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Kivonat
A taldlmdny a Xaposi-szarkomdt - egy AIDS-szel
tdrsuld betegsdéget - potencirozdé onkosztatin-¥M gdtldsdra

alkalmazhatd, onkosztatin-M elleni monoklondlis antitestek-
re vonatlkozilk. A toldlmdny szerinti antitestekre Jjellemz§,
hogy képesek az onkosztatin-M-hez kapcsolddni, ¢és czdltal
az onkosztatin-M-nek rcceptorhoz kot8dését ¢&s/vagy az onko-
sztatin-M bioldgiai alktivitdsdt gdtolni. A taldlmdny szerinti
monollondlis antitestek felhaszndlhatdk tovdbbd onkosztatin-M
jelenléténelk a kimutatdsdra és/vagy az onkosztatin-M biolo-
giai hatdsainak mddositdsdra mind in vitro, mind in vivo
rendszerben.

A taldlmany szerinti monoklonalis antitestek
eqgy olyan faktornak a hatdsdt is gdtoljdk, amely HILY-
-II-vel transzformdlt T-sejtvonal kondiciondlt kizegében

van jelen, ©és szintén potencirozza a Xaposi-szarkdmasejtek

szaporoddsat.

Tetian
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A taldlmany a Kaposi-szarkémat - egy AIDS-szel
tdrsuld betegséget - potencirozdé onkosztatin-M gédtlédséra
alkalmaznatd, onkosztatin-M elleni monoklondlis antitestekre
vonatkozik. A taldlmdny szerinti antitestekre jellemzd,
hogy képesek az onkosztatin-M-hez kapcsolddni, és ezdltal
az onkosztatin-M-nek az onkosztatin-M receptorhoz kot6-
dését és/vagy az onkosztatin-M bioldgiai aktivitdsdt gdtol-
ni. A taldlmany szerinti monoklondlis antitestek felhaszndl-
hatdk tovabbd onkosztatin-M jelenlétének a kimutatdsdra
és/vagy az onkosztatin-M bioldgiai hatdsdnak mddositdsdra
in vitro vagy in vivo rendszerben.

Jelenleg mdr joél ismert tény, hogy szomatikus
sejthibridek fontos forrdsdt képviselik olyan specifikus
sejttermékeknek, amelyek rovid iddtartamd, elsédleges
(primer) tenyészetekbdl nem nyerhetdk. Erre a legjobb
példa az a rendszer, amelyet Milstein €s munkatdrsai dolgoz-
tak ki hibrid mielomdk kialakitdsdra eqy kivdlasztott
antigén elleni monoklondlis antitest el6dllitdsa céljdbadl
/Kohler és Milstein: Nature (London) 256, 495 (1985);
valamint Galfre ¢és munkatdrsai: Nature (London) 266, 550
(1977)/. Ezek a hibridek lehetdvé teszik specifikus anti-
gének elleni monokldén antitestek dllandé termelldését.
Ezek az antitestek reagensekként alkalmazhatdk barmely
olyan eljdrdsban, amelyekben kordbban antitesteket haszndl-
tak, tovdhbi eldnylik, hogy a megkiilonbdztetés nagyobb
mértékét teszik lehetdvé, a hdttér zavard hatdsa csekélyebb,

és az antitestkészlet folyamatosan rendelkezésre 4ll.
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Monoklondlis antitestek elddllitésa dltaldban
a kovetkezd 1lépésekbll 411: immunizdlds ;3 az immunvdlaszt
add sejtek kiemelése; majd ezen sejtek fuzidja - példaul
polietilénglikolban - &dllandéan osztédé ("halhatatlan™)
daganatsejtekkel, amelyeket azon képesséqglik alapjdn kilo-
nitink el, hogy immunoglobin kivdlasztédsdra nem képesek.
Az igy kapott sejteket példdul HAT-kdzegben (hipoxantint,
amino-pterint, timidint tartalmazé kdzegben) végbemend
szaporoddsuk alapjdn kildnboztetjik meg. Minden egyes
hibriddma olyan fuzids termék, amely egyrészt egy egyedi
antitestképzd sejtb6l, mdsrészt daganatsejtb6l 411, s
igy képes -egyedi antitest-fajta elvdlasztdsdra, mésrészt
- a daganatsejt halhatatlansdga kovetkeztében - folyamatosan
szaporodni képes, €és olyan utddsejteket hoz létre, amelyek
egységes specifitdsd antitest 4&llandd képzésére képesek.

A jelen taldlmany révén lehetdvé vdalik onko-
sztatin-M-re specifikus monoklondlis antitestek felhasz-
ndldsa az onkosztatin-M-nek az AIDS-szel tdrsuld Kaposi-
-szarkdma novekvésére kifejtett potencirozd hatdsdnak
gadtldsdra. Az aldbbiakban leirjuk a taldlmdny szerinti
monoklondlis antitestek elfdllitasét sejthibridizd4lds
utjan, a taldlmdny oltalmi kore azonban nem korldtozddik
e sejthibridizdlé eljdrds alkalmazdsdra. Bdarmely mono-
klondlis antitest vagy annak valamely fragmentuma, amely
az aldbbiakban leirt monoklondlis antitestek jellemzdivel
rendelkezik, a taldlmdny oltalmi korébe tartozik.

A taldlményt példdkkal illusztrdljuk, amelyekben

a hibriddma-el jdrast alkalmazzuk a taldlmény szerinti
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onkosztatin-M elleni antitestek (az "onkosztatin-M elleni
antitestek" kifejezést az aldbbiakban "onkosztatin 4 anti-
testek" kifejezéssel roviditjik) kialakitdsa céljabdl
ezeket az antitesteket aszerint csoportositjuk, hogy immun-
precipitdtumot képeznek-e nativ (természetes eredeti)
onkosztatin -M-mel vagy denaturdlt onkosztatin-M-mel vagy
mindkét anyaggal. Mindegyik csoportot azon képessége alapjdn
jellemezziik tovédbb, hogy képesek-e blokkolni az onkosztatin
szaporoddst gdtldé bioldgiai aktivitdsat és/vagy az onko-
sztatin-M kotd8dését sejtfelileti receptoraihoz.

A példdkban azt is megmutatjuk, hogy az onko-
sztatin-M ellen haté, ktzombdsit8 antitestek gdtoljdk
a Kaposi-szarkémdbdl szdrmazdé AIDS-KS sejtek szaporodésat,
amelyet potenciroz és fenntart az onkosztatin-M wvagy egy
olyan faktor, amely HTLV-II-vel transzformdlt T-sejtvonal
kondiciondlt kézegében taldlhatd.

A taldlmdny szerinti monoklondlis antitestek
- vagy valamely fragmentumok, amely felismeri az antigén-
determindnst - ugy adagolhatdk, hogy in vivo hatdsos szdérum-
koncentrdcidkat Kkapjunk, e koncentrdcidk az aldbbiakban
leirt in vitro mérdrendszerekkel meghatdrozhatdk.

Az 1. é&bra mutatja 35S—metioninnal és 35S-—cjsz—
teinnel Jjelzett onkosztatin-M immunprecipitdcidjdt (immun-
kicsapdsat) olyan feliiluszdébdl, amely a kinai hdrcsdg
petefészek (Chinese Hamster Ovary; a tovabbiakban roviditve:
CHO) onkosztatin-M-et Kkdédoldé cDNS-vel stabilan &dtfertdzott

sejtvonaldbdél szdrmazik. Az 1A. abra szemlélteti onko-

-M
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sztatin-M elleni monoklondlis antitestek sorozatdnak reak-
cidképesséqgét nativ (természetes eredeti), metabolikusan
jelzett onkosztatin-M-mel (a felilldszdt metabolikusan
jelzett CII0 transzfektédnsokbdl gyijtottik). Az 1B. 4ébra
mutatja wugyanezeknek az antitesteknek a reakcidképességét
olyan metabolikusan jelzett CHO sejtekbdl gyljtott felll-
usz6val, amelyeket SDS-vel vagy 2-merkapto-etanollal kezelve
denaturdltunk, és inkubdlds eld6tt a monoklondlis antitestek-
kel forraltunk. Az 4brdn: az 1. vonal: negativ kontroll
antitest}y 2. vonal: 1R10F11, 3. vonal: 3R9D9s 4. vonal:
3R13F 4] 5. vonal: 4R12C7] 6. vonal: 11R2F8; 7. vonal:
12R13 BS; 8. vonal: 12R13D7; 9. vonal: 12R19E3.

A 2. adbrédban feltiintetjik két kiilonboz6 monoklond-
lis onkosztatin-M antitest kozombositd hatdsat A375 mela-
néma-se jtvonalon végzett, ndvekedést gdtlé wvizsgdlatban
("Growth Inhibition Assay" az aldbbiakban rdéviden: "GIA"),
a 2A. 4bra szemlélteti 11R2F8 kilénbdzd koncentrédcidinak
a hatdsdt, a 2B. d&dbra 1R10F11 kiilonbdz6 koncentrdcidinak
a hatdsat mutatja.

A 3. é&bra tobb monoklondlis onkosztatin-M antitest
hatdséat illusztrdlja a [42?]-onkosztatin—M kotGdésére
a H2981 tidSkarcindma-sejtvonalhoz radioreceptoros vizsgdlat

sordn.

L}

A 4. d4bra mutatja két kilonbGz6 monoklonalis
onkosztatin-M antitest enzimmeghatdrozdsi mddszerrel
(EIA-val) kimutatott Kkotdédését: ezeket az antitesteket
aminosav-deldécidkat vagy aminosav-vdltoztatdsokat tartalmazd

onkosztatin-M mutdnsok sorozatdval dtfertdzétt COS sejtek
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vdlasztottdk ki. Az adatokat az -nal (460 nm-nél

460
mért optikai silrliség) megfigyelt Osszes abszorbancia egy-
ségeiben fejeztik ki, a bhattérben jelentkezd kotddést
nem vontuk 1le. Ebben az é&brédban a "del" a C-termindlis-
b6l térdlt utolsd aminosavat jelzi, mig az ABC betdi jelzik
a végzett aminosavvdltoztatést.

Az 5. 4édbréban dsszehasonlitjuk kilénbdzd onko-
sztatin-M monoklondlis antitestek képességét olyan onko-
sztatin-M immunkicsapdsdra, amelyet az anyasejt ("SPOM")
vagy annak A 44-47 delécidés mutdnsa vdlaszt el. 1. vonal:
negativ kontroll antitest; 2. vonal: 1R10F11, 3. vonal:
11R2F8; 4. vonal: 12R13D7.

A 6. dbra mutatja onkosztatin-M potencirozd
hatdsdt a Kaposi-szarkdéma sejtvonal nGvekvésére (lires
kérék), valamint olyan simaizomsejtek (N 1072 sejtek)
nbvekvésére, amelyek rosszindulatd mediasztindlis limfdémdban

szenvedf beteq tiid6izzadmdnydbdl szarmaznak (fekete korok) .

A CHO sejtekben kifejezett rekombindns onkosztatin-M-
et novekvS koncentrdcidkban adagoltuk.

A 7. é4bra illusztrdlja onkosztatin-M monoklondlis
antitestek hatdsat olyan Kaposi-szarkdma sejtvonalra,
amelyet in vitro tisztitott onkosztatin-M-mel (fekete
kdrok) vagy olyan kondiciondlt kozeggel ("CM") kezeltiink,
amely # 38-bdél, egy HILV-II-vel fertGzétt sejtvonalbdl
(tires kordk) szdrmazik. A tisztitott onkosztatin-M vagy

a %#38 kondiciondlt kozeg jelenlétében tenyésztett sejtekhez
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ndvekvd koncentrdcidékban adagoltuk az 1R10F11 (Aab) vagy
11R2F8 (Bab) anyagot.

A jelen taldlmény olyan készitményekre és azok
alkalmazdsdra vonatkozik, amelyek az onkosztatin-M hatdsét
kizombositik, s igy az AIDS-szel tédrsuld Kaposi-szarkdma
ndvekvését gdtoljdk. A taldlmany szerinti monoklondlis
antitesteket, jellemzésiiket és alkalmazdsukat az alabbiakban
leirjuk és példakkal illusztrdl juk.

AZ ONKOSZTATIN-M ANTIGEN FELISMERESE

Az onkosztatin-M-et - amelyet eredetileg emberi
daganat-sejtvonalakra kifejtett gatlsd hatdsai alapjéan
azonositottak - elsd {zben forbol-12-mirisztdt-13-acetdttal
(roviditve: PMA) indukdlt humdn hisztiocitds limfdmasejtek-
b6l [Zarling és munkatdrsai: Proc. Natl. Acad. Sci (USA)
83, 9739 (1986)7, valamint aktivdlt T-limfocitdkbél /Brown
é¢s munkatdrsai: J.Immunol. 139, 2977 (198717 izoldaltak,
Az onkosztatin-M molekula hdvel és savval szemben stabilis
fehérje, amely egyetlen polipeptidlédncbdl &l11, ¢és relativ
molekulatomege 28000. M&s, természetes eredetli, nBvekvést
szahbdlyoz4 anyagokhoz hasonldan az onkosztatin-M tobbféle
bioldgiai hatdst fejt ki. Egyes - de nem mindegyik - emberi
daganatsejtvonalak ndvekvését gdtolja, viszont éppen ellen-
kez8leg, egyes normdlis fibroblasztok - példdul az emberi
fityma-fibroblasztok vagy WI-38 sejtek - ndvekvését serkenti
[Zarling ¢és munkatdrsai: Proc.Natl.Acad.Sci. (USA) 83,
9739 (1986)7. Az onkosztatin-M-ért felelds gént kldnoztdk
és szekvendltak, és ujahban a rekombindns onkosztatin-M

egy aktiv formdjdt emléssejtekben kifejezték (ldsd az
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1985. janudr 15-én benyujtott 144,574 szamd Amerikai Egye-

siilt Allamok-beli szabadalmi bejelentést, amelynek ekvi-

valense a 0 290 948 szdmd eurdépai kozrebocsdtdsi irat,

amelyet 1988. november 17-én hoztak nyilvdnossdgra, s

amelynek teljes tartalmdt hivatkozdsként beépitjik e be-

jelentésinkbe). A szigndl-peptid hasitdsa utdn kialakuld

érett forma 227 aminosavat tartalmazdé glikoprotein, ezek

kéziil 5 ciszteinmaradék. E fehérjének rendkivil hidrofil

karboxi-termindlis terllete van. Jéllehet az onkosztatin-W

mds citokinekkel nem 411 szerkezeti rokonsdgban, mRNS-e
nem transzlatdlt 3’-végén AU-ban gazdag szakaszt tartalmaz.

Az onkosztatin-M {zenetében ez a szakasz homoldg szémos

citokin, limfokin és mds, szaparoddst szabdlyozé molekula

megfelel§ szakaszdval, s ez arra mutat, hogy a génkifejezl-

dést szabdlyozdé miikddésiik kOzGs. Toébbféle emldssejtben

taldltak az onkosztatin-M kotésére megfeleld sejt-receptort.

A legfontosabb onkosztatin-¥ receptormolekula egy 150000-160000
relativ molekulatdmegi, specifikus fehérje /linsley és

munkatdrsai: J.Biol.Chem. 264, 6528 (1989)/.

Az onkosztatin-M az e szakterileten Jjél ismert
eljdrdsokkal nyerhetd tobbféle sejtforrdshdl, amelyek
bioaktiv onkosztatin-M-et szintetizdlnak - beledértve példdul

azokat a sejteket 1is, amelyek természetes uton termelik
az onkosztatin-M-et, valamint azokat a scjteket is, amelyek
az onkosztatin-M szintézisét és/vagy elvalasztdsdt irdnyité
rekombindns DNS molekuldkkal fertdztek at. Az onkosztatin-M

azonban %démiai szintetikus mddszerekkel is szintetizdlhatd:
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igy példdul szildrd fdzisd peptidszintézissel (ami azonban
nem jelent korlédtozést). Az onkosztatin-M el@6dllitdsi
el jdrdsait kozli az egyidejlleg vizsgdlat alatt 1évd,
1988. janudr 15-én 144,574 szdmmal benyujtott Amerikai
Egyesiilt Allamolk-beli szabadalmi bejelentés, amely ekvi-
valens a 0 290 948 szdmd (1988. november 17-én publikdlt)
eurdépai kozrebocsatdsi irattal, s amelyet hivatkozédsként
beépitink.

Az onkosztatin-M-mel szemben affinitdssal biré
monoklondlis antitesteket Ugy kilonithetjik el, hogy meg-
vizsgdljuk onkosztatin-M-et kotd képesséqgiket. Erre a
célra tébb immunoldgiai mérdmddszert alkalmazhatunk, ilyen
példdul az enzimkdtéses immunszorbens meghatdrozds (rdviden:
ELISA), azonban ez nem jelent korldatozdst, e célra alkalmas
médszer tovabbéd az immunkicsapds, a Vlestern-féle folt-
analizis, a radioimmunometrids mérések, valamint a kom-
petitiv ¢és nem-kompetitiv immunmérémédszerek. Igy példaul
konnyen alkalmazhatdé az aldbbiakban leirt, szildrd fédzisd
mikro-enzimmeghatdrozd médszer (rOviditve: mikroEIA).
EFz rodviden abban 411, hogy hibridek feliildszdjdban tal&lt
antitesteket azon képességiik alapjdn értékelink ki, hogy
tregekben 16v6 szilard feliletet boritd onkosztatin-M-hez
kot6dnek. A titrdlé Uregbe a felildszd hozzdaddsa utan
peroxiddzzal konjugdlt kecske anti-egér-Ig F(ab’)z-t adunk.
A meg nem kotott anyagok kimosdsa utdn a kotott enzimet
olyan szubsztrdtum hozzdaddsdval tesszik lathatdvd, amelynek
szine valtozik. A szinvdltozds kozvetlenil jelzi, hogy
az liregben monoklondlis antitestb6l ¢és onkosztatin-M-

b61 kialakult komplex van jelen.
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AZ ONKOSZTATIN-M AKTIVITASANAK A GATLASA

Az onkosztatin-M bioldgiai hatdsdt gdatld anti-
testek elsdsorban terdpidsan alkalmazhatok. Ezek az anti
testek az aldbbiakban leirt GIA (szaporodds gdtldasdt mecg-
hatdrozd) mdédszerrel azonosithatdk. Réviden oOsszefoglalva:
a GIA olyan tesztrendszer, amelynek a végén kiértékelhetd
eqy antitest azon képessége, hogy az onkosztatin-t-nek
a célsejtek novekedésére és burjdnzdsdra kifejtett gdatld
hatdsait kozombositi.

AZ ONKOSZTATIN-M RECEPTORON VEGBEMENG KUTODES
GATLASA

A sejtfelileti receptorok ligandum@k irdnt kiilond-
sen erfis affinitdssal rendelkeznek. A ligandumnak a speci-
fikus sejtfellileti receptorral végbemend kotddése a sejtben
végbemend kiilénbdz8 folyamatok kontrolljat kezdeményezi.
Az onkosztatin-M-nek membrdnreceptoron végbemend kotddését
az aldbbi radioreceptor-vizsgdlat alkalmazdsdval igazoltdk
(ldsd a 144,574 szdmon 1988. janudr 15-én benyujtott Ameri-

kai [Egyesilt f1lamok-beli szabadalmi bejelentést). Tobbek

kozott a kovetkezd emberi daganatsejteket vizsgdltdk:
A375 (melandma); AB875 (melandéma); Me1109 (melandma);
T24 (hdélyagkarcindma); AS549 (tid§-adenokarcindéma); H1477

(melanéma); Me180 (melandma); s MCF (emlérdk). A [1277-
-onkosztatin-H kotd8dése specifikusnak és telithetdncek
bizonyult, és ezt egyéb, ismert, polipeptidjecllegli ndvekvés-
szabdlyzdék nem gdtoltdk. A kotési adatok Scatchard-elemzése
- amelyeket kiilonbdz3d sejtvonalak alkalmazdsdval kaptunk

5 {
azt mutatta, hogy a 142{7-onkosztatin—M scjtenként 1-2x10"
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helyen megkdzelitGleg 1077

M Kd-értékkel kotGdott. A taldl-
many szerinti hibrid sejtvonalak &ltal tcrmelt monoklondlis
antitesteket az aldbbiakban leirt radioreceptor-vizsgdlat-
ban &drtékeltiik ki: vizsgdltuk az onkosztatin-! kotddésének
gdtldsit sejtfeliilleti receptordhoz.

Az onkosztatin-M clleni monoklondlis antitestek
gdtoljdk az onkosztatin-M-nek Kaposi-szarkdémdbdl szdrmazgd
AIDS-KS sejtek nidvelkkvését potencirozd hatdsat.

A Kaposi-szarkdéma egyik alakja az 1. tipusd
humédn immunhidnyt el&idézé virussal (MIV-1 virussal) ferté-
z6tt betegeken jelenik meg. BA4r nyilvédnvald korreldcid
411 fenn a HIV-1 fert8zés ¢és az AIDS-kapcsolatd Kaposi-
szarkdéma kozott, a Kaposi-szarkdma szdvetben mindeddig
nem mutattak ki a HIV-1-b8l vagy bdédrmely mds virusbdl
sz4drmaz0 genomikus szekvenciét /[Civantos és munkatdrsai:

J. Invest. Dermatol. 79, 79 (1982)7. Ujabban HTLV-II-

vel transzformalt T-sejtvonalbél szdrmazd kondiciondlt

tdpkozeg jelenlétében tenyésztett AIDS-Kaposi-szarkdma
sejtekben olyan ndvekedési faktort mutattak ki, amely

a Kaposi-szarkdma sejtvonal szaporoddsdt serkentd ¢és fenn-
tarté kdzegben volt jelen /[Nakamura és munkatdrsai: Science
242, 426 (1988. oktdber 21.)7.

Az aldbbiakban leirt kisérleteink igazoljdk,
hogy az onkosztatin-M a Kaposi-szarkdmasejtek szaporoddésdra
potencirozé hatdst is kifejt (ldsd a 6. dbrdt).

Amint ezt a kovetkez8kben kimutatjuk (példdul
GIA elemzés alapjdn), a taldlmdny szerinti KkozombIsitd
monoklondlis antitest mind az onkosztatin-M-nek, mind

a HTLV-II-vel transzformdlt T-sejtvonal kondiciondlt kdzegé-
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nek az AIDS-KS sejtek ndvekvésére kifejtett potencirozd
hatdsat gétolja (lédsd a 7. &brdt).

ELJARASOX  MONOKLONALIS ONKOSZTATIN-M ANTITESTEK
ELGALLITASARA

A  taldlmany szerinti onkosztatin-M antitestek
tsbbféle médszerrel dllithaték eld, amelyek sordn az onko-
sztatin-M-et immunogénként emlds gazdaszervezetbe fecsken-
dezziik - e célra példaul egeret, tehenet, kecskét, birkédt,
nytilat alkalmazhatunk - kilGnOsen adjuvéanssal, példéul
a Freund- féle teljes adjuvédnssal vagy aluminium-hidroxid-
géllel. Ezt kidvetSen a gazdadllatot elvéreztet jik, ¢és
a vérét alkalmazzuk poliklén antitestek izoldldsédra. El-
jarhatunk azonban ugy is, hogy a periférias vérb6l szdrmazo
limfocitdkat, 1épb3dl szdarmazé limfocitdkat (B-sejteket)
vagy nyirokcsomé-limfocitdkat fuziondlunk megfelel8 mieldma-
sejttel, s igy "immortalizaljuk" ("halhatatlannd tessziik")
az onkosztatin-M-re ndzve specifikus antitestek monoklondlis
kifejezéséért felells kromoszdmikat.

Jéllehet taldlmanyunkat olvan példdkkal il-
lusztréljuk, amelyek sordn egérbdl szarmaz6é monoklonélis
antitestelket alkalmazunk, a taldlméany nem korldtozddik
erre az el jdrdsra, és - példdul - emberi antitestek alkal-
mazdsdra is vonatkozik. Ilyen antitestek kaphatdk példdul
emberi hibridémédk felhaszndldséaval [bote éds munkaldrsai:
Proc.Natl.Acad.Sci. (usa) 80, 2026 (1983)/ vagy emberi
B-sejtek EBVY virussal in vitro végrehajtott transzformdldsa
utjan /[Lole és munkatdrsai a kovetkez& helyen: "Monoclonal

Antibodies and Cancer Therapy", szerk. Alan R. Liss, 77-96.
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old. (1985)7. Ennek sordn az ujabban "kiméra antitestek" terme-
lésére kidolgozott eljérés alkalmazhaté /Morrison és munka-
tdrsai: Proc.Natl.Acad.Sci. (USA), 81, 6851 (1984); Neu-
berger és munkatédrsai: Nature 312, 604 (1984); valamint
Takeda és munkatdrsai: Nature 314, 452 (1985)7. Ezekben
az utébbi eljdrdsokban egy megfelel§ antigén-specifitésu,
eqérbGl szdrmazd antitestmolekuldbdl ered§ géneket megfeleld
bioldgiai hatdsi emberi antitestmolekuldbdl eredd génekkel
kapcsolunk Ossze.

Egy ujonnan leirt mdédszer alkalmazhaté az onko-
sztatin-M-et meghatdrozva monoklondlis antitestek készleté-
nek a kialakitdsdra [Sastry és munkatdrsai: Proc.Natl.Acad.
Sci. 86, 5728 (1989) ; valamint Huse és munkatdrsai: Science
246, 1275 (1989)7. Ennek megfeleld8en onkosztatin-M-mel
beinditott &dllatok 1é6p-DNS-ébdl szdrmazé Fab fragmentumok
cDNS-tdrat bakteridlis gazdase jtekben alakithat juk ki.

A talalmédny szerinti monoklondlis antitestek
megfeleld protedzokkal - példdul pepszinnel vagy papainnal -
kezelve ugy mdédosithatdk, hogy Fab, F(ab’)2 vagy F fragmen-
tumok keletkeznek, amelyek immmunspecifikus médon kotddnek
az onkosztatin-M-hez.

Ezen tulmenSen a teljes antitestmolekula wvagy
annak Fab, F(ab’)2 vagy FV fragmentuma tdobbféle vegyllet
egyikéhez, példdul valamely jelzd vegyiilethez, igy fluoresz-
k41d, radiocaktivan jelzett vegylilethez, kromofdér anyaghoz,
cnzimhez, kemolumineszcens vagy biolumineszcens molekuldhoz
kapcsolhaté. Eljdrhatunk ugy is, hogy a teljes antitesteket,

annak Fab, F(ab’)2 vagy FV fragmentumdt valamilyen ndvekedé-
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si faktorral konjugdljuk, amely az onkosztatin-M bioldgiai
aktivitdsdt fokozza vagy gdtolja, vagy azokat toxinokkal
kapcsolhat julkk, s fIgy azokat a sejteket, amelyek feliiletidkon
onkosztatin-M prekurzorokat fejeznek ki, szelektiven eldl-
hetjik. Jé1 ismertek azok a mdédszerek, amelyek antitestek
és fragmentumaik jelz&anyagokkal, fehérjékkel, toxinokkal
végbemend konjugdldsdra (kapcsoldsdara) alkalmazhatdék (1ldsd
példdul a 4,220.450, 4,235.869, 3,935.074 ¢és 3,996.345
szdmt Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leirdsokat).
A MONOKLONALIS ONKOSZTATIN-M ANTITESTEK ALKALMAZASAI
A taldlmany szerinti antitestek kedvezéen alkal-
mazhatdk természetes vagy rekombindns onkosztatin-M nativ
vagy denaturdlt alakjainak kimutatdsdra, vagy onkosztatin-M
jelenlétének kimutatdsdra szérummintdkban, ahol az onko-
sztatin-M szabad formdban vagy kdtéfehérjével Osszekapcsolva
fordulhat eld. A taldlmény szerinti antitestek tovabbé
in vivo alkalmazhatdék az onkosztatin-M bioldgiai hatdsainak
a gdtldsdra. Az onkosztatin-M-nek valamilyen mintdban
- példdul sejtekben vagy fiziolégiai folyadékban, pcldaul
vérben - térténd kimutatdsdra mind poliklondlis, mind
monoklondélis antitestek felhaszndlhatdék. Az onkosztatin-M
valamilyen testfolyadékban kimutatott jelenléte daganatsejt
jelenlétének a jelzésére is alkalmazhatd. Ebben a vonatko-
zdsban az onkosztatin-M antitestek hasznosak lehctnek
a ralk és/vagy mds, sejtszaporoddssal kapcsolatos betegségek
diagndzisdban &és/vagy prognézisdban. Az antitestek felhasz-
ndlhatok affinitdsos kromatogrdfia sordn természetes eredetl

vagy szintetikus forrdsokbdl szdrmazd onkosztatin-M izoldla-
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sdra és tisztitdsdra is. Az antitestek tovébbd a tenyészet-
ben vagy in vivo jelenlévd sejtekkel kapcsolt onkosztatin-M
mennyiséqgének a szabdlyzdsdra is alkalmazhatdk, aminek
sordn a sejtek szaporoddsdt specifikus antitest képzésével
médosithatjuk: ilyen az onkosztatin-M komplexe, amely az
onkosztatin-M : onkosztatin-M receptorkotés kompetitiv
gdtldsdt eredményezi. Mindezek alapjdn a taldlmény szerinti
antitestek terdpids szerekként alkalmazhatdk sejtburjdnzés-
sal kapcsolatos olyan betegségek kezelésére, ahol az onko-
sztatin-M sejtszaporoddst serkent§ hatdsa az egyik korokozéd
tényez6.

AZ ANTI-ONKOSZTATIN-M ANTITEST ALKALMAZASA KAPOSI-
-SZARKOGMA NOVEKVESENEK A GATLASARA

Kilondsen jelent6s a talalmdany szerinti anti-
-onkosztatin-M antitestek haszndlata az onkosztatin-M &dltal
serkentett sejtszaporodds gdtlédsa céljdbdél. Az aldbbiakban
bemutat juk a Kaposi-szarkdma-sejtvonal onkosztatin-M dltal
potencirozott szaporoddsdt in vitro vizsgdlva. Ha a vizsgdlat
soran kozombosité anti-onkosztatin-M antitestek vannak
jelen, akkor a monoklondlis antitestek az onkosztatin-M
potencirozé hatdsdt gdtoljdk. Ennek alapjdn a talélmény
szerinti kozombosit§ antitestek terdpidsan alkalmazhatdk
a Kaposi-szarkdéma kezelésére. E kezelés sordn a kozombSsitd
anti-onkosztatin-M antitestet vagy annak valamely fragmentu-
mdt terdpidsan hatdsos ddzisban in vivo adagoljuk. Az in
vitro koriilmények kdzott meghatdrozott mennyiségben adagol-

hatjuk az antitestet vagy annak valamilyen fragmentumdt

N

olyan szérumkoncentrdcio elérése céljabaol, amellyel az

onkosztatin-M hatdsa gdtolhaté.
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AZ ONKOSZTATIN-M HATASAIT UTANZG ANTI-IDIOTIPUSOK
KIALAKITASA.

A taldlmdny szerinti monoklondlis antitestek fel-
haszndlhaték olyan anti-idiotipusos antitestek kialakitdsd-
ra is, amelyek az onkosztatin-M bioldgiai hatdsait utdnozni
képesek. Az anti-idiotipusos antitestek, rdviden anti-
-idiotipusok olyan antitestek, amelyek egy médsik antitest-
molekula antigénnel kapcsoldéddé szakaszdra vagy véltoztat-
haté szakaszdra (amelyet idiotipusnak neveznek) irdnyulnak.
Elméletileg a Jerne-féle, idiotipusos viszonyokat kifejez§
h4l16s modell alapjan /N.K. Jerne: Ann.Immunol. (Paris)
125, 373 (1974) ; valamint EMBO 234 (1982)7 egy adott antigén
paratdépjit (antigénnel kapcsolédd helyét) kifejezd antitest-
molekuldval végzett immunizdlds anti-idiotipusos antitestek
egy csoportjat kell, hogy kialakitsa, amelyek koGzil egyesek
az antigénnel egy, a paratdppal komplementer szerkezetben
osztoznak. Olyan monoklondlis antitestekkel végzett immu-
nizdlds viszont, amely az onkosztatin-M-nek receptordhoz
vald kotGdését gdtolja, olyan anti-idiotipusokat hoz létre,
amelyek utdnozz4dk az onkosztatin-M-et, és az onkosztatin-M
receptorhoz kotddnek. Ennek alapjdn a taldlmany oltalmi
kore magdban foglalja, hogy ezek az anti-idiotipusok létre-
hozhaték az onkosztatin-M elleni monoklondlis antitestekkel,
és ezek az anti-idiotipusok az onkosztatin-M in vivo ¢és
in vitro hat#ésait eqgyardnt wutdnozni képesek. Ugyanigy az
onkosztatin-M-hez kapcsolddo anti-idiotipusos antitestek
beletartoznak az olyan monoklondlis antitestek definicid-

jédba, amelyet az onkosztatin-M hatdroz meg.
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A  taldlmdnyt az aldbbi, nem korldtozé jellegii
példdkban tovabbi részletekkel illusztrdl juk.

Monoklondlis onkosztatin-M antitestek elddallitésa

A. Immunizdlds és fuzid

A hibridémékat gy 4llitottuk el&, hogy 4 Balb/c
egeret 5 ug vagy 10 wg fentiek szerint tisztitott, rekom-
bindns onkosztatin-M-mel immunizdltunk [/Zarling ¢és munka-
tarsai: Proc.Matl.Acad.Sci. (USA) 83, 9739 (1986)/. Réviden
dsszefoglalva: az onkosztatin-M-et PBS-ban (foszféttal
pufferolt konyhasdéoldatban) reszuszpenddltuk, egyenld tér-
fogatu teljes Freund-adjuvdnssal emulgedltuk, és az 4dllat
egyik hdétsd Ltalpdba intradermdlisan 25 jug emulzidt fecsken-
deztiink. Két héttel késdbb ugyanezt az immunizdldé el jdrdst
hajtottuk végre az d&llatnak azonos hdtsd talpdn, €s ennek
sordn az onkosztatin-M ugyanolyan koncentréciéjdt alkalmaz-
tuk, mint az els8 immunizdlds sordn. A mdsodik immunizdalds
utdn két héttel az dllatok azonos hdtsé talpdba egy harmadik
onkosztatin-M készitményt fecskendeztink, amelyet azonban
nem teljes Freund-adjuvdnssal emulgedltunk. Az utolsd immu-
niz4dlds utdn 3 nappal a térdhajlati nyirokcsomdél eltdvolitot-
tuk, és a nyirokcsomdésejteket 653/AG8 egér-mieldma-sej-

tekkel fuziondltuk (a nyirokcsomésejteket a mieldmasejtek-

hez viszonyitva 1:1 ardnyban vettik), aminek sordn fuzids
szerként 40%-os polietilénglikolt alkalmaztunk. A fuzids
termékeket Uregenként 5 x ’IO4 sejt koncentracidéban 96-

-lireges lemezekre oltottuk, amely szelekcids szerként hipo-
xantin-amino-pterin-timidin kdzeget tartalmazott a Dulbecco-

-féle mdédositott Fagle kidzeg Iscoves-féle médositott wval-
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tozatédban, s amelyet 10%-os borjimagzatszérummal, ndatrium-
-piruvéttal és L-glutaminnal egészitettink ki. Egy hét
elmdltdval az eredeti kozeget friss kiozegre <cseréltik,
amely szelekcids szert tartalmazott. A hibrideket szilérd
fazisu enzimkOdtéses mikromeghatdrozdssal ("Mikro-EIA")
az alébbiak szerint vizsgdltuk, amikor mar a hibridek mak-
roszkdposan lathatdvd lettek.

B. Az enzimkttéses mikromeghatdrozd mddszer (mikro-EIA)

Az alédbbiak szerint a mikro-EIA mddszert alkalmaz-
tuk a hibridémék d@ltal termelt, onkosztatin-M elleni anti-
testek specifitdsdnak a jellemzése céljédhdl. A hibriddéma-
feliiliszok aktivitdsdt mikroteszt-lemezek (beszerzési hely:
Robbins Scientific, San Francisco) haszndlatdra adaptdlt,
szildrd fdzisd EIA segitségével vizsgdltuk. Tisztitott
onkosztatin-M-et 2-4 wug/ml koncentrdcidban Uregenként 5 wl
térfogatban oltottunk a lemezre, mdsnapig levegdn szaritot-
tuk, majd egy 6rdn &t blokkoltuk 5 % nemzsiros, szdritott
tejport ¢és 0,1 % ndtrium-azidot tartalmazd PBS-val, wutdna
a hibrid-fellldszdékat 1 wl térfogatban adtuk hozza, ¢és
szobah&mérsékleten 1 d6rdn 4t inkubdltuk. A lemezeket PBS-
ba martva hatszor mostuk. Minden egyes Uregbe PBS + 2%
BSA-ban 1év3, peroxiddzzal konjugdlt kecske anti-egér IgG
F(ab’)2 termékét adtuk (beszerzési helye: Pel-Freez, Rogers
AK) 1:1500 koncentrécidéban, 5 mul térfogatban. Egy drdnyi in-
kubdlds utdn a lemezeket a fentiek szerint hatszor mostuk,
10 nl 2,2’-azino-bisz(3-etil-benztiazolin-6-szulfonsav)-
at (rdviditve: ABTS, beszerzési helye: Sigma Chemical Co.,

St. Louis Mo.) adtun% hozzd szubsztrditumként, majd a leme-
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zeken 660 nm hulldmhosszon 20 perc mlGlva leolvastuk az
optikai siirliség (0D) értékeit. A pozitiv Uregeket azon
az alapon hatdroztuk meg, hogy a hdattérzavaron fellil szignélt
mutattak az eldzGleg onkosztatin-M ellen kialakitott nyul-
antiszérum szigndljdhoz viszonyitva. A pozitiv hibrideket
l4gy agar-agaron kldnoztuk.

C. Immunkicsapés

Onkosztatin-M-et KkdédolSs c¢DNS-sel &tfertdzott CHO
sojteket 4-8 6ran &t 200-200 wCi °’S-metioninnal és > S-
—ciszteinnel 4 ml térfogatban 60 x 13 cm méretd Petri-
~-csészében inkubdltunk. A felliliszdkat OsszegylUjtottik
és szirtik, majd 10 mM fenil-metil-szulfonil-fluoridot
(roviditve: PMSF) és 100 mM tozil-lizin-(kldér-metil)-ketont
(réviditve: TLCK) adtunk hozzd a protedzok gdtlédsa céljé-
b61. Immunkicsapds céljdra 100-200 ,ul jelzett fellildszét
eqy ¢jszakdn &t 4 c%-on inkubdltunk 200 ml olyan hasznalt
feliildsz6éval keverve, amely a monoklondlis antitestet Kki-
vidlaszté hibridekbdl szdrmazott. Az antigén-antitest komple-
xeket Reactigel qydngytkhéz kovalensen kotott monoklondlis
patkdny-anti-egér K konnyiildncd monoklondlis antitesttel
inkubdlva izoldltuk. Kimosds utdn az antigén-antitest komple-
xeket azonos, 1% SDS-t és 5% 2-merkapto-etanolt tartalmazd
puffer-oldattal forralva eludltuk. Az eludlt anyagot 15%
SDS-PAGE-ben elektroforézisnek vetettik alé. A géleket
fluorogrdfidsan kezeltik AmplifyTM segitségével (beszerzési
helye: Amersham Corp., Arlington lleights, IL), majd szdritot-
tuk, és Kodak X-ARS5 rintgenfilmen autoradiogrdfidval vizsgdl-

tuk.
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D. A ndvekedés gétldsdnak vizsgdlata

Vizsgaltuk az antitesteket annak megdllapitédsa
céljabdl, hogy képesek-e az onkosztatin-M gd4tldé hatésdnak
kGzomb8sitésére a ndvekedés-gatldsi vizsgdlat (GIA) sorén.
A GIA vizsgdlatban indikdtorsejtekként A375 melandmasejteket
alkalmaztunk (50 ul térfogatban 4 x 103 sejtet). Az A375
sejteket 4 d6rdn 4t 96-ilreges, laposfenekli szdvettenyésztd
lemezeken tenyésztettik (beszerzési helye: Costar 3595,
Cambridge, MA) Dulbecco-féle médositott Eagle-kdzeget tartal-
mazd tenyészltGkdzegben ("DMEM"), amelyet 10%-o0s, hevités-
sel inaktivdlt borjimagzatszérummal és penicillin/sztrep-
tomicinnel egészitettiink ki. Az onkosztatin-M-et a tenyészts-
kézeghbe higitottuk, és hdrom pdrhuzamos kisérletben vizsgdl-
tuk a ndvekedési gdtldsdt dgy, hogy a higitott minta 50 wul
térfogatdt adtuk minden egyes {lregbe. Ezutdn a sejteket
72 6rén at 37 C%-on inkubdltuk. Az inkubdldsi idGszak végén
minden ecgyes Ureget 24 d6rdan at 100 ul [42%]—5—j6d—2’-dezoxi—
uridint tartalmazd tenyésztdkdzeggel (lregenként 0,05 auCi,
beszerzési hely: Amersham Corp., Arlington Heights, IL)
kezeltik. A monorétegeket foszfdttal pufferolt konyhasdoldat-
tal (rdviditve: PBS) mostuk, 95%-os metanolban fixdltuk,
majd levegdn széritottuk. A sejtekbe épilt /12°7-5-jéd-
-2’-dezoxiuridint 200 mul 1 n ndtrium-hidroxiddal szolubili-
zaltuk, ¢és a sejtszaporulatot az aktivan szaporodd sejtek
DNS-ébe beéplilt, jelzett jéd-dezoxi-uridin mennyiségével
mértik. Definicidnk szerint az aktivitds 1 egysége az onko-

sztatin-M-nek az a mennyisége, amecly a kezeletlen sejtek-
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hez viszonyitva az A375 sejtek szaporoddsdt 50%-ban gdtolja.
E. Az onkosztatin-M radioreceptoros vizsgdlata
Radioreceptoros kisérletben wvizsgdltuk az anti-
testeknek azon képességét, hogy gdadtoljdk a 125-vel jelzett
onkosztatin-M kotédését az emberi H2981 karcindma-sejtvonal
sejtjeinek felileti onkosztatin-M receptoraihoz. A H2981
sejteket 48-lreges lemezekre oltottuk dgy, hogy minden
egyes Uregbe 2 X 105 scjtet oltottunk, majd a lemezt a
vizsgdlat megkezdése eldtt 16-24 6rén at 37 C° hémérsékleten
tartottuk. A sejt-monorétegeket ezutdn kodtési pufferoldattal
[lLinsley és munkatdrsai: Biochemistry 25, 2978 (1986)/7
egyszer mostuk. A teljes kotGdés déErtékénck mérése cdljabdl
0,5-100 ng/ml koncentrdcidban [12?]—0nkosztatin-M—et adtunk
hozzd. A nemspecifikus kités mérése végett a [42%7-onko-
sztatin-M-mel egyidejileqg nemjelzett onkosztatin-M-et adtunk
hozzd egy replika lemezhez, a [ﬂ2%7—onkosztatin-M koncentra-
ciédjdndal 20-100-szor nagyobb koncentrdcidban. A kdtédést
2-5 6ran 4t 23 C° hémérsékleten hagytuk lejétszddni, majd
a monorétegeket négyszer mostuk kotési pufferoldattal,
A sejten kot6dott radiocaktivitdst 1 n ndtrium-hidroxiddal
oldatba vittik, és gamma-szamlaldomiszerrel vizsgdéltuk.
A specifikus kdtddést dgy szdmitottuk ki, hogy a teljes
kot8dés értékébdl a nemspecifikus &otddés értékét levontuk.
A disszocidcids dllanddt (Kd) 6s a koOtési kapacitdst Scatchard-
elemzéssel hatdroztuk meg /Scatchard: Ann.N.Y. Acad.Sci.
51, 660 (1949)/.
F. Onkosztatin-M mutdnsok

Anti-onkosztatin-M monoklondlis antitesteket tesz-
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teltink olyan rekombindns onkosztatin-M mutdnsolt sorozatidn,
amelyek a DNS szinten kialakult betolddsokat, deldécidkat
vagy helyettesitéseket tartalmaztak. Az antitesteket CO0S
sejtekbdl szdrmazd tdpkdzegek haszndalt felililiszdiban vizsgdl-
tuk EIA mddszerrel, a CO0S sejtek olyan sejtek voltak, amelyck
dtmenetileg &t voltak fertdzve kiilonb6z4 szilé-, illetve
muténs konstrulkcidkkal.

G. Az onkosztatin-M kimutatdsa szérumban mono-
klondlis antilestekkel

Az onkosztatin-M jelenlétét szérumban az alédbbi
médon mutattuk ki.

Emberi szérummintdkat eld8bb S-300 méret szerint
szelektdldé oszlopra vittink a szérumfehérjcék molekulatdmeg
szerinti elvdlasztdsa c¢&ljédbsl. Az S-300 oszloprdl nyert
frakcidk GIA aktivitdsat mind a szérummintdk megsavanyitdsa
eldétt, mind azutdn megvizsgdltuk. Savanyitds eldtt a leglcbb
szérumminta az flires térfogatfrakcidiban nem mutatott GIA-
aktivitdst., Azok a szérummintdk azonban, amelyeket meg-
savanyitottunk, majd ismét kozimbisitettink a GIA-hoz adés
eldtt, aktivitdst mutattak a 200 kilodaltonndl nagyobb
molekulatomegii anyagokat tartalmazdé frakcidkban, s ez arra
utal, hogy az onkosztatin-M a szérumban dltaldban olyan
kot6faktorral kapcsolt alakban van, amelynek molekulatdmege
200 kilodaltonndl (roviditve: kd) nagyobb és ebben az 4lla-
potban hatédstalan. A kildnbdzd szérumfrakcidkat Vlestern-
foltanalizissel vizsgdltuk. Az onkosztatin-M elleni specifi-

kus monoklondlis antiteslek onkosztatin-M molekulatdmegének
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megfeleld, azonban nagy molekulatdmegii frakcidkban taldlhatd
fehér jékkel végbemend reakcidja igazolta az onkosztatin-M
jelenlétét ezekben a frakcidkban. A szdérumban taldlt onko-
sztatin-M-et tisztitottuk, az N-termindlis aminosavszekven-
cia vizsgdlata azt mutatta, hogy ez azonos a nativ, valamint
a kordbban kapott rekombindns onkosztatin-M-mel.

EREDMENYEK

H. Az onkosztatin-M-re specifikus monoklondlis
antitestek szelekcidja

A fuzidkat két sorozathan végeztilk: minden egyes
sorozatban négy fuzidt hajtottunk végre, és ennek sordédn
minden egyes egdrbll eqy nyirokcsomdét alkalmaztunk fuzidnként.
A fuzidk els$é sorozatdbdl négy hibridet részletesebben vizs-
gdltunk. A mdsodik, sikeresebb fuzidésorozathél (a sikeres-
ségen itt a mikro-tIA vizsgdlattal azonositott pozitiv hibri-
dek szdmdt értjik) legaldbb 20 tovdbbi anti-onkosztatin-M
monoklondlis antitestet azonositottunk. Ezek kGzdl az alabbi
hikbrideket vélasztottuk ki tovdbbi tanulmédnyozédsra annak
alapjdn, bogy az EIA kisérletben relativ szigndélt adtak,
és képesek voltak immunprecipitdcidéra mind a nativ, mind
a denaturdlt, metabolikusan  jelzett onkosztatin-M-mel:
T1R2F8, 12R13B5, 12R1307 ¢és 12R19E3 jelld hibridek. Az aldb-
biakban megadott immunprecipitdcids adatok alapjdn a hibride-
ket harom kategdria valamelyikébe soroltuk annak a kritérium-
nak alapjén, hogy nativ onkosztatin-M-mel, denaturdlt onko-
sztatin-M-mel vagy mindkettd8vel szemben reakcidképességet
mutattak (I. t4bldzat). E monoklondlis antitestek kiziil

otot vizsgdltunk annak megdllapitdsa cél1jdbdl, hogy melyikiik
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képes az onkosztatin-M gdtldé hatédsait kozdombdsiteni a nOveke-
kedés gédtlasi vizsgdlatban. Ezeket az eredményeinket az

aldbbiakban Osszegezzliik.
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I. A monoklondlis antitestek onkosztatin-M-
mel végbemend immunprecipitdcidja
Az immunprecipitdcid eredményei hédrom olyan

hibridémédt azonositottak, amelyek 35S—metioninnel jelzett
onkosztatin-M-mel <csak annak olyan formdjédban reagdltak,
amindben a CHO-transzfektdnsokbdél kivédlasztédtak (1. csoport)

(az 1. dbrdban a 2., 6. és 7. vonalak, ldsd az I. tabldzatot

az antitestek azonositésa szempont jabdl). Hdrom tovabbi
4

monoklondlis antitest <c¢sak olyan )SS—metioninnal jelzett

onkosztatin-M-mel reagdlt, amelyet el6bb SDS-val ¢és reku-

ldlészerekkel kezelve redukdltunk és denaturédltunk, majd

6]

100 ¢C h6mérsékleten forraltunk, nativ onkosztatin-M-mel

azonban nem reagdltak (2. csoport, 3., 4. és 5. vonalak).
“ét tovédbbi monoklén antitest akdr természetes credetd,
akdr denaturdlt, bioszintetikus mddszerrel Jjelzett onko-
sztatin-M-mel reagdlt (3. csoport, 8. és 9. vonalak).

J. Az onkosztatin-M-et a ndvekedés gdtlési vizs-
gdlat sorédn kozombSsitd monoklondlis antitestek

A 11R2F8 hibridbgdl szarmazd tisztitott antitest
az onkosztatin-M hatdsait koncentrdcidétdl filigg6en kGzOombOsi-
tette (lédsd a 2. d&brdat). Az 1R10F11 antitest - amely a nativ
onkosztatin-M-re irdnyul - nem oltotta ki az onkosztatin-M
ndvekedés qdtlé hatdsait (ldasd a 2B, dbrdt). A GIA mérés
alapjdn egyetlen, denaturdlt determindnst kimutaté antitest
sem volt képes az onkosztatin-M kozdmbdsilésére. A kozbmbosi-
tésre képest 11R2F8 antitestet tovdbb vizsgdltuk az aldbbiak
szerint, hogy megdllapitsuk az onkosztatin-M receptorhoz

vald kotddésére kifejtett gdtldasi képességét.
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K. Az onkosztatin-M koétddését gétld monoklondlis
antitestek radioreceptor vizsgdlatban

A 11R2F8 antitest koncentrdcidtdl fliggé mddon
gdtolta az onkosztatin-M kotS8dését a receptordhoz - ellentét-
ben egyrészt az 1R10F11 antitesttel, amely reagdl ugyan
a nativ onkosztatin-M-mel, azonban nem a kozombositésre
jellemzd8 helyen, valamint ellentétben egy harmadik antitesttel
(4R12C7), amely egy, a denaturdlt onkosztatin-M-en 1évd
epitdpra irényul (ldsd a 3. &brét).

L. A monoklondlis antitestek rekombindns onko-
sztatin-M mutdnsok ellen irdnyuld hatdsa

Az onkosztatin-M mutdnsait a vizsgdlat alatt
1é6vé, 1989. december 8-4n 447,759 szdmon benyujtott Amerikai
Egyesilt Allamok-beli szabadalmi bejelentésilinkben irtuk
le, amelyet hivatkozdsként e bejelentésinkbe beépitink.
Minden egyes onkosztatin-¥ mutdnst o6t kiilonbdz6 antitesttel
vizsgdltunk. Egy antitest, amely kimutatta egy denaturdlt
onkosztatin-H determindnsdt, azaz a 4R12C7 antitest kotddését
Osszehasonlitottuk a kozombOsitésre képes 11R2F8 monoklondlis
antitest kot&désével (léasd a 4. A4abrat). Ha a rekombindns
onkosztatin-M molekula C-termindlis szakaszdbdl az aminosa-
vakat ndvekvld szdmban toéroltik, akkor az 1R10F11 és 1T1R2FE
antitestek - azaz a nativ epitdpok ellen irdnyuldé két antitest -
reakcidképessége csidkkent. lHa a 183. helyid aminosavmaradékot
toroltik, akkor mindkét antitest hatékonysdga megsz(nt,
ami arra ulal, hogy az ezen antitestek dltal felismert tercier

szerkezet valamilyen molekula C-termindlis tartomdnydban
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clhelyezkedd aminosavakkal van kapcsolatban. Egyetlen kivétel-
lel valamennyi vizsgdlt mutdnsban a nativ onkosztatin-M
elleni antitestek reakcidképessége azonos. Az egyetlen kivétel
a 8444-47 mutédns, amelyet az 1R10F11 antitest megkdt, a 11R2F8
- a kozombositdé antitest - azonban nem, s ez valdszinfsiti
hogy a mutdcidhdél eredd konformdcids vdltozds a kozimbisitd
helyet megszinteti, azonban az 1R10F11 &ltal felismert helyet
nem érinti. Az EIA adatait megerdsitette a COS-transzfektdn-
sokbdl szdrmazdé, bioszintetikusan jelzett tédpkozegek immun-
precipitdciés elemzése (ldsd az 5. &brdt).

A C-termindlisban hidnyos A187 nev( mutédns infor-
mdcidval szolgdlt a 12R13D7 kétdhelyének feltérképezésében
(14sd az 1. 4brédban a 8. vonalat), ez utdbbi antitest mind
nativ, mind denaturdlt onkosztatin-M-mel reagdlt. £Ez az
antitest az Osszes, ecddig kifejezett mutdnssal koOlcstnhatéds-
ba lépett a NA187 kivételével. HMivel a 12R13D7 A188 és
/\ 186 mutdénsokkal reakcidba lépett - amely mutdnsok a N187
mutdcidt megeldzd és kovetd aminosavakat nem tartalmaztdk
- feltételeztiik, hogy a /A\187-ben egy mds helyen taldlhatd
mutdcid felelds ezen antiteslt reakcidkészségének az elvesz-
téséért. A N187 szekvendldsa sordn tovdbbi mutdcidt taldl-
tunk a 108. helyd aminosavndl, ahol a leucint szerin helyet-
tesitette, s eczzel a 12R13D7 antitest kotdhelye e teriiletre

lokalizdldédott.

M. Az anti-onkosztatin-M gdtolja az onkosztatin-M-

nek a Kaposi-szarkémdhdl szdrmazd AIDS-KS sejtek nivekedésére
kifejtett potencirozdé hatédsait

Az onkosztatin-M-nek a Kaposi-szarkdmdra kifejtett
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ndvekvést potencirozd hatédsait a 6. dbrdn mutatjuk be. A
tisztitott onkosztatin-M fokozta a Kaposi-szarkdma sejtvonal,
valamint az N1072 - rosszindulatd mediesztindlis limfdmaban
szenved§ beteg tidfizzadmanydbdl szdrmazd, in vitro tenyész-
tett simaizomsejtek -~ <celluldris szaporoddsdt. A taldlmany
szerinti 11R2F8 kozombdsit6é monoklondlis antitest a Kaposi-
szarkdéma tenyészetéhez adva 95%-ban gdtolta az exogén onko-
sztatin-M ndvekedést potencirozé hatdsat (7. dbra).

Fgy HTLV-IT-vel fert6zott sejtvonalbél ( £ 38)
szdrmazé kondiciondlt tdpkdzeg szintén potencirozta a Kaposi-
szarkdémase jtek novekedését [Nakamura és munkatdrsai: Science
242, 426 (1988)7. A 11R2F8 monoklondlis antitest e kondicio-
nalt tépkdzeq Kaposi-szarkdmasejtek szaporodédsdra kifejtett
potencirozd hatdsdt is gdtolta: amint a 7. 4brdban léthatd,
onkosztatin-M hatdsdra 60%-0s gdtlédst fejtett ki.

A koztmbdsitésre nem képes 1R10F11 monoklondlis
antitest nem fejtett ki hatdst egyik vizsgdlatban sem az

onkosztatin-} szaporoddst serkentd hatdsdra (7. 4bra).

1. Letéthe helyezett mikroorganizmusok

A jelen taldlmédny kidolgozdsa sordn az alébbi
sejtvonalakat helyeztik letétbe az "American Type Culture
Collection" (Rockville, Maryland) gy(Gjteményben, s ezek

az aldbbi letéti szdmokat kaptédk:

Sejtvonal Letéti szdm A letétbe helyezés ideje
11R2F8B.9 ATCC HB 10398 1990. marcius 27.
12R13D7.2 ATCC 1B 10396 1990. mércius 27.

TRI10F11.34.16 ATCC HB 10397 1990. mércius 27.



A jelen talélmdny oltalmi kodre nem korldtozddik
a letétbe helyezetlt sejtvonalakra, mivel a depondlt mikro-
organizmusok alkalmazésa csupdn 1illusztrdlja a taldlményt,
és bérmely - m(kodése szempontjdbsl egyenértéki sejtvonal
vagy antitest - a taldlmdny korén bellil van. A taldlmény
kiilonbdz6, a koztlteken kivili médositdsai az e terlleten
jirtas szakember szdmdra a fenti leirds ¢és a csatolt rajzok

alapjédn nyilvdnvaldak, e médositdsokat az igénypontok oltalmi

kdre magaban foglalja.
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Szabadalmi igénypontok

1. A Kaposi-szarkémasejtek novekedésének gdtlédsdra
alkalmazhatd antitest vagy annak fragmentuma, azzal jellemez-
ve, hogy antigénnel kapcsolddéd helye onkosztatin-M-mel
szemben reakcidképes.

2. Az 1. igénypont szerinti, Kaposi-szarkoma-
sejtek nbvekedésének gdtldsdra alkalmazhatdé antitest vagy
annak fragmentuma, azzal jellemezve, hogy cz monoklondlis
antitest vagy annak fragmentuma.

3. A 2. igénypont szerinti, Kaposi-szarkdmasejtek
ndvekedésének gédtldsdra alkalmazhatd monoklondlis antitest
fragmentum, azzal jellemezve, hogy ez Fab, F(ab’)2 vagy
FV fragmentum.

4., Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti,
{aposi-szarkémasejtek ndvekedésének gdtlédsdra alkalmazhato
antitest vagy annak fragmentuma, azzal jellemezve, hogy
valamilyen jelzéssel, toxinnal vagy ndvekedési faktorral
konjugdlt alakban van.

5. Az 1-4. igénypontok bdrmelyike szerinti,
Kaposi-szarkdémasejtek ndvekeddsének gdtldsdra alkalmazhatd
antitest vagy annak fragmentuma, azzal jellemezve, hogy
antigénnel kapcsolddd helye a 11R2F3 monoklondlis antitest

e

immunspecifikus kotddésél kompetitiven gdtolni képes.
6. Az 1-5. igénypontok bdrmelyike szcrinki,
Kaposi-szarkdmascjtek ndvekedésének gdtldsdra alkalmazhatd

antitest vagy annak fragmentuma, azzal jellemezve, hogy
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ez kiméra antitest vagy annak fragmentuma.
7. Monoklondlis antitest, azzal jellemezve,

hogy ez KXaposi-szarkdmasejtek niovekedésének gétldsdra alkal-
mazhaté 11R2F8 monoklondalis antitest.

8. Monoklondlis antitest fragmentumok azzal
jellemezve, hogy wezek a 11R2F8 monoklondlis antitestnek
a Kaposi-szarkdmasejtek ndvekedésének gdtldsdra alkalmazhatd
Fab, F(ab’)2 vagy F_ fragmentumai.

9. A 8. igénypont szerinti fragmentumok, azzal
jellemezve, hogy valamely jelzéssel, toxinnal vagy ndvényi
faktorral konjugélt alakban vannak.

10. A Kaposi-szarkomasejtek szaporoddsénak gat-
lasédra alkalmazhatd kiméra antitest vagy annak fragmentuma,
azzal jellemezve, hogy legaldbb egy, az antigénnel kapcso-
16dd helye a 11R2F8 monoklondlis antitestbdl vagy az ezen

antitestet kddold DMNS-bG1l szdrmaztathatd.

A meghatalmazoti:
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