2.1l-geenin kanssa
muodosti reaktiivisuuden TIL1235- ja TIL501.A42-soluille,
jonka osolitti IFN-gamma-proteiinin spesifinen vapautuminen
(taulukko 2, kokeet 1 ja 2). N&diden cDNA-fragmenttien sta-
biili transfektio MDA231- tail A375mel-solulinjoihin muo-
dosti myds reaktiivisuuden TIL1235- ja TIL501.A42-gsoluille
(taulukko 2, koe 3). TIL501.242 voli lyysata MDA231-golut,
jotka on stabiilisti transfektoitu cDNA 22 -DNA-molekyy-
11118 (tuloksia el esitetty). Namd tulokset osoittivat,
ettd ndmé& cDNA-molekyylit koodittavat nisédkkdéan melanooma-
antigeenia, jonka HLA-A2-restriktoidut TIL-solut tunnista-
vat melanoomapotilaista. Toisen kloonin, MDA25, transfek-
tio stimuloil interferoni-gamma-proteiinin vapautumista

alncastaan TIL1200-scluista.



67

TUSIIYNS
UTUTTa30xd-Z¥-¥TH INUNITOINTIASDI BTO T2 exol ‘elury-11r usurztsadsew

TOOUETSW JNUNITOINTINSDL USSIYNS UTUTTSI0xd- DHW I UBHORT UO §ESITL
- e

‘anposeleddes 3ssunitoataye BTTTUTTHOIWAT 3y

*
‘elofurTnrostiaddsou
-eTsu 2(a7PRPWION JBATTO INMUU TXYTEY ‘eloluryniosewcoueTsw IBAC Tsw9gs

vl T3UTOS -eTiuUnl 0z essspyi naTogqnyut TTo elnyostroaaeeTnuils ef ef

“TTOS-TIL umy ‘ueskTel uss uTTIjelTW Tuwef-NIT BADTO essTIuRlRUIIadng
B
~efutriniosedodseiuts 1TO exol ‘Tgzvan tsarted mmOmﬁmw
-nIOSBUCOURTIW JRATTO 3I833YOY THYTEN STIINIOS-SCZTIIL T:0% ‘srTINTOS

“CYYITOSTIIL T70% = L:® B3IF8 ‘ULTU UITIISITIONS ﬂumwumSuSQO>‘uUE
.

‘essuey ustizddsourTsw- el usTwoouRTaW

~CY-YTH UTTIT207TTA 2ATTU uny ‘eTutreloxd-eumeS-NIT 3BATITIS Bf Jefuty

~NIOSBPUOOURTSUW-ZY~YTH JFUNTSST JBATSRSALT INTOS-SeZTIIL oL ~25¥-TOSTTL

as> as> 05> - TOOYH

g¥s as> . 08> . 083HIHN ¥6 £ ] + TEZYaR
ns» 0s> 0> - £8 ¥HIHN oL o T~ - T8WLGE
[ €68 SLET + T08Kd Lg z T + LG635H
0s> TLPT SLES + STLHA 69 3 - + ST TN
as> j a4 SE9 * STIWIHN L3 9 T + TS6LIRHAY
0s> 152 00€ + EESHINN z8 £T LT + ZED
05> zese yoet + 0ESHINN oL 184 9¢€ + HESWERK
0s> 65L 8E€9T + LTSWIHN SL Tt ot * [awzsse
0s> 0%8 SEBT + E6PHIRN SL [R4 [ 4 + (9WpT3
YEOT 05> 0% - T3w3es ¥L e T4 + Taw9zs
Qs> 61Z L¥S * [awias g 1% ¥s + T8uI0s

/A -N41 Bd y~Ts kAT

UﬂHOmfl...n.H
++98STIL  SECTILL  ZPY TOSTIL  ZY¥-WIH  =O033IBBTOWIIS A1 SETUIIL  ZY¥ 10STIL TY-WwiIH apyoy
sffsTyTsedssninedesaTulTyo14g "€ s£LsT3T5eds usuriaddl] ‘v
c 3TIT81dAsoueTsw
vl sTTTROoOURTOW SAL

1T T styTsads us(NTosS-SezTIIL el -Z5Y TOSITL
T oyynIner

¢l0c -£0- 91 Hud GOO0SG110C



20115005 PrH 16 -07- 2012

10

15

20

25

68

Tamén cDNA-molekyylin karakterisointi paljasti sen olevan
samanlainen, mutta erillinen kuin aiemmin kuvattu melanoco-
ma-antigeeni gpl00, jonka tunnistaa monoklonaalinen vasta-
aine HMB45. Tamd klooni kuvataan yvksityiskohtaisemmin esi-
merkisséd 3.

Kloonien 22 ja 23 cDNA-sekvenssit olivat identtisia
lukuunottamatta vhden emaksen muutosta, jonka uskottiin
olevan PCR-reaktion aiheuttama muutos. Kaksi toisistaan
riippumattomasti amplifioitunutta fragmenttia sekvensoi-
tiin myds tamé&n alueen selventamiseksi ja konsensussek-
venssi on esitetty kuviossa 1. Témédn geenin pisin avoin
lukuraami sis&ltéad 354 emdstd, jotka vastaavat 118 amino-
hapon pituista proteiinia, jonka massa on 13 kd. Tam& sek-
venssl el osoittanut merkittévad samankaltaisuutta minkadn
taydellisten tietokannoissa olevien nukleotidi- tail prote-
iinigekvenssien kanssa. Aminohapot 27 - 47 muodostavat
hydrofobisen alueen, joka voi sisaltdd HLA-A2-proteiiniin
gitoutuvat peptidit [Falk, K. et al. (1991) Nature 351:
290 - 296; Hunt, D.F. et al. (1992) Science 255: 1261 -
1263; Ruppert, J. et al. (1993) Cell 74: 9529 - 937;
Nijman, H.W. et al. (19%3) Bur. J. Immunol. 23: 1215 -
1219]. cDNA-kloonien 22 ja 23 koodittamalle antigeenille
annettiin nimi MART-1-antigeeni (Melanoma Antigen
Recognized by T cells-1). Kymmenestd muodostetusta HLA-AZ-
restriktoituneesta TIL-linjasta yhdeksé&n tunnisti MART-1-
proteiinin ja neljd tunnisti téssd eristetyn ja kuvatun
gplo0-muodon (katso egimerkki 3) eikd vksik&&n tuntunut
tunnistavan MAGE-l-proteiinia [Zakut, R. et al. (1993)

Cancer Res. 53: 5 - 8; tuloksia ei esitetty].
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MART-1l-proteiinin ekspressio

Eri solulinjojen, sisgdltden melanocoma-, melanosyyt-
ti- ja muita syodpdsolulinjoja kuin melanoomalinjoja, Jja
normaalikudosten Northern blot -analyysi suoritettiin
MART-1-proteiinia kodittavan geenin ekspression arviocimi-
seksi (taulukko 3). Seitsemé&n kymmenesta testatusta HLA-
A2*-melanoomasolulinjasta, kaikki neljé testattua HLA-A2 -
melanoomasolulinjaa ja kaikki seitsem&n testattua melano-
gsyyttisolulinjaa olivat positiivigia MART-1-RNA-molekyylin
ekspression suhteen. Tassd Northern analyysissd kaikki
HLA-A2%-melanoomasolulinjat, jotka &skettdin on muodostettu
laboratoriossamme, ekspressoivat MART-1-RNA-molekyylid.
0li olemassa taydellinen korrelaatio MART-1l-ekspression ja
TIL501.A42-solujen aiheuttaman lyysiksen valilld kymmenes-
g8 HLA-A2%-melanoomalinjassa, jotka on esitetty taulukossa
3. TIL501.RA42-solut, jotka tunnistivat MART-l-antigeenin,
lyysasivat 13 HLA-A2%-melanoomasolulinjaa 17 testatusta
(76 %) (tuloksia el esitetty). Kymmenestd mRNA-ekspression
suhteen Northern blot -analyysilld tutkitusta normaalista
ihmisgen kudoksesta ainoastaan verkkokalvo oli pogitiivi-
nen. Mitdan positiivisutta ei havailttu missédan solulin-
jolssa, jotka olivat perédisin T-, B-, munuaisen epiteeli-
tai fibroblastiscluista tai 19 muussa kasvaimessa kuin
melanoomassa. Nain ollen tuntuu siltd, ettd MART-1 on ai-
emmin kuvaamaton antigeeni, 7jota ekspressoidaan ihon ja
verkkokalvon melanosyyttilinjan soluissa, jota myds eks-
pregsoidaan melancomasgolulssa.

Tutkimukset, Joissa kaytettiin T-solukloonien “a
immuuniselektoitujen melanoomakloonien paneelia [Knuth, A.
et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 2804 -~ 2808;
Wolfel, T. et al. (1987) J. Exp. Med. 170: 797 - 810] kuin
mydg  tutkimukset, Joissa analyscitiin melancomasoluijen
HPLC-fraktioituja peptideijd [Slingluff, C.L. et al. (1993)
J. Immunol. 150: 2955 - 2963; Storkus, W.J. et al. (1993)
J. Immunol. 151: 3719 - 3727] antavat ehdottaa, ettd mela-
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noomissa on useita anticeenisia peptideijd, Jjotka voivat
herdttadsd immuunivasteen. cDNA-kloonauksella on tunnistettu
kaksi geenid, Jjotka koodittavat melanocoma-antigeeneija;
MART-1- (kuvio 1; SEQ ID -numeroc 1) ja gpl00-geeni (katso
esimerkki 3; kuviot 4A ja 4B; SEQ ID -numero 26). MART-1-
proteiini ja téss& kuvattu gplO0-muoto (kuviot 4A ja BA;
SEQ ID -numero 26 ja 27) molemmat tunnistetaan HLA-AZ.1-
restriktoituneiden TIL-solujen toimesta. MART-l-antigeeni
on 118 aminohapon pituinen proteiini, jonka massa on noin
13 kd. MART-l-geenid ja sen aminohapposekvenssia el ole
aiemmin kuvattu.

MART-1-RNA ekspressoitui 11 HLA-A2.l-positiivisessa
tai negatiivisessa melanoomalinjassa 14 melanoomalinjasta
ja seitsem&ssd melanosyyttilinjassa seitsemasta linjasta.
Lukuunottamatta verkkokalvokudosta, MART-1-ekspressiota el
havaittu missdin testatussa normaalikudoksessa, T-solulin-
jassa, B-solulinjassa, munuaisen epiteelilinjassa, fibro-
blastilinjassa tai 19 kasvainsolulinjassa, jotka olivat
perdisin paksusuolen-, rinta-, aivo-, munuais-, keuhko-
tai luusydvasta.

Toinen melanooma-antigeeni, MAGE-1, on kuvattu,
jonka tunnistavat sgellaiset T-solut, jotka on saatu peri-
feerisen veren lymfosyyteistd toistuvien in vive tail in
vitro immunisaatioiden Jjalkeen [Van Der Bruggen et al.
(1991) Science 254: 1643 - 1647].

Niiden geenien tunnistus, jotka liittyvat melanco-
makasvaimen antigeeneihin, avaa uusia mahdollisuuksia ak-
tiivigiin spesifisiin immunisaatiocl&hestymistapoihin syd-
pépotilaiden immunoterapiassa, jotka perustuvat néaiden
geenien viemiseen virus- tail bakteerivektorisysteemeihin.
On olemassa mahdollisuus, ettd melanosyytti-melanooma-lin-
jan antigeeneja, kuten MART-l-antigeenia, vastaan indusoi-
dut immuunireaktiot voivat muodostua normaalisoluja vas-
taan. Valkop&lven, joka luultavasti johtuu anti-melano-

syytti-immuunireaktioista, on julkaistu assosioituvan
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edulliseen prognoosiin potilailla, Jjoilla on melanooma
[Nordlund, "J.J. et al. (1983) J. Am. Acad. Dermatol. 9:
689 - 695; Bystryn, J-C. et al. (1987) Arch. Dermatol.
123: 1053 - 1055] ja sen on julkaistu esiintyvan myds po-
tilaissa, Jjotka respondoivat kemoimmunoterapiaan [Ric-
hards, J.M. et al. (1992) J. Clin. Oncol. 10: 1338 -
1343]. TIL-soluja, joilla on anti-melanosyyttireaktiivi-
suuksia, on annettu potilaille, joilla on edennyt melanoo-
ma [Rosenberg, S.A. et al. (1988) N. Engl. J. Med. 319:
1676 - 1680; Rosenberg, S.A. et al. J. Clin. Oncol. 10:
180 - 199] ja vaikka n&illa potilailla on havaittu spora-
dista valkop&lvisyyttd, mit&&n haitallisia silmévaikutuk-
sia, jotka liittyvat n&aiden melanosyyttiantigeenien mah-
dolliseen ekspressioon verkkokalvosoluissa, ei ole havait-
tu.

Koska HLA-A2-proteiinia on 1l&snd noin 50 % vyksi-
16istd ja HLA-A2-restriktoitunut MART-l-antigeeni tuntuu
olevan myds laajasti ekspressoitunut melanoomissa, immuni-
saatio MART-l-antigeenilla voi olla erityisen kayttdkel-
poista aktiivisten immunoterapioiden kehittamiseksi.

Esimerkki 2

MART-1l-proteiinin immunogeenisten epitooppien ka-
rakterisointi

Melanoomaspesifisten CTL-linjojen Jja TIL-kloonin
muodostus

Melanoomaspesifiset CTL-linjat muodostettiin vil-
jelem&lld vyksisolususpensiota, joka valmistettiin metas-
tasoivasta melanoomasta niin, ettd lasnad oli 6 000 IU IL-
2-proteiinia/ml (Cetus-Oncology Division, Chiron Corp.,
Emeryville, CA), kuten aiemmin on julkaistu [Kawakami, Y.
et al. (1988) J. Exp. Med. 168: 2183]. T-soluklooni A42
muodostettiin rajoittavalla laimennusmenetelmdlld poti-
laasta 501.
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CTL-solujen antigeenin tunnistuksen madrittdminen

Sytotcoksiget 51Cr-vapautustestit ja sytokiinivapau-
tustestit ka&yttden ELISA-menetelm&d IFN-gamma-, GM-CSF- ja
TNF-a-proteiinin mittaamiseksi suoritettiin TIL-solujen
reaktiivisuuden analysoimiseksi, kuten ovat kuvanneet
Kawakami, Y. et al. (1988) J. Exp. Med. 168: 218 (katso
esimerkki 1). Melanoomasolulinjat muodostettiin laborato-
riogssa. Tunnettujen antigeenien tunnistuksen analysoimi-
seksi TIL-solujen toimesta COS7-solulinjaa, joka oli
transfektoitu cDNA-molekyylilld, joka kooditti joko MART-
1-, gpl00-tai tyrosinaasille sukua olevaa proteiinia
(gp75) [Cohen, T. et al. (1990) Nucleic Acids Research 18:
2807] yhdessé HLA-A2.l1-cDNA-molekyylin kanssa, inkuboitiin
TIL-sclujen kanssa 20 tuntia ja supernatanttiin erittyneen
IFN-gamma-proteiinin madraéd mitattiin EBLISA-menetelmalla,
kuten on kuvattu esimerkiss& 1. Plasmidissa pcDNA3 (Invit-
rogen, San Diego, CA) olevat MART-1- (katso esimerkki 1)
tai gpl00-proteiinia (katso esimerkki 3) koodittavat cDNA-
molekyylit kloonattiin 501lmel-melancoma-cDNA-kirjastosta
seulomalla TIL1235- tail TIL1200-scoluilla, vastaavasti
(katen esimerkki 1). Plasmidissa pCEV27 ocleva tyrosinaa-
sille sukua olevaa proteiinia (gp75) koodittava cDNA eris-
tettiin 501lmel-melanooma-cDNA-kirjastosta kidvttien koetin-
ta, joka muodostettiin PCR-menetelmdlld, joka perustui
julkaistuun gp75-sekvenseiin [Cohen et al. (1980) Nucleic
Acids Research 18: 2807].

Peptidisynteesi ja antigeenisten peptidien tunnis-
tus

Peptidit syntetisoitiin kiintedfaasimenetelmdlli
kayttden Gilson AMS 422 -monipeptidisyntetisaattoria. Pep-
tidit puhdistettiin HPLC-menetelmdlld Vydac C-4 -pylvaassd
0,05 % TFA/vesi-asetonitriili-liucksella. Antigeenisten
peptidien tunnistamiseksi T2-solulinjojen, joita oli esi-

inkuboitu kaksi tuntia kunkin peptidin kanssa, lyysi TIL-
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golujen toimesta mitattiin kayttien sytotoksista Sler-va-
pautustestia.

HLA-A2-proteiinin suhteen restriktioituneet mela-
noomaspesifiset TIL-solut

HLA-AZ2-restriktoltuneet melanoomaspesifiset CTL-
linjat ja A42-klooni muodostettiin lymfosyyteistd, jotka
tunkeutuivat 10 melanoomapotilaan kasvaimiin. Nama TIL-
gsolut tunnistivat autologiset ja useimmat allogeeniset
tuoreet tai viljellvt melanoomasolut, jotka ekspressoivat
HLA-A2-proteiinia, mutta eivdt tunnistaneet HLA-A2 -mela-
noomia tai muita HLA-A2¥-solulinjoja kuin melanocomasolulin-
Jat [Kawakami et al. (1992) J. Immunol. 148: 638]. Ne tun-
nistivat my®s normaalit viljellyt HLA-A2%-melanosyytit,
jotka olivat peré&isin vastasyntyneen ihosta [katso esi-
merkki 1 ja Kawakami, Y. et al. (1993) J. Immunotherapy
14: 88} . N&in ollen né&méd TIL-solut tunnistivat ei-mutatoi-
tuneet omat peptidit, jotka olivat peraisin proteiineista,
jotka ekspressoituivat melanoomassa Jja melanosyyteissé
HLA-A2-proteiinin vhteydessa.

Muiden melanoomaproteiinien tunnistus TIL-solujen
toimesta

Neljan eristetyn melanoomaproteiinin, sisaltaen
MART-1-proteiinin, vyhden gpl0O0-muodon (kuvio B5A; SEQ ID
-numero 26, katso esimerkki 3) ja tyrosinaasille sukua
olevan proteiinin (gp75), tunnistusfrekvenssin arvioimi-
seksi testattiin TIL-solujen reaktiivisuus COS7-soluja
kohtaan solulinjoilla, jotka oli transfektoitu cDNA-mole-
kyylilla, joka kooditti naitéd kolmea proteiinia niin, etté
ladsnd oli HLA-A2.l-proteiinia koodittava cDNA tai sitd el
ollut. Ykei useista yhdeks&lléd TIL-linjalla tehdyista ko-
keista on egitetty taulukossa 4. Kahdeksan yhdeks&sta HLA-
A2-restriktoituneesta melanocomagpesifisestd TIL-linjasta
eritti IFN-gamma-proteiinia, kun niitd inkuboitiin COS7-
golujen kanssa, jotka oli vhteistransfektoitu MART-1- ja

HLA-A2.1l-sekvensseilld. Ainoastaan TIL1200-linja, joka on
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suhteellisen oligoklonaalinen CTL-linja [Shilyansky, J. et
al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 2829], ei res-
pondoinut talle COS-transfektantille. Nelj&d TIL-linjaa
(620, 660, 1 143, 1 200) tunnistivat gpl00-proteiinin, kun
transfektoitiin vhdess& HLA-A2.1l-gekvenssin kanssa. TIL-
1200-solut erittivat suuria m&ariid IFN-gamma-proteiinia
verrattuna TIL620~, TIL660- Jja TIL11l43-soluihin antaen
ehdottaa, etta ainoastaan pieni alaryhmd& T-sgoluja niissa
jalkimmaisissd kolmessa TIL-linjassa tunnisti gpl00-pro-
teiinin. Yksikaé&n n&istd TIL-soluista el tunnistanut gp75-
proteiinia tata testid kaytettdessé. N&in ollen MART-1 on
yleinen melanooma-antigeeni, jonka tunnistavat useimmat
HLA-A2-restriktoituneet TIL-solut, Jjotka ovat perdisin
melanoomapotilaista.

TIL-golujen tarvitsemien MART-l-epitooppien tunnis-
tus

MART-1-epitooppien tunistamiseksi n&ille TIL-so-
luille, wvalittiin 23 peptidid perustuen tunnettuihin mo-
tiiveihin, joilla peptidit sitoutuvat HLA-A2.l-proteiiniin
[Falk, K. et al. (1993) Nature 351: 290; Hunt, D.F. et al.
(1992) Science 255: 1261; Ruppert, J. et al. (1993) cCell
74: 929], ne syntetisoitiin (> 90 % puhtaus) ja seulottiin
testaamalla HLA-A2.17-T2-solulinjan lyysi TIL-solujen toi-
mesta sen jalkeen, kun T2-linjaa oli inkuboitu kunkin pep-
tidin kanssa (taulukko 5). T2-golulinijan [Cerundolo, V. et
al. (1990) Nature 345: 449 - 452] solut lyysautuivat hyvin
kaikilla neljalld testatulla HLA-A2-restriktoidulla mela-
noomaspesifiselld TIL-linjalla, kun esi-inkuboitiin joko
peptidilla M9-2, M10-3 tai M10-4. Molemmat kymmenen amino-
hapon pituiset peptidit, M10-3 ja M10-4, sis&ltavat M9-2-
sekvenssin niin, ettd M10-3 sis&ltéad sen N-pddssd lisaglu-
tamiinihapon ja M10-4 sgisd&ltdd ylimddrdisen isoleusiinin
sen C-paassa. Namé peptidit sijaitsevat MART-1l-proteiinin
hydrofobisessa mahdollisesti membraanin 1l&pi menevassa

domeenissa. Sama lyysi havaittiin, kun kohteeksi valittiin
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muita n&iden peptidien kanssa inkuboituja HLA-A2¥T-restrik-
toituneita soluja, sisaltaen K4B-solut [saatiin tohtori
William Biddson’lta, NIH; Storkus, W. et al. (199%3) J. of
Immunology 151: 3719 - 3727] dja Epstein-Barr-viruksella
transfektoidut S501EBVB-B-golut [Topalian et al. (1989) J.
ITmmunol. 142: 3714 - 3725] tai HMY-ClR-B-solut [tohtori
William BRiddson, NIH; Storkus, W. et al. (1993) J. of
Immuncol. 151: 3719 - 3727), jotka oli transfektoitu HLA-
A2.l-geenilléd (tuloksia ei esitetty).
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Taulukko 5
Synteettisilla MART-1-peptideilld esi-inkuboituijen T2-solujen lyysi

TIL TIL TIL
Kohde Peptidi h42 1235 660 1074

Spesifinen lyysi-$%

501mel Ei mitdin 47 30 31 41
397mel Ei mitddn 1 0 1 2
T2 Ei mit3in -2 -3 -1 1
T2 MS-1 TTAEEAAGT -10 -5 -5 . -4
T2 M9-2  AAGIGILTV 64 80 40 56
T2 M9-3 GIGILTVIL i8 20 0 10
T2 MS-4 GILTVILGV 1 -1 -3 2
T2 MB-5 ILTVILGVL -2 -1 -5 -1
T2 M3-6 LTVILGVLL i 0 1 0
T2 M5-7 TVILGVLLL -2 -3 -2 1
T2 MS-8 VILGVLLLI 1 5 -2 -2
T2 M9-9 ALMDKSLHV -1 -4 -8 0
T2 M9~10 SLHVGTQCA -1 1 -8 4
T2 M9-11 PVVPNAPPA -2 0 4 -1
T2 M9-12 NAPPAYEKL 1 -2 0 6
T2 M10-1 YTTAEEAAGI -4 -2 -3 3
T2 M10-2 TAEEAARGIGI 7 11 12 15
T2 MLO-3 EAAGIGILTVY 55 66 31 51
T2 M10-4 AAGIGILTVI 34 68 29 21
T2 M10-5 GILTVILGVL -1 2 7 10
T2 M10-6 ILTVILGVLL 1 6 6 7
T2 ML0-7 LTVILGVLLL -2 -1 -1 2
T2 Mi0-8 TVILGVLLLI -6 -1 -1 11
T2 M10-9 RALMDKSLHV 3 5 8 11
T2 M10-10 SLHVGTQCAL -2 -8 2 9
T2 Mi10-11 SLQEKNCEPV 3 2 2 9

23 peptidid (SEQ ID -numerot 3 - 25) (12 9-mexr- ja 11 10-mer-peptidia) -
(> 90 % puhtaus) syntetisoitiin ja lyysautuvuus TIL-kloonin A42, TIL-
linjojen TIL1235, TIL660 ja TIL1074, jotka olivat periisin eri poti-
laista, suhteen testattiin HLA-A2%-T2-soluja vastaan, joita esi-inku-
boitiin kullakin peptidilla (10 pg/ml) nelj&n tunnin pituisessa syto-
toksisessa °'Cr-vapautustestissa niin, ettd E:T oli 20:1 R42-socluille
ja 40:1 muille TIL-linjoille. T2-solut lyysautuivat hyvin, kun niita
inkuboitiin peptidien M9-2, M10-3 ja M10-4 kanssa. Peptidit M10-3 ja
M10-4 sisalt&vat koko M9-2-sekvenssin (alleviivattu).



20115005 PrH 16 -07- 2012

10

15

20

25

30

35

80

Peptidit M9-1, M9-2, M&-3, M10-2, M10-3, M10-4 ja
M10-5 puhdistettiin edelleen ja ne titrattiin, jotta kyet-
tiin arvioimaan niiden suhteellinen kyky herkist&id T2-so-
luja lyysille MART-1l-reaktiivisten TIL1235-solujen tai T-
solukloonin A42 toimesta (kuvio 2). Puhdistettujen pepti-
dien M9-2, M10-3 ja M10-4 tarvittava minimikonsentraatio
oli 1 ng/ml, 100 ng/ml ja 1 000 ng/ml, vastaavasti. TIL-
klooni A42 ei tunnistanut puhdistettua M10-4-peptidiad edes
silloin, kun sitd kéytetiin konsentraationa 10 upg/ml, ku-
ten on esitetty kuviogsa 2. M9-1-, M9-3-, M10-2- Ja M10-5-
peptidejéd el tunnistettu A42- tai TIL1235-solujen toimes-
ta.

MART-1l-peptidien tunnistus HLA-A2-restriktoitunei-
den eri potilaista muodostettujen TIL-solujen toimesta

Sen arvioimiseksi, tunnistavatko erilaiset HLA-A2-
regstriktoituneet MART-1-spesifiset TIL-solut samat vai eri
epitoopit MART-l-antigeenissa, kunkin peptidin kanssa esi-
inkuboitujen T2-solujen [Cerundolo, V. et al (1990)
Nature 345: 449 - 452] lyysil testattiin sellaisten TIL-
golujen kanssa, Jjotka olivat perdisin 10 melanoomapoti-
laasta. Edustava koe 10 TIL-linjalla on esitetty taulukos-
ga 6. MS-2- jJa MLO-3-peptidit tunnisti yhdeksin kymmenesta
TIL-linjasta (ailncastaan TIL1200-solut olivat negatiivi-
sia) kuin myds A42-klooni niin, etta lyysikuvio oli saman-
lainen kuin CO87-soluilla, jotka oli vhteistransfektoitu
cDNA-molekyyleilla, jotka koodittivat MART-1- ja HLA-A2.1-
proteiinia. Aincastaan TIL620- ja TIL088-solut sisalsivat
alhaisen tason epaspesgifisen T2-solujen lyysin ilman pep-
tidejd tai sen jalkeen, kun oli lisdtty asiaankuulumatto-
mia peptideja, mutta osoittivat merkittdvan kohoamisen
sellaisten T2-solujen lyysisséd, joita esi-inkuboitiin M9-
2-, M10-3- ja M10-5-peptidien kanssa. M10-4-peptidin tun-
nistus erosi TIL-solujen joukossa, mutta oli samanlainen
verrattuna T-solukloonin A42 tai T-solulinjan TIL1235 eri-

laiseen reaktiivisuuteen M10-4-peptidid kohtaan (kuviot 2A
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ja 2B) . Korkeammat konsentraatiot (1 upg/ml) M10-4-peptidia
tarvittiin lyysiin kuin tarvittiin M9-2- tai M10-3-pepti-
did. Nama 10 TIL-linjaa ja klooni A42 erittivit myds syto-
kiineja, sisédltéden IFN-gamma-, GM-CSF- ja TNF-a-proteii-
nit, kun inkuboitiin sellaisten T2-solujen kanssa, joita
oli esi-inkuboitu M9-2- tai M10-3-peptidin kanssa (tulok-
sia el esitetty). Sen vuoksi M9-2- tai M10-3-peptidit ovat
yleisia epitooppeja, jotka useimmat HLA-A2-restriktoitu-

neet melanoomaspesgifiset TIL-solut tunnistavat.
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Tl TIL TIL TIL TIL TIL TIL TIL TIL TIL Klooni
Kohde Pepridi 508 620 660 1074 1086 1128 1143 1200 1235 1363 A2
fug/mi}
Spesifinen lyysi-%
50imel Ei mitdidn 42 4% 35 12 1 18 24 41 32 43 4:
3197mel E1 mirHHn 3 16 6 1 1 4 3 3 3 4
T2 Ei mitddn a 7 <3 -6 7 -8 -7 -6 7 ot -6
T2 HMs-1 {1} 4 is =4 1 31 1 -5 =1 1 4 3
1
T2 M9-2 {1} 86 7% 73 79 98 30 36 2 92 a2 9
T2 M9 -2 !0,001! 82 49 23 32 81 9 [ 1 10 41 63
T2 M3-3 (1) 5 25 ] 1 1% ] 1 -2 0 -2 4
T2 M10-2 {1} 10 22 5 8 21 [} 3 7 7 ? H
62
T2 Mi0-3 (1) 84 68 68 T3 7% 24 27 1 42 87
T2 #M10-3 {0,001} 91 50 33 25 86 13 14 0 14 39 1
T2 M10-4 (1) 83 47 18 15 80 6 3 1 14 53 0
T2 M10-4 (0,001} 0 11 3 0 14 4 »1 -1 2 -3 -3
T2 M10-5 (1) 4 14 1 4 13 2 3 o 3 0 2

Sellaisten T2-solujen, joita oli esi-inkuboitu puhdistettujen peptidi-
en M9-1, M3-2, M9-3, Mi0-2, M10-3, M10-4 ja Mi0-5 kanssa, lyysautuvuus
TIL-kloonilla A42 ja kymmenestd potilaasta periisin olevilla TIL-lin-
joilla testattiin nelj&n tunnin pituisessa 51Cr—vapautustestissé niin,

ettd E:T-suhde oli 20:1 A42-soluille ja 40:1 muille TIL-linjoille.
Yhdeksén kymmenestd TIL-linjasta lyysasi T2-solut, joita oli inkuboitu

peptidien M9-2 tai M10-3 kanssa. Seitsemin kymmenestd TIL-linjasta

lyysasi T2-solut, joita oli inkuboitu peptidin M10-4, jonka konsent-
raatio oli 1 pug/ml, kanssa.
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Tunnettujen melancomaproteiinien tunnistuksen suh-
teellinen frekvenssi sellaisten T-solujen toimesta, jotka
ovat peraisin kymmenen melancomapotilaan TIL-soluilsta, on
tutkittu. MART-l-antigeenin vyleisget epitoopit, M2-2 Jja
M10-3, jotka vhdeksén ndistd TIL-soluista pddasiassa tun-
nisti, on myds tunnistettu. MART-1-proteiinia koodittava
cDNA eristettiin cDNA-ekspressiokloonauksella kayttéen
TIL1235-soluja seulontatesteissd (katso esimerkki 1).
MART-1 on 118 aminochapon pituinen proteiini, joka sis&ltaa
vkgittdisen membraanin lapi menevan domeenin ja jota eks-
pressoidaan useimmissa melancomasoluissa kuin myds viljel-
lyissa melanosyyteissd ja verkkokalvossa niin, ettd cDNA-
molekyylin ekspressiockuvio on samanlainen kuin esimerkissé
3 kuvatulla gpl00-muodolla. Neljd kymmenestd TIL-solusta
tunnistaa gpl00-proteiinin.

Annosregponsgianalyygiin perustuen peptidi M9-2
herkisti tehokkaimmin T2-solut lyysille (kuvio 2) antaen
ehdottaa, ettéd tédmd peptidi voi olla luonnollisesti pro-
segsoitu ja on esgilléd kasvainsoluisga. M9-2-peptidin tun-
nigtavat T-golut voivat reagoida peptidin M10-3 tai M10-4
kanssa, koska jalkimmaiset 10-mer peptidit sisdltévat pep-
tidin M9-2 vhdeksgé&n aminchapon sekvensgin. Eri TIL-solut
tunnistavat hiukan eri lailla nama kolme peptidi&. Esimer-
kiksgi M10-4-peptidin tunnisti huonosti T-soluklooni A42,
mutta sen tunnisti hyvin jotkin TIL-linjat, vaikkakin kor-
keampi M10-4-peptidin konsentraatio oli tarpeen lyysin
havaitsemiseksi. Tamd voili johtua variaatiosta TCR-affini-
teetigga M9-2- ja M10-4-peptidejad kohtaan HLA-A2-proteii-
nin vhteydesséd, tai wvaihtoehtoisesti TIL-linjat wvoivat
gigdltad erilaisia T-goluklooneja, jotka tunnistavat aino-
astaan joko M9-2- tal M1l0-4-peptidin. Peptidit M10-3 ja
M10-4 voivat myds olla luonnollisesti prosegsoituja ja
egilla kasvainsoluissa. Useiden melanooma-antigeenien las-
nadolo HLA-A2-proteiinissa on alemmin ehdotettu analysoi-

malla melanocomasolukloonien tunnistusta eri T-solukloonien
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toimesta [Knuth, A. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86: 2804; Wolfel, T. et al. (198%9) J. Exp. Med. 170:
797] tai analysoimalla HPLC-peptidifraktioita, jotka eris-
tettiin HLA-A2-melanoomasoluista [Slingluff, C.L. Jr. et
al. (19293) J. Immuncl. 150: 2955; Storkus, W.J. et al.
(1993) J. Immunol. 151: 3719].

Se havainto, ettd useimmat melanocomapotilaista pe-
raisin olevat HLA-A2-restriktoidut TIL-solut tunnistavat
vlieiset MART-1l-peptidit, mutta eivat gp75-proteiinia antaa
ehdottaa, ettd M9-2- tai M10-3-MART-1-peptidit voivat olla
immunogeenisempia indusoimaan T-soluvasteen in vivo kuin
muut tunnetut melanooma-antigeenit. Jotkin téssd tutkimuk-
segsa kiytetyt TIL-solut injektoitiin yhdessd IL-2-prote-
iinin kanssa autologisiin potilaisiin ja mielenkiintoista
oli, ettd Kkaikki neljd TIL-linjaa (620, 660, 1 074,
1 200), jotka tunnistivat gplOO0-proteiinin (kuvio 5A; SEQ
ID -numero 27), indusoivat tehokkaasti kasvaimen regressi-
on (yli 50 prosenttinen kasvaimen pienentyminen). Kaikki
muut, paitsi TIL1200-linja, myds tunnistivat MART-1l-prote-
iinin.

Esimerkki 3

Kasvaimeen tunkeutuvien lymfosyyttien tunnistaman
ihmisen toisen melanooma-antigeenin, joka assosioituu kas-
vaimen hyljintdadn in vivo, tunnistus

Melanooma-antigeenimuotoa, Jjonka nimi on gpl00,
koodittava cDNA25-klooni kloonattiin samanlaigilla mene-
telmilld kuin on kuvattu esimerkissd 1 ja julkaisussa
Miki, T. et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 5167
- 5171. Lyhyesti, rintasydpdsolulinja MDA231 (ATCC
#HTB26), joka oli transfektoitu lambdapCEV27-vektorissa
olevalla cDNA-kirjastolla, joka oli tehty 50lmel-melanoco-
masolulinjasta, seulottiin antigeenin positiivisuuden suh-
teen mittaamalla interferoni-lambda (IFN-gamma) eritystda
silloin, kun viljeltiin vhdegsd TIL1200-golujen kanssa.

TIL1200-solut mucdostettiin, kuten on kuvannut Kawakami,
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Y. (1988) J. Exp. Med. 168: 2183 - 2191. Integroitunut
cDNA otettiin talteen positiivisten transfektanttien geno-
misesta DNA:sta PCR-menetelmilld ja kloonattiin nisakas-
ekspresgioplasmidiin pcDNA3 (Invitrogen, San Diego, CA).
cDNA25-molekyylin tayspitkd cDNA eristettiin 501lmel lamb-
daCEV27 -kirjastosta kayttden cDNA25-koetinta. Tayspitkan
cDNA25-molekyylin sisdltavd lambda-faagi digestoitiin
XhoI-entsyymilld ja sitten ligoitiin itsensa kanssa kiinni
T4 DNA ligaasilla niin, ettd& muodostettiin plasmidi
pPCEV27-FL25. Vaihtoehtoisesti PCR-menetelmalla, jossa kay-
tettiin gpl00-sekvenssille spesifisid alukkeita, eristetty
tAyspitk& cDNA25 kloonattiin pCRII-vektoriin (Invitrogen)
ja sitten se kloonattiin pcDNA3-vektoriin (pcDNA3-FL25).
Sen testaamiseksi, koodittiko t&md cDNA melanocoma-antigee-
nia, se transfektoitiin uudelleen COS7-, A375- tai MDA231-
soluihin, ja tuloksena gsyntyneet transfektantit testattiin
TIL1200-solujen stimulaation suhteen. Plasmidikloonin
pCEV27-FL-25 DNA-sekvenssi maaritettiin automaattisella
DNA-sekvenscijalla (malli 373A; Applied Biosystems, Inc.)
k&yttaen Taqg DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing -kayttod-
pakkausta valmistajan ohjeiden mukaisesti (Applied Biosys-
tems, Inc.).

Peptidisynteesi ja antigeenisten peptidien tunnis-
tus

Peptidit syntetisoitiin kiintedfaasimenetelmalla
k&yttéen Gilson AMS 422 -monipeptidisyntetisaattoria. Pep-
tidit puhdistettiin HPLC-kromatografialla Vydac C-4 -pyl-
védssd 0,05 % TFA/vesi-asetonitriili-liucksessa. Antigee-
nisten peptidien tunnistamiseksi T2 RET -solujen, joita
esi-inkuboitiin peptidien kanssa kaksi tuntia (h), lyysi
TIL-golujen toimesta mitattiin kdyttaden sytotoksista Slop-

vapautustestia.
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Metastasoivaa melanoomaa sairastavan potilaan hoito
kdyttden TIL1200-soluja

29-vuotiasta miespotilasta, jolle annettiin poti-
lasnumero 1200, jolla oli laajalle levinnyt metastasoiva
melanooma, Jjonka kemoterapia ja sateilytysterapia oli
aiemmin ep&onnistunut, hoidettiin yhdelld preparatiivisel-
la annoksella, joka oli 25 mg syklofosfamidia/kg, jonka
jalkeen annettiin suonensisdiselld infuusiolla 1,6 x 1011
TIL-solua (sis&ltden 9,1 x 10° indium-11l-leimalla leimat -
tua TIL-solua) ja seitseman annosta IL-2-proteiinia niin,
etta joka 8. tunti annettiin 720 000 IU/kg. Toinen hoito-
kierros TIL-soluilla ja IL-2-proteiinilla annettiin kolme
viikkoa mydhemmin. Radionuklidiskandeeraukset osoittivat
TIL-solujen paikantumisen kasvainesiintymiin (kuvio 3A).
IThonalaisten kasvainten biopsiat vuorokausina 8 ja 11 hoi-
don jalkeen osoittivat merkittdvin TIL-solujen paikantumi-
sen kasvaimeen (injektoidun materiaalin m&iran suhde kas-
vaimessa grammaa kohti verrattuna normaalikudoksen vastaa-
vaan oli 14,9 ja 14,0, vastaavasti). Potilaan syd®pid reg-
ressoitui nopeasti hoidon ensimméisen kierrcksen jalkeen.
Kolme kuukautta hoidon j&lkeen kaksi kolmesta maksavauri-
osgta oli kadonnut ja kolmas vaurio pieneni 50 prosentilla.
Useat ihonalaiset metastaasit regressoituivat taysin, ku-
ten on esitetty kuviossa 3B (yksittlisten vaurioiden koh-
tisuoran halkaisijan mitta on esitetty).

TIL1200-solujen in vitro toiminnan karakterisointi

Useat HLA-A2"-melancomapotilaista muodostetut TIL-
linjat lyysasivat melanoomasolulinjoja luokan I MHC -rest-
riktiotuneella tavalla [Kawakami, Y. et al. (1992) J.
Immunol. 148: 638 - 643] ja niiden osoitettiin vapauttavan
IFN-gamma-proteiinia, kasvaimen nekroositekijé-alfa-pro-
teiinia (TNF-o) tail granulosyytti-makrofagien pesakekasvua
stimuloivaa tekij&a (GM-CSF), kun viljeltiin yhdessa samo-
jen kasvainsolulinjojen kanssa [Hom, S.S. et al. (1993) J.
Immunother. 13: 18 - 30]. CD8"-CTL-linja TIL1200, joka muo-
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dostettiin potilaan 1 200 metastasoivasta ihonalaisesta
kasvainmassasta, lyysasi tuoreita autologisia melanoomaso-
luja kuin myds kymmenen viidestatoista allogeenisestd HLA-
A2*-melanocomasolulinjasta, mutta ei lyysannut kuuttatoista
HLA-A2 -melanoomasolulinjaa kahdeksastatoista linjasta tail
kuutta HLA-A2%-solulinjaa kahdeksasta; jotka olivat muita
kuin melanoomasolulinjoja [Shilyansky, J. et al. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 2829 - 2833, julkaisematto-
mia tulcoksial. Taulukossa 7 esitetdan sytotoksisuustesti
viittd edustavaa HLA-A2"-melanoomasolulinjaa vastaan, jotka
lyysautuivat TIL1200-soluilla, neljdi edustavaa HLA-A2*-
melanoomasolulinjaa vastaan, Jjotka eivat lyysautuneet
TIL1200-solujen toimesta ja yvhtd HLA-A2 -melanocomasolulin-
jaa vastaan. TIL1200-solut erittivat myds IFN-gamma-prote-
iinia, kun niitd viljeltiin vhdessd normaalien viljeltyijen
HLA-A2%-melanosyyttien kanssa, jotka oli muodostettu vasta-
syntyneen esinahasta, kun myds silloin, kun niita viljel-
tiin yhdessd HLA-A2"-melanoomasolulinjojen kanssa (taulukko
8). Sen vuoksi TIL1200-golut tuntuivat tunnistavan ei-mu-
tatoituneen oman peptidin, Jjota useimmat melanoomat Jja
viljellyt wvastasyntyneen melanosyytit ekspressoivat HLA-
A2-regtriktoituneella tavalla.

T-solujen tunnistamaa melanooma-antigeenia koodit-
tavan cDNA-molekyylin kloonaus

HLA-A2%-501lmel-melancomasolulinjan, jonka useimmat
HLA-A2-restriktoituneet melanoomaspesifiset TIL-solut lyy-
sasivat, cDNA-kirjasto lambdapCEV27-vektorissa transfek-
toitiin stabiilisti erittdin transfektoituvaan HLA-A2"-me-
lanooma-antigeeninegatiiviseen MDA231-klooniin 7 tai A375-
klooniin 1-4. G41l8-resistentit solut wvalittiin ja noin
6 700 vyksittdistd transfektanttia kustakin solulinjasta
eristettiin ja ne seulottiin perustuen niiden kykyyn sti-
muloida IFN-gamma-eritystd TIL1200-soluista. Kuusi DNA-
fragmenttia eristettiin PCR-menetelm&lla kiyttéen SP6/T7-

alukkeita, jotka olivat integroituneen DNA-sekvenssin vie-
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ressd, neljastd MDA231- ja vhdestd A375-transfektantista,
jotka olivat positiivisia toisessa seulonnassa, ja ne
kloonattiin nisakésekspressiovektoriin pcDNA3 (Invitro-
gen) .

N&itd pcDNA3-vektorissa olevia fragmentteja eks-
pressoitiin lyhytaikaisesti COS7-soluissa niin, ettd lasna
oli pcDNA3-HLA-A2.1 tai =sitd ei ollut. Yhden testatun
cDNA-molekyylin, cDNA25, transfektio C0S87-goluihin vhdessa
HLA-A2.1-DNA-molekyylin kanssa tuotti toistettavasti kyvyn
stimuloida TIL1200-solujen IFN-gamma-eritystd. c¢DNA25-mo-
lekyylin stabiili transfektio A375-soluihin stimuloi myds
IFN-gamma-vapautusta TIL1200-soluista (taulukko 9, kokeet
1 ja 2). Melanooman Northern blot -analyysissa, Jjossa kay-
tettiin c¢DNA25-koetinta, havaittu 2,2 kb rintama antoi
ehdottaa, ettd kloonattu 1,6 kb fragmentti ei ollut tays-
pitkd c¢DNA. Kolmen cDNA25-kloonin, jotka amplifioitiin
toisigtaan riippumattomasti PCR-menetelmé&lla, konsensus-
DNA-sekvenssin vertailu GenBank-tietokantaan paljasti,
ettd c¢DNA25 oli erilainen kuin kaksi aiemmin julkaistua
geenid, gpl00 (GenBank-koodinumero M77348) ja Pmell?
[RKwon, B.S. et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
9228 - 9232]. cDNA25 erosi GenBank-tietokannassa olevasta
gpl00-gekvenssistd (koodinumero M77348, tunnetaan myods
nimelld gp95) kahden nukleotidin suhteen, Pmell7-sekvens-
gistd [Kwon et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 58:
9228 - 9232] kolmen eméksen ja 21 emdsparin deleetion suh-

teen (kuvio 5B).
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TIL1200-solujen antigeenin tunnistusspesifisyys: HLA-RA2%,
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gpl00* -melanoomasolujen lyysi

Kohde HLA-A2 gpl00 TIL1200 LAK
FACS Northern
(spesifinen lyysi-%)
501imel + + + 46 78
526mel + + + 39 74
624mel + + + 33 76
952mel + + + 25 76
MalmeiM + + + 43 70
C32 + - -j4® 6 82
RPMI7951 + - - 9 67 -
WM115 + - - 5 68
HS69S5T + - - 3 87
397mel - + + 0 70

‘‘‘‘‘‘

nnnnnnnn

Viiden tunnin (h) °!Cr-vapautustesti suoritettiin solusyto-

toksgisuuden mittaamiseksi niin, ettd effektori:kohde-suhde
oli 40:1,
(1988) J. Exp. Med. 168: 2183 - 2191]. HLA-A2- ja gpl00-

molekyylien,

kuten aiemmin on kuvattu

[Kawakami, Y. et al.

jotka tunnistaa monoklonaalinen vasta-aine

HMB45 (Enzo Diagnostics, New York, NY), ekspressio mitat-

tiin virtaussytometrialla (FACS).

gpl00-RNA-molekyylin

ekspressio analysoitiin Northern blot -analyysissa kaytta-
en cDNA25-koetinta.

*

+ osoittaa hyvin heikkoa positiivista.
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Taulukko 8
TIL1200-go0lujen antigeenin tunnistusspesifisyys: vastasyn-

tyneen HLA-a-a2*-melanosyyttien tunnistus

Stimu-
laattori HLA-A2 TIL1200 TILBBS

(pgIFN-y/ml)

501imel + 562 0
624mel + 439 0
397mel - 0 0
888mel - 0 1970
NHEM493 - 441 0
NHEMS27 + 418 0
NHEM530 + 164 0
NHEM616 + 53 0
FM725 + 107 ]
FMB01 + 250 343
NHEM483 - ] 0
NHEM680 - 0 0
HA002 - 0 0

TIL-solujen IFN-gamma-eritys mitattiin ELISA-menetelmilla,
kuten aiemmin on kuvattu esimerkissad 1. TIL-kloonin yksi-
nd&n erittimin IFN-gamma-proteiinin méarad (88 pg/ml TIL-
888-soluilla ja ei mitd&n TIL1200-soluilla) vahennettiin.
TIL888-solut ovat luckan I MHC -proteiinin suhteen rest-
riktoituneita melanoomaspesifisiad CTL-soluja, jotka eivat
ole restriktoituneet HLA-A2-proteiinin suhteen. NHEM, FM
ja HA viittaavat normaaleihin viljeltyihin melanosyytti-

solulinjoihin, kaikki muut ovat melancomasolulinjoja.
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Taulukko 8
cDNA25-molekyylin transfektio A375- ja COS7-soluihin
Eritys
Stimulaatto- Transfektoidut HLA-AZ £il1200-
risolut geenit solulsta
Koe 1
(pgFNy/wl)
501 mel Eil mitHdEn + 987
397 mel Ei mitddn - 0
AJTS Ei mitHddn + g
A3TS pcDNA3-2S + 230
Koe 2
501 mel Ei mitcd3n + 662
39Tmel Eil mitddn - 0
COs? Ei mitdidn . - 0
COS7 HLA-AZ.1 + 0
cos? pcDNA3-2S . 0
C0s7 HLA-A2.1+pcDNA3-23 + 310
Koe 3
501 mel Ei mitHdn + 908
397mel Ei mitddn - 0
COs7 Ei mitddn - 0
COs7 HLA-A2.1 + 0
Cos7 pCEV27-FL2S - 0
Cos? HLA-A2.1+pCEV27-FL25 + 742
cos? . pcDNA3-FL25 . 0
cos? HLA-A2.1+pcDNA3-FL25 + 801

TIL1200-golut erittivAt IFN-gamma-proteiinia silloin, kun
niitd inkuboitiin yhdess& HLA-A2*-A375-solujen kanssa, jot-
ka oli stabiilisti transfektoitu pcDNA3-vektorilla, joka
sisilsi lyhentyneen cDNA25-molekyylin (pcDNA3-25) (koe 1),
tai yhdess& COS7-solujen kanssa, jotka oli lyhytaikaisesti
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transfektoitu joko pcDNA3-25-molekyylilld (koe 2), pcDNA3-
vektorilla, Jjoka sisdlsi té&yspitk&n cDNA25-molekyylin
(0cDNA3-FL25) tail pCEV27-vektorilla, joka sisadlsi tayspit-
kadn cDNA25-molekyylin (pCEV27-FL25) (koe 3) yhdesgsad pcDNA3-
vektorilla, joka sis&lsi HLA-A2.l-molekyylin (HLA-A2.1).
HLA-AZ-ekspressio madritettiin wvirtaussytometrialla Jja
interferoni-gamma-eritys mdaritettiin ELISA-menetelmalla.

Taéyspitkd cDNA25 (FL25) eristettiin kahteen plas-
midiin, pCEV27-FL25 tai pcDNA3-FL25. Jomman kumman plas-
midin transfektio COS7-soluihin yhdessd pcDNA3-HLA-A2.1-
DNA-molekyylin kanssa antoi COS7-soluille kyvyn indusoida
TIL1200-golujen IFN-gamma-erityksen. TAayspitkalla cDNA-
molekyylillad ja HLA-A2.1-DNA-molekyylilla transfektoitujen
COS7-golujen sgtimuloiman IFN-gamma-erityksen maéréd oli
samanlainen kuin se, jonka 50lmel-sgolut stimuloivat Jja
korkeampi kuin se, jonka lyhennetylld cDNA25-molekyylilla
transfektoidut COS7-golut stimuloivat johtuen ehkd paran-
tuneesta translaatiosta, joka alkoili normaalista AUG-aloi-
tuskodonista (taulukko 9, kokeet 2 ja 3). Vaihtoehtoisesti
lvhennetysta cDNA25-molekyylistd puuttuva 5’'-alue voi si-
saltdd muita epitooppeja, jotka TIL1200-kloonit tunnisti-
vat. HLA-A2.l-ekspression vaatimus IFN-gamma-vapautukselle
TIL1200-soluista ja se tosiasia, ettd transfektoidut solut
eivat stimuloineet IFN-gamma-eritystd asiaankuulumattomis-
ta TIL-soluista (tuloksia el egitetty) osoitti, ettd cDNA-
25 kooditti antigeenia, jonka TIL1200-solut tunnistivat
HLA-A2.l-molekyylin yhteydessa, eikd koodittanut molekyy-
lia, joka epéspesifisesti indusoi IFN-gamma-vapautuksen T-
goluista.

Lvhentyneen cDNA25-molekyylin ja té&yspitkan cDNA25-
molekyylin, jotka kloonattiin 50lmel-cDNA-kirjastosta seu-
lomalla cDNA25-koettimella (kuvio 5A), nukleotidi- ja vas-
taavia aminohapposekvensseja verrattiin GenBank-tietokan-
nassa oleviin Pmell7-sekvensseihin, Jjotka oli eristetty

normaaleista melanosyyteistd, ja gpl00-sekvensseihin, jot-
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ka oli eristetty melancomasolulinjasta MEL-1 (kuvio 5B).
Tayspitkd cDNA25 erosi gplOO0-aminochapposekvenssista koh-
dalla 162. Tam& aminohappoero johtuu luultavasti polymor-
fiasta tai mutaatiosta kasvaimessa. cDNA25-molekyylilla
0li kahden aminohapon ero kohdissa 162 ja 274 verrattuna
Pmell7-sekvenssiin eik& se sisdltényt niitd seitsemad ami-
nochappoa, jotka sijaitsivat Pmell7-sekvenssisséd kohdilla
588 - 594, Lyhentyneen cDNA25-molekyylin, joka eristettiin
alkuperéisestd MDA231-transfektantista, aminohapposekvens-
sillé oli erilainen sekvenssi 3’-padssa (kohdasta 649 lop-
puun asti) johtuen lukuraamin muutoksesta, jonka aiheutti
vksi ylimd&riinen sytidyylihappo. Ei ole selvaa, johtuuko
taAmd ero todellisesta alleelisesta erosta val mutaatiosta,
joka on tapahtunut DNA:n manipulaation aikana. Oli miten
oli, TIL1200-solut tuntuivat tunnistavan ei-mutatoituneet
peptidit, jotka sijaitsevat kohtien 236 ja 648 valissa.
cDNA25-sekvenssilla oli myds 87 % samankaltaisuus RPEL-
cDNA-molekyylin aminohapposekvenssin kanssa [Kim, R. Jja
Wistow, G.J. (1992) Exp. Eye Res. 55: 657 - 662], jota
spesifisesti ekspressoidaan naudan verkkokalvon pigmentin
epiteelissd, ja 60 % samankaltaisuus MMP115-cDNA-molekyy-
lin kanssa, joka koodittaa melanosomin matriksiproteiinia,
joka on eristetty kanan pigmentoituneista epiteelisoluista
[Shilyansky, J. et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91: 2829 - 2833].

Tiedettiin, ettd gpl00-proteiinin tunnistaa mono-
klonaalinen vasta-aine HMB45 [Adema et al. (1993) Am. J.
Pathology 143: 1579 - 1585]. Tayspitkalla cDNA25-molekyy-
1i114 transfektoidut COS7-solut arvioitiin virtaussytomet-
rialla k&yttéen t&atd monoklonaalista vasta-ainetta. Kun
oli lvyhytaikaisesti ekspressoitu Jjoko pCEV27-FL25- tai
pcDNA3-FL25-plasmidia, COS7-solut ekspressoivat antigee-

nia, jonka HMB45-vasta-aine tunnisti (tuloksia ei esitet-
ty) .
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cDNAZ25-RNA-molekyylin ekspressio

Northern blot -analyysi suoritettiin cDNA25-koet-
timella tamé&n geenin kudosspesifisen ekspression arvioi-
miseksi. Kymmenen 15:std melanoomasolulinjasta ja kuusi
kuudesta melanosyyttisolulinjasta olivat positiivigia
cDNA25-molekyylin suhteen (kuviot 6A ja 6B). Monista tes-
tatuista normaalikudoksista ainoastaan verkkokalvo oli
posgitiivinen (kuvio 6C). Seitseman solulinjaa T-soluista
(TILA, B), B-soluista (501EBVB, 836EBVB) ja fibroblasteis-
ta (M1) ja 20 muuta kasvainsolulinjaa kuin melaanomasolu-
linjaa (paksusuolensydpa, Collo, SW480, WiDr; rintasydpa,
MDAZ231, MCF7, HS578, ZR75; neuroblastooma, SK-N-AS, SK-N-
SH; Ewingin sarkooma, TC75, RD-ES, 6647; sarkooma 143B;
gliooma, U138MG, HS683; munuaissolusydpd, UOCK108, UOK11l7;
piensolukeuhkosydpad, H1092; Burkittin lymfooma, Daudi;
myelooma HMY) olivat kaikki negatiivisia c¢DNAZ25-molekyylin
suhteen (tuloksgia ei esitetty). Sen vuoksi tami geeni tun-
tuil olevan spesifisesti ekspressoituneena melanosyyttilin-
jan soluissa, joka on yhdenmukaista aiemmin eristettyijen
gpl00-proteiinin muotocjen ekspression kanssa, kun niitéa
analysoitiin monoklonaalisilla vasta-aineilla HMB45, NKI/
betab tai HMB-50 [Adema, G.J. et al. (1993) Am. J. Patho-
logy 143: 1579 - 1585; Gown, A.M. et al. (1986) Am. J.
Pathol. 123: 195 - 203; Colombari, R. et al. (1988) Virc-
hows Archiv A Pathol Anat. 413: 17 - 24; Vennegoor, C. et
al. (1988) Am. J. Pathol. 130: 179 - 192; Vogel, A.M. ja
Esclamado, R.M. (1988) Cancer Res. 48: 1286 - 1294]. Vil-
jellyissd vastasyntyneen melancosyyttisolulinjoissa cDNA25-
koettimella tunnistetun RNA-molekyvlin ekspressiotaso oli
merkittavasti alempi kuin melanoomasolulinjojen vastaava.
0li olemassa téaydellinen korrelaatio Northern blot -ana-
lyysilld havaitun gpl00-ekgpression ja c¢DNA25-molekyylin
valilla seka HMB4G5-vasta-ainella tehdyn virtaussytometrian

ja TIL1200-solujen aiheuttaman melanocomalyysiksen valilla
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kymmenessd HLA-A2"-melanoomagolulinjassa, kuten on esitetty
taulukosgsa 7.

gpl00-proteiinin epitoopin tunnistus

Perustuen lyhentyneen cDNA25-muodon aminohapposek-
venssin vertailuun tunnettuihin HLA-A2.l-proteiinin sitou-
tumismotiiveihin [Falk, K. et al. (1992) Nature 351: 290 -
296; Hunt, D.F. et al. (1992) Science 255: 1261 - 1263;
Ruppert, J. et al. (1993) Cell 74: 929 - 9937], cDNA25-
molekyylistéd syntetisoitiin 30 peptidi&, jotka olivat pi-
tuudeltaan 9 tai 10 aminohappoa. TIL1200-solut lyysasivat
HLA-A2%-solulinjan T2 aincastaan silloin, kun sit& inkuboi-
tiin peptidin LLDGTATLRL (sekvenssin SEQ ID -numero 27
ja&nndkset 457 - 486, kuvio 5A, SEQ ID -numero 33) kanssa,
mutta ei silloin, kun inkuboitiin muiden 29 peptidin kans-
sa (taulukko 10, kuvio 5A). Aincastaan peptidi LLDGTATLRL
(SEQ ID -numero 33) kykeni stimuloimaan myds IFN-gamma-
eritystd TIL1200-solujen toimesta (tuloksia ei esitetty).

Monet melanocomaspesifiset CTL-solut, Jotka ovat
perdisin TIL-soluista, tuntuvat tunnistavan ei-mutatoitu-
neet omat peptidit, jotka ovat perdisin melanosyytti-mela-
noomalinjalle gpesifisistad proteiineista, koska nadma TIL-
solut tunnistavat useimmat melancomasolulinjat ja normaa-
lit viljellyt melanosyytit, joissa on sopiva restriktio-
elementti [Anichini, A. et al. (1993) J. Exp. Med. 177:
989 - 998; Kawakami, Y. et al. (1993) J. Immunother. 14:
88 - 93]. Yritettaessad eristdd ja tunnistaa sellaiset me-
lanooma-antigeenit, jotka olisgivat arvokkaita melanooma-
potilaiden immunoterapiassa, kdytettiin TIL-soluja
TIL1200, jotka siirrettyind potilaaseen, jolla oli metas-
tasoiva sydpd, paikantuivat kasvaimen kohtaan ja assosioi-
tuivat dramaattiseen kasvaimen regressioon. On osoitettu,
ettd painvastoin kuin ei-aktivoidut lymfosyytit ja lymfo-
kiinin aktivoimat tappajasolut, autologiset TIL-solut pai-
kantuvat kasgvainkohtiin. Tamad paikantuminen korreloi nai-

den TIL-solujen kykyyn v&littad kasvaimen regressiota (tu-
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loksia el esitetty). TIL1200, joka oli useita CTL-lajeja
gisadltadva TIL-linja, tunnisti kasvainantigeenin HLA-A2-
proteiinin yhteydessa, joka on useimmin ekspressoitu luo-
kan I MHC -antigeeni (noin 50 % vyksildistad) ja jonka on
ogoitettu olevan dominantti restrikticelementti wmelanoo-
maspesifisten CTL-solujen induktiossa [Crowley, N.J. et
al. (1991) J. Immunol. 146: 1692 - 1699].
cDNA-ekspressiokloonauksella, Jjossa kaytettiin T-
solutunnistusta seulontaan, TIL1200-solujen tunnistamaa
antigeenia, jonka on tunnistettu olevan vksi gpl00-muoto,
joka on membraaniglykoproteiini, jonka tunnistavat myds
monoklonaaliset vasta-aineet HMB45, HMB50 tai NKI/betab
[Adema, G.J. et al. (1993) Am. J. Pathology 143: 1579 -
1585; Gown, A.M. et al. (1986) Am. J. Pathol. 123: 195 -
203; Colombari, R. et al. (1988) Virchows Axchiv A Pathol
Anat. 413: 17 - 24; Vennegoor, C. et al. (1988) Am. J.
Pathol. 130: 179 - 192; Vogel, A.M. ja Esclamado, R.M.
(1988) Cancer Resg. 48: 1286 - 1294], koodittava cDNA on
tunnistettu (kuviot 42 ja 4B; SEQ ID -numero 26). Nama
vasta-aineet ovat erittain spesifisid melanosyyttilinjan
kudoksgille ja varjaddvat vahvasti useimmat melanocomasolut.
NKI/betab reagoi myds aikuisen melanosyyttien kanssa nor-
maalissa ihossa [Vennegoor, Cl et al. (1988) Am. J. Pat-
hol. 130: 179 - 192]. Immunocelektronimikroskooppiset tut-
kimukset, joissa kaytettiin joko HMB45- tai NKI/beetab-
vasta-ainetta paljastivat, ettd gpl00-proteiini sijaitsi
péddasiassa membraanilla ja sytoplasmassa vaiheen I ja II
melanosomien filamenttimatriksigsa [Vennegoor, C. et al.
(1988) Am. J. Pathol. 130: 179 - 192; Schaumburg-Lever, G.
et al. 81991) J. Cutan. Pathol. 18: 432 - 435]. Taysin
riippumattomalla menetelmdlld eristettiin myds toinen
cDNA, joka kooditti toista gplOO0-muotoa, seulomalla kanin
polyklonaalisella gplO0-antiseerumilla [Adema, G.J. et al.
(1993) Am. J. Pathology 143: 1579 - 15851, ja TIL1200-so-
lut lyysasivat HLA-A2%*-gsolulinjat, jotka oli transfektoitu
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t&4114 cDNA-kloonilla [Bakker, A.B.H. et al.
1005 -

Med.

Taulukko 10

179:

1009].

HLA-A2%-T2-golulinjan,

LLDGTATLRL kanssa,

jot

a oli

lyysi TIL1200-soluilla

(1994) J. Exp.

Kohde  HLA-A2  Peptidi TIL1200  TIL1235*
(ug/ml) (spesifinen lyysi—%)**

501imel + o 66 51
397mel - 0 1 0

T2 + 0 5 L

T2 + 40 28 ND**

2 * 10 32 0

T2 * 1 24 ND

T2 + 0,1 ND

T2 + 0,01 ND

T2 + 0,001 ND

TIL1200-solut lyysasivat T2-solut,

kdsitelty peptidilla

joita oli lyhytaikai-

gsesti k&sitelty 10-mer-peptidill&d LLDGTATLRL (457 - 466),

mutta ei silloin,

tidilla sekvenssista

281,
418,
520,
584,
606,
614,

297
456
519
576
602
606

306,
464,
528,
585,
610,
615,

373
463
544
585
602
619

SEQ ID

- 381, 399
- 471, 465
- 552, 544
- 593, 592
- 611, 603
627, 629 -

~-numero 27

- 407,
- 473,
- 553,
- 600,
611,
638)

(jaanndkset

399
476
570
597
605

408,
485,
579,
605,
614,

273
409
511
576
597
606

kun niitd oli késitelty muilla 29 pep-

t TIL1235-solut ovat HLA-A2-restriktoituneita melanoomaspe-

gifisid CTL-soluja, jotka eivat tunnista gplOO0-proteiinia.

&%

E:T
+ ND,

antigeenin kanssa,

Sellaisten T-goluijen,

on 50:1.
el tehty.

jotka reagoivat gpl00-oma-

lasndolo kasvaimissa ja naiden T-solu-
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jen mahdollinen rikastuminen kasvaimen kohtaan spesifisen
akkumulaation ja antigeenireaktiivisten solujen lis&anty-
migsen mahdollisena seurauksena [Sensi, M. et al. (1993) J.
Exp. Med. 178: 1231 - 1246] nostaa esiin tarkean kysymyk-
sen oma-antigeeneja vastaan tapahtuvan immuunivasteen
luonteesta kasvavissa sydvissd ja immunologisen tolerans-
sin mekanismeista oma-antigeeneja vastaan. gplOO0-proteii-
nin kohonnut ekspressio melanoomasoluissa verrattuna mela-
nosyyttien vastaavaan, Jjoka osoitettiin Northern blot
-analyysilla, tai ne uniikit tulehdusolosuhteet, Jjotka
voivat olla l&ésnd kasvaimen kohdassa, jotka voivat liittya
sytokiinien eritykseen ja kostimulatoristen molekyylien
ekspressioon solun pinnalle, voivat murtaa toleranssin
gpl00-proteiinia vastaan. Depigmentaation on julkaistu
liittyvdn hyvéan ennusteeseen [Nordlund, J.J. et al.
(1983) J. Am. Acad. Dermatol. 9: 689 - 695; Bystryn, J-C.
et al. (1987) Arch. Dermatol. 123: 1053 - 1055] ja klii-
niseen kemoimmunoterapian vasteeseen [Richards, J.M. et
al. (1992) J. Clin. Oncol. 10: 1338 - 1343] melanoomapo-
tilailla. Sporadista valkopalved on havaittu potilailla,
jotka ovat saaneet melanoomaspesifisid TIL-goluja, mutta
haitallisia silmévaikutuksia, jotka wvoivat 1liittya mela-
nosyyttien tuhoon, ei ole havaittu. Potilaalle 1 200 ei
kehittynyt valkopédlved tai mitdan silmasivuvaikutuksia.
gplO00-proteiini (kuvio 5A; SEQ ID -numero 27) ja
tunnistettu 10 aminochapon pituinen peptidi voivat edustaa
ihmisen kasvaimen hyljintdantigeenia, koska TIL1200-solu-
jen ja IL-2-proteiinin siirto potilaaseen 1 200 liittyi
sydvan regressicon. TIL1200-solujen kulkeutuminen kasgvain-
esiintymiin in vivo ja kasvaimen vastaisen wvaikutuksen
nopeus ovat luonteenomaisia TIL-soluterapiavasteelle,
vaikka IL-2-proteiini on myds voinut ottaa osaa kasvaimen
hyljintédan. Kolmen muun TIL-linjan, Jjotka tunnistivat

gpl00-proteiinin kuin myds MART-1-proteiinin, adoptiivinen
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siirto valitti myds kasvaimen regression (tuloksia ei esi-
tetty) .

Tyrosinaasi [Brichard, V. et al. (1993) J. Exp.
Med. 178: 489 - 495] ja MART-l-proteiini (katso esimerkki
1) on tunnistettu melanooma-antigeeneiksi, jotka HLA-AZ-
restriktoituneet CTL-solut tunnistavat. Toinen antigeeni,
MAGE-1, tunnistetaan HLA-Al-restriktoituneiden melanooma-
spesifisten CTL-solujen toimesta ja se ekspressoituu eri-
laigissa gybpasoluissa kuin myds kiveksissa [Van Der
Bruggen, P. et al. (1991) Science 254: 1643 - 1647]. Kui-
tenkaan, vyksikaan juuri kehitetystd kymmenestd HLA-A2-
restriktoituneesta TIL-linjasta ei tuntunut tunnistavan
MAGE-1l-proteiinia [Zakut, R. et al. (1993) Cancer Res. 53:
5 - 8].

gpl00-proteiinien laaja ekspressico melanoomissa,
peptidin tunnistus kasvaimeen tunkeutuvien T-solujen toi-
mesta, sen restriktio HLA-A2-proteiinin toimesta, jota on
ldsn& 50 prosgentilla vksilditd, ja gplO0-proteiinin vas-
taisen reaktiivisuuden liittyminen sydvan regressioon po-
tilaalla 1200 vihjaavat, ettd gpl00-antigeeni, erikoisesti
uudet immunogeenisget peptidit, jotka ovat peréisin gpl00-
aminohapposekvenssistad (kuvio 5A; SEQ ID -numexro 27), voi-
vat olla erikoisen kayttdkelpoisia kehitettdesséd aktiivi-
set immunoterapiat melanocomapotilaille.

Esimerkki 4

Ugseiden kasvaimen in vivo regressiocon liittyvien
TIL-solujen tunnistamien ihmisen melanocoma-antigeenin epi-
tooppien tunnistus

Materiaalit ja menetelmat

CTL-solujen muodogtus TIL-soluista ja metastasoivaa
melanoomaa sairastavien potilaiden hoito

Melanoomaspesifiset CTL-solut indusoitiin ja kas-
vatettiin TIL-soluista alustassa, joka sisalsi 6 000 IU
IL-2-proteiinia/ml, kuten on aiemmin kuvattu [Kawakami et
al. (1988) J. Exp. Med. 168: 2183]. Kaikkia saatavissa
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olevia HLA-A2-restriktoituneita melancomaspesifisid CTL-
soluja, jotka annettiin autologisille potilaille Surgery
Branch -laitoksessa, NCI, kaytettiin téssi tutkimuksessa.
TIL-solut annettiin suonensisdisesti yhdessa IL-2-prote-
iinin kansga autologisille potilaille, joilla oli metas-
tasoiva melanooma, kuten aiemmin oli julkaistu [Rosenberg,
S.A. et al. (1988) N. Engl. J. Med. 319: 1676; Rosenberg,
S.A. et al. (1994) J. NCI 86: 1159]. Fisherin eksaktia
nelikenttétestid k&ytettiin médrittémdédn gplOO0-proteiinin
TIL-solujen aiheuttaman tunnistuksen assosiaatio kliini-
gseen vasteeseen TIL-hoidolle; samalla tavalla tehtiin
MART-1-tunnistuksen suhteen.

Peptidien synteesi

Peptidit syntetisgoitiin kiintedfaasimenetelmalld
kayttéen peptidisyntetisaattoria (malli AMS 422; Gilson
Co. Inc., Worthington, OH) (> 90 % puhtaus). Syntetisoita-
vat peptidit valittiin julkaistusta ihmisen gpl00-sekvens-
sistd perustuen HLA-A2.l-sitoutumismotiiveihin ([Falk, K.
(1991) Nature 351: 290; Hunt, D.F. et al. (1992) Science
255: 1261; Ruppert, J. et al. (1993) Cell 74: 929; Kubo,
R.T. et al. (1994) J. Immunol. 152: 3913]. Seuraavat pep-
tidit testattiin: kahdeksan 8-mer-peptidia (jaanndsten
alkaessa kohdista -199, 212, 218, 237, 266, 267, 268, 269;
katso kuvio 7A), 84 9-mer-peptidid, joiden jaadnndkset al-
koivat kohdista -2, 4, 11, 18, 154, 162, 169, 171, 178,
199, 205, 209, 216, 241, 248, 250, 255, 262, 266, 267,
268, 273, 278, 280, 273, 286, 287, 298, 250, 309, 316,
332, 335, 350, 354, 358, 361, 371, 373, 384, 389, 397,
399, 400, 402, 407, 408, 420, 423, 425, 446, 449, 450,
456, 463, 465, 485, 488, 501, 512, 536, 544, 563, 570,
571, 576, 577, 578, 583, 585, 590, 592, 595, 598, 593,
601, 602, 603, 604, 606, 607, 613, 619, 648; katso kuvio
7A) ja 77 10-mer-peptidid, joiden j&anndkset alkoivat koh-
dilta -9, 17, 57, 87, 96, 154, 161, 169, 177, 197, 199,
200, 208, 216, 224, 232, 240, 243, 250, 266, 267, 268,
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272, 285, 287, 289, 297, 318, 323, 331, 342, 350, 355,
357, 365, 380, 383, 388, 391, 395, 399, 400, 406, 407,
409, 415, 432, 449, 453, 457, 462, 476, 484, 489, 492,
511, 519, 536, 543, 544, 548, 568, 570, 571, 576, 577,
584, 590, 595, 598, 599, 601, 602, 603, 605, 611, 629;
katso kuvio 72) syntetisoitiin. Ensimméisessad seulonnassa
mahdollisesti tunnistetut epitoopit puhdistettiin edelleen
HPLC-kromatografialla C-4-pylvaédsséd (VYDAC, Hesperia,
CA) (> 98 % puhtaus) ja peptidien molekyylipainot varmis-
tettiin massaspektrometriamittauksilla, kuten aiemmin on
kuvattu (esimerkki 3; Kawakami, Y. et al. (1994) J. Exp.
Med. 180: 347; Kawakami, Y. et al. (1994) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 91: 6458].

Peptidin sitoutumistesti HLA-A2.l-proteiiniin

Liukoista HLA-A2.l-raskasketjua, ihmisen beeta-2-
mikroglobuliinia, radiocaktiiviseksi Ileimattua peptidia
HBCqg.57 (FLPSDYFPSV) ja eri konsentraatioita naytepeptidia
inkuboitiin yhtlaikaa proteaasi-inhibiittorien lasnd ol-
lessa kaksi vuorckautta huoneenlampdtilassa, kuten aiemmin
on kuvattu [Ruppert, J. et al. (1993) Cell 74: 929; Kubo,
R.T. et al. (1994) J. Immunol. 152: 3913; Sett, A. et al.
(1994) Molecular Immunol. 31: 813]. HLA-A2.l-proteiiniin
sitoutuneen leimatun peptidin prosenttimddri laskettiin
sen jalkeen, kun oli erotettu geelisuodatuksella, ja las-
kettiin se nayvtepeptidin konsentraatio, joka tarvittiin
aiheuttamaan leimatun peptidin sitoutumisen 50 % inhibi-
tio. Peptidien suhteellinen affiniteetti HLA-A2.l-prote-
iinille 1laskettiin myds suhteena (se konsentraatio
HBc,g_57-standardipeptidid, joka tarvittiin inhiboimaan 50-
prosenttisesti leimatun peptidin sitoutuminen/se néytepe-
ptidin konsentraatio, joka tarvittiin inhiboimaan 50-pro-
senttisesti leimatun peptidin sitoutuminen), kuten aiemmin
on kuvattu [Sett, A. et al. (1994) Molecular Immunol. 31:
813] . Peptidin sitoutuminen médriteltiin korkeaksi (50 %

inhibitio konsentraatiossa < 50 nM, suhde > 0,1), keski-
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tasoiseksi (50 - 500 nM, suhde 0,1 - 0,01) tai heikoksi (s
500 nM, suhde < 0,01) [Ruppert, J. et al. (1993) Cell 74:
929; Kubo, R.T. et al. (1994) J. Immunol. 152: 3913; Sett,
A, et al. (1994) Molecular Immunol. 31: 813].

Tayspitké&n gpl00-cDNA-molekyylin sisé&ltava pcDNA3-
plasmidi (esimerkki 3; Kawakami, Y. et al. (1994) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 91: 6458] digestoitiin XhoI- ja Xbal-
entsyymeillad. Alfafosforotiocaattideoksinukleosgiditrifos-
faatin inkorporaation jalkeen ZXbaI-kohtaan suoritettiin
standardi eksonukleaasi III -sisdkkdisdeleetiosarja kayt-
tden Exo Size Deletion Kit -kayttdpakkausta (New England
Biolabs, Inc., Beverly, MA). Deletoituneet kloonit ligoi-
tiin itsensd kanssa ja amplifoitiin. Kunkin kloonin tarkka
deleetio wvarmistettiin DNA-sekvenssoinnilla. Epitoopit
gigdltavan alueen tunnistamiseksi pcDNA3-plasmidit (Invit-
rogen, S8San Diego, CA), jotka sgisdlsividt cDNA-fragmentit
(D3, D5, D4, C3), jotka oli muodostettu deleetiosarijalla
ekgonukleaasilla téyspitkin gpl00-cDNA-molekyylin 3’ ~pdés-
td kuin myds lyhennetystd gpl00-cDNA-molekyylistd, josta
puuttui koodittava 5’-alue (25TR) [esimerkki 63; Kawakami,
Y. {(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 6458], transfek-~
toitiin CO87-soluihin vyhdessd HLA-A2.1-cDNA-molekyylin
kanssa ja transfektoituneiden COS-solujen tunnistus TIL-
solujen toimesta arvioitiin kayttden IFN-gamma-vapautus-
testejéd (esimerkki 1; Kawakami, Y. (19%4) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 91: 3515].

T-solujen antigeenitunnistuksen arviointi

T-solujen antigeenitunnistuksen mddrittdmiseksi
suoritettiin °¥Cr- tai IFN-gamma-vapautustestit, kuten
alemmin on kuvattu (esimerkki 1 ja 2; Kawakami, Y. et al.
(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3515; Kawakami, Y.
et al. (1988) J. Exp. Med. 168: 2183]. Joko COS7-soluja,
jotka oli transfektoitu melanocoma-antigeeneja koodittaval-
la cDNA-molekyylillad ja HLA-A2.l-cDNA-molekyylilla, tai

T2-goluja, joita esi-inkuboitiin peptidien kanssa, kavtet-
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tiin stimulaattoreina IFN-gamma-vapautustestissd. Pepti-
deilléd késiteltyja T2-soluja kéytettiin myds kohteina sy-
totoksisuustesteisgd [Kawakami, Y. (19%4) J. Exp. Med.
180: 347].

gpl00-proteiinin tunnistus TiL-solujen toimesta
korreloi TIL-hoidon kliinisen vasteen kanssa

Nelja 14:std HLA-A2-restriktoituneesta melanocoma-
spesifisestd CTL-linjasta, jotka olivat perdisin TIL-so-
luista, tunnisti gpl00-proteiinin, kun taas 13 tunnisti
MART-1-proteiinin (kolme tunnisti sekd gpl00- ettd MART-1-
proteiinin) . Yksgik&an el tunnistanut tyrosinaasia tai
gp75-proteiinia, joka mddritettiin TIL-solujen reaktiivi-
suutena sellaisia C087-soluja kohtaan, jotka oli transfek-
toitu cDNA-molekyylillad, joka kooditti néitd melanooma-
antigeeneja, yvhdessd HLA-A2.l-cDNA-molekyylin kanssa [esi-
merkki 2; Kawakami, Y. et al. (1994) J. Exp. Med. 180:
347]. Naiden neljén gpl00-proteiinin kanssa reagoivan CTL-
linjan HLA-A2-restriktio- ja -tunnistusspesifisyys on
ogsolitettu aiemmin [esimerkit 1 - 3; Kawakami, Y. et al.
(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 6458; Kawakami, Y.
et al. (19%2) J. Immunol. 148: 638; O'Neil, B.H. et al.
(1993) J. Immunol. 1410: 1418; Shilyansky, J. et al.
(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 2829]. Kymmenen
naistd 1l4:std CTL-linjasta annettiin autologisille poti-
laille vhdessd IL-2-proteiliinin kanssa. Kuten taulukon 11
yhteenveto esitt&&, kaikkien neljan potilaan, joita oli
késitelty sellaisilla CTL-goluilla, jotka kykenivat tun-
nistamaan gpl00-proteiinin, hoito Jjohti objektiiviseen
ogittalseen vasteeseen (> 50 % kasvaimen regressio). TIL-
hoidon kliininen vaste liittyi TIL-solujen reaktiivisuu-
teen gpl00-proteiinille (p = 0,0048), mutta ei MART-1-pro-
teiinille (p = 0,4). Namd tulokset antoivat ehdottaa, etta
gplO0-proteiini wvoi sgisdltdd epitoopit, Jjotka kykenevat

valittamidan kasvaimen in vivo regression.
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Niiden TIL-solujen, jotka ovat reaktiivisia gpl00-prote-
iinille, epitooppien tunnistus

Niiden epitooppien tunnistamiseksi, jotka namé nel-
j& gpl00-reaktiivista CTL-linjaa tunnistivat, syntetisoi-
tiin 169 peptidi&, jotka sisdlsivat HLA-A2.l-gitoutumismo-
tiivit. Peptiditunnistus arvioitiin tesgtaamalla naiden
CTL-solujen reaktiivisuus HLA-A2.1*-T2-goluja vastaan, joi-
ta oli esi-inkuboitu kunkin peptidin kanssa, kayttaen sekéa
sytotoksisuus- ettd IFN-gamma-vapautustesteja. Kuten tau-
lukossa 12 on esitetty, gpl00-reaktiiviset TIL-solut tun-
nistivat seitseman peptidid sytotoksisuustesteissa. Samal-
la aikaa suoritettujen IFN-gamma-vapautustestien tulokset
olivat vhdenmukaisia sytotoksisuustestien tulosten kanssa.
Erilaiset TIL620-solujen jatkoviljelmét (620-1, 620-2) tail
TIL660-gsolujen jatkoviljelmdt (660-1, 660-2, 660-3) kasva-
tettiin TIL-viljelméstd, joka annettiin autologisgelle po-
tilaalle, mutta ne viljeltiin erikseen ja niiden spesifi-
syydet olivat hiukan erilaisia johtuen todennédkdisesti eri
kloonien in vitro kasvusta. Peptidit G9,,9 (ITDQVPFSV) (SEQ
ID -numero 48) ja Gl0,4g (TITDQVPFSV) (SEQ ID -numero 49),
jossa on ylimadrdinen treoniini peptidin G9,,4 N-paassé,
tunnistettiin aincastaan TIL620-solujen toimesta. Peptidit
G954 (KTWGQYWQV) (SEQ ID -numeroc 46) ja G104y
(KTWGQYWQVL) (SEQ ID -numero 47), 7jossa on ylimddréinen
leusiini peptidin G9,g4 C-paassa, tunnistettiin TIL1200-,
TIL620-2- ja TIL660-2-zolujen toimesta. Peptidin G10-4
(LLDGTATLRL) (SEQ ID -numero 33) tunnistivat TIL1200-solut,
kuten on osgoitettu (esimerkki 3). Peptidin G9,44
(YLEPGPVTA) (SEQ ID -numero 40) tunnistivat TIL660- Jja
TIL11l43-solut. TILE60-3-solut tunnistivat myds peptidin
G10-5 (VLYRYGSFSV) (SEQ ID -numero 34) kuin myds peptidin
G95gp. Sellaisten T2-solujen lyysi, joita oli esi-inkuboitu
peptidin G10-5 kanssa, oli toistuvasti alhainen johtuen
ehkéd siité, ettd pieni T-solukloonien alaryhma oli spesi-

finen talle epitoopille.
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Epitooppitunnistuksen taydentamiseksi kayttéen tun-
nettuja HLA-A2.l-sitoutumismotiiveja, kaytettiin myds
toista menetelmdd sellaisten alueiden tunnistamiseksi,
jotka ehkd sisélsivat epitoopit. Viisi gpl00-cDNA-frag-
menttia, joista neljd muodostettiin eksonukleaagideleeti-
olla c¢DNA-molekyylin 3’ -paastd (D3, D4, D5, C4), kuin myds
osittainen c¢DNA-klooni, Jjosta puuttul ensimmdiset 705
emdsparia koodittavalta 5’'-alueelta (25TR), insertoitiin
pcDNA3-plasmidiin ja transfektoitiin COS7-soluihin yhdessa
HLA-A2.1-cDNA-molekyylin kanssa. Fragmenttien sijainnit on
esitetty kuviogsa 7A. Naiden transfektanttien tunnistus
neljédn gplOO0-reaktiivisen TIL-linjan toimesta arvioitiin
kdyttéen IFN-gamma-vapautustestid (kuvio 7B). TIL1200-so-
lut tunnistivat COS-solut, jotka oli transfektoitu 25TR-,
D5-, D4- tal C4-fragmenteilla, mutta ei D3-fragmentilla
transfektoituja, joka antol ehdottaa, ettid ainakin kaksi
epitooppia oli 1lasnd aminohappojddnndsten 146 - 163 Jja
236 - 661 alueilla. Peptidit G9,5, ja G1l0,54 olivat ainoat
peptidit, Jjotka gigdlsivat HLA-A2.l-gitoutumismotiivit
alueella 146 - 163, ja TIL1200-solut tunnistivat ne molem-
mat. Peptidi G1l0-4 sijaitsi alueella 236 - 661 ja sen tun-
nistivat TIL1200-golut. TIL620-1l-solut tunnistivat COS-
solut, jotka oli transfektoitu C4-fragmentilla, mutta ei
D3~, D5-, D4- tai 25TR-fragmentilla transfektoituja, joka
antoil ehdottaa, ettd epitooppi oli 1lésnd jaadnndksissa
187 - 270. TIL620-1-solujen tunnistamat peptidit G9,,9 Jja
Gl0,5g sijaitsivat talla alueella. TIL620-2, joka oli
TIL620-solujen toinen jatkoviljelméd, tunnisti myds sellai-
set CO8-solut, jotka oli transfektoitu D5- ja D4-fragmen-
teilla, mutta ei D3-fragmentilla transfektoituija, ja tun-
nisti peptidit G9,54 Jja G10,54 alueella 147 - 163, jotka
myds TIL1200-solut tunnistivat. TIL660-1- ja TIL1143-golut
tunnistivat sellaiset COS-golut, jotka oli transfektoitu
C4- tal 25TR-fragmentilla, mutta ei D3-, D5- tai D4-frag-

mentilla transfektoituja, joka antoi ehdottaa, ettd epi-
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toopit olivat 1&snd kahdella alueella, 187 - 270 ja 236 -
661. Peptidi GY9,5,, Joka sijaitsi fragmentissa 25TR, mutta
el fragmentissa C4, tunnistettiin TIL660- ja TIL1143-solu-
jen toimesta.

Melanoomaepitooppien sitoutumisaffiniteetti HLA-
A2 .1l-proteiiniin in vitro

Lukuunottamatta peptidid G10-4, Jjota tarvittiin
konsentraatio 1 pg/ml herkistamddn T2-solut CTL-lyysiksel-
le [esimerkki 3; Kawakami, Y. et al. (1994) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 91: 6458], kaikki tasséd tutkimuksessa tun-
nistetut gplO0-epitoopit kykenivé&t herkistémdadn T2-solut
CTL-1lyysille konsentraatiossa 1 ng/ml (kuviot 8A - 8D).
Peptidi G10-5 ilmeni olevan inhibitorinen CTL-solujen sy-
totoksiselle aktiivisuudelle konsentraatiossa, joka oli
suurempi kuin 10 ng/ml, koska T2-solujen, joita inkuboi-
tiin peptidin G10-5 kanssa suuremmassa konsentraatiossa
kuin 10 ng/ml, lyysi oli toistuvasti alempi kuin konsent-
raatiossa 1 - 10 ng/ml t&ssi testiolosuhteessa, jossa pep-
tidi oli lasnd alustassa koko 4 tunnin sytotoksisuustestin
ajan (kuvio 8D). Naiden epitooppien suhteellinen sitoutu-
misaffiniteetti HLA-A2.l-proteiiniin mitattiin myds kayt-
tden kompetetiivista in vitro sitoutumistestid (taulukko
13) . Peptidilld G9;54 oli korkeampi sitoutumisaffiniteetti
(standardipeptidin 50 % inhibitio konsentraatiossa 11 nM)
HLA-A2.1l-molekyyliin kuin peptidilléd G104, (1010 nM), joka
sisadltaa ylimadaréisen leusiinin peptidin G9;5, C-pééssd, ja
se pystyi herkistémdan T2-solut alemmissa kongentraatiois-
sa kuin peptidi G10.g5, (kuvio 8A). Peptidi G9,,4 sitoutui
my®s HLA-A2.l-proteiiniin korkeammalla affiniteetilla
(84 nM) kuin peptidi G10,5g (2080 nM), joka sisaltasd yli-
méardisen treoniinin N-pdésséd, ja vol herkistédsd T2-solut
alemmissa peptidin konsentraatioissa kuin peptidi G104
(kuvio 8B). N&in ollen 9-mer-peptidit olivat ylivoimaisia
vastaaviin 10-mer-peptideihin verrattuna T2-solujen her-

kistamisessad CTL-lyysille, ja niilld oli myds korkeammat
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gitoutumisaffiniteetit HLA-A2.l-proteiiniin. Nain oli myds
tunnistettujen MART-1l-proteiinin 9 ja 10 aminohapon pepti-
dien tapauksessa (M9-2, M10-3, M10-4) [esimerkki 2;
Kawakami, Y. et al. (1994) J. Exp. Med. 180: 347]. T2-lyy-
sitestin peptidititraustulokset korreloivat HLA-A2.1l-si-
toutumisaffiniteettituloksiin mitattuna in vitro sitoutu-
mistestilla. Muilla gplOO-epitoopeilla, G9,5,, G10-4 tai
G10-5, oli sellaiset sitoutumisaffiniteetit HLA-A2.l-pro-
teiinille, ettd 50 % inhibitiocarvot olivat konsentraati-
cissa 95 nM, 483 nM tai 13 nM, vastaavasti. Alemmin tun-
nistettujen HLA-A2.l-restriktoituneiden MART-1l-proteiinin
melanoomaepitooppien [esimerkki 2; Kawakami, Y. et al.
(1994) J. Exp. Med. 180: 347] ja tyrosinaasin [Wolfel, T.
(1994) Eur. J. Immunol. 24: 759; SEQ ID -numero 31 ja 32]
HLA-A2.l-sitoutumisaffiniteetit mitattiin myds [M9-2
(397 nM), ML0-3 (2272 aM), M10-4 (5555 nM), T94 (333 nM),
T93¢5 (40 nM)]. Lukuunottamatta 10-mer-peptidejd (G105,
G105, M10-3, M10-4), joille oli olemassa paadllekkain me-
nevat 9-mer-epitoopit (G9y5y, G9,459, M9-2), kaikki melanoco-
maepitoopit sis&lsivat joko korkean (G9y54, G10-5, T9349)
tai keskivahvan (G9,59, G955y, G10-4, M9S-2, T9;) sitoutumis-
affiniteetin HLA-A2.l-proteiiniin.

Keskustelua

Téssd tutkimuksessa on tunnistettu useita epitoop-
peja ihmisen melanooma-antigeenissa gpl00, jotka tunnis-
tettiin neljdn TIL-linjan toimesta, jotka liittyivat kas-
valmen regressioon, kun ne giirrettiin adoptiivisesti au-
tologisiin potilaisiin. Téssd tutkimuksessa kuvattujen
viiden epitoopin joukossa G9;5,- tal Gl0,g4-epitoopit tun-
tuivat olevan yleisimmin tunnistettuja, koska kolme nel-
jastd gpl00-reaktiivisesta TIL-linjasta, jotka olivat pe-
raisin eri potilaista, tunnisti namd. Vaikka peptidin G9,4
julkaigtiin olevan tunnistettu kaikkien viiden CTL-linjan
toimesta, jotka olivat perédisin eri potilaiden PBL-soluis-
ta [Cox, A.L. et al. (1994) Science 264: 716], sen tunnis-
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ti ainoastaan kaksi neljéstd gpl00-reaktiivisesta TIL-1lin-
jasta tassa tutkimuksessa. Tadmad ero voi johtua kaytettyjen
T-solujen lahteestd (TIL-solut vastaan PBL-solut).

On ymmérrettdva, ettd MART-1-peptidi M9-2 voidaan
nimet& mydés peptidiksi M9,,, MART-1-peptidi M10-3 voidaan
nimetd myds peptidiksi M10,, ja MART-1l-peptidi M10-4 voi-
daan nimet& mybs peptidiksi M10,5;. On myds ymmérrettava,
ettd gplOO0-peptidi G10-4 voidaan myds nimetd peptidiksi
G1l0y457 ja gpl00-peptidi G10-5 voidaan myds nimetd peptidik-
si G10496-
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