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Vasta-aineldakekonjugaatit (engl. antibody-drug conjugate, ADC) ovat sydvén hoitoon kehitettyja
tasmailddkkeitd, jotka koostuvat padsddntoisesti kolmesta osasta: vasta-aineesta, linkkeristé ja
sytotoksisesta yhdisteestd. ADC:t hyodyntévit vasta-aineita syOpasolun tunnistuksessa, ja vapauttavat
sytotoksisen yhdisteen siirryttydin soluun reseptorivilitteiselld endosytoosilla. ADC:t ovat osoittaneet
hyvéa hoitotehoa useisiin syOpiin, mutta niiden aiheuttamat sivuvaikutukset ovat mittavia. Suuret
sivuvaikutukset suhteessa laékkeen tehoon tarkoittaa matalaa terapeuttista indeksid. Matala
terapeuttinen indeksi johtuu mm. ADC-ladkkeiden aiheuttamasta kohdekudoksen ulkopuolisesta
toksisuudesta, ennenaikaisesta lddkkeen vapautumisesta sekd puutteellisuudesta kohdekudokseen
tunkeutumisessa.

Useita ratkaisuja vasta-aineldékekonjugaattien terapeuttisen indeksin nostamiseksi on tutkittu ja
kehitetty. ADC-lddkkeiden stabiilisuutta voidaan esimerkiksi lisété tiosukkinimidikonjugaation
hydrolyysillé tai PEGylaatiolla. Ladke-vasta-ainesuhteen optimointi esimerkiksi THIOMAB-XTEN-
menetelmallé lisad ADC-ladkkeiden tehokkuutta, ja bispesifiset vasta-aineet sekd vapaisiin
sytotoksisiin yhdisteisiin sitoutuvat vasta-aineet vihentivit kohdekudoksen ulkopuolista toksisuutta.
My®s innovatiivisimpia menetelmid, kuten UV-kontrolloituja vasta-ainelddkekonjugaatteja, on tutkittu
ADC-laékkeiden terapeuttisen indeksin parantamiseen.

ADC-ldsdkkeiden potentiaali on merkittiva, ja niiden uskotaan vaikuttavan merkittavasti syopahoitojen
mahdollisuuksiin. Télld hetkelld FDA-hyviksyttyjd vasta-ainelddkekonjugaatteja on 14, ja kymmenié
uusia ADC-ladkkeitéd on jo faasin III kliinisissé tutkimuksissa.

Avainsanat: Vasta-aineldidkekonjugaatti, ADC, biologinen syopalaéke, tismélddke, kohdekudoksen
ulkopuolinen toksisuus, terapeuttinen indeksi



Sisallysluettelo
1 Johdanto

2 Vasta-ainelaakekonjugaatit eli ADC

21 Rakenne
211 Monoklonaalinen vasta-aine
21.2 Linkkeri
213 Sytotoksinen yhdiste
214 Konjugaatio

2.2 Toiminta
3 Vasta-ainelaakekonjugaattien ongelmakohdat
3.1 Kohdekudoksen ulkopuolinen toksisuus
3.2 Ennenaikainen laakkeen vapautuminen
3.3  Puutteellisuus kasvainkudokseen tunkeutumisessa
4 Ratkaisut vasta-aineladkekonjugaattien ongelmakohtiin
41 Tiosukkinimidikonjugaation hydrolyysi
4.2 PEGylaatio

4.3 Laadke-vasta-ainesuhteen optimointi ja kohdespesifinen konjugaatio
4.3.1 THIOMAB-menetelma
4.3.2 XTEN-polypeptidit

4.4 Bispesifiset vasta-aineet
4.5 UV-kontrolloidut vasta-aineladkekonjugaatit
4.6 Vapaat sytotoksiseen yhdisteeseen sitoutuvat vasta-aineet

5 Yhteenveto

Lahteet

10
11

11
13
14
15
16
18
18

20

21
22

23
24
24
26

27



1 Johdanto

Syovin ladkehoito alkoi 1900-luvun alussa kemoterapialla, jonka perustajana pidetidén
saksalaista tutkijaa Paul Ehrlichid (DeVita ja Chu 2008; Valent ja muut 2016). Kemoterapia
tarkoittaa syovén ldékehoitoa sytotoksisilla yhdisteilld systeemisen verenkierron vélitykselld
(Qazi 2023). Ennen lddkehoidon kehittymistd sydvin ainoana hoitomekanismina oli
leikkaushoito seki sddehoito. Nykyddn sydvén hoitoon on useampia hoitomuotoja, joista
valitaan potilaalle yksilollisesti sopivin hoito tai hoitomuotojen yhdistelma. Naita
hoitomuotoja ovat kemoterapian, leikkaushoidon seké sddehoidon lisdksi muun muassa
immuunihoito, hormonihoito seki tdsmdhoito. Myos muita, uudenlaisia sydvén hoitomuotoja
on kaytossd (Kaur ja muut 2023). Néitd ovat esimerkiksi geeniterapia, kantasoluhoito seka

nanopartikkeleihin perustuva hoito.

Useissa potilastapauksissa kemoterapia on pédasiallisin hoitomuoto sydvén hoidossa
(Alfarouk ja muut 2015; McPhail ja muut 2024). Kemoterapiassa sytotoksiset yhdisteet
vaikuttavat negatiivisesti syopakudoksen lisdksi normaaleihin, terveisiin soluihin, mink&
vuoksi kemoterapia aiheuttaa elimistdlle ja potilaalle laajoja sivuvaikutuksia (Corrie 2008).
Koska kemoterapian laajat sivuvaikutukset aiheutuvat puuttuvasta kohdespesifisyydestd
syopédkudokseen, on etenkin viime vuosikymmenini tutkittu ja kehitetty syovin
tasmalddkkeitd (Chari 2008). Tasmélddkkeet eli biologiset syopéldadkkeet perustuvat pieniin
molekyyleihin tai monoklonaalisiin vasta-aineisiin, jotka tunnistavat sydpésoluille spesifisid
rakenteita (Qazi 2023). Niin syopdlddkkeiden vaikutus normaaleihin, terveisiin soluihin olisi
mahdollisimman véhiistd ja syopilddkkeiden terapeuttista indeksid saataisiin nostettua (Trail
jamuut 2003). Lidkeaineiden terapeuttinen indeksi tarkoittaa ladkeaineen toksisen
pitoisuuden suhdetta siihen lddkeaineen pitoisuuteen, joka aiheuttaa tarpeeksi tehokkaan
halutun vasteen (Y.-S. Chen ja muut 2024). Terapeuttinen indeksi toimii siis lddkeaineen

turvallisuutta maéarittdvana arvona.

Vasta-aineldikekonjugaatit (engl. antibody-drug conjugate, ADC) ovat innovatiivinen
esimerkki tdsmaladkkeistd, jotka hyddyntédvit monoklonaalisia vasta-aineita (Chari 2008).
ADC-ladkkeissd sytotoksinen yhdiste on kiinnitetty monoklonaaliseen vasta-aineeseen
linkkerin vélitykselld (Chau ja muut 2019). Ladkkeen tavoitteena on, etti sytotoksinen yhdiste
pysyy inaktiivisena, kunnes vasta-aine kiinnittyy sydpédsolun pinnalla olevaan antigeeniin ja
ladke vapautuu aktiivisena kohdesoluun. Vasta-ainelddkekonjugaatit yhdistévit siis

tasmalddkkeiden suuren kohdespesifisyyden sekd kemoterapian tehokkaan sytotoksisuuden



(Evans ja Thurber 2022). ADC-lddkkeiden toiminta ei kuitenkaan ole vield taydellistd, ja
ratkaisuja niiden ongelmakohtiin kehitetddn jatkuvasti. Téssi tutkielmassa kdyddéin ldpi ADC-

ladkkeiden toimintaa ja tarkastellaan mahdollisia ratkaisuja ADC-ladkkeiden ongelmakohtiin.



2 Vasta-ainelaakekonjugaatit eli ADC

Vasta-ainelddkekonjugaattien perustana on, ettd vasta-aine tunnistaa spesifisti sydpésolulle
tyypillisen antigeenin (Fu ja muut 2022). Tunnistettavan kasvainantigeenin tulee sijaita
kasvainsolun ekstrasellulaarisessa osassa (Phillips 2013). Liséksi olisi toivottua, etta
kasvainantigeenid esiintyisi tasaisesti kaikkialla kohdekudoksessa. Télloin kyseessé on
homogeeninen kasvainantigeenin ilmentyminen. Ideaalitilanteessa samaa antigeenié ei ilmene
terveissd soluissa, jolloin syopdkudoksen ulkopuolista toksisuutta on mahdollisimman véhin

(Chau ja muut 2019).

Ihmisen epidermaalinen kasvutekijireseptori 2 (engl. Human Epidermal Growth
Factor 2, HER2) on reseptori, jota esiintyy pienissd madrin ihmisen kudossoluissa, mutta yli-
ilmenee 25-30 %:lla rintasyovistd (Axup ja muut 2012; Gutierrez ja Schiff 2011). Liséksi yli-
ilmentymistd esiintyy joissain kohtu- ja mahasyovisséd (Gutierrez ja Schiff 2011). HER2
kuuluu tyrosiinikinaasireseptoreihin, ja se sdételee erityisesti sydpésolujen lisdéntymista ja
elinkykyd. HER2 on titen hyvé kohdeantigeeni vasta-ainelddkekonjugaateille. Muita vasta-
ainelddkekonjugaattien kohdeantigeeneja ovat esimerkiksi erddt CD-antigeenit,
trofoplastisolujen pinta-antigeeni 2 (engl. trophoblast cell surface antigen-2, TROP-2) seki
kudostekiji (engl. tissue factor, TF) (Fu ja muut 2022).

2000-luvun aikana kliinisté tutkimusta vasta-ainelddkekonjugaateista on tehty yli
sadasta erilaisesta lddkeaineesta (Chau ja muut 2019), ja huhtikuuhun 2025 mennessa
Yhdysvaltain elintarvike- ja lddkeviraston (Food and Drug Administration, FDA) toimesta
hyviéksyttyjd vasta-ainelddkekonjugaatteja oli 14 (L. Shen ja muut 2024; R. Wang ja muut
2025). FDA-hyviksytyt vasta-ainelddkekonjugaatit ja muun muassa niiden kohdeantigeenit,

linkkeriluokka seki sytotoksinen yhdiste nidkyvit taulukossa 1.

Syovin hoito vasta-aineldékekonjugaateilla alkoi gemtuzumab ozogamicinilla
(Mylotarg), joka hyviksyttiin FDA:n toimesta vuonna 2000 (Bross ja muut 2001).
Gemtuzumab ozogamicinia kéytetddn CD33-positiivisen akuutin myeloidisen leukemian
hoitoon (Liu ja muut 2025). Ensimmaéinen kiinteisiin kasvaimiin kohdistuva vasta-
ainelddkekonjugaatti, Trastuzumab emtansine (Kadcyla), hyvéksyttiin FDA:n toimesta
vuonna 2013 (Geyer ja muut 2025; Verma ja muut 2012). Trastuzumab emtansinea kiytetdan

HER2-positiivisen rintasydvén hoitoon.



Taulukko 1. Yhdysvaltain elintarvike- ja lddkeviraston hyviksymdit vasta-ainelddkekonjugaatti-lddkkeet huhtikuuhun 2025

mennessd. Listasta puuttuu moxetumomab pasudotox-tdfk (Lumoxiti, hyviksytty 2018), koska lddkkeen valmistaja

AstraZeneca lakkautti tuotteen myynnin Yhdysvaltain markkinoilla 2022. AML, akuutti myelooinen leukemia; HL, Hodgkinin
lymfooma; sALCL systeeminen anaplastinen suurisolulymfooma,; MF, myelofibroosi; DLBCL, diffuusi suurisoluinen B-
solulymfooma; BC, rintasyopd, ALL, akuutti lymfoblastileukemia; UC, uroteliaalinen karsinooma; MBC, metastaattinen
rintasyopd; GC, mahasyopd; NSCLC, ei-pienisoluinen keuhkosyopd, TNBC, kolmoisnegatiivinen rintasyopd; MM, multippeli

myelooma.
Laikeaine Tuotenimi thde- . | Linkkeri Sytotol.(smen Indikaatio Hyviiksytty Yhtio
antigeeni yhdiste
Gemtuzumab 2000,
emtuzum Mylotarg CD33 pilkkoutuva | kalikeamiinit AML uudelleenhyvéksytty Pfizer
ozogamicin 2017
Brentuximab . . HL, sALCL, MF, Seagen /
vedotin Adcetris CD30 pilkkoutuva MMAE DLBCL. 2011 Takeda
Trastuzumab Kadeyla | HER2 | . ¥ DM HER2+ BC 2013 Roche
emtansine pilkkoutuva
Inotuzumab . . .
.. Besponsa CD22 pilkkoutuva | kalikeamiinit ALL 2017 Pfizer
ozogamicin
Polatuzumab Polivy CD79 | pilkkoutuva | MMAE DLBCL 2019 Roche
vedotin-piiq
Enfortumab Padcev | Nectin-4 | pilkkoutuva | MMAE uc 2019 Astellas /
vedotin Seagen
HER2+ BC,
Trastuzumab HER2- AstraZeneca
deruxtecan Enhertu HER2 pilkkoutuva Dxd matala/ultramatala 2019 / Daiichi
MBC, HER2+ Sankyo
GC, NSCLC
Sacituzumab . HR+/HER2- .
govitecan Trodelvy Trop-2 | pilkkoutuva SN-38 MBC, TNBC 2020 Gilead
Belantamab ei- uudelleenhyviksytty
mafodotin-blmf | DR | BEMA | outuva | MMAF MM 2025 GSK
Loncastuximab |, 100 | cD19 | pilkkoutuva | PBD SG3199 DLBCL 2021 ADC
tesirine-1pyl Therapeutics
Tisotumab Tivdak | DS | Ciidkoutuva | MMAE Kohdunkaulan 2021 Seagen
vedotin-tftv factor SyOpé
Mirvetuximab . o
. ELAHERE FRa pilkkoutuva DM4 Munasarjasyopa 2022 ImmunoGen
soravtansine
Datopotamab AstraZeneca
p Datroway | TROP-2 | pilkkoutuva Dxd HR+/HER2- BC 2025 / Daiichi
Deruxtecan
Sankyo
Telisotuzumab . i
EMRELIS c-Met pilkkoutuva MMAE NSCLC 2025 AbbVie

vedotin




2.1 Rakenne

Vasta-ainelddkekonjugaattien optimaaliseen toimintaan vaikuttavat kaikki sen osat:
monoklonaalinen vasta-aine, linkkeri seki sytotoksinen yhdiste (Hurvitz ja Olivier 2017).

Kuvaan 1 on koottu yleisimmét monoklonaalisen vasta-aineen, sytotoksisen yhdisteen ja

linkkerin tyypit.
Monoklonaalinen
vasta-aine
[
1gGT,
/ humanisoitu
/
Linkkeri
Sytotoksinen yhdiste
Proteaasi
M M * *_ _* Erpilkkoutuva i
% peptidilinkkeri
Tubuliinin - Topoisomeraasi ~ DNAta «— \
estéja 1-estdja vaurioittavat
yhdisteet
_____ * | -
o MOy
sm AH.“H.H
Pilkkoutuva Pilkkoutuva

disulfidilinkkeri  hydratsonilinkkeri

Kuva 1. Vasta-ainelddkekonjugaattien yleinen rakenne sekd niiden yleisimmdit vasta-aine-, linkkeri- ja sytotoksisen osan
tyypit. Kuva luotu BioRender -sovelluksella.

2.1.1 Monoklonaalinen vasta-aine

Vasta-aineena kéytetéédn tyypillisesti humanisoitua immunoglobuliini G-luokan (IgG) vasta-
ainetta (Booth ja muut 2018). IgG:114 on pitkd seerumin puoliintumisaika, mikd on
edellytyksend hyvin toimivassa ADC-lddkkeessd (Booth ja muut 2018; Hurvitz ja Olivier
2017). Vasta-aineen tulisi olla kimeerinen tai humanisoitu, jotta sen immunogeenisyys
ihmiselle olisi mahdollisimman alhainen. IgG-luokan vasta-aineet jaectaan edelleen neljéén
alaluokkaan: 1gG1, IgG2, IgG3 ja IgG4 (Fu ja muut 2022). Néisti vasta-
ainelddkekonjugaattien vasta-aineena IgG1 on eniten kiytetty. [gG1 alaluokka saa aikaan
korkeatasoisia Fc-vilitteisid vaikutusmekanismeja, kuten vasta-aineriippuvaista soluvilitteista

sytotoksisuutta (engl. antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) sekd



komplementtivilitteistd sytotoksisuutta (engl. complement-dependent cytotoxicity, CDC),

jotka edelleen lisddvét vasta-ainelddkekonjugaattien tehokkuutta. (Nevoltris ja Chames 2018).
2.1.2 Linkkeri

Linkkeri yhdistdd sytotoksisen yhdisteen kemiallisesti tai entsymaattisesti monoklonaaliseen
vasta-aineeseen (Yamazoe ja muut 2025). Linkkerin tehtdvina on varmistaa vasta-
ainelddkekonjugaatin stabiilisuus verenkierrossa sekd siddelld sytotoksisen yhdisteen
vapautumista kohteessa (Lee ja muut 2025). Linkkereiden valinnalla ja kehittimiselld voidaan
merkittidvisti vaikuttaa vasta-aineldékekonjugaatin tehokkuuteen ja farmakokineettisiin
ominaisuuksiin (Zhang ja muut 2024). Linkkerit voidaan luokitella kahteen luokkaan:
pilkkoutuvat ja ei-pilkkoutuvat linkkerit. Pilkkoutuvat ja ei-pilkkoutuvat linkkerit eroavat

toisistaan tavoilla, joilla ne vapauttavat sytotoksisen yhdisteen (Lee ja muut 2025).

Suurin osa FDA-hyvéksytyistd vasta-ainelddkekonjugaateista omaavat pilkkoutuvan
linkkerin (taulukko 1). Pilkkoutuva linkkeri vapauttaa sytotoksisen yhdisteen nimensé
mukaisesti pilkkoutumalla. Pilkkoutuva linkkeri hyodyntdé syOpésolujen ja systeemisen
verenkierron mikroymparistdjen eroavaisuuksia kohdentaakseen sytotoksisen yhdisteen
vapauttamisen juuri syopéasoluihin (Fu ja muut 2022). Pilkkoutuminen voi aiheutua
linkkerityypisté riippuen matalan pH:n, proteaasien tai suuren glutationipitoisuuden
vaikutuksesta. Pilkkoutuvat linkkerit voidaan titen vastaavasti jakaa hydratsonilinkkereihin,

peptidilinkkereihin ja disulfidilinkkereihin (Phillips 2013).

Ei-pilkkoutuva linkkeri tarvitsee monoklonaalisen vasta-aineen lysosomaalista
hajoamista sytotoksisen yhdisteen vapauttamiseksi (Fu ja muut 2022). Tdmai tekee ei-
pilkkoutuvasta linkkeristé stabiilimman verrattuna pilkkoutuvaan linkkeriin. Suuremmasta
stabiilisuudesta huolimatta, ei-pilkkoutuvan linkkerin omaavia FDA-hyvéksyttyjd vasta-
aineldadkekonjugaatteja on vain kaksi: Trastuzumab emtansine (Kadcyla) ja Belantamab
mafodotin-blmf (Blenrep) (Taulukko 1). Tdmai johtunee siitd, ettd pilkkoutuvalla linkkerilla
voidaan saada aikaan tehokkaampi sivullisvaikutus (engl. bystander effect) kuin ei-

pilkkoutuvalla linkkerilld. (Lee ja muut 2025).

Sivullisvaikutus tarkoittaa, ettd kohdesolussa vapautunut sytotoksinen yhdiste, joka
pystyy lapdisemiin solukalvon, pdédsee levidméén ja vaikuttamaan ympardiviin soluihin (Fu
jamuut 2022; Lee ja muut 2025). Tdma on hyddyksi etenkin sellaisissa kasvaimissa, joissa

antigeenin ilmentyminen on heterogeenistd. Sivullisvaikutuksen on todettu olevan hyddyksi
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etenkin HER2:ta vdhén tai heterogeenisesti ilmentdvien syopien hoidossa (Ogitani ja muut

2016; Tsao ja muut 2024).
2.1.3 Sytotoksinen yhdiste

Vasta-aineldikekonjugaatin sytotoksinen yhdiste on se osa konjugaattia, joka aiheuttaa
varsinaisen syopasolun tuhoutumisen (Hurvitz ja Olivier 2017). Yhdisteen tulisi olla erittdin
tehokas jo pikomolaarisina pitoisuuksina, mutta aktivoitua vasta padstydén sisdlle
kohdesoluun (Fu ja muut 2022). FDA-hyviaksytyissd vasta-ainelddkekonjugaateissa esiintyy
padsadnoisesti kolmenlaista eri sytotoksista yhdisteryhmaii, jotka vaikuttavat kohdesoluun
keskendén eri tavoin (Fu ja muut 2022; Han ja muut 2022). Néitd ovat tubuliinin estéjét,

DNA:ta vaurioittavat yhdisteet ja topoisomeraasi [-estdjat.

Tubuliinin estéjét, kuten auristatiinit (MMAE) ja maytansiini (DM1 ja DM4),
héiritsevit solun toiminnalle ja ylldpidolle tarkeitd mikrotubuluksia (Hurvitz ja Olivier 2017).
Mikrotubulukset ovat solun tukirangan tirkeitd proteiineja, jotka osallistuvat solun
mitoottiseen jakautumiseen (Phillips 2013). Tubuliinin estdjit sitoutuvat tubuliiniin hdiriten
mikrotubulusten oikeanlaista toimintaa. Tdma4 johtaa solunjakautumisen estymiseen ja lopuksi
solun kuolemaan. Koska tubuliinin estéjat héiritsevét erityisesti mitoosia, kohdistuu niiden

teho nopeasti jakautuviin soluihin, kuten sydpésoluihin (Hurvitz ja Olivier 2017).

DNA:ta vaurioittavat yhdisteet, kuten kalikeamiinit, voivat héiritdi DNA:n toimintaa
usealla eri tavalla (Phillips 2013). Ne voivat aiheuttaa halkeamia kaksijuosteiseen DNA:han,
alkyloida eméksia tai sijoittaa itsensd DNA:n pienempiin uriin (engl. minor groove) johtaen
lopuksi solukuolemaan. DNA:ta vaurioittavat yhdisteet vaikuttavat syopasolujen lisdksi myos
terveisiin soluihin, mikd voi sytotoksisen osan vapautuessa ennenaikaisesti aiheuttaa
sivuvaikutuksia ja alentaa ldékkeen terapeuttista indeksid (Damelin 2018). Toisaalta kaikki
syopdsolut eivit ole nopeasti jakautuvia, minké vuoksi DNA:ta vaurioittavat solut voivat olla

etulyontiasemassa tehokkuudessaan verrattuna tubuliinin esté;jiin.

Topoisomeraasi 1-estdjat (Dxd, SN-38) vaikuttavat DNA-topoisomeraasiin, joka
katalysoi muutoksia DNA:n topologiassa (Han ja muut 2022). DNA-topoisomeraasit ovat
vélttimattomid solun DNA:n oikeanlaiselle replikaatiolle ja transkriptiolle. Kun
topoisomeraasi 1:n toiminta estyy, replikaatio ja transkriptio epdonnistuvat ja kaksijuosteinen

DNA voi haljeta. Vaikutukset johtavat lopulta solukuolemaan. Samoin kuin DNA:ta
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vaurioittavat yhdisteet, myos topoisomeraasi 1-estdjét voivat kohdistaa toksisia vaikutuksia

terveisiin soluihin.
2.1.4 Konjugaatio

Sytotoksinen yhdiste liitetdén linkkerin vilitykselld perinteisesti vasta-aineen Fc-osan lysiini-
tai kysteiinitéhteisiin (Fu ja muut 2022). Téti tapahtumaa kutsutaan konjugaatioksi. Yhteen
vasta-aineeseen liitetddn padsddntoisesti 2—5 molekyylid sytotoksista yhdistettd (Phillips
2013). Sytotoksisen yhdisteen méérdé yhtd vasta-ainemolekyylid kohti kuvataan ladke-vasta-
ainesuhteella (engl. drug-to-antibody ratio, DAR) (R. Wang ja muut 2025).
Kysteiinikonjugaatiossa vasta-aineen liuottimille paljastuneet (engl. solvent accessible)
disulfidisidokset pelkistetdén, jolloin syntyy vapaita tioliryhmid (Adem ja muut 2014).
Linkkerin paddyssé oleva maleimidi liitetddn sitten vapaaseen tioliryhméén Michael-
additiolla, jolloin muodostuu tiosukkinimidirengas (R. Wang ja muut 2025).
Lysiinikonjugaatiossa linkkerin karboksyylihappoesteri liitetddan lysiiniin amidisidoksella (Fu

ja muut 2022).
2.2 Toiminta

Vasta-aineldikekonjugaatit annostellaan suonensiséisesti systeemiseen verenkiertoon
(Mecklenburg 2018). Kun vasta-aine tunnistaa ja sitoutuu syopasolun kohdeantigeeniin, solu
endosytoi vasta-ainelddkekonjugaatin reseptorivilitteiselld endosytoosilla (Shivatare ja muut
2023). Vasta-aineldékekonjugaatin soluun paisy riippuu vahvasti vasta-aineen ja
kohdeantigeenin vilisesti affiniteetista (Fu ja muut 2022). Mitd suurempi affiniteetti vasta-
aineen ja kohdeantigeenin vililld on, sitd nopeammin soluun sisddn siirtyminen tapahtuu.
Vasta-aineldikekonjugaatti siirtyy soluun endosomissa. Varhainen endosomi kypsyy

myoOhdiseksi endosomiksi, ja fuusioituu lysosomin kanssa.

Lysosomissa hydratsonilinkkeri pilkkoutuu lysosomin matalan pH:n seurauksena ja
peptidilinkkeri pilkkoutuu lysosomissa esiintyvien proteaasien seurauksena (Fu ja muut
2022). Disulfidilinkkeri pilkkoutuu solun sytosolissa glutationien pelkistdvan vaikutuksen
takia. Ei-pilkkoutuva linkkeri irtoaa yhdessi sytotoksisen yhdisteen kanssa vasta-aineesta,
kun lysosomin proteaasit hajottavat vasta-aineen. Vasta-ainelddkekonjugaatin laékeaine
kohdistaa vaikutuksensa soluun sytotoksisen yhdisteen toimintamekanismin mukaan.

Liadkeaine aiheuttaa lopulta sydpédsolun hajoamisen. Kun solu hajoaa, sytotoksinen yhdiste
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vapautuu. Riippuen yhdisteestd, se voi kohdistaa vaikutuksensa my0s ympardiviin soluihin

(sivullisvaikutus). Vasta-ainelddkekonjugaattien toiminta on esitetty kuvassa 2.

Vasta-
aineldakekonjugaatti /t*

/ Solukuolema
.
—*

/ Varhainen endosomi Antigeeni
Ladkkeen

vapautuminen
pilkkoutuvasta
linkkerist&

S
Tubuliinien
— Sl vaurioittaminen

Myohainen

endosomi N
Eareen Lysosomi = \
vapautuminen Ladkkeen / ] o
pilkkoutuvasta vapautuminen Sivullisvaikutus
linkkerist& pilkkoutuvista ja

ei-pilkkoutuvista / W

linkkereista

DNA:n vaurioittaminen

a

Kuva 2. Vasta-ainelddkonjugaattien toiminnan yleinen mekanismi. Vasta-aineldcdkekonjugaatit injektoidaan verenkiertoon,
Jjosta ne kulkeutuvat solun sytosoliin reseptorivilitteiselld endosytoosilla. Sytosolissa vasta-ainelddkekonjugaatin
sytotoksinen osa vapautuu vasta-aineesta, ja pddsee vaurioittamaan solua johtaen solukuolemaan. Solun hajotessa
sytotoksinen yhdiste pddsee vaikuttamaan ympdroiviin soluihin sivullisvaikutuksella. Kuva luotu BioRender -sovelluksella.
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3 Vasta-aineladakekonjugaattien ongelmakohdat

Vasta-aineldikekonjugaattien tutkimuksessa ja kehityksessé tarkkaillaan useita eri tekijoitd,
joilla arvioidaan ladkkeen tehokkuutta ja turvallisuutta (Long ja muut 2025). Vasta-
aineldadkekonjugaattien kehityksessé etenkin hyvén lddke-vasta-ainesuhteen, terapeuttisen
indeksin seka stabiilisuuden saavuttaminen ovat olleet oleellisia menestyksekkéaille vasta-

ainelddkekonjugaatille (Bordeau ja muut 2023).

Ladke-vasta-ainesuhde tarkoittaa liitettyjen sytotoksisten molekyylien méaérad yhta
vasta-ainemolekyylid kohden (Pettinato 2021). Terapeuttinen indeksi tarkoittaa ladkeaineen
toksisen pitoisuuden suhdetta siithen lddkeaineen pitoisuuteen, joka aiheuttaa tarpeeksi
tehokkaan halutun vasteen (Syndercombe Court ja muut 2025). Viimeisimpén, stabiilisuus
viittaa vasta-ainelddkekonjugaatin kykyyn sdilyd kemiallisesti ja fysikaalisesti ehednd
esimerkiksi systeemisessé verenkierrossa ja sédilytyksessd. (Adem ja muut 2014) Etenkin
vasta-ainelddkekonjugaattien linkkerin stabiilisuudella on paljon painoarvoa ladkkeen

optimaaliselle toiminnalle (Mohamed Amar ja muut 2022).

Ladke-vasta-ainesuhde, stabiilisuus sekd monet muut tekijdt vaikuttavat suorasti tai
epésuorasti terapeuttiseen indeksiin (Sun ja muut 2017; Zhang ja muut 2024). Matala
terapeuttinen indeksi tarkoittaa, ettd ladke aiheuttaa suuremmissa méérin sivuvaikutuksia
potilaalle (J. Li ja muut 2021). Vaikkakin vasta-ainelddkekonjugaattien terapeuttista indeksia
on saatu nostettua verrattuna esimerkiksi perinteisiin kemoterapialddkkeisiin, esiintyy vasta-
ainelddkekonjugaattien kdyton yhteydessé edelleen sivuvaikutuksia (Huppert ja muut 2025;
Modi ja muut 2020, 2022). Yleisimpié sivuvaikutuksia ovat vasymys, pahoinvointi ja
oksentelu, hematologiset toksisuudet, oftalmologiset toksisuudet sekd perifeerinen neuropatia
(Tan ja muut 2025). Lisdksi sivuvaikutuksena voi esiintyéd trombosytopeniaa seké

maksavaurioita (Taylor ja Lindorfer 2024).

Ténd pdivdnd matala terapeuttinen indeksi on padsdintdisin ongelma vasta-
ainelddkekonjugaateissa (J. Li ja muut 2021). Matala terapeuttinen indeksi johtunee etenkin
syopédkudoksen ulkopuolisesta toksisuudesta (engl. off-target toxicity), joka edelleen aiheutuu
useasta eri tekijéstd (J. Li ja muut 2021; Tan ja muut 2025). Syitd voivat olla esimerkiksi
ennenaikainen ldékkeen vapautuminen sekd kohdeantigeenin esiintyminen terveissa soluissa
(Datta-Mannan ja muut 2024). Matala terapeuttinen indeksi johtaa siihen, ettd vasta-

aineldadkekonjugaattien lddkeannos tulee pitdd liian matalana halutun vasteen saamiseen
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tarvittuun lddkeannokseen verrattuna (Bordeau ja muut 2023). Matalan terapeuttisen indeksin
lisdksi ongelmia on aiheuttanut resistenssiys, joka voi kehittyd vasta-ainelddkekonjugaateille
hoidon aikana (Zeng ja muut 2024). Lisdksi heterogeeninen antigeenin ilmentyminen
syopdsoluissa on ollut haastavaa, mutta parannuksena tdhdn on tehokkaamman

sivullisvaikutuksen aikaansaaminen (Ogitani ja muut 2016).
3.1 Kohdekudoksen ulkopuolinen toksisuus

Kohdekudoksen ulkopuolinen toksisuus voidaan jakaa kahteen ryhméén (Nguyen ja muut
2023). Toksisuus voi aiheutua vasta-ainelddkekonjugaatin sitoutuessa terveessi solussa
ilmenevidin kasvainantigeeniin (engl. tumor associated antigen, TAA) tai se voi aiheutua
ilman kasvainantigeeniin sitoutumista. Kun toksisuus aiheutuu jalkimmaiselld tavalla, voi
sytotoksinen yhdiste péddtyéd soluun eri mekanismeilla. Vasta-aineldikekonjugaatti saattaa
vapauttaa sytotoksisen yhdisteen ennenaikaisesti (ks. 3.2 Ennenaikainen lddkkeen
vapautuminen), sytotoksinen yhdiste saattaa padtyd soluun ei-spesifisen endosytoosin
vilitykselld tai vasta-ainelddkekonjugaatti saattaa sitoutua immuunisolujen Fcy-reseptoreihin
(Aoyama ja muut 2022; Bordeau ja muut 2023). Haitalliset sivuvaikutukset voivat aiheutua

immuunipuolustuksen kdynnistymisesti tai sytotoksisesta yhdisteesta.

Pohjimmaisena ongelmana kohdekudoksen ulkopuoliselle toksisuudelle on, ettd vasta-
aineldadkekonjugaattien sytotoksinen yhdiste ei padse lapdiseméédn kohdesolun solukalvoa
tarpeeksi tehokkaasti (Nessler ja muut 2024; Shivatare ja muut 2023). Taménhetkisilla
ladkeannoksilla on oletettua, ettd korkeintaan 1 % annetusta lddkeannoksesta saavuttaa
kasvainkudoksen (Cini ja muut 2018). Pienilld ladkeannoksilla tarpeeksi 1ddkettd ei padse
kohdesoluihin, ja hoitovaste ei ole tarpeeksi tehokas (Rubahamya ja muut 2024).
Ladkeannoksia nostamalla enemmaén ladkettd pddsee soluihin, mutta samalla vapaan vasta-
ainelddkekonjugaatin méiéra systeemisessé verenkierrossa kasvaa, ja kohdekudoksen

ulkopuolisten toksisuuksien mairé lisdantyy (Ponte ja muut 2021).

Kohdekudoksen ulkopuolisen toksisuuden yhteni aiheuttajana voi olla vasta-
ainelddkekonjugaattien aggregoituminen (Aoyama ja muut 2022). Aggregoituminen aiheutuu
etenkin vasta-aineldikekonjugaattien sytotoksisista yhdisteistd (Buecheler ja muut 2018).
Vasta-aineldikekonjugaateissa kéytetyt sytotoksiset yhdisteet ovat tyypillisesti hydrofobisia,
koska télloin yhdisteen kulkeutuminen solukalvon lépi ja kohteen tavoittaminen ovat
tehokkaampia kuin hydrofiilistd yhdistettd kiytettdessd. Hydrofobisten sytotoksisten

yhdisteiden konjugoiminen vasta-ainelddkekonjugaatteihin lisdd konjugaattien
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hydrofobisuutta, joka edistdd aggregoitumista. Tutkitusti vasta-ainelddkekonjugaattien
aggregoituminen aiheuttaa kohdekudoksen ulkopuolista toksisuutta aktivoimalla

immuunisolujen Fcy-reseptoreita (Aoyama ja muut 2022).

Vuonna 2020 Modi ja muut toimesta julkaistussa kliinisessd tutkimuksessa sekd vuonna
2022 Modi ja muut julkaistussa mekanistisessa tutkimuksessa havaittiin merkittavia
kohdekudoksen ulkopuolisia sivuvaikutuksia. Tutkimuksissa vasta-aineldékekonjugaattina
kéytettiin trastuzumab deruxtecania. Vuonna 2020 julkaistussa tutkimuksessa noin 57 %:lla
havaittiin véhintién tason 3 sivuvaikutuksia. Kokonaisvasteosuus (engl. overall response rate,
ORR) oli 60,9 %. Vuoden 2022 tutkimuksessa trastuzumab deruxtecania vertailtiin 1adkéarin
valitsemaan kemoterapiahoitoon. Tutkimuksessa trastuzumab deruxtecan osoitti parempaa
tehokkuutta kemoterapiaan verrattuna (vahvistettu objektiivinen vaste 52,6 % trastuzumab
deruxtecan vs 16,3 % kemoterapia) sekd vihemmén tason 3 tai korkeampia sivuvaikutuksia
kuin kemoterapia (52,6 % trastuzumab deruxtecan vs 67,4 % kemoterapia). Vakavia
sivuvaikutuksia oli trastuzumab deruxtecanilla 27,8 % ja kemoterapialla 25,0 %. Tutkimukset
vahvistavat viitettd siité, ettd trastuzumab deruxtecan osoittaa hyvai hoitovastetta syovéin
hoidossa, mutta lddkkeen haittavaikutukset ovat hyvin mittavia. Vuoden 2022 tutkimuksessa
trastuzumab deruxtecan potilaista 3,8 %:1la ilmeni kuolemaan johtavia sivuvaikutuksia, ja

16,2 %:lla potilaista sivuvaikutukset johtivat ldékkeen keskeyttdmiseen.
3.2 Ennenaikainen ladkkeen vapautuminen

Ennenaikainen ldékkeen vapautuminen tarkoittaa vasta-aineldikekonjugaatin sytotoksisen
yhdisteen vapautumista ennen kohteeseen eli syopasoluun padsyd (Nguyen ja muut 2023).
Ennenaikainen ldékkeen vapautuminen johtuu vasta-aineldékekonjugaatin epavakaudesta,
erityisesti linkkerin epdvakaudesta (Adem ja muut 2014; Su ja muut 2018). Linkkerin
epdavakaus voi aiheutua kahdesta tekijésti: epdvakaus voi johtua konjugaatiosta eli tavasta,
jolla linkkeri on yhdistetty vasta-aineeseen tai epdvakaus voi johtua mekanismista, jolla
linkkeri vapauttaa sytotoksisen yhdisteen (Su ja muut 2018). Kun sytotoksinen yhdiste
vapautuu ennenaikaisesti, se vahentii terapeuttista indeksié kahdella tavalla (Lyon ja muut
2014). Sytotoksisen yhdisteen vapautuessa ennenaikaisesti kohteen ulkopuolinen toksisuus

lisddntyy ja ldékkeen kasvaimien kasvua heikentévi vaikutus pienenee.

Ennenaikainen ldékkeen vapautuminen johtuu yleisimmin konjugaation epavakaudesta
(Tumey ja muut 2017). Useat FDA-hyvéksytyt vasta-aineldékekonjugaatit sisdltavét

tiosukkinimidikonjugaation eli maleimidi-kysteiinikonjugaation (Y. Wang ja muut 2022).
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Tiosukkinimidi muodostuu vasta-aineen kysteiinitiolin ja linkkerin maleimidin véliselld
Michael-additiolla. Tiosukkinimidikonjugaatio ei kuitenkaan ole tdysin stabiili biologisissa
olosuhteissa, kuten veren seerumissa (Sussman ja muut 2018). Tiosukkinimidin
muodostuminen on nimittdin reversiibeli reaktio, mika tarkoittaa, ettd vasta-
ainelddkekonjugaatti voi dekonjugoitua retro-Michael-reaktiolla (Lyon ja muut 2014). Tilloin
vasta-ainelddkekonjugaatin sytotoksinen yhdiste vapautuu ennenaikaisesti vasta-aineesta, ja

voi paistd vaikuttamaan terveisiin soluihin.

Vasta-ainelddkekonjugaatin stabiilisuuteen vaikuttaa lisiksi linkkerin konjugaatiokohta
(B.-Q. Shen ja muut 2012). Konjugaatiokohta viittaa sithen vasta-aineen kohtaan, johon
linkkeri kiinnitetdén. Perinteiset konjugaatiomenetelmit johtavat usein heterogeenisen vasta-
ainelddkekonjugaattierdn muodostumiseen (Tumey ja muut 2017). Heterogeeninen vasta-
ainelddkekonjugaatti tarkoittaa vasta-ainelddkekonjugaattierdd, joka sisiltdé vasta-aineeseen
eri médrin ja eri kohtiin sitoutuneita sytotoksisia yhdisteitd (H. Chen ja muut 2024). Saman
erdn vasta-aineldékekonjugaateissa sytotoksinen yhdiste sijaitsee siis eri kohdissa eri vasta-
aineldadkekonjugaattimolekyyleilld. Liséksi sytotoksisia yhdisteitd voi liittyéd eri maéra yhté
vasta-ainelddkemolekyylid kohden, miki aiheuttaa vaihtelevan suuruisia 14éke-vasta-
ainesuhteita (Nunes ja muut 2017). Heterogeenisyys vasta-ainelddkekonjugaateissa aiheuttaa
eroja vasta-ainelddkekonjugaattimolekyylien farmakokineettisissd ominaisuuksissa, kuten
niiden vakaudessa (Strop ja muut 2013; Sun ja muut 2017). Tavoitteena on valmistaa
homogeenisen lddke-vasta-ainesuhteen omaavia vasta-aineldékekonjugaatteja (Zacharias ja
muut 2022). Tilloin lddke-vasta-ainesuhde saadaan parhaiten optimoitua, eli sytotoksista
yhdistettd on yhti vasta-aineldékekonjugaattia kohden tarpeeksi hyvén vasteen

aikaansaamiseksi (Nunes ja muut 2017).
3.3 Puutteellisuus kasvainkudokseen tunkeutumisessa

Vasta-aineldidkekonjugaatteja on kéytossd sekd hematologisten etté kiinteiden kasvainten
hoidossa (Jen ja muut 2018; Modi ja muut 2020). Kuitenkin kiinteiden kasvainten hoito vasta-
ainelddkekonjugaateilla on osoittautunut haastavaksi useasta syysti (Long ja muut 2025).
Ongelmia ovat heterogeeninen kohdeantigeenin ilmentyminen, liian matala sivullisvaikutus
sekd puutteellisuus kasvainkudokseen tunkeutumisessa (Evans ja Thurber 2022; Xue ja muut

2025)

Puuttellisuus kasvainkudokseen tunkeutumisessa tarkoittaa, ettd tarpeeksi vasta-

aineldadkekonjugaattia ei piadse kasvaimen sisempiin osiin, vaan suurin osa vasta-
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ainelddkekonjugaateista jadvit kasvaimen perivaskulaarisiin alueisiin (Bordeau ja muut 2021).
Tédmai johtuu suurelta osin sitoutumispaikkaesteestd (engl. binding site barrier, BSB) (Wei ja
muut 2024). BSB on ilmid, jossa korkean affiniteetin omaavat vasta-aineléddkekonjugaatit
sitoutuvat nopeasti perivaskulaarisella alueella sijaitsevien syopdsolujen kohdeantigeeneihin
(Bordeau ja muut 2021). Télloin tarpeeksi ladkettd ei padse kasvaimen syvempiin osiin.
Helppona ratkaisuna tdhén olisi lddkeannoksen nostaminen. Tamaé ei kuitenkaan ole

mahdollista suurien kohdekudoksen ulkopuolisten toksisuusméirien vuoksi.

Koska lddkeannosta ei voida nykyisilld vasta-ainelddkekonjugaattien ominaisuuksilla
nostaa, tulee niiden tehokkuutta parantaa (Zacharias ja muut 2022). Tehokkuutta kiinteiden
syopékasvainten hoidossa voidaan lisdtd parantamalla sivullisvaikutusta ja optimoimalla
ladke-vasta-ainesuhteita (Wei ja muut 2024; Zacharias ja muut 2022). Sivullisvaikutusta
varten tulee sytotoksisen yhdisteen olla hydrofobinen (Long ja muut 2025). Samalla, kun
tehokkuutta halutaan parantaa, tulisi lddke-vasta-ainesuhdetta nostaa. Lidke-vasta-ainesuhde
ei kuitenkaan saa olla liian suuri sytotoksisten yhdisteiden hydrofobisuuden vuoksi. Kuten
alemmin mainittu, aiheuttaa lisdéintynyt hydrofobisuus vasta-aineldékekonjugaatin

aggregoitumista ja titen kohdekudoksen ulkopuolista toksisuutta (Aoyama ja muut 2022).

Ladke-vasta-ainesuhteiden optimoinnissa haasteita aiheuttaa heterogeeninen vasta-
ainelddkekonjugaattien muodostuminen (Nunes ja muut 2017). Yhdessé vasta-aineessa on
tyypillisesti yli 70 lysiinid ja 8 kysteiinid, joihin linkkeri voidaan mahdollisesti liittad
(Chumsae ja muut 2009; Gautier ja muut 2015). Koska mahdollisia konjugaatiokohtia on
taten hyvin monta, on stoikiometrinen kontrolli rajattua (Axup ja muut 2012). Tdma tekee
homogeenisten vasta-ainelddkekonjugaattien valmistuksesta haastavaa, ja aiheuttaa suurta

vaihtelua vasta-aineldikekonjugaattien ladke-vasta-ainesuhteissa.
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4 Ratkaisut vasta-ainelaakekonjugaattien ongelmakohtiin

4.1 Tiosukkinimidikonjugaation hydrolyysi

Vasta-aineldikekonjugaateissa yleisesti kiytetty tiosukkinimidikonjugaatio on epistabiili
olosuhteissa, joissa on ldsné tioleja (Y. Wang ja muut 2022). Tiolit eli merkaptaanit eli
sulthydryylit ovat orgaanisia yhdisteitd, joissa on funktionaalisena ryhména tioliryhmé
(Patrick 2004). Tioliryhmé (-SH) muodostuu yhdesta rikki- ja vetyatomista. Tioleja esiintyy
etenkin veren seerumin albumiinissa seki glutationissa (Bonanata ja muut 2017; Richie ja
muut 2015). Retro-Michael-reaktiossa konjugaatiossa syntynyt tioeetterisidos purkautuu ja
tiosukkinimidirengas poistuu (Fontaine ja muut 2015). Téll6in alkuperdinen linkkerin
maleimidiryhma palautuu ja kysteiinin tioli vapautuu takaisin vapaaksi tioliksi. Jos muita
vapaita tioleja ei olisi ldsnd, niin maleimidi voisi jdlleen reagoida vasta-aineen kysteiinin
tiolin kanssa. Koska veren seerumissa kuitenkin esiintyy vapaita tioleja, niin linkkerin kanssa
irronnut sytotoksinen yhdiste reagoi ndiden vapaiden tiolien kanssa. Laéke vapautuu

ennenaikaisesti vasta-aineesta ja padsee vaikuttamaan sytotoksisesti terveisiin soluihin.

Tiosukkinimidirengas voidaan metaboloida vakaampaan, avautuneeseen muotoon,
johon retro-Michael-reaktio ei voi tapahtua (Tumey ja muut 2014; Y. Wang ja muut 2022).
Tiosukkinimidirenkaan avautunut muoto saadaan aikaan hydrolyysilld (kuva 3), joka
tyypillisesti suoritetaan vasta-aineldékekonjugaatin valmistuksen jilkeen (Lyon ja muut 2014;
B.-Q. Shen ja muut 2012; Tumey ja muut 2014). Hydrolyysi suoritetaan heikosti eméaksisissé
olosuhteissa, mika katalysoi veden nukleofiilisti additiota (J. Kalia ja Raines 2007).
Hydrolyysin seurauksena tiosukkinimidirengas aukeaa, ja muodostuu avorenkainen

maleaamihappotioeetteri.
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Kuva 3. Tiosukkinimidikonjugaatio, sithen kohdistuva Retro-Michael -reaktio sekd tiosukkinimidirenkaan hydrolyysi. Téihdet
kuvaavat sytotoksista yhdistettd. Kuva luotu BioRender -sovelluksella.

Tiosukkinimidirenkaan hydrolyysilld on tutkitusti saatu lisdttyéd vasta-ainelddkekonjugaattien
vakautta huomattavasti (Tumey ja muut 2014). Tumeyn ja muiden (2014) tutkimuksessa
myos vasta-ainelddkekonjugaatin teho lisdéntyi avautuneella tiosukkinimidirenkaalla
verrattuna sulkeutuneeseen tiosukkinimidirenkaaseen. Hydrolyysin aiheuttaminen ulkoisilla
olosuhteilla on kuitenkin epékaytannollistd, koska hydrolyysiin vaadittu aika on
huomattavasti pidempi, kuin vasta-aineldékekonjugaattien puoliintumisaika (Fontaine ja muut
2015). Tadmidn vuoksi useita mekanismeja itse-hydralysoituville vasta-ainelddkekonjugaateille
on tutkittu (Fontaine ja muut 2015; D. Kalia ja muut 2017; Lyon ja muut 2014). Itse-
hydralysoituvien vasta-ainelddkekonjugaattien etuna on, ettd hydrolyysin reaktio-olosuhteiksi

riittdd normaalit olosuhteet (pH 7,4 ja lampdtila 22 °C) (Lyon ja muut 2014).

Lyon ja muut (2014) tutkivat vasta-aineldékekonjugaattien vakauden parantamista
lisddmalla linkkerin maleimidin l&heisyyteen diaminopropionihapon (DPR). DPR on ei-
proteogeeninen, ei-luonnollinen aminohappo, jota kdytetddn tyypillisesti peptideissé,
ladkekehityksessd sekd bioteknologiassa (Lan ja muut 2010; Temperini ja muut 2020). Kun
DPR liitetddn maleimidiin, DPR:n vapaa amiiniryhmé asetetaan ldhelle maleimidirengasta

(Lyon ja muut 2014). DPR:n vapaa amiiniryhmé toimii molekyylinsisdisend eméksend, joka
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katalysoi tiosukkinimidirenkaan hydrolyysid. Tutkimuksessa havaittiin, ettd menetelma
nopeutti tiosukkinimidirenkaan hydrolyysid merkittavésti sekd paransi vasta-
ainelddkekonjugaatin vakautta huomattavasti. Tutkimuksessa yhden viikon aikana sek in
vivo- ettd in vitro -olosuhteissa DPR-modifioitua vasta-ainelddkekonjugattia ei
dekonjugoitunut lahes lainkaan, kun taas kontrollivasta-ainelddkekonjugaatilla ldhes puolet

linkkeristd dekonjugoitui.

Toinen menetelma itse-hydralysoituvien vasta-ainelddkekonjugaattien valmistamiselle
on vaihtoehtoisen maleimidijohdannaisen kdytto (Christie ja muut 2015). Tyypillisesti
tiosukkinimidikonjugaation sisdltdvissd vasta-aineldékekonjugaateissa kdytetdan N-
alkyylimaleimidia. Christie ja muut (2015) tutkivat N-aryylimaleimidin kéyttoa vasta-
ainelddkekonjugaattien vakauden lisddmiseksi. N-alkyylimaleimidin huono itse-
hydrolysaatiokyky johtuu sen delokalisoituneesta rakenteesta. N-aryylimaleimidissa on N-
alkyylimaleimidin rakenteesta poiketen substituenttina fenyylirengas, jonka ansiosta N-
aryylimaleimidi on N-alkyylimaleimidia alttiimpi hydrolyysille. Tutkimus osoitti, ettd N-
aryylimaleimidin omaavissa vasta-ainelddkekonjugaateissa tiosukkinimidin hydrolyysi
lisddntyi 15-20 kertaisesti N-alkyylimaleimidin omaaviin vasta-ainelddkekonjugaatteihin
verrattuna. My®os stabiilisuus lisdédntyi; N-aryylimaleimidin omaavilla vasta-

ainelddkekonjugaateilla esiintyi vain minimaalista linkkerin dekonjugaatiota.
4.2 PEGylaatio

Vasta-aineldikekonjugaattien hydrofobisuus on ollut merkittivd ongelmakohta niiden
tehokkuuden ja lddke-vasta-ainesuhteen parantamisessa (Long ja muut 2025). Liséksi vasta-
ainelddkekonjugaattien tehokkuuteen vaikuttaa se, kuinka nopeasti ne eliminoidaan
verenkierrosta (F. Li ja muut 2019). Eliminaation nopeus kasvaa tyypillisesti lddke-vasta-
ainesuhteen kasvaessa (Zacharias ja muut 2022). Lyon ja muut (2015) havaitsivat
tutkimuksessaan, ettd vasta-ainelddkekonjugaattien eliminaation nopeuden kasvu lddke-vasta-
ainesuhteen kasvaessa johtuu hydrofobisuuden kasvusta. Hydrofobisuuden aiheuttaman
aggregoitumisen ja nopeamman eliminaation vuoksi on kehitetty menetelmié, kuten
PEGylaatio, joilla vasta-ainelddkekonjugaattien hydrofiilisyyttd saataisiin lisdttyd (Long ja

muut 2025; Simmons ja muut 2020).

PEGylaatio tarkoittaa polyetyleeniglykolin (PEG) liittimisté vasta-
ainelddkekonjugaattiin (Lyon ja muut 2015). PEG on vesiliukoinen polymeeri, joka koostuu

toistuvista etyleeniglykoliyksikoistd (Dabaja ja muut 2025). Sitd kdytetddn muun muassa
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ladkeaineiden farmakokineettisten ominaisuuksien muokkaamiseen (Mattheolabakis ja muut
2014). Vasta-aineldékekonjugaateissa PEGylaatio lisdd niiden hydrofiilisyytti ja parantaa ndin
niiden farmakokineettisid ominaisuuksia (Lyon ja muut 2015). Useita eri mekanismeja vasta-
ainelddkekonjugaattien PEGylaatiolle on tutkittu (Long ja muut 2025; Lyon ja muut 2015;
Shao ja muut 2020; Simmons ja muut 2020). PEG voidaan esimerkiksi sijoittaa vasta-
ainelddkekonjugaatin linkkeriin vilikappaleeksi tai liittd4 se kilveksi suojaamaan vasta-

aineldadkekonjugaattien hydrofobisia osia.

Long ja muut (2025) tutkivat linkkerin hydrofiilisyyden ja turvallisuuden optimoimista
PEGylaatiolla. He valmistivat yhteensé 16 eri vasta-ainelddkekonjugaattia, joissa eri pituisia
PEG-molekyyleji oli liitetty eri kohtiin erilaisia linkkereitd. He havaitsivat, ettd PEG:in
liittdminen vélikappaleeksi linkkeriin lisdsi vasta-ainelddkekonjugaatin hydrofobisuutta, kun
taas PEG:in liittdminen linkkeriin sivuketjuna lisdsi vasta-ainelddkekonjugaatin
hydrofiilisyyttd ja stabiilisuutta. Parhain tulos saatiin liittdmélla pitka (24
etyleeniglykoliyksikkod sisdltivd) PEG24-molekyyli linkkeriin sivuketjuna. Linkkerit, joissa
sivuketjuina oli lyhyempid PEG-molekyyleja, osoittivat epdoptimaalisia ominaisuuksia.
Lisdksi PEGyloidut vasta-ainelddkekonjugaatit, joiden lddke-vasta-aine suhde oli 8, osoittivat
parempaa tehokkuutta kuin vasta-aineladkekonjugaatit, joiden ldéke-vasta-ainesuhde oli 4.
Tulos vahvistaa, ettd vasta-ainelddkekonjugaattien tehokkuutta ja toksisuusprofiilia voidaan
parantaa kasvattamalla vasta-aineldikekonjugaatin hydrofiilisyytté ja alentamalla

eliminaationopeutta verenkierrosta.
4.3 Laake-vasta-ainesuhteen optimointi ja kohdespesifinen konjugaatio

4.3.1 THIOMAB-menetelma

Ladke-vasta-ainesuhteen optimoinnin sanotaan olevan keskeisin ldhestymistapa vasta-
ainelddkekonjugaattien tehokkuuden parantamisessa, ja suurimalla osalla tehokkaista vasta-
aineldadkekonjugaateista lddke-vasta-ainesuhde on alle 4 (Zacharias ja muut 2022). Ladke-
vasta-ainesuhdetta on saatu optimoitua kohdespesifisilld konjugaatiomenetelmilld (Junutula ja
muut 2008). Ensimmaéinen merkittdvd kohdespesifinen konjugaatiomenetelma, nimeltédén
THIOMAB, keksittiin vuonna 2008. Junutula ja muut ovat osoittaneet tutkimuksissaan (2008
ja2010) THIOMAB-menetelmén parantaneen vasta-ainelddkekonjugaattien siedettavyytta
sekd vihentdneen toksisuutta. Lidke-vasta-aine suhde pysyy THIOMAB-vasta-

ainelddkekonjugaateissa (TDC) alle 2 pitden samalla tehokkuuden véhintdan yhta hyvana kuin
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perinteisesti konjugoiduissa vasta-aineldékekonjugaateissa (Junutula ja muut 2008, 2010;
Nunes ja muut 2017). Toisin sanoen THIOMAB-menetelma parantaa tutkitusti vasta-

ainelddkekonjugaattien terapeuttista indeksia.

THIOMAB-vasta-aineldékekonjugaatit perustuvat geneettisesti muokattuihin
kysteiinitdhteisiin (Junutula ja muut 2008). Vasta-aineet muokataan PCR-pohjaisella
kohdennetulla mutageenesilla, jolloin muokatut kysteiinitdhteet saadaan ilmennettyé vasta-
aineiden kevyt- tai raskasketjuissa. IgG1-vasta-aineessa luonnostaan esiintyvét
kysteiinitdhteet ovat tyypillisesti sitoutuneena toisiinsa ketjujen valisilla tai ketjujen sisdisilla
disulfidisidoksilla eikd vapaita tioliryhmié ole (H. Chen ja muut 2024). Taten, kun halutaan
muodostaa kysteiinikonjugoituneita vasta-ainelddkekonjugaatteja, tulee disulfidisidokset
osittain pelkistdéd (Junutula ja muut 2010). Tdma johtaa heterogeenisiin vasta-
ainelddkekonjugaatteihin. Kun vasta-aineeseen lisdtddan kysteiinitdhteitd kohdennetulla
mutageneesilla, saadaan vasta-aineeseen vapaita tioliryhmid. Télloin konjugaatio tapahtuu

kohdespesifisesti ja tuloksena on homogeenisia vasta-ainelddkekonjugaatteja.
4.3.2 XTEN-polypeptidit

Zacharias ja muut (2022) hyodynsivat THIOMAB-menetelméd yhdessda XTEN-polypeptidien
kanssa homogeenisten vasta-ainelddkekonjugaattien valmistamisessa. XTEN on synteettinen,
hydrofiilinen polypeptidi, joka on suunniteltu lisddmadn terapeuttisten peptidien ja proteiinien
puoliintumisaikaa (Podust ja muut 2016). XTEN-polypeptidi on pituudeltaan tyypillisesti
144-864 aminohappoa, ja koostuu aminohapoista, jotka ovat luonteeltaan hydrofiilisid sekd
varaukseltaan neutraaleja tai negatiivisia (Zacharias ja muut 2022). Néitd ovat alaniini,

glysiini, proliini, seriini, treoniini ja glutamaatti.

Zachariaksen ja kollegoiden (2022) tutkimuksen ideana oli parantaa vasta-
ainelddkekonjugaattien tehokkuutta. XTEN-polypeptidi liitetddn THIOMAB-vasta-
ainelddkekonjugaatin konjugaatiokohdan ja linkkerin viliin (kuva 4). Tutkimuksessa
kaytettiin 432 aminohapon pituista XTEN-polypeptidid. Témén pituisen hydrofiilisen
molekyylin lisiiminen vasta-ainelddkekonjugaattiin lisdd sen hydrofiilisyyttd huomattavasti.
Kun vasta-ainelddkekonjugaatin hydrofiilisyyttd parannetaan, voidaan siihen lisétd suurempi
médrd sytotoksista yhdistettd. Télloin siis vasta-ainelddkekonjugaatin 1déke-vasta-ainesuhdetta
saadaan nostettua samalla sdilyttden niiden mahdollisimman hydrofiilisen luonteen. Liséksi
THIOMAB-XTEN-yhdistelmélld vasta-ainelddkekonjugaattien konjugaatiokohdat ja titen

homogeenisyys olisi hyvin kontrolloitua.
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Tutkimuksessa Zacharias ja muut (2022) ladke-vasta-ainesuhdetta saatiin nostettua
jopa 18:ta vasta-ainelddkekonjugaattien ollessa homogeenisia. Lisdksi THIOMAB-XTEN-
vasta-ainelddkekonjugaattien (TXC) havaittiin olevan rakenteellisesti vakaita. TXC:t
osoittivat parempaa antitumoraalista tehokkuutta kuin THIOMAB-vasta-aineet, kun kdytettiin
annosta, joka sisdlsi saman mairin sytotoksista yhdistettd. Parempi tehokkuus johtunee
pienemmaistd vasta-ainemadrésti, jolloin sitoutumispaikkaesteen muodostuminen on
vihdisempad. Tutkimus osoitti merkittdvad parannusta vasta-ainelddkekonjugaattien

homogeenisuuden ja lddke-vasta-ainesuhteen optimoinnissa.

i ‘ & l'i Cys Cys‘ ; i ‘

THIOMAB-XTEN ADC

Kuva 4. THIOMAB-vasta-ainelddkekonjugaatti, johon on kiinnitetty XTEN-polypeptidi. Kuvan “Cys” viittaa vasta-aineen
kysteiinitdhteisiin, joihin XTEN-polypeptidi on liitetty. XTEN-polypeptidi néikyy kuvassa liilana aaltoilevana viivana. Téihdet
esittdvdt sytotoksista yhdistettd, jotka on liitetty linkkerin vdlitykselld XTEN-polypeptidiin. Kuva luotu BioRender -
sovelluksella.

4.4 Bispesifiset vasta-aineet

Osa syopakudoksen ulkopuolisesta toksisuudesta voi aiheutua kasvainantigeenin
ilmentymisestd terveissd soluissa (Tan ja muut 2025). Tésté johtuvien sivuvaikutuksien
viahentdmiseksi sekd vasta-ainelddkekonjugaattien kohdespesifisyyden lisddmiseksi on
kehitetty bispesifisid vasta-ainelddkekonjugaatteja (Zeng ja muut 2024). Lisdksi bispesifisten
vasta-ainelddkekonjugaattien oletetaan nopeuttavan syopasoluun siirtymistd seka auttavan
ladkeresistenssin ohittamisessa. Bispesifiselld vasta-aineldikekonjugaatilla on perinteisestd
vasta-ainelddkekonjugaatista eroten kaksi kohdeantigeenia (Ma ja muut 2024). Bispesifinen
vasta-aine on rakenteeltaan epdsymmetrinen siten, ettd vasta-aineen raskas- ja kevytketjut
eroavat toisistaan vastakkaisilla puolilla, jolloin vasta-aineella on kaksi eri paratooppia (Zong
ja muut 2024).

Ma ja muut (2024) kehittivit bispesifisen vasta-aineléddkekonjugaatin (BL-B01D1),
jonka kohdeantigeeneina ovat epidermaalinen kasvutekijireseptori (EGFR) ja ihmisen

epidermaalinen kasvutekijireseptori 3 (HER3). Faasin 1 tutkimuksessa analysoitiin BL-
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B01D1:n turvallisuutta, antitumoraalista aktiivisuutta sekd farmakokinetiikkaa. Tutkimus
koostui 195 potilaasta, jotka sairastivat paikallisesti edennytté tai metastaattista kiinteén
kasvaimen sydpéd, johon muut terapiamuodot eivét olleet riittdvan tehokkaita. BL-BO1D1
osoitti tutkimuksessa hyvii antitumoraalista tehokkuutta; osittainen vaste havaittiin 34 %:1la
(174 potilaasta) ja stabiili tauti 43 %:1la. 195 potilaasta 71 %:lla havaittiin véhintdan tason 3
sivuvaikutuksia. Tutkimuksen mukaan BL-BO1D1 osoittaa kuitenkin lupaavaa

turvallisuusprofiilia.
4.5 UV-kontrolloidut vasta-aineladakekonjugaatit

Kohdekudoksen ulkopuolisen toksisuuden vahentdmiseksi on kehitetty menetelmid, joilla
voitaisiin entisestddn parantaa sytotoksisen yhdisteen aktivoitumista kohteessa (J. Li ja muut
2021). Aktivoitumista kohteessa voitaisiin sdddelld esimerkiksi valolla. Timénlaiset
valokontrolloidut vasta-ainelddkekonjugaatit perustuvat valolla vapautettaviin
hékkimolekyyleihin (engl. photocage). Li ja muut (2021) kehittivdt UV-kontrolloidun vasta-
aineldadkekonjugaatin, jonka linkkeriin liséttiin UV-kontrolloitu orto-nitrobentsyyliryhma.
UV-kontrolloitu vasta-ainelddkekonjugaatti titen vapauttaisi sytotoksisen yhdisteensid UV-
sateilyn vaikutuksesta. UV-siteilyn vaikutuksesta orto-nitrobentsyyliryhmé muodostaa
reaktiivisen diradikaalin, jota seuraa hiiliatomin dehydrogenaatio, jonka vaikutuksesta
sytotoksinen yhdiste vapautuu vasta-aineesta. UV-kontrolloitujen vasta-
ainelddkekonjugaattien avulla voitaisiin titen saavuttaa tarkka ajallinen ja tilallinen

sytotoksisen yhdisteen vapauttaminen.

Li ja muiden (2021) tutkimus osoitti kehitetyn UV-kontrolloidun vasta-
ainelddkekonjugaatin omaavan hyvin stabiilisuuden, kohdespesifisyyden seka
valokontrolloitavuuden. Kun UV-siteilyd kohdennettiin molekyyliin, oli sytotoksisen
yhdisteen vapautuminen tehokasta. Lisdksi tutkimuksessa havaittiin, ettd vasta-
aineldadkekonjugaatit, joihin ei kohdennettu UV-siteilyd, olivat huomattavasti véhemmén
toksisia. Tdma viittaa siithen, ettd mahdollisesti myds kohdekudoksen ulkopuolinen toksisuus

olisi vihentynyttd UV-kontrolloiduilla vasta-ainelddkekonjugaateilla.
4.6 Vapaat sytotoksiseen yhdisteeseen sitoutuvat vasta-aineet

Sen sijaan, ettd vasta-ainelddkekonjugaattien sytotoksisuutta vahennetdin parantamalla niiden
vakautta tai muokkaamalla niiden linkkerid, Bordeau ja muut (2023) ehdottivat vapaita,

sytotoksiseen yhdisteeseen sitoutuvia vasta-aineita. MMAE:n, joka toimii sytotoksisena
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yhdisteend useissa FDA-hyvéksytyissd vasta-aineladkekonjugaateissa, on osoitettu
aiheuttavan sytotoksisuutensa ollessaan vapaana veren plasmassa eikd ollessaan
konjugoituneena vasta-aineeseen (Zhao ja muut 2017). Vapaat MMAE-molekyylit padsevit
lipofiilisyytensé ansiosta kulkeutumaan terveisiin soluihin solukalvon lépi (Bordeau ja muut
2023). Taéten MMAE:n aiheuttamaa sytotoksisuutta voitaisiin vihentda estimalld sen paisy

terveisiin soluihin.

Bordeau ja muut (2023) kehittivdt humanisoidun fab-fragmentin, ABC3315, joka
sitoutuu vapaaseen MMAE-molekyyliin mutta ei vasta-aineeseen konjugoituneeseen
MMAE:hen. Kun ABC3315 sitoutuu vapaaseen MMAE-molekyyliin, ei molekyyli piése
siirtyméén soluun solukalvon ldpi, ja lddkkeen toksiset vaikutukset pienenisivit. Tutkimuksen
tulokset osoittivat, ettd ABC3315 nosti vapaan MMAE:n ICsp-arvoa 0,12 nmol/L:sta 95,96
nmol/L:aan eli kasvatti vapaan MMAE:n ICso-arvoa 800-kertaiseksi. ICso-arvo on se
pitoisuus, jolla yhdisteen tai molekyylin biologinen vaikutus on estynyt 50 %. Tuloksien
perusteella siis ABC3315 vihensi MMAE:n sytotoksisuutta merkittévisti. Vasta-aineeseen
konjugoituneella MMAE-muodolla ABC3315 nosti ICso-arvoa 0,12 nmol/L:sta 0,13
nmol/L:aan eli ei ldhes ollenkaan. Lisdksi ABC3315 ei vaikuttanut vasta-
ainelddkekonjugaatin tehokkuuteen. Tutkimuksen perusteella vapaat, sytotoksiseen
yhdisteeseen sitoutuvat vasta-aineet voisivat siis vdhentdd sytotoksisten yhdisteiden
aiheuttamaa vasta-aineldékekonjugaattien kohdekudoksen ulkopuolista toksisuutta samalla

sdilyttiden lddkkeen tehokkuuden. Tdma nostaisi lddkkeen terapeuttista indeksié.
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5 Yhteenveto

Teoriassa tiydellisen vasta-aineldékekonjugaatin ominaisuuksiin kuuluvat korkea ladke-vasta-
ainesuhde, matala terapeuttinen indeksi sekd hydrofiilinen luonne (Zacharias ja muut 2022).
Kaytdnnossd tdminlaisen vasta-aineldékekonjugaatin valmistus on kuitenkin tuottanut
haasteita. Tésté riippumatta useita ratkaisuja vasta-aineldékekonjugaattien 1déke-vasta-
ainesuhteen, terapeuttisen indeksin, kohdespesifisyyden ja tehokkuuden parantamiseksi on

tutkittu.

Suurin osa ndisté ratkaisuista parantavat vasta-aineldikekonjugaattien toimintaa
vaikuttamalla useisiin eri ongelmakohtiin. Karkeana yhteenvetona voidaan sanoa, ettd
PEGylaatio, THIOMAB-menetelmé sekd XTEN-THIOMAB-yhdistelmé parantavat vasta-
ainelddkekonjugaattien tehokkuutta, ja tiosukkinimidirenkaan hydrolyysi, bispesifiset vasta-
aineet, UV-kontrolloidut ADC:t ja vapaat sytotoksiseen yhdisteeseen sitoutuvat vasta-aineet
niiden turvallisuutta. Kaiken kaikkiaan ratkaisut parantavat vasta-ainelddkekonjugaattien

terapeuttista indeksid, joka toimii ldhtokohtana tehokkaalle ja turvalliselle ladkkeelle.

Vaikkakin monia ADC-ladkkeitd on jo hyvéksytty FDA:n toimesta, eivét ne sisélld
vield néitd uuden sukupolven ADC (engl. next-generation ADC) -menetelmid (Tong ja muut
2021). Nykyisten vasta-ainelddkekonjugaattien teho syovin hoidossa on jo hyvéd, mutta uuden
sukupolven vasta-ainelddkekonjugaattien odotetaan parantavan hoitotehoa entisestddn, etenkin
yhdistettynd muihin syévén hoitomekanismeihin (Tong ja muut 2021; Tsuchikama ja muut

2024).

Ladketutkimus ja -kehitys ovat pitkid prosesseja, ja uuden lddkkeen hyvéiksyminen ja
kayttoonotto voi viedd vuosikymmenid (Hughes ja muut 2011). Vasta-aineldékekonjugaattien
tutkimus on laajaa, ja tdlla hetkelld jo yli 20 uutta ADC-lddkettd on faasin III kliinisessé
tutkimuksessa (R. Wang ja muut 2025). Lisdksi ADC-lddkkeiden potentiaalia myds muiden
sairauksien, kuten autoimmuunisairauksien, hoidossa on alettu tutkia (Tong ja muut 2021).
Vasta-aineldikekonjugaatit voivat tulevaisuudessa tarjota siis uuden, omanlaisensa
hoitomuodon useille eri sairauksille. Suuressa mittakaavassa ADC-l4ékkeiden kehitys on

vasta aluillaan, mutta jo nyt voidaan sanoa niiden potentiaalin olevan merkittava.
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