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(57) Sammendrag:

Tilstedevarelsen af modificeret Bz—mikroglobulin (mﬁzm)
med formlen I

Rl-Cys-Rz-x I
|
Y-R3-Cys~R4

hvori R1 er en 24-aminosyregruppe med sekvensen Ile-Gln-Arg-Thr-
Pro-Lys-Ile~Gln~Val-Tyr-Ser-Arg-His-Pro-Ala-Glu-Asn-Gly-Lys-Ser~
Asn-Phe-Leu-Asn, RZ er en 30-~aminosyregruppe med sekvensen Tyr-
Val-Ser-Gly-Phe-His-Pro-Ser~Asp-Ile-Glu-Val-Asp-Leu~Leu~Lys-Asn-
Gly-Glu-Arg-Ile-Gly~-Lys-Val-Glu-His-Ser-Asp-Leu-Ser, R3 er en 20-
aminosyregruppe med sekvensen Trp-Ser-Phe-Tyr-Leu-Leu-Tyr-Tyr-Thr-
Glu-Phe-Thr-Pro~Thr-Glu-Lys-Asp-Glu~Tyr-Ala, R4 er en l9-aminosyre-
gruppe med sekvensen Arg-Val-Asn-His-Val-Thr~Leu-Ser-Gln~Pro-Lys-
Ile—Val-%ys-Trp-Asp-Arg-Asp-Met, X er Phe, Phe-Ser, eller Phe-Ser-
Lys, fortrinsvis Phe, og Y er Asp, Lys-Asp, eller Ser-Lys-Asp, for-
trinsvis Asp, i legemsvasker er en diagnostisk og/eller prognostisk
marker for udviklingen af et antal lidelser, sdsom forskellige can-
certyper og sygdomme der involverer immunsystemet.
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Specifikke anti-mﬁzm antistoffer anvendes ved et antal

immunclogiske metoder til detektering og kvantificering af m&zm.

MBzm dens pracursor Sz-mik:oglobulin (Bzm) samt speci-
fikke anti-mBzm antistoffer har vist sig at have interessante
farmakologiske egenskaber som biologiske responsmodificerende
midler.
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opfindelsen angdr generelt antistoffer rettet mod
modificerede B,-mikroglobuliner (mS,m) med den nedenfor anfgrte
formel, hvilke antistoffer kan vzre poly- eller monoklonale,
fremgangsmader til detektering af mg,m samt farmaceutiske
przparater, der indeholder anti-mB,m antistoffer.

De modificerede B,-mikroglobuliner som der ifelge
opfindelsen rejses antistoffer mod, har den almene formel I:
R,~Cys-R,~X
| I
Y-R;=Cys-R,

hvori R, er en 24 aminosyregruppe med sekvensen:
I1e-Gln—Arg—Thr—Pro-Lys-Ile—Gln-Val—Tyr—Ser-Arg—His-Pro-Ala-
Glu-Asn-Gly-Lys-Ser-Asn-Phe-Leu-Asn-—,

R, er en 30 aminosyregruppe med sekvensen:
-Tyr-Val-Ser-Gly-Phe-His-Pro—Ser—Asp-Ile—Glu-Val—Asp-Leu-Leu-
Lys—Asn—Gly—Glu—Arg-Ile-Gly-Lys-Val—Glu-His-Ser-Asp-Leu—Ser-,

R; er en 20-aminosyregruppe med sekvensen:
—Trp-Ser-Phe—Tyr-Leu-Leu-Tyr—Tyr—Thr-Glu-Phe-Thr-Pro-Thr-Glu—
Lys-Asp-Glu-Tyr-Ala-,

R, er en 19 aminosyregruppe med sekvensen:
-Arg—Val—Asn-His—Val-Thr—Leu—Ser-G1n-Pro-Lys-I1e—Val-Lys-Trp—
Asp~Arg-Asp-Met,

-X er -Phe, -Phe-Ser, eller -Phe-Ser-Lys, fortrinsvis -
Phe, og

Y- er Asp-, Lys-Asp-, Ser-Lys-Asp-, fortrinsvis Asp-,
idet summen af antallet af aminosyrerester i X og Y hejest er

4.

Modificeret B,-mikroglobulin (mB,m) er en variant af
B,-mikroglobulin (8,m), hvilken variant er blevet opdaget i
forbindelse med et antal cancertyper og immunsystemlidelser.

Dets pracursor B,m er et serumprotein med en molekyl-
vegt pd 11.800 Daltons bestdende af et enkeltkadet polypeptid
med 99 aminosyregrupper med en disulfidbro mellem cysteingrup-
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perne i positionerne 25 og 80, og med en kendt aminosyrese-
kvens (1). Strukturelt fremviser 8,m en markeret homologi med
det konstante omrade i IgG, iszr C,3 omradet og a; omradet i
den tunge kzde HIA-B7. B,m er en del af det store histokompati-
bilitetskompleks pd cellemembraner og er i fri form til stede
i legemsvasker sdsom serum, spinalvaske, spyt, szd og kole-
strum (2, 3). Hos sunde individer er serumkoncentrationen af
8,m 50 - 200 nmol/1l (4).

Serumkoncentrationen af B,m er forhgjet ved en razkke
sygdomme f.eks. rheumatoid arthritis (RA), systemisk lupus
erythomatosus (SLE), malignt lymphom (ML), og visse typer
lungecancer sasom smiacellet lungecancer (SLC) (5-7). Hegje
serum 8,m niveauer ved ML falder under pavirkning af kemotera-
pi, mens tilbagefald i almindelighed ikke medfglges af stigen-
de serum B,m.

Smacellet lungecancer (SLC) er nasten altid disse-
mineret pa& diagnosetidspunktet, og hovedbehandlingen er derfor
kombinationskemoterapi. Med kemoterapi er det muligt at in-
ducere remission hos mere end 80% af alle patienter, men i de
fleste tilfzlde vil tumoren senere undslippe kontrol. Den
tidligst mulige diagnose, fortrinsvis pd et trin hvor syg-
dommen er lokaliseret, kan folgelig vare afggrende for at
forbedre overlevelsesgraden for patienter, der lider af SIC.

Erhvervet immundefektsyndrom (AIDS) er den sluttelige
kulmination for en sygdom, der gjensynlig foreligger i andre
former, sasom AIDS-relateret kompleks eller lymphadenopathi-
syndrom, og i windre udtrykte tilstande, inklusive bzrertil-
standen. Bloddonorundersggelse med et antistof mod den for-
modede frembringende virus (HTLV-III/IAV) er pabegyndt. En
sddan undersggelse for viruset opdager kun en udszttelse for
det, ikke tilstedevarelsen af eller en prognose for udvik-
lingen af sygdommen. Endvidere lykkes det til tider ikke for
antistofpreven for HTLV-III at detektere tilstedevarelsen af
viruset (1). Der foreligger saledes et behov for en anden
underspgelse, der vil muliggeore en mere kvantitativ bedem-
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melse af immunsystemets respons overfor udsettelse for HTLV-
IIT.

8,m har modtaget megen opma&rksomhed som en mulig
marker, der kunne anvendes til diagnose og overvagning af

sygdomme sasom de ovennavnte.

Det er saledes blevet rapporteret, at de fleste under-
spgte AIDS-patienter har £,m niveauer over det normale. Det er
endvidere blevet rapporteret, at forggede B,m niveauer har vist
sig i et antal tilfzlde endog to ar inden klinisk diagnose af
AIDS.

In vitro inkubering af serum fra patienter med RA,
SLE, kimcelletumorer og ML har vist sig at resultere i fore-
komsten af en B,m fraktion med ng-elektroforetisk mobilitet"
ved krydset radioimmunelektroforese (CRIE). Hos patienter med
ML har man fundet en omvendt korrelation mellem mzngden af
denne a-fraktion og reaktion pd kemoterapi.

Rhavi B. Bhalla et al.: Clinical Chemistry 31 (1985)
s. 1411 har rapporteret, at den a-elektroforetiske form af B,m
eller modificeret B,m var til stede hos alle deres AIDS-patien-
ter inklusive dem, der havde normale B,m niveauer, og derudover
ogsd en patient, som var HTLV-III negativ.

Swanson et al.: Clinical Chemistry 28 (1982) s. 2033~
2039 beskriver pa side 2038, at deres B,-mikroglobulin be-
stemmelser viser 5 forskellige former ved 2-dimensional
elektroforese, alle med forskellige pI'er, men ensartede

molekylvagte.

Det er saledes endnu ikke fastlagt, hvilken eller
hvilke fraktioner, der er interessante til brug ved de oven-

nevnte metoder.

Den a-elektroforetiske form eller modificeret g,m
(mB,m) synes derfor at vare yderst attraktiv som en marker for

en rzkke immunologiske lidelser. mf,m er @jensynlig ikke
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specifik for nogen af de ovennazvnte sygdomme, men mdling heraf
vil ikke desto mindre vare et vardifuldt verktej til under-
sggelse af et stort antal prever eller til overvagning af
disse sygdommes udvikling.

Fglgelig har det med opfindelsen varet til hensigt at
udvikle midler til anvendelse af mB,m som generel marker ved
diagnosen og bedgmmelsen af prognosen for cancer og immunolo-
giske lidelser, der manifesterer sig ved abnormale mB,m niveau-
er. Dette opnas ifpvlge opfindelsen ved at angive en effektiv
metode til bestemmelse og maling af mB,m i legemsvasker. Ved
fremgangsmdden anvendes specifikke polyklonale antistoffer
opndet i antisera mod mB,m eller specifikke epitoper derpa,
eller mB,m specifikke monoklonale antistoffer opndet ved
sammensmeltning af sdadanne antistofproducerende celler med
myelomceller til opnaelse af hybridomer og udvalgelse af
hybridomceller, der frembringer monoklonale antistoffer, der
binder sig specifikt med mg,m.

Hidtil er der ikke blevet beskrevet nogen biologisk
betydning af nogen af de i litteraturen anferte modificerede
former for 8,m, men under arbejdet pd opfindelsen fandtes det
overraskende, at m8,m er biologisk aktiv som biologisk
responsmodificerende middel, der forstarker immunologiske
reaktioner, der allerede er blevet aktiveret, idet m8,m fore-
gede den cytotoksiske aktivitet i blandede lymphocytkulturer
samt stimulerede produktionen af lymphokinen interleukin-2, og
at 8,m i denne .enseende virker som przcursor for det aktive
stof mB,m, idet Bguvajensynlig i organismen nedbrydes til det
aktive stof. Endvidere viste det sig, at mg,m specifikke
antistoffer var i stand til at blokere den stimulerende virk-

ning af m@,m.

Pa baggrund af disse opdagelser er det ved opfindel-
sen ogsa til hensigt at angive farmaceutiske praparater inde-
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holdende anti-mB,m antistoffer til brug som biologiske re-

sponsmodificerende midler.

I sit ferste aspekt angar opfindelsen et antistof, der
er ejendommeligt ved, at det reagerer specifikt med modifi-
ceret Bz—mikroglobulin med den almene formel I:

R,~Cys-R,~X

I I
Y-R;-Cys-R,

hvori R, er en 24 aminosyregruppe med sekvensen:
I1e—Gln—Arg—Thr-Pro—Lys-Ile-Gln—Val-Tyr-Ser-Arg—
His-Pro-Ala-Glu-Asn-Gly-Lys-Ser-Asn-Phe-Leu-Asn-,

R, er en 30 aminosyregruppe med sekvensen:
-Tyr~Val-Ser—Gly-Phe-His-Pro—Ser-Asp-Ile-Glu—Val—
Asp-Leu—Leu-Lys-Asn—Gly-G1u—Arg-I1e-Gly-Lys-Val-
Glu-His-Ser-Asp-Leu-Ser-—,

R; er en 20-aminosyregruppe med sekvensen:
-Trp—Ser-Phe—Tyr—Leu—Leu—Tyr-Tyr-Thr-Glu-Phe—Thr—
Pro-Thr-Glu-Lys-Asp-Glu-Tyr-Ala-

R, er en 19 aminosyregruppe med sekvensen:
-Arg—Val—Asn—His—Val—Thr-Leu—Ser-Gln-Pro—Lys—Ile—
Val-Lys-Trp-Asp-Arg-Asp-Met,

-X er -Phe, -Phe-Ser, eller -Phe-Ser-Lys, fortrinsvis -
Phe, og

Y- er Asp-, Lys-Asp-, Ser-Lys-Asp-, fortrinsvis Asp-,
idet summen af antallet af aminosyrerester i X og Y hejest er
4.

Endvidere angar opfindelsen et antistof af ovennavnte
art, som er ejendommeligt ved, at det er et polyklonalt anti-
stof, og at det kan fremstilles ved immunisering af et dyr med
et antigen valgt blandt modificeret B,-mikroglobulin med den
almene formel I, hvor Ry, R, Ry, R, X og Y har de ovenfor
nzvnte betydninger, og forbindelser med den almene formel II

R-Z II
hvori R er et bzreprotein, fortrinsvis keyhole limpet hemo-

cyanin, og Z er et peptid med formlen R,'-X eller R;'-Y, hvori
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X og Y er som defineret ovenfor, R,' er et peptid med fra 1 til
30 aminosyregrupper svarende til et fragment fra den C-termi-
nale ende af R, som defineret ovenfor, og R;' er et peptid med
fra 1 til 20 aminosyregrupper svarende til et fragment fra den
N-terminale ende af R; som definerét ovenfor,

serum isoleres, og oprenses til fuld specificitet mod modifi-
ceret B,-mikroglobulin.

I et yderligere aspekt angar opfindelsen et monoklo-
nalt anti-mB,m antistof, der kan fremstilles ved dyrkning af en
hybridomcellelinie, der er opndet ved sammensmeltning af
myelomceller med miltceller fra dyr, der er blevet immuniseret
med et antigen valgt blandt modificeret B,-mikroglobulin med
den almene formel I, hvor Riy Ry, Ry, R, X og Y har de ovenfor
nazvnte betydninger, og forbindelser med den almene formel II,
hvori R og Z har de ovenfor navnte betydninger.

I et yderligere aspekt angdr opfindelsen en fremgangs-
made til detektering af mB,m i humane legemsvasker, ved hvilken
fremgangsmade legemsvasken, der indeholder eller mistznkes for
at indeholde modificeret B,-mikroglobulin, bringes i kontakt
med et antistof som angivet ovenfor, de herved eventuelt
dannede antistof-antigen-komplekser separeres fra ikke-kom-
pleksbundet antistof/antigen, og det detekteres om der er
dannet antistof-antigen-komplekser.

I endnu et yderligere aspekt angar opfindelsen farma-
ceutiske praparater, der er ejendommelige ved, at det inde-
holder et eller flere antistoffer som angivet ovenfor, isar et
biologisk res; nsmodificerende middel.

Opfindelsen beskrives nedenfor i detaljer under
henvisning til tegningen, hvori

Fig. 1 viser resultaterne af titrering ved ELISA af et
antiserum ifglge opfindelsen,
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Fig. 2 viser resultaterne fra den primzre undersggelse

af anti-m8,m antistofproducerende kulturer,

Fig. 3 viser resultaterne fra den sekundzre under-
sggelse ved ELISA af kulturer udvalgt fra den primzre under-

segelse i fig. 2, og

Fig. 4 resultatet af et assay for m8,m under anvendel-

se af et af de i fig. 3 angivne monoklonale antistoffer.

Modificeret Bz-mikroglobulin er defineret som den
fraktion af B,m, der har en relativ mobilitet pd 2,0 i sammen-
ligning med det native protein ved CRIE analyse.

Det modificerede1%-mikroglobulin ifelge opfindelsen
opndedes ved at isolere det sammen med B,m fra serumprever fra
patienter med histologisk verificeret smicellet anaplastisk
lungecancer og efterfplgende adskillelse fra B,m.

Isolering af mB,m og 8m fra serumet udfertes ved

gelfiltrering efter 5 dages inkubation ved 20°C.

Fraktioner indeholdende mB,m og B,m kromatofokusere-
des ved pH 7-4 for at adskille m8,m fra 8,m, og den mB,m holdi-
ge fraktion rensedes efterfglgende ved gelfiltrering.

mB,m karakteriseredes fysisk-kemisk og biokemisk ved
CIE, CRIE, natriumdodecylsulfatpolyacrylamid gelelektroforese
(SDS-PAGE) og analytisk isoelektrisk fokusering (IEF) og
fandtes at svare til den a-elektroforetiske form af 8,m eller
mB,m som angivet i Fig. 4 B, s. 630, i Plesner: Allergy 35
(1980) s. 627-637.

M8,m havde en tilsyneladende molekylvagt pa 15.000 i
ikke-reduceret form, og opspaltes i to mindre peptider med
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molvegt under 12.000 i reduceret form ved SDS-PAGE analyse. I
ikke-reduceret form havde mB,m et pI pa 5,3 ved analytisk IEF.

Det isolerede mB,m underkastedes aminosyresekven-
tering og fandtes at bestd af en Blanding af peptider med den
almene formel I

R,-Cys-R,~X

| I
Y-R;-Cys-R,

hvori R, er en 24 aminosyregruppe med sekvensen:
Ile-Gln-Arg-Thr-Pro-Lys-Ile-Gln-Val-Tyr-Ser-Arg-His-Pro-Ala-
Glu-Asn-Gly-Lys-Ser-Asn-Phe-Leu-Asn,

R, er en 30 aminosyregruppe med sekvensen:
Tyr-Val-Ser-Gly-Phe-His-Pro-Ser-Asp-Ile-Glu-Val-Asp-Leu-Leu-
Lys-Asn-Gly-Glu-Arg-Ile-Gly-Lys-Val-Glu-His-Ser-Asp-Leu-Ser,

R; er en 20-aminosyregruppe med sekvensen:
Trp-Ser-Phe-Tyr-Leu-Leu-Tyr-Tyr-Thr-Glu-Phe-Thr-Pro-Thr-Glu-
Lys-Asp-Glu-Tyr-Ala

R, er en 19 aminosyregruppe med sekvensen:
Arg-Val-Asn-His-Val-Thr-Leu-Ser-Gln-Pro-Lys-Ile-Val-Lys-Trp-
Asp-Arg-Asp-Met,

-X er -Phe, -Phe-Ser, eller -Phe-Ser-Lys, fortrinsvis -
Phe, og

Y- er Asp-, Lys-Asp-, Ser-Lys-Asp-, fortrinsvis Asp-,
idet summen af antallet af aminosyrerester i X og Y hgjest er
4.

Aminocyresekvensen for R,-Cys-R,~X-kaden (A-kaden) er
identisk med den i (1) offentliggjorte sekvens af grupperne 1-
56 (58) i det native B8,m med den eneste undtagelse af amino-
syrerest 42, hvor resten ifglge opfindelsen er Asn, hvorimod
den offentliggjorte sekvens angiver Asp. Sekvensen ifglge
opfindelsen er imidlertid i overensstemmelse med den sekvens,
der udledtes ud fra klonet cDNA af Suggs et al.:Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78 (1981) s. 6613-6617, som ogsad angiver Asn i
position 42.
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Sekvensen for den C-terminale ende af Rl—Cys-RZ—X-k&den
pestemmes bide ved Edman nedbrydning fra den N-terminale ende og
ved carboxypeptidasenedbrydning fra den C-terminale ende, og det
fandtes, at produktet i overvejende grad bestod af det peptid, hvor

X er Phe. Den C-terminale bestemmelse kompliceredes af

tilstedeverelsen af srinrester i positionerne 52, 55 og 57.

Aminosyresekvensen for Y—R3—Cys-R4-kaden (B-k®den) er
identisk med resterne (57) 59 - 99 i den i (1) offentliggjorte

sekvens fro nativ Bzm, idet Y overvejende var Asp.

Det til immuniseringen anvendte antigen kan v&re m82m '
men andre antigener, der er udvalgt for deres evne til at rejse
anti—mBzm antistoffer, der specifikt vil binde sig til epitoper pa
m82m, kan ogsd anvendes. Generelt kan der anvendes antigener med

den almene formel II
R-Z IT

hvori R er et barerprotein, og Z er et peptid med formlen R2'—X
eller R3'—Y, hvori X og Y er defineret som ved formel I, R2' er et
peptid med fra 1 til 30 aminosyrerester svarende til et fragment
fra den C-terminale ende af R2, som defineret i formel I, og R3' er
et peptid med fra 1 til 20 aminosyrerester svarende til et fragment

fra den N-terminale ende af R3, som defineret i formel I.

I &t tilfalde anvendtes et antigen omfattende aminosyre-
grupperne -Lys-Val—Glu—His—Ser—Asp-Leu—Ser—Phe med en fri C-
terminal ende og den N-terminale ende koblet til keyhole limpet
hemocyanin (KLH) med succes til fremstilling af anti-sera samt
monoklonale antistoffer, der binder sig specifikt til epitoper i de

ni C-terminale aminosyregrupper i A-kaden pa mBzm.
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Immuniseringen udfgrtes i mus ved subkutan injektion af
antigenet adskillige gange og efterfglgende boosting intravengst
med antigenet. Efter passende tidsrum aflivedes musene og deres
milt fjernedes til sammensmeltning mea myelomceller. De sammen-
smeltede celler afledtes efter R.T. Taggart og I.M. Samloff:
Science 219 (1983) s. 1228 - 1230 (APRT+ selektion), som beskrevet

nedenfor.

-Undersggelsen af de udvalgte hybridomkulturer for speci-
fikke monoklonale antistoffer udfertes med et ELISA, og der fandtes
et antal kloner, der reagerede specifikt med mBzm uden krydsreak-

tion med Bzm.

Antistofferne ifglge opfindelsen kan anvendes i frem-
gangsmader til detektering af tilstedevarelsen af mBzm og ogsa til

at ansld de tilstedeverende mengder kvantitativt.

Detekteringen af tilstedeverelsen af det fuldstandige
mBzm antigen eller dets karakteristiske epitop, kan udfgres i kil-
der eller prover af legemsvasker sdsom serum, blod, spyt, urin,
sed, spinalveske, kolostrum, vav, vavsprever, bronchial skyllevaske

og lignende.

Detekteringen af mBZm pa basis af specifikke antistoffer
kan udfgres ved immunoassays sdsom de kompetitive eller immunome-
triske ("sandwich") typer. I et kompetitivt assay mzrkes det rense-
de mBzm antigen eller molekyle, omfattende dets karakteristiske
epitop, med et detekterbart mzrke. Den prgve, der mistankes for at
indeholde mBzm antistoffet eller epitopen, inkuberes med mBzm anti-
stof og merket m82m antigen og efter dannelsen af immunkomplekser

separering og detektion, fastlagges niveauet af mBzm antigen let.
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En anden type kompetitivt assay involverer immobiliseret
mBzm antigen eller epitop og merket mBzm antistof. Tilstedevarelsen
af m82m antigen i kilden eller preoven forhindrer binding af anti-
stof til immobiliseret antigen eller epitop, hvorved der gives et

inverst mdl for tilstedevarelsen af antigen.

I et assay af kompetiv type kan antistoffet ogsd immo-
biliseres p& en fast fase enten inden eller efter dannelsen af
immunkomplekset. F.eks. kan et andet, anti-muse IgG, antistof
immobiliseret p& en fast fase sattes til blandingen ved, hvad der

kendes som en "dobbelt-teknik".

I et immunometrisk (sandwich) assay merkes ét mBzm anti-
stof detekterbart. Et andet antistof insolubiliseres pd en fast
fase. Inkuberingen af preven med merket og insolubiliseret antistof
fgorer til en sandwich, hvor mengden af merke efter fraskillelse fra
ikke-bundne antistof(fer) er proportional med mengden af antigen.
Immunometriske assays kan udferes pa ligefrem, omvendt eller
samtidig mdde afhangig af razkkefeplgen af tilsztning af de insolubi-

liserede og/eller merkede antistoffer.
Assayet kan ogsd vere en sakaldt "dot-blot" analyse.

Til en forsget fglsomhed i sandwich-systemet kan de
beskrevne procedurer modificeres med biotinyleret mBzm antistof,

der reagerer med avidin-peroxidase konjugater.

Andre trin sdsom vask, omrering, rystning, filtrering
eller prezassayekstraktion af mBzm antigen og lignende kan naturlig-
vis tilfpjes assayene alt efter gnske eller hvad, der er negdvendigt

til en sarlig situation.

De specifikke koncentrationer, temperaturen og inkube-
ringstiden samt andre assaybetingelser kan varieres afhengigt at
sddanne faktorer, som koncentrationen af antigen i preoven, prgvens

art og lignende. Fagmend vil vere i stand til at fastlagge operati-
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ve og optimale assaybetingelser for hver bestemmelse under anven-
delse af rutineeksperimenter. F.eks. kan immunoassayet udferes ved
4 - 37°C, fortrinsvis 26°C, og hvert inkuberingstrin kan vare sa

lenge som 72 timer.

I stedet for mBzm antigenet eller den karakteristiske
epitop er det muligt ved assays at anvende anti-idiotypiske anti-
stoffer eller immunologisk aktive fragmenter deraf, der er frem-
stillet ved at rejse antistoffer mod bindingsstedet for monoklonalt
mBzm antistof. I stedet fbr det specifikke m82m antistof, der
beskrives her, er det ogsad muligt at anvende zkvivalente antistof-
fer fremstillet ved at unders¢ge hybridomer med antigen efter ruti-
nemetoder. Hybridomerne fremstilles ved sammensmeltning af lympho-
cytter, der er sensitiviseret overfor passende renset antigen og

passende myelomer.

Der findes mange barere, hvortil antistoffet/antistof-
ferne kan bindes, og som kan anvendes ved opfindelsen. Velkendte
bzremidler inkluderer glas, polystyren, polypropylen, polyethylen,
dextran, nylon, amyloser, naturligt og modificeret cellulose, poly-
acrylamid, agaroser og magnetit. Bazremidlets art kan enten vare
oplgseligt i nogen grad eller uoplgseligt til opfindelsens formal.
Fagmend kender mange andre passende baremidler til binding af anti-
stoffet/stofferne eller vil vare i stand til at fastlagge sadanne

ved rutineeksperimenter.

Afhengigt af den sarlige udforelsesform for det omhand-
lede assay, kan antigenet eller et eller flere af antistofferne,
kobles med et detekterbart merke sasom et enzym, radioaktivt iso-
top, fluoriserende forbindelse eller metal, kemiluminiscerende
forbindelse eller bioluminiserende forbindelse. Endvidere kan bind-
ingen af disse merker til det ¢nskede molekyle udfgres efter

standardteknikker, der er velkendte for fagmend.
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En af de mader, hvorpd det gnskede molekyle i et vilkar-
ligt immunocassay kan merkes detekterbar, er ved at knytte det til
et enzym. Dette enzym vil for sin del, ndr det senere udsattes for
dets substrat, reagere med substratet pad en sddan mdde, at der
frembringes en kemisk enhed, der kan detekteres ved f.eks. spek-
trophotometri (ELISA system) eller fluorometri. Eksempler pa
enzymer, der kan anvendes som detekterbare merker, er peberrods-
peroxidase, maleat dehydrogenase, staphylococ nuclease, delta-5-
steroid isomerase, garalkoholdehydrogenase, a-glycerophosphat-
dehydrogenase, triosephosphat isomerase, alkalisk phosphatase,
asparaginase, glucoseoxidase, B-galactosidase, ribonuclease,
urease, catalase, glucose-6-phosphatdehydrogenase, glucoamylase og

acetylcholinesterase.

Tilstedevaerelsen af antigen eller antistof (og som felge
heraf dets tilsvarende mszm antigen) kan ogsad detekteres ved at
merke det ¢gnskede molekyle med en radioaktiv isotop. Tilstedevarel-
sen af den radioaktive isotop bestemmes derefter ved saddanne midler
som gammateller eller scintillationstaller. Isotoper der er sarligt

anvendelige er 3H, 1251, 1311, 32P, 355, l4C, 51Cr, 36Cl,

57C0, 58Co, 59Fe, 758e, 1111n, 99mTC 67Ga, og 90Y.

'
Det er ogsd muligt at detektere tilstedevarelsen af anti-
genet eller antistoffet ved at merke det onskede molekyle med en
fluorescerende forbindelse. Nar det fluorescerende mazrkede molekyle
udsettes for lys af den passende bolgelangde kan dets tilstede-
verelse detekteres ved farvestoffets fluorescens. Blandt de mest
vigtige fluorescensmerkende forbindelser kan navnes fluorescein,
isothiocyanat, rhodamin, phycoerythrin, phycocyanin, allophycocya-

nin, o-phthaldehyd og fluorescamin.

Fluorescensemitterende metalatomer sasom Eu (europium) og
andre lanthanider kan ogsd anvendes. Disse kan knyttes til det
gnskede molekyle med metalchelaterende grupper sasom DTPA eller
EDTA.
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En anden mdde, hvorpd antigenet eller antistoffet kan
merkes detekterbart, er ved at koble det til en chemiluminiscerende
forbindelse. Tilstedevarelsen af det chemiluminiscerende merkede
immunologiske molekyle bestemmes derefter ved at detektere tilste-
deverelsen af luminiscens, der opstdr under et kemisk reaktionsfor-
lgb. Eksempler pa sarligt anvendelige chemilusminiscerende merkende
forbindelser, er luminol, isoluminol, aromatisk acridinester,

imidazol, acridinsalt, og oxalatester.

'Tilsvarende kan en bioluminiscerende forbindelse ogsa
anvendes som merke. Bioluminiscens er en s&rlig type chemilumini-
scens, der findes i biologiske systemer, og hvorved et katalytisk
protein forgger effektiviteten af den chemiluminiscerende reaktion.
Tilstedeverelsen af et bioluminiscerende molekyle kan fastlagges
ved at detektere tilstedeverelsen af luminiscens. Vigtige bio-
luminiscerende forbindelser til merkningsformdl er luciferin, luci-

ferase og aequorin.

En anden mulig assayteknik for mBZm antigen eller dets
tilsvarende karakteristiske epitop er ved agglutinering, hvor n82
antistof bindes pa latexkugler, og tilstedevarelse af mBzm antigen

males ved kugleaggregering.

Alternativt kan tilstedevarelsen af mBZm antistof detek-
teres ved agglutinering af partikler overtrukket med mBzm antigen
eller den relevante epitop.

En alternativ anvendelse af mBzm antistoffet er ved

immunohistokemisk analyse ved anvendelse af merket antistof.

Ved de ovennavnte fremgangsmader til at detektere m82
antigenet er det muligt at anvende et specifikt antl—mBZm antistof.
Det er imidlertid ogsa muligt for at forpgge fremgangsmadens selek-
tivitet at anvende kombinationer af to eller flere specifikke

anti—mBzm antistoffer f.eks. et antistof, der er specifikt for en
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epitop i den C-terminale ende af A-kaden i kombination med et anti-
stof, der er specifikt for en epitop i den N-terminale ende af B-

keden.

De materialer, der anvendes ved de omhandlede assay, er
velegnede til fremstillingen af sat. Et sddant szt kan omfatte en
®ske med rum til én eller flere beholdere sasom glas, rer og
lignende, idet hver af disse beholdere omfatter et at de enkelte

elementer, der skal anvendes ved en vilkarlig onsket metode.

F.eks. kan en af disse beholdere, der er anvendelige ved
immunometriske assays, omfatte monoklonalt mBzm antistof bundet til
et bzremiddel. En anden beholder, kan indeholde opleseligt detek-
terbart merket monoklonalt anti-mB2m antistof i lyophiliseret form

eller i oplgsning.

Et s®t, der er anvendeligt til et kompetiv assay, ville
indeholde en fgrste beholder indeholdende et detekterbart merket
antigen, og en anden beholder indeholdende anti—mBzm antistof frit

eller berebundet.

Derudover kan @sken ogsd indeholde et antal beholdere,
der hver indeholder forskellige givne antigenmengder. Disse sidst-
nevnte beholdere kan da anvendes til at fremstille en standardkurve
til interpolering af de resultater, der opnads fra pregven, der inde-

holder den ukendte antigenmzngde.

Under arbejdet med opfindelsen viste det sig, at renset
m82m forggede den cytotoksiske aktivitet i blandede
lymphocytkulturer (MLC) samt stimulerede produktionen af lympho-
kinen interleukin-2 (IL-2). Vekselvirkningen af mBZm med det store
histocompatibilitetskompleks (MHC), hvori 82m er en normal kompo-
nent, kunne fgre til aktivering af celler resulterende i f.eks. en
foreget cellular receptorexpression for generel stimulatorisk
aktivitet sdsom interleukin-1 (IL-1) og en forgget ekspression af

receptorer for IL-2 og forhejet endogen produktion af denne lympho-
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kin. Denne biologiske aktivitet ved mBzm angiver en farmaceutisk
anvendelighed af savel poly- som monoklonale antistoffer mod mBZm
som biologisk responsmodificerende middel, hvor den farmakologiske
virkning vil vare relateret til immunsystemets tilstand.
Farmakologiske virkninger af de omhandlede antistoffer vil som
nevnt tidligere kunne vaere som biologiske responsblokerende midler
af mBzm, hvilke virkninger kunne vere relateret bide til virkningen
pa membranniveauet pad grund af m82m's vekselvirkning med MHC eller
kunne vare relateret til mBzm's specifikke stimulatoriske virkning

pa IL-2 produktion.

Opfindelsen belyses narmere i de fplgende eksempler.

Eksempel 1

Fremstilling af polyklonale antisera

RBF/Dn-stamme mus (fra Jackson Laboratory, Bar Harbor,
Maine, U.S.A.) immuniseredes tre gange med to ugers intervaller med
det syntetiske peptid Lys-Val-Glu-His-Ser-Asp-Leu-Ser-Phe koblet
via den N-terminale ende til keyhole limpet hemocyanin (KLH).
Peptidkonjugatet (25 pg pr. mus i PBS, 100 ul) emulsificeredes 1:1
i Freund's fuldstendige adjuvans ved den forste immunisering, og i
Freund's ufuldstzndige adjuvans i de folgende immuniseringer, og
der blev indgivet en total pd 200 pl subkutant (s.c.). Blodprever
fra immuniserede mus udtoges fra den retroorbitale plexus eller
sjet, og serumprgver opndedes efter centrifugering af preverne
efter koagulering. Serumprgvernes specificitet bedgmtes ved ELISA
med immunoplader (NUNC, Roskilde, Danmark) overtrukket med 1 pg/ml
af enten nativt Bzm eller mBZm. Serumprgverne fortyndedes i tidob-
belte fortyndinger (lO—l, 10_2, 10_3 og 10_4, og inkuberedes med de
overtrukne plader, og antistofaktiviteten overfor det respektive
antigen mdltes kolorimetrisk med et kanin anti-museimmunoglobulin
konjugeret med peberrodsperoxidase (Dakopatts, Danmark) og o-

phenylendiamin (OPD) substratreaktionen.
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Fig. 1 illustrerer titrering af et reprasentativt muse-
serum analyseret for binding af mBzm (skraverede s@jler) og nativt
82m (udfyldte spjler). Antiserumet reagerer pa selektiv vis med
mBzm og synes at vere specifikt for mBzm ved fortyndinger pa 10”
under disse betingelser. Et fuldstendigt specifikt polyklonalt

antiserum mod mBzm kunne opnéds ved yderligere absorption med nativt

Bzm.
Eksempel 2

Immuniserings- og fusions eksperimenter

1 mg af peptidet Lys-Val-Glu-His-Ser-Asp-Leu-Ser-Phe
blandedes med 3 mg KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin, Calbiochem) og
glutaraldehyd (Merck) tilsattes til slutkoncentrationen pa 0,25%
v/v i en total pd 1 ml. pH justeredes til 8,0. Omsaztningen udfertes
i en time ved stuetemperatur efterfulgt af 18 timer ved 4°C. Der-
efter dialyseredes blandingen mod PBS til opndelse af konjugatet,

der anvendtes som antigen ved den felgende immunisering.

Frémstilling af monoklonal antistoffer

RBF/Dn-stamme mus indeholdende RB (8.12)5Bnr Robertsonian
translokation kromosomet (fra Jackson Laboratory, Bar Harbor,
Maine, U.S.A.) immuniseredes tre gange med to ugers intervaller med
peptidet Lys-Val-Glu-His-Ser-Asp-Leu-Ser-Phe koblet via den N-
terminale ende til KLH. Konjugatet (25 pg pr. mus i PBS, 100 pl)
emulgeredes 1:1 i Freund's fuldstendige adjuvans til den foerste
injektion og ufuldstendigt Freund's adjuvans til de folgende
injektioner og 200 pl blev indgivet subkutant (s.c). Musene blev
boosted intravengst (i.v.) med 10 pg konjugat i 100 pl PBS 30 dage
efter den sidste s.c. immunisering. Efter yderligere tre dage

aflivedes musene og deres milt fjernedes til fusion med myelom-

celler.
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Miltceller fra én RBF/Dn mus (13,3 x 107 celler) smelte-
des med 3,5 x 107 celler af FOX-NY myelomlinien, der manglede de
selekterbare enzymmarkerloci adenosinphosphoribosyltransferase
(APRT ) og hypoxanthinphosphoribosyltransferase (HPRT ) (fra
HyClone Laboratories, Logan, Utah, U.S.A.). Herved fjerner
exponering af cellefusionsblandingerne for et medium, der kraver
APRT-aktivitet (APRT+ selektion) bade ikke smeltede APRT myelomer,
og APRT hybridomer (R.T. Taggart og I.M. Samloff: Science
219(1983) s. 1228 - 1230). De smeltede celler podedes pa Balb/c-
stamme musemacrophagfgdelag i en total pd 10 96-brendsmikrotiter-
plader (NUNC, Roskilde, Danmark) i et medium bestdende af RPMI-1640
med 15% w/v fotalt kalveserum (Gibco) suppleret med adenin (7,5 x
1072 M), aminoterin (8 x 10~/ M)og thymidin (1,6 x 107> M), (AAT).

Kulturer inkuberedes i 7 dage ved 37°C i luft indeholden-
de 5% CO2 inden medium erstattes med frisk medium, og efter en 4-
dages inkuberingstid underkastedes kulturerne en primzr undersggel-

se ved et ELISA.

Underspgelsesprocedure (ELISA)

Mikrotiterplader (NUNC Immunoplates, NUNC, Roskilde,
Danmark) blev overtrukket med antigen. Det anvendte ELISA var en
modifikation af den procedure der er beskrevet af A. Voller og E.
de Savigny (i R.A. Thompson: Techniques in Clinical Immunology, 2.
udgave (1981) s. 157 - 169. Blackwell Scientific Publications,
Boston, Mass.). Overtrzkningen udfgrtes natten over med antigenet i
phosphatpufret saltoplesning (PBS), 50 ul pr. brgnd. Pladerne
tgmtes og blokeredes med PBS indeholdende 2% w/v okseserumalbumin
(BSA) 200 pl pr. brond ved 20°C i 1 time, efterfulgt af tre vask
med PBS-Tween-20 (0,05% v/v Tween-20 in PBS). Den ufortyndede oven-
stdende vaske fra en hybridomkultur (50 pl pr. brgnd) blev pafort
ved 20°C i 1 time efterfulgt af vask af pladerne som beskrevet
ovenfor. Antistofaktiviteten mod det til overtrazkning anvendte
antigen, midltes kolorimetrisk ved inkubering ved 20°C i 1 time med

100 pg pr. brend kanin anti-museimmunoglobulin konjugeret med
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peberrodsperoxidase (Dakopatts, Danmark) fortyndet til 1:1000 i PBS
indeholdende 0,5% w/v BSA og efter yderligere 3 vask 1 0,1 M
citrat-phosphat puffer pa pH 5,0 (citronsyre monohydrat 7,3 g,
NaZHPO4.12H20: 23,87 g fortyndet til 1 liter) og inkuberedes
derefter som beskrevet ovenfor med o-phenylendiamin (OPD) substrat
(o-phenylendiamin, 2HC1:8 mg; citratpuffer: 15 ml;H202 (30% v/v): 5
ul) . Reaktionen standsedes efter 3 minutter ved tilsetning af 150
pl 1 M H2804 og absorbansen ved 492 nm aflestes med et dobbelt-
strale KONTRON SLT-210 fotometer (SLT, Zurich, Schweiz) med 620 nm

aflesningen som reference.

Primer undersggelse

Under anvendelse af 10 mikrotiterplader overtrukket med
det til immunisering anvendte nonapeptid, men imidlertid ikke
koblet til KLH (1 pg/ml) ved den ovennavnte metode, undersegtes 960
hybridomkultursupernatanter. 27 kulturer reagerede signifikant

positivt og underkastedes yderligere afprevning.

Fig. 2 angiver et eksempel pa resultaterne af ELISA ved
den primzre undersggelse. Resultaterne fra en af de ti mikrotiter-
plader er anfert. Den vandrette linie repra@senterer et arbitrert
baggrundsniveau, der er udvalgt til den prim@re undersggelse. Kun
de kulturer, der er merket med x, udvalgtes til yderligere afprov-

ning.

Sekundar undersegelse

Mikrotiterplader blev overtrukket med enten nonapeptidet,
82m (nativt) eller mBzm (variant) i-koncentrationer pa henholdsvis
1 pg/ml, 10 pg/ml og 10 pg/ml. De 27 kultursupernatanter blev til-
fort, og undersegelsen udfgrtes efter den ovennavnte undersegelses-

procedure.
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I fig. 3 er resultaterne af den sekundzre undersggelse
vist for de fra den prim®re undersggelse udvalgte kulturer bortset
fra kulturerne Fl, F3 og F7, der var negative i den betydning, at
de ikke reagerede med nogen af de ovenfor anfgrte antigener. Af
figurerne fremgar det, at 3 kloner (F2, F10, F25) udelukkende
reagerede med peptidet 15 reagerede med peptidet og mBZm og 3 (F5,
F8, F26) reagerede med peptidet, mszm og Bzm (nativt). De resteren-
de 3 kloner (F1l2, F18, F21) havde mistet reaktivitet.

Udvelgelse af hybridomer

Alle de hybridomantistoffer, der reagerede med m82m
og/eller Bzm fandtes yderligere at vere af museimmunoglobulin
klassen IgM. Dette fandtes ved unders@gelser under anvendelse af
den ovennavnte ELISA procedure med en modifikation bestdende af
erstatning af det peroxidasemerkede kanin anti-museimmunoglobulin
med merkede antistoffer, der var specifikke for de murine klasser

og underklasser.

Eksempel 3
Enzymimmunoassay for mBzm

Til afprevning af anvendeligheden af de opnaede
monoklonale antistoffer mod mBZm i assay til bestemmelse af mBzm
indholdet i biologiske prgver konstrueredes et assay under
anvendelse af antistof F19 i fig. 3.

Assayet gennemfgrtes efter fplgende procedure:

Kanin anti-human Bzm antistof (Dakopatts, Kgbenhavn,
Danmark) pafgrtes bundene i mikrotiterplader. Efter blokering af
pladerne ved tilsetning af fosfatbuffer (pH 7,2) indeholdende 1%
BSA og inkubation i 1 time ved stuetemperatur med efterfelgende 3
gange vask med fosfatbuffer (pH 7,2) indeholdende 0,1% Tween®
sattes prever indeholdende 62m eller mBzm til mikrotiterpladerne i
forskellige koncentrationer pa 20, 61, 185, 555, 1600 og 5500
ng/ml. Efter 1 times inkubation ved stuetemperatur tilsattes
antistof F19, og preverne inkuberedes i 1 time ved stuetemperatur.

I neste trin inkuberedes pladerne med et peroxidasemzrket
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museimmunoglobulinantistof (Tago, Inc., Burlingame, Californien,
U.S.A.) i en time ved stuetemperatur, og endelig fremkaldtes
pladerne ved inkubation i 1 time med et peroxidase substrat
bestdende af OPD i citratbuffer (pH 4,5), hvorefter den frembragte
farvereaktion maltes ved absorbansen ved 492 nm.

Resultaterne fra dette assay er angivet i fig. 4, der
viser den mi&lte absorbans ved 492 nm som funktion af
koncentrationen af henholdsvis 82m (punkteret linie) og mBzm (fuld
linie).

Af fig. 4 fremgér det klart, at der ved dette assay opnés
en tydelig angivelse af tilstedeverelsen af mBzm, uden at et

indhold af ikke modificeret B,m p&virker malingen.
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PATENTKRAV
1. Antistof, kende tegnet ved, at det reagerer
specifikt med modificeret B,-mikroglobulin med den almene
formel I:
R,-Cys-R,~X
| I
Y-R;-Cys-R,

hvori R, er en 24 aminosyregruppe med sekvensen:
Ile-Gln~-Arg-Thr-Pro-Lys-Ile-Gln-Val-Tyr-Ser-Arg-
His-Pro-Ala-Glu-Asn-Gly-Lys-Ser-Asn-Phe-Leu-Asn-,

R, er en 30 aminosyregruppe med sekvensen:
-Tyr-Val—Ser-Gly—Phe—His—Pro—Ser—Asp-Ile-Glu—Val-
Asp-Leu-Leu-Lys-Asn-Gly-Glu-Arg-Ile-Gly-Lys-Val-
Glu-His-Ser-Asp-Leu-Ser-,

R; er en 20-aminosyregruppe med sekvensen:
-Trp-Ser-Phe-Tyr-Leu-Leu-Tyr-Tyr-Thr-Glu-Phe-Thr-
Pro-Thr-Glu-Lys-Asp-Glu-Tyr-Ala-

R, er en 19 aminosyregruppe med sekvensen:
-Arg-Val-Asn-His-Val-Thr-Leu-Ser-Gln-Pro-Lys-Ile-
Val-Lys-Trp-Asp-Arg-Asp-Met,

-X er -Phe, -Phe-Ser, eller -Phe-Ser-Lys, fortrinsvis -
Phe, og

Y- er Asp-, Lys-Asp-, Ser-Lys-Asp-, fortrinsvis Asp-,
idet summen af antallet af aminosyrerester i X og Y hgjest er
4.

2. Antistof ifglge krav 1, kendetegnet ved, at
det er et polyklonalt antistof, og at det kan fremstilles ved
immunisering af et dyr med et antigen valgt blandt modifice-
ret Bzﬁmikroglobulin med den almene formel I, hvor R,, R,, Ry,
R,, X og Y har de i krav 1 navnte betydninger, og forbindelser
med den almene formel IT

R-Z IT
hvori R er et bareprotein, fortrinsvis keyhole limpet hemo-

cyanin, og Z er et peptid med formlen R,'-X eller R;'-Y, hvori
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X og Y er som defineret i krav 1, R,' er et peptid med fra 1
til 30 aminosyregrupper svarende til et fragment fra den C-
terminale ende af R, som defineret i krav 1, og R;' er et
peptid med fra 1 til 20 aminosyregrupper svarende til et
fragment fra den N-terminale ende af R, som defineret i krav 1,
serum isoleres, og oprenses til fuld specificitet mod modifi-

ceret B,-mikroglobulin.

3. Antistof ifglge krav 1, k end et egnet ved, at
det er et monoklonalt antistof, og at det kan fremstilles ved
dyrkning af en hybridomcellelinie, der er opnaet ved sammen-
smeltning af myelomceller med miltceller fra dyr, der er
blevet immuniseret med et antigen valgt blandt modificeret B,-
mikroglobulin med den almene formel I, hvor R,, R,, R;; R,, X og
Y har de i krav 1 navnte betydninger, og forbindelser med den
almene formel II, hvori R og Z har de i krav 2 navnte betyd-

ninger.

4. Antistof ifglge krav 1, 2, eller 3, k end e t e g n-
e t ved, at det er koblet til et detekterbart mzrke, sasom et
enzym, radioaktiv isotop, fluorescerende forbindelse, eller
metal, kemiluminescerende eller bioluminescerende forbindel-

se, fortrinsvis et enzym.

5. Antistof ifplge krav 1, 2, eller 3, k end e t e g n-
e t ved, at det er bundet til en uopleselig fast fase.

6. Fremgangsmade til detektering af modificerede B,-
mikroglobuliner i humane legemsvesker, k end et egnet
ved, at legemsvasken, der indeholder eller mistaznkes for at
indeholde modificeret B,-mikroglobulin, bringes i kontakt med
et antistof ifelge krav 1, 4 eller 5, at de herved eventuelt
dannede antistof-antigen-komplekser separeres fra ikke-kom-
pleksbundet antistof/antigen, og at det detekteres om der er

dannet antistof-antigen-komplekser.
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7. Fremgangsmade ifglge krav 6, kendetegnet
ved, at fremgangsmaden er et kompetitivt assay.

8. Fremgangsmiade ifelge krav 6, kendetegnet
ved, at fremgangsmdden er et immunometrisk assay.

9. Farmaceutisk przparat, k e nde t egnet ved, at
det indeholder et eller flere antistoffer ifglge et vilkar-
ligt af kravene 1 til 5.

10. Farmaceutisk prazparat ifglge krav 9, k e n-
detegnet ved, at det er et biologisk responsmodifi-
cerende middel.
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