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En hybrid celle-linie til fremstilling af monoklont antistof for et
antigen, som findes pd& normale humane cytotoxiske og suppressor
T-celler, dannes ved fusionering af splenocyter fra mus, eksempel-
vis CAF1-mus, der er immuniserede med normale humane thymocyter,
med celler fra en musi [ tinie, ek Ivis P3X63Ag8U1-mye=

4

loma-celler.

Antistoffet reagerer med mere end 90% af cytotoxiske og sup-
pressor TH2+ T-celler (ca. 20-30% af alle normale humane perifere
T-celler), men ikke med normale humane perifere B-celler, nul-celler
elter makrofager.

Det reagerer med ca. 80% af normale humane thymocyter.

Det reagerer ikke med THZ‘ T-celler elfer 0KT4* T-celfler, men
reagerer med ca. 683 af OKT4™ T-celler.

Det definerer en T-celle population (OKT5+), som er staerkt
cytotoxisk og som er lavere end normale niveauer i primar galde-
cirrose, dissemineret sclerose og hyper-igE, normale niveauer i alle
stadier af Hodgkins sygdom og hgjere end normale niveauer i type |
erhvervet agammaglobulinemia og akut infektigs mononukleose.

Det monoklone antistof kan anvendes til diagnostiske og tera-

peutiske formal.
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Den foreliggende opfindelse angdr et monoklonalt antistof og en
fremgangsmade til fremstilling heraf.

Fusionen af muse-myeloma-celler til milt-celler fra immunicerede
mus af Kohler og Milstein i 1975 (Nature 256, 495-497 (1975)) viste for
forste gang, at det var muligt at opnd en kontinuert celle-Tinie, der
fremstiller homogent (sékaldt "monoklonalt") antistof. Siden dette
grundlaggende arbejde har der varet udfoldet store anstrengelser pa at
fremstille forskellige hybride celler (kaldet "hybridomas") og pa at
anvende det ved hjelp af disse hybridomas fremstillede antistof til
forskellige videnskabelige undersggelser. Der henvises fx. til Current
Topics in Microbiology and Immunology, bind 81 - "Lymphocyte
Hybridomas", F. Melchers, M. Potter og N. Warner, Editors, Springer-
Verlag, 1978 og de deri angivne referencer, C.J. Barnstable, et al.,
Cell, 14, 9-20 (maj 1978), P. Parham og W.F. Bodmer, Nature 276, 397-399
(november 1978), Handbook of Experimental Immunology, 3. udgave, bind 2,
D.M. Wier, Editor, Blackwell, 1978, kapitel 25, og Chemical and
Engineering News, 1. januar 1979, 15-17. Disse referencer indikerer
samtidig belgnningerne og komplikationerne ved at forsgge at fremstille
monoklonalt antistof ud fra hybridomas. Selvom den almene teknik forstés
principielt godt, mgdes mange vanskeligheder og variationer kraves for
hvert specifikt tilfalde. I virkeligheden er der ingen sikkerhed, forud
for forsgget pad at fremstille et givet hybridoma, for at det gnskede
hybridoma vil blive opndet, at det, hvis opndet, vil producere antistof
eller at det sdledes fremstillede antistof vil have den gnskede
specificitet. Graden af success pdvirkes principalt af den anvendte
antigen-type og den til isolering af det gnskede hybridoma anvendte
udvalgelsesteknik.

Den tilstrabte fremstilling af monoklonalt antistof for humane
lymfocyt celle-overflade antigener er kun blevet rapporteret i nogle
fa tilfelde. Se fx. Current Topics in Microbiology and Immunology,
ibid, 66-69 og 164-169 og nedenfor. De i disse rapporterede forseg
anvendte antigener var dyrkede humane lymfoblastoide Teukemia og humane
kroniske lymfocytiske Teukemia celle-linier. Mange opnaede hybridomas
syntes at danne antistof over for forskellige antigener pa alle humane
celler. Ingen af disse hybridomas dannede antistof over for en forud
defineret klasse af humane lymfocyter.

Det bgr forstds, at der findes to principielle klasser af lymfo-
cyter, som er involveret i immunsystemet hos mennesker og dyr. Den
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forste af disse (den thymusafledte celle eller T-celle) differentieres i
thymus fra hzmopoietiske stam-celler. Mens de befinder sig i thymus,
kaldes de differentierende celler for "thymocyter". De modne T-celler
forlader thymus og cirkulerer mellem vav, lymfekar og blodbaner. Disse
T-celler udger en stor andel af mengden af recirkulerende sma lymfo-
cyter. De har immulogisk specificitet og er direkte involveret i celle-
medierede immun-reaktioner (sisom transplantationsafvisning) som
effektor-celler. Selvom T-celler ikke sekreterer humorale antistoffer,
kreves de under tiden for udskillelsen af disse antistoffer af den
nedenfor omtalte anden klasse af lymfocyter. Nogle typer af T-celler har
en regulerende funktion ved andre aspekter af immun-systemet. Mekanismen
for denne proces ved celle-samvirke forstas endnu jkke fuldt ud.

Den anden klasse af lymfocyter (de benmarvs-afledte celler eller
B-celler) er de som udskiller antistof. De dannes ogsd fra hemopoietiske
stam-celler, men deres differentiering bestemmes ikke af thymus. I fugle
differentieres de i et med thymus analogt organ, kaldet Bursa Fabricii.
I pattedyr har man imidlertid ikke oplevet et zkvivalent organ og det
antages, at disse B-celler differentierer i benmarven.

Det anerkendes nu, at T-celler kan opdeles i mindst adskillige
undertyper, kaldet "hjzlpe", "suppressor", og “drzbe" T-celler, der har
den funktion (hhv.) at fremme en reaktion, undertrykke en reaktion eller
drabe (lysere) fremmede celler. Disse underklasser forstds godt inden
for musefamilien, men er kun for nyligt blevet beskrevet for humane
systemer. Se fx. R.L. Evans et al., Journal of Experimental Medicine,
bind 145, 221232, 1977 og L. Chess og S.F. Schlossman "Functional
Analysis of Distinct Human T-Cell Subsets Bearing Unique Differentiation
Antigens", i "Contemporary Topics in Immunobiology", 0. Stutman, Editor,
Plenum Press, 1977, bind 7, 363379.

Evnen til at identificere klasser eller underklasser af T-celler
er vigtig for diagnosen af forskellige jmmuno-regulatoriske uregel-
messigheder eller tilstande.

Fx. har visse leukemityper og lymfomas forskellig prognose i
afhengighed af, om de er af B-celle eller T-celle oprindelse. Saledes
afhenger vurderingen af sygdomsprognosen af, at man kan skelne mellem
disse to klasser af lymfocyter. Se fx. A.C. Aisenberg og J.C. Long, The
American Journal of Medicine, 58:300 (marts 1975), D. Belpomme, et al.,
i "Immunological Diagnosis of Leukemias and Lymphomas", S. Thierfelder,
et al., eds, Springer, Heidelberg, 1977, 33-45, og D. Belpomme, et al.,
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British Journal of Haematology, 1978, 38, 85.

Visse sygdomsti]standé (fx. juvenil rheumatoid arthritis, maligne
tilstande og agammaglobulinzmi) henger sammen med en ubalance af
T-celle underklasser. Det er blevet foresliet, at autoimmune sygdomme i
almindelighed henger sammen med et overskud af "hjelpe” T-celler eller
mangel pa visse "suppressor" T-celler, mens agammaglobulinzmi henger
sammen med et overskud af visse "suppressor" T-celler. I almindelighed
henger maligne tilstande sammen med et overskud af "suppressor" T-
celler.

I visse leukemityper produceres overskud af T-celler pa et hemmet
udviklingsstade. Diagnosen kan derfor afhaznge af muligheden for at
pivise sadan ubalance eller overskud. Se. fx. J. Kersey, et al.,
"Surface Markers Define Human Lymphoid Malignancies with Differing
Prognoses" i Haematology and Blood Transfusion, bind 20, Springer-
Verlag, 1977, 17-24 og de deri anfgrte referencer.

Erhvervet agammaglobulami, som er en sygdomstilstand, hvor der ikke
produceres immunt globulin, omfatter mindst to forskellige typer. I type
I skyldes manglen pa at producere immunt globulin et overskud af
suppressor T-celler, mens den i type II skyldes en mangel pa hjalpe T-
celler. I begge typer synes der ikke at vare nogen defekt eller mangler
i patienternes B-celler, Tymfocyterne som er ansvarlige for den aktuelle
sekretion af antistoffet. Imidlertid er disse B-celler enten undertrykte
eller "ikke hjulpne", hvilket fgrer til sterkt formindsket eller
manglende immunglobulin-produktion. Typen af erhvervet agammag1obulinzmi
kan saledes bestemmes ved at teste for et overskud af suppressor T-
celler eller et fraver af hjzlpe T-celler.

Identifikationen og undertrykkelsen af humane T-celle klasser
og underklasser er tidligere sket ved anvendelse af spontane auto-
antistoffer eller selektive antisera for humane T-celler opndet ved
immunisering af dyr med humane T-celler, tapning af dyrene til opnaelse
af serum og adsorption af antiserum med (fx.) autologe, men ikke
allogene B-celler til fjernelse af antistoffer med ugnskede reak-
tiviteter. Fremstillingen af disse antisera er serdeles vanskelig, isar
i adsorptions-og rensningstrinnene. De adsorberede og rensede antisera
kan endog indeholde mange urenheder foruden det gnskede antistof, af
adskillige grunde. For det forste indeholder serum millioner af
antistof-molekyler, selv fgr T-celle-immuniceringen. For det andet
bevirker immuniceringen dannelse af antistoffer mod en lang rekke
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antigener, som findes pd alle injicerede humane T-celler. Der er ingen
selektiv dannelse af antistof over for et enkelt antigen. For det tredje
er titeren af specifikt antistof opndet ved sddanne metoder sadvanligvis
meget 1av (fx. inaktiv ved fortyndinger pa mere end 1:100) og forholdet
mellem specifikt og non-specifikt antistof er mindre end 1/106, se fx.
den ovenfor omtalte artikel af Chess og Schlossman (side 365 og
folgende) og den ovenfor omtalte artikel i Chemical and Engineering
News, hvor manglerne ved hidtil kendte antisera og fordelene ved
monoklonalt antistof er beskrevet.

En af de T-celle delmengder, som identificeres ved sidanne hidtil
kendte antisera, har fiet navnet TH2+ delmengden og har vist sig at
indeholde bade de cytotoxiske effektor-celler for celle-medieret
Tympholyse og de immuno-regulatoriske suppressor T-celler, som under-
trykker bade T-celle og B-celle funktion. Denne delmengde indeholder ca.
20%-30% humane perifere T-celler. Se fx. artikler af E.L. Reinherz, et
al., i J. Immunol. 123:83 (1979) og New Engl. J. Med. 300:1061 (1979).

Det er kendt, jf. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, vol. 76, No. 8,
side 40614065, august 1979, at fremstille et monoklonalt antistof kaldet
OKT4 ved hjelp af en hybridomacellelinie. Dette monoklonale antistof
OKT4 reagerer med i det vasentlige alle normale humane perifere hjelpe
T-celler.

Der er nu fundet en ny hybridomacellelinie, som er i stand til at
producere hidtil ukendt monoklonalt antistof kaldet OKT5 over for et
antigen, som findes pid normale humane perifere cytotoxiske og suppressor
TH2+ T-celler (ca. 20% af normale humane perifere T-celler). Det saledes
dannede antistof er monospecifikt for en enkelt determinant pa normale,
humane cytotoxiske og suppressor THZ+ T-celler og indeholder i det
vesentlige ingen anden antihuman immunglobulin, i modsztning til tid-
Tigere kendte antisera (som ngdvendigvis er kontamineret med antistof,
der er reaktivt over for talrige humane antigener) og til hidtil kendte
monoklonale antistoffer (der ikke er monospecifikke for et humant
cytotoxisk/suppressor T-celle antigen). Endvidere kan dette hybridoma
dyrkes til fremstilling af antistof uden ngdvendigheden af at immunicere
og drzbe dyr, efterfulgt af de trivielle adsorptions- og rensningstrin,
som er ngdvendig for at opnd blot de urene antisera ifslge den kendte
teknik.

En preve af den omhandlede hybridomacellelinie deponeredes ved
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville,
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MD, 20852 d. 18. september 1979 og 28. september 1979 og har faet
tildelt hhv. ATCC accessionsnummer CRL 8013 og CRL 8016.

Det monoklonale antistof ifglge opfindelsen af klasse IgG er i
overensstemmelse hermed ejendommeligt ved, at det er identisk med det
monoklonale antistof der fremstilles af hybridomacellelinie ATCC nr.
CRL 8013 eller 8016, og at det

a) reagerer med mere end 90% af cytotoxiske suppressor

TH2+ T-celler (ca. 2030% af alle normale humane perifere
T-celler), men ikke med normale humane perifere B-celler,
nul-celler eller makrofager,

b) reagerer med ca. 80% af normale humane thymocyter,

c) ikke reagerer med TH2 T-celler eller okTat T-celler,

men reagerer med ca. 68% af OKT4 T-celler.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen til fremstilling af navnte
monoklonale antistof er ejendommelig ved, at man dyrker hybridoma-
cellelinien ATCC nr. CRL 8013 eller 8016 in vitro i et egnet medium
eller indfgrer den intraperitonealt til mus og udvinder antistoffet
fra supernatanten fra in vitro dyrkningen eller fra maligne ascites
eller serum fra musene.

Den omhandlede hidtil ukendte hybridomacellelinie ATCC
nr. CRL 8013 eller 8016 er blevet fremstillet under anvendelse af frem-
gangsmaden ifglge Milstein og Kohler. Efter immunicering af mus med
normale humane thymocyter, fusioneredes de immunicerede mus’ milt-
celler med celler fra en muse-myeloma-linie og de resulterende hybrido-
mas screenedes for sadanne med supernatanter indeholdende antistof, som
gav selektiv binding til normale E-roset positive humane T-celler. De
gnskede hybridomas blev derefter klonet og karakteriseret. Som resultat
opniaedes hybridomacellelinien ATCC nr. CRL 8013 eller 8016, som danner
antistof (kaldet OKTS5) over for et antigen pi normale humane cytotoxiske
0g suppressor TH2+ T-celler. Ikke alene reagerer dette antistof med
normale humane perifere cytotoxiske 0g suppressor TH2+ T-celler, men det
reagerer heller ikke med andre normale perifere blod-lymfoide celler,
inklusive hjzlpe T-celler. Endvidere pavises det celle-overfladeantigen,
som erkendes af dette antistof, pa omkring 80% af normale humane
thymocyter.

I betragtning af de anfgrte vanskeligheder ved den kendte teknik og
manglen pa succes, som er rapporteret ved anvendelse af maligne celle-
linier som antigen, var det selvom hybridomacellelinien er opndet pa i
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og for sig kendt mide ikke til at forudsige, om det var muligt at til-
vejebringe det gnskede hybridoma. Det skal understreges, at den ufor-
udsigelige natur af hybrid-celle fremstilling ikke gg¢r det muligt at
ekstrapolere fra et antigen eller cellesystem til et andet. Det har
endda i forbindelse med den foreliggende opfindelse vist sig, at
anvendelse af en T-celle malign celle-Tlinie som antigen bevirkede
dannelse af hybridomas, som ikke dannede det gnskede antistof. Forsgg
pa at anvende rensede antigener adskilt fra celle-overfladerne, var
ogsa uden gunstigt resultat.

Fremstillingen og karakteriseringen af det omhandlede hybrido-
ma og det resulterende antistof vil blive narmere forklaret i det fgl-
gende.

Fremgangsmiden til fremstilling af det omhandlede hybridoma
omfatter fglgende trin:

A. Man immunicerer mus med normale, humane thymocyter.

B. Miltene fjernes fra de immunicerede mus og der fremstilles
en milt-suspension i et passende medium.

C. De suspenderede milt-celler fusioneres med muse-myeloma-
celler fra en passende celle-Tinie ved anvendelse af en
passende fusionspromoter.

D. Man fortynder og dyrker i separate beholdere blandingen
af ufusionerede milt-celler, ufusionerede myeloma-celler og
fusionerede celler i et selektivt medium, som ikke nzrer
de ufusionerede myeloma-celler i et tidsrum, som er til-
strekkelig til at de ufusionerede celler dgr.

E. Man vurderer supernatanten i hver beholder (fordybning),
som indeholder et hybridoma, for tilstedevarelsen af anti-
stof mod E-roset positive rensede humane T-celler.

F. Man udvalger (fx. ved begrensningsfortynding) og kloner
hybridomas, som producerer det gnskede antistof.
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Det monoklonale antistof kan produceres pa én af to mader. Det
reneste monoklonale antistof dannes ved in vitro dyrkning af det omhand-
lede hybridoma i et egnet medium i et passende tidsrum efterfulgt af
udvinding af det gnskede antistof fra supernatanten. Det egnede medium
og den egnede dyrkningstid kendes eller kan let bestemmes. Denne in
vitro metode danner i det vasentlige monospecifikt monoklonalt antistof,
der er i det vasentlige frit for andet specifikt antihuman immun-

. globulin. Der er en 1ille smule andet immun-globulin til stede eftersom

mediet indeholder xenogent serum (fx. foetalt kalveserum). Denne in
vitro metode kan imidlertid ikke producere en tilstrzkkelig mengde eller

" koncentration af antistof til visse formal, eftersom koncentrationen af

monoklonalt antistof kun er ca. 50 ug/ml.

Ti1 fremstilling af en meget stgrre koncentration af en smule
mindre rent monoklonalt antistof kan det omhandlede hybridoma injiceres
i mus, fortrinsvis syngeniske eller semi-syngeniske mus. Hybridomaet
vil bevirke dannelse af antistof-producerende tumorer efter en pas-
sende inkubationstid, som vil resultere i en hgj koncentration af det
gnskede antistof (ca. 5-20 mg/ml) i blodbanerne og peritonealt exu-
dat (ascites) hos vartsmusene. Selvom disse vartsmus ogsa har nor-
male antistoffer i deres blod og ascites, er koncentrationen af disse
normale antistoffer kun ca. 5% af den monoklonale antistof-koncentra-
tion. Da disse normale antistoffer endvidere er ikke antihumane med
hensyn til deres specificitet, er det fra udvundet ascites eller fra
serum opniede monoklonale antistof i det vasentlige fri for noget for-
urenende antihumant immun-globulin. Dette monoklonale antistof har
hgj titer (aktiv ved fortyndinger pd 1:50.000 eller mere) og hgjt
forhold mellem specifikt og non-specifikt immun-globulin (ca. 1/20).
Immun-globulin produceret under inkorporering af de sikaldte "k
Tight" myeloma-kader er non-specifikke "nonsens” peptider, som blot
fortynder det monoklonale antistof uden at nedsztte dets specificitet.

Eksempel 1
Fremstilling af monoklonale antistoffer

A. Immunicering og somatisk celle-hybridicering

CAF -mus af hunkgn (Jackson Laboratories, 6-8 uger gamle)
jmmuniceredes intraperitonealt med 2 x 107 humane thymocyter i 0,2
ml fosfat-forpufret saltoplgsning med 14 dages intervaller. Fire dage
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efter den tredje immunicering fjernedes miltet fra musene og en en-
kelt celle-suspension fremstilledes ved at presse vavet gennem et
rustfrit stalnet.

Celle-fusion foretoges iht. den af Kohler og Milstein udviklede
metode. 1 X 108 splenocyter fusioneredes i 0,5 ml fusionsmedium in-
deholdende 35% polyethylenglycol (PEG 1000) og 5% dimethylsulfoxid
i "RPMI 1640" medium (Gibco, Grand. Island, NY) med 2 X 107
P3X63Ag8U1 myeloma-celler leveret af Dr. M. Scharff, Albert Ein-
stein College of Medicine, Bronx. NY. Disse myeloma-celler sekrete-
rer IgG1 k light kader.

B. Udvelgelse og vekst af hybridoma

Efter celle-fusion dyrkedes celler i HAT medium (hypoxanthin,
aminopterin og thymidin) ved 37°C med 5% CO2 i en fugtig atmosfe-
re. Adskillige uger senere tilsattes 40 til 100 pul supernatant fra kul-
turer indeholdende hybridomas til en tablet af 106 perifere lymfocy-
ter adskilt i E-roset positive (E+) og E-roset negative (E’) popula-
tioner, som var fremstillet ud fra blod af sunde humane donorer som
beskrevet af Mendes (J. Immunol. III:860, 1973). Pavisning af mu-
se-hybridoma-antistoffer, som binder til disse celler, bestemtes ved
indirekte immunofluorescens. Celler inkuberet med dyrknings-super-
natenter stznkedes med et fluoresceret gede-anti-muse IgG (G/M
FITC) (Meloy Laboratories, Springfield, VA, F/p = 2,5) og de fluo-
rescerende antistof-belagte celler analyseredes dernast pa cytofluo-
rograf "FC200/4800A" (Ortho Instruments, Westwood, MA) som be-
skrevet i eksempel 2. Hybridoma-kulturer indeholdende antistoffer,
der reagerede specifikt med et Tymfocyter (T-celler) udvalgtes og
klonedes to gange ved begransnings-fortyndingsmetoder i narva-
relse af fode-celler. Derefter overfgrtes klonerne intraperitonealt
ved injektion af 1 x 107 celler af en given klon (0,2 ml volumen) i
CAFl-mus, der var forbehandlet med 2,6,10,14-tetramethylpentadecan
leveret af Aldrich Chemical Company under navnet "Pristine". De
maligne ascites fra disse mus anvendtes dernast til karakterisering
af lymfocyter som beskrevet nedenfor i eksempel 2. Det pagzldende
hybrid-antistof OKT5 blev ved standardteknik pavist at vare af Ig6;
underklasse.
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Eksempel 2
Karakterisering af OKT5 reaktivitet

A. Isolering af lymfocyt-populationer

Humane perifere blod-mononuklezre celler isoleredes fra raske
frivillige donorer (alder 15-40) ved hjzlp af "Ficoll-Hypaque" densi-
tets-gradient-centrifugering (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway,
NJ) efterfulgt af teknikken beskrevet af Boyum i Scand. J. Clin.
Lab. Invest. 21 (Suppl. 97):77, (1968). Ufraktionerede mononukle-
re celler opdeltes i overflade Ig+ (B) og Ig~ (T plus nul) populatio-

ner ved hjalp af "Sephadex G-200" anti-F(ab’)2 sgjlekromatografi

som tidligere beskrevet af Chess, et al., J. Immunol. 113:1113
(1974). T-celler blev vundet ved E-rosettering af Ig~ populationen
med 5% fare-erythrocyter (Microbiological Associates, Bethesda, MD).
Den rosetterede blanding lagdeltes over Picoll- Hypaque og den vund-
ne E'-tablet behandlet med 0,155M NH4CI (10 m1 per 10 celler).
Den siledes opnaede T-celle population var mindre end 2% EAC-roset
positiv og mere end 95% E-roset positiv bestemt ved standardmetoder.
Endvidere blev den non-rosetterende Ig~ (nul-celle) population ud-
vundet fra Ficoll-interfladen. Denne sidstnzvnte population var
mindre end 5% E' og mindre end eller 1ig 2% sIg+. Overflade Ig+ (B)
populationen opniedes fra "Sephadex G- 200" kolonnen efter eluering
med normal human gamma-globulin som t1d11gere beskrevet. Denne
population var mere end 95% overflade 16t og mindre end 5% et
Normale humane makrofager opniedes fra den mononuklezre
population ved vedheftning til polystyren. Saledes resuspenderedes
mononuklezre celler i slut-kulturmedier (RPMI 1640, 2,5 mM HEPES
[4-(2-hydroxyethy1)-l-piperazinpropan-su]fonsyre] puffer, 0,5% na-
triumbicarbonat, 200 mM L-glutamin og 1% penicillin-streptomycin,
tilsat 20% varme-inaktiveret humant AB serum) ved en koncentration
pa 2 X 10 celler og inkuberedes i formstof-petriskale (100 X 20 mm)
(Falcon Tissue Culture Dish, Falcon, Oxnard, CA) ved 37°C natten
over. Efter grundig udvaskning til fjernelse af ikke vedhazftende
celler, frigjordes den vedhzftende population ved rigelig udvaskning
med koldt serum-frit medium indeholdende 2,5 mM EDTA og lejlig-
hedsvis skrabning med gummi-spidsen af stemplet for en éngangs-
sprojte. Mere end 85% af celle-populationen var i stand til at indtage
latex-partikler og havde monocytes-morfologiske egenskaber ved
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Wright-Giemsa pletning.

B. Isolering af thymocyter

Normal human thymus-kirtel opnaedes fra patienter med en alder
mellem 2 mineder og 14 &r, som var under korrektiv kardial-kirurgi.
Frisk opndede portioner af thymus-kirtlen anbragtes straks i 5% foe-
talt kalve-serum i medium "199" (Gibco) fint parteret med forceps
og saks, og tildannedes derefter til enkeltcelle-suspensioner ved
presning gennem tradnet. Cellerne lagdeltes dernazst over Ficoll-
Hypaque og spunnet og vasket som beskrevet i afsnit A ovenfor.
De sidledes opniede thymocyter var mere end 95% levende og mere
end eller 1ig 90% E-roset positiv.

C. Celle-linie

En Epstein-Barr Virus (EBV) transformeret B-celle-linie fra et
normalt individ (Laz 156) leveredes af Dr. H. Lazarus, Sidney
Farber Institute, Boston, MA.

Cytofluorografisk analyse og celledeling

Cytofluorografisk analyse af monoklonale antistoffer med alle cel-
le-populationer foretoges ved indirekte immunofluorescens med fluo-
rescein-konjugeret gede-anti-muse IgG (G/M FITC) (Meloy Laborato-
ries) under anvendelse af en cytofluorograf "FC200/4800A" (Ortho
Instruments). I korte trek behandledes 1 x 106 celler med 0,15 ml
OKT5 ved 1:500 fortynding, inkuberedes ved 4°C i 30 minutter og
vaskedes to gange. Cellerne reagerede dernzst med 0,15 ml af en
1:40 fortynding G/M FITC ved 4°C i 30 minutter, centrifugeredes
og vaskedes 3 gange. Celler analyseredes dernezst pa cytofluorogra-
fen og fluorescens-intensiteten per celle registreredes pa en impuls-
hgjde-analysator. Et tilsvarende reaktivitetsmgnster iagttoges ved en
fortynding pa 1:10.000, men yderligere fortynding bevirkede tab af
reaktivitet. Baggrundspletning opniedes ved at substituere en 0,15
ml portion 1:500 ascites fra en CAF1 mus, der var intraperitonealt
injeceret med en non-producerende hybrid klon. Reaktivitet af lymfo-
ide populationer med heste-anti-TH2 og normalt heste-IgG bestemtes
som tidligere beskrevet i de ovenfor navnte artikler af Reinherz,

et.al.
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I forspg, der var udformet til at skille T-celle delmengder,
merkedes 100 x 106 ufraktionerede T-celler med 4 ml af en 1:500
fortynding af OKT4 eller OKT5 og udvikledes med G/M FITC. OKT4 havde
tidligere vist sig at vere reaktiv iser med 55-60% af perifere blod T-
Tymphocyter, som reprasenterer de humane hjelpe delmengder. Under
anvendelse af fluorescens-aktiveret celle-sorterer (FACS-I) (Becton-
Dickinson, Mountain View, CA) deltes T-celler i OKT4* og OKT4"
delmengder samt okTs* og OKT5™ delmengder fra det samme individ.
Levedygtigheden efter sortering var mere end 95% ved Trypan-bla
eksklusion i alle tilfzlde. Renheden af alle separerede populationer var

“mere end eller 1ig 95%.

Analyse af T-celle delmengder med heste anti-TH2

~ Pé Tignende made som ovenfor anvendtes heste anti-TH2 til
separering af TH2+ og THZ' T-celler pad FACS ved at merke 60 x 10
ufraktionerede T-celler med 0,12 ml heste anti-TH2 og 0,1 ml R/H FITC
(Cappel Laboratories, Downington, PA) som tidiigere beskrevet af
Reinherz, et.al. Renhed og levedygtighed af sorterede celler Tignede de
ovenfor beskrevne sorterede populationer. FACS-sorterede T-celle
delmengder isoleret med heste anti-THz, 0KT4 eller OKT5 anbragtes i
kultur i 48 timer ved 37°C i 5% CO2 fugtig atmosfere med RPMI 1640
indeholdende 20% humant AB-serum, 1% penicillin-streptomycin, 200 mM L-
glutamin, 25 mM HEPES puffer (Microbiological Associates) og 0,5%
natriumbicarbonat. Disse kultiverede celler analyseredes dernazst som
ovenfor beskrevet pa Cytofluorografen. Baggrunds-pletning bestemtes ved
substituering af normal heste IgG for specifikt antistof og pletning som

ovenfor.

6

Funktionelle studier

A. Formeringsstudier
Den mitogene reaktion af 105 useparerede og FACS-fraktionerede

T-1ymfocyter testedes i mikrokultur for optimale doser af Concanava-
1in A (Con A) (Calbiochem, La Jolla, CA) og fytohzmagglutinin (PHA)
(Burroghs-Wellcome Company, Greenville, NC). Alloantigen proliferativ
reaktion maltes samtidig for disse samme populationer med mitomycin-
behandlet Laz 156, en EBV-transformeret human B Tymfoblastoid celle-
linie stimulus. Proliferering med tetanus-toxoid (Massachusetts




10

15

20

25

30

35

DK 154566 B

12

Department of Public Health Biological Laboratories, Boston, MA) og
faresyge-antigen (Microbiological Associates) testedes under anvendelse
af hhv. en 10 pg/ml slutkoncentration og en 1:20 fortynding. 5%
makrofager opndet pa den ovenfor beskrevne made sattes til alle
populationer ved initieringen af in vitro kulturer. Mitogen-stimulerede
kulturer impulseredes efter 4 dage med 0,2 pCi af 3H-th_ymidin (3H-TdR;
1,9 Ci/mM specifik aktivitet) (Schwarz-Mann, Division of Becton,
Dickinson, Orangeburg, NY) og udvalgtes 18 timer senere pa et "MASH II"
apparat (Microbiological Associates). 3H-TdR inkorporering maltes pa en
"packard Scintillation Counter" (Packard Instrument Company, Downer’s
Grove, IL). Baggrunds 3H-TdR-inkorporation opnidedes ved at substituere
medium for mitogen. Oplgselige og celle-overflade alloantigen kulturer
impulseredes efter 5 dage med 3H-TdR i 18 timer, udvandtes og taltes som
beskrevet ovenfor.

B. Cytotoxiske studier
Sensitiviseringskulturer for celle-medieret lymfolysis (CML) eta-

bleredes ved at anbringe ufraktionerede T-celler med mitomycin-
behandlede stimulator-celler, alle med 2 x 106 celler per ml, i et antal
mikrotiter plade-fordybninger. Efter 5 dages forlgb fraktioneredes de
ufraktionerede T-celler i OKT5™ og OKT5 T-celle delmengder pa FACS.
Disse T-celle delmengder sattes dernast til 510r natriumchromat-merkede
angrebsceller og specifik cytotoxicitet bestemtes efter 6 timers celle-
inkubation. Den procentuelle cytotoxicitet bestemtes ved hjzlp af
falgende formel:

51
51

51
51

Cr_frigjort spontant
Cr frigjort spontant

Cr frigjort ved forsgg -
Cr frigjort ved frysetdgrring -

X 100

Alle prgver foretoges in triplo og resultaterne udtryktes som
gennemsnit + standard afvigelse.

C. Con A aktivering af suppressor celler og undertrykkelse af MLC
Ufraktionerede T-celler aktiveredes med 20 pg Concanavalin A
(Con A) (Calbiochem) per 106 celler. Disse Con A behandlede celler
dyrkedes opret i vavskulturkolber med et overfladeareal pa 25 cm2
(Falcon, Oxnard, CA) i RPMI 1640 (Grand Island Biological Company)
indeholdende 20% humant AB-serum, 1% penicillin-streptomycin, 200 mM
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L-glutamin, 25 mM HEPES puffer (Microbiological Associates) og 0,5%
natriumbicarbonat i 48 timer ved 37%C i en fugtig atmosfare indeholdende
5% COZ' Ubehandlede kontrol T-celler dyrkedes pi identisk mdde, men uden
Con A. Dernest centrifungeredes cellerne, vaskedes fem gange og saties
til friske autologe responder-celler i envejs-blandet lymfocytkultur
(MLC) som ovenfor beskrevet. I undertrykkelses-forsgg tilvejebragtes
envejs-MLCér i mikrotiter-plader med rund bund (Linbro Chemical Company,
New Haven, CT) og tredobbelte fordybninger, som hver indeholdt 0,05 x
106 responder-lymfocyter (hele mononuklezre), 0,05 X 106 enten
uaktiverede eller Con A aktiverede autologe ufraktionerede eller
fraktionerede T-celler og 0,1 X 106 mitomycin-behandlede stimulerede
celler (Laz 156). Efter fem dage impulsbehandledes kulturer med 0,2 uCi
af 3H-TdR og udvandtes efter 18 timer som ovenfor beskrevet. Inhibering
i procent af MLC-formering beregnedes dernast under anvendelse af

formlen:

+
%=(1_£QL(;@_.A_) x 100
cpm

inhibering

hvori cpm Con At betegner resultaterne af 3H-TdR inkorporering i
MLC, nar der tilszttes Con A aktiverede autologe T-celler eller T-
celle delmengder, og hvori cpm betegner resultater, nar der tilsat-
tes uaktiverede autologe T-celler.

Der henvises i det fglgende til tegningen.

Figur 1 viser det pd cytofluorografen opndede fluorescens-mgnster
ofter reaktion af normale humane, perifere T-celler, B-celler, nul-
celler og makrofager med OKT5 ved 1:1000 fortynding og G/M FITC i den
gvre rekke. Til sammenligning er resultater med heste anti-TH2 vist i
den nedre rzkke.

Figur 2 viser det pd cytofluorografen opnaede fluorescens-mgnster
efter reaktion af humane thymocyter med OKTS og G/M FITC(A) og med heste
anti-THz(B).

Figur 3 viser det pd cytofluorografen opniede fluorescens-mgnster
efter reaktion af heste anti—T:H2 separerede T-celle mengder med OKTS.

Figur 4 viser det pd cytofluorografen opnaede fluorescens-mgnster .
efter reaktion af OKT4 separerede T-celle delmengder med OKTS.

Figur 5 viser den cytotoxiske kapacitet af ufraktionerede T-celler
og T-celle delmengder separeret med OKT5 efter allo-sensibilisering i
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MLC.
Som vist i den gvre razkke i figur 1 er omtrentlig 20% af den humane

perifere blod T-celle population hos et givet normalt individ reaktiv

med OKT5, mens hele mengden af B-celle, nul-celle og makrofag popula-
tioner isoleret fra samme individ, er ureaktive med OKT5. Pa tilsvarende
made reagerer heste anti-TH2 med 24% af perifere T-celler og er ogsd
ureaktiv med B-celler, nul-celler og makrofager. Det monoklonale anti-
stof er derfor karakteriseret ved, at det er reaktivt med et antigen
indeholdt pa overfladen af ca. 20% af normale humane perifere T-celler,
men ureaktivt med alle antigener pd overfladen af de tre andre ovenfor
omtalte celle-typer. Som det vil blive omtalt nedenfor, er O0KT5'-andelen
af den humane perifere T-celle inkluderet i den cytotoxiske og
suppressor T-celle delmezngde. Denne differentielle reaktivitet udger én
test ved hjelp af hvilken det omhandlede antistof OKTS kan pavises og
skelnes fra andre antistoffer.

Som vist i figur 2, er omkring 80% af normale humane thymocyter fra
et 6 maneder gammelt barn reaktive med OKT5. Tilsvarende resultater (ca.
80% reaktivitet) opniedes ved anvendelse af yderligere thymus-prgver fra
normale individer af en alder pd to méneder til 19 ar. Denne vardi er
den samme som for heste anti-THz. Reaktivitetsmgnsteret i figur 2
tilvejebringer en anden metode til pavisning af det omhandlede antistof
OKT5 og til at skelne det fra andre antistoffer.

Som vist i figur 3 reagerer det pageldende antistof med TH2+, men
ikke med THZ' T-celler. Ca. 5-10% af TH2+ deImengden reagerede ikke med
OKT5. Reaktivitetsmgnsteret i figur 3 tilvejebringer en tredje metode
ti1 pavisning af det pigzldende antistof OKT5 og til at skelne det fra
andre antistoffer.

Som vist i figur 4 reagerer 0KT4T T-celle delmengden overhovedet
ikke med OKT5. I modsztning hertil er OKT4 T-celle delmengden hoved-
sagelig okT5" (6.800 ud af 10.000 testede celler). Disse resultater
v1ser, at OKT5' delmengden af T-celler, ligesom den tidligere bestemte
TH de]mangde, er reciprok og forskellig fra okTa* de]mangden Mens
0KT4 delmengden indeholder hjzlpe T-cellerne, indeholder okTst
delmengden (1igesom TH2 delmengden) cytotoxiske og suppressor T-celler.
Dette reaktivitetsmgnster i figur 4 giver en yderligere metode til
bestemmelse af OKT5 antistof og til at skelne det fra andre antistoffer.

Figur 5 viser, at okT5t T-celle deimengden har indflydelse pa CML.
Graden af lysis, som medieres ved denne population, er stgrre end den,
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som medieres ved den ufraktionerede T-celle population. I modsztning
hertil er OKT5™ T-celle populationen minimalt lytisk. Efter aktivering i
MLC over for Laz 156 separeredes de ufraktionerede T-celler i okTs* og
OKTS  delmengder. Bade ufraktionerede og fraktionerede T-celler
analyseredes i CML over for 51Cr merkede Laz 156 mal ved forskellige
effektor:mal (E:T) forhold. oKT5" T-celle delmengderne indeholdt
effektor-populationen i celle-medieret lymfolyse. Ved et E:T forhold pa
5:1, 10:1 og 20:1 tilvejebragte oKT5" T-celle populationen hhv. 40%, 58%
og 77% specifik Tysis. Den Tytiske kapacitet af den isolerede OKTS*
delmengde var betydeligt hgjere end den ufraktionerede T-celle
populations. Ydermere tilvejebragte OKT5 T-celle populationen
betydeligt mindre lysis ved de testede E:T forhold. Ser man pa den
tidligere iagttagelse, at TH2+ T-celle delmengden i mennesket tilveje-
bringer CML, vil de foreliggende resultater stgtte den antagelse, at
TH2+ og OKT5" T-celle delmengderne definerer Tignende populationer af
funktionelt aktive T-lymfocyter. Denne differentielle cytotoxiske
kapacitet giver endnu en metode til bestemmelse af OKT5 antistof og til
at skelne det fra andre antistoffer.

Funktionelle studier foretoges pa lymfoide populationer, som var
blevet adskilt pa en fluorescens-aktiveret celle-separator (FACS).
Resultaterne af disse studier er vist i tabel (I) til (III) nedenfor og
giver yderligere basis for den tidligere beskrevne karakterisering af
det pageldende monoklonale antistof.

Ved disse studier behandledes en ufraktioneret T-celle population
med en 1:500 fortynding af OKT5 og G/M FITC og separeredes pa FACS i
O0KT5* og OKT5 -delmengder. Med renheden af de opnaede populationer givet
(mere end eller 1ig 95%) sattes 5% makrofager til de separerede
populationer fgr dyrkning in vitro. Den ufraktionerede T-celle
population og de isolerede okT5* og OKT5  T-celle delmengder
stimuleredes dernest med PHA, Con A, oplgselige antigener og allo-
antigener til bestemmelse af deres in vitro formeringsreaktioner.

Formeringsreaktionen af de ufraktionerede T-celle populationer
pi PHA og Con A er vist i tabel (I). En maksimal formeringsreaktion
hos den ufraktionerede T-celle population opnds med 1 ug per'lO6
celler med formindskede reaktioner ved 0,5 pg og 0,1 pg PHA per
106 celler. Behandling af de ufraktionerede T-celler med OKT5 og
gede-muse FITC uden efterfglgende fraktionering zndrede ikke
formeringsreaktionen. I modsetning hertil opnaedes forskelle i reaktio-
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nen pi PHA med de separerede OKT5' og OKT5™ T-celle delmengder. OKT5™
populationen reagerede pa alle doser af PHA pa tilsvarende mdde som den

‘useparerede T-celle population. Formeringsreaktionen af OKT5" celler var

imidlertid signifikant mindre ved alle testede doser af PHA. Endvidere
formerede OKTS' T-cellerne sig overhovedet ikke ved en PHA dosis pa 0,1
Lg per 106 celler, hvorimod OKT5 T-celle deimengden og de ufrak-
tionerede celler stadig reagerede. Formeringsreaktionen for disse
delmengder pa Con A var derimod ens og de to delmengder af celler kunne
ikke skelnes fra hinanden eller fra den ufraktionerede T-celle
population.

Reaktionerne pa alloantigen i MLC og pa oplgselige antigener
undersggtes dernest. Som vist i tabel (II) reagerede den ufraktionerede
T-celle population, den med OKT5 og G/M FITC behandlede ufraktionerede
T-celle population og bade oKT5" og OKT5™ T-celle delmengderne pa ens
made i MLC over for Laz 156. I modsztning hertil gav formerings-
reaktioner pa opldgselige antigener den klareste skelnen mellem disse
delmengder. I alle undersggte tilfzlde formerede OKT5" T-celle del-
mengden sig minimalt over for oplgselige antigener, tetanustoxoid og
faresyge, hvorimod OKT5 T-celle delmengden reagerede godt.

Tidligere undersggelser viste, at TH2+ populationen af T-lymfocyter
kunne induceres med Con A til at undertrykke autologe lymfocyter i MLC.
For at bestemme, om OKT5" T-celle delmengde pa tilsvarende made kunne
udtrykke suppressor-funktion, aktiveredes T-celler i 48 timer med Con A
og sorteredes dernast med OKT5 og OKT4 monokionalt antistof i bestemte
T-celle delmengder. Dernest sattes disse separerede T-celle subpopu-
lationer til autolog reagerende lymfocyter ved indledningen af MLC. Som
vist i tabel III, undertrykte med Con A aktiverede ufraktionerede T-
celler autolog celle-formering i MLC. Behandling med monoklonalt
antistof og G/M FITC ®ndrede ikke dette resultat. Selvom bade okTat og
OKTST T-celler formerede sig med Con A, virkede kun 0KT5" T-celler
undertrykkende, nar disse aktiveredes med Con A. oKkT4™ deTmengden virke-
de ikke undertrykkende Derudover virkede OKT5 subpopulationen, som

indeholder bade 0KT4 og OKT4~ TH2 subpopulationer, minimalt under-
trykkende, nar den sammenlignedes med den sterkt undertrykkende oKT5t
population.

Tabel (IV) viser sammenhzngen mellem niveauet af perifere T-celler
og T-celle delmengder og forskellige sygdomstilstande. Denne sammenhzng
kan anvendes til diagnostiske formal (fx. for at pdvise akut infektigs
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mononukleosis) ved at analysere blodprgven af et individ, som mistankes
for at have en af disse sygdomstilstande, for at bestemme niveauet af T-
celler og T-celle delmengder. De i tabel (IV) viste sammenhenge er en
anden mide, pa hvilken OKT5 antistof kan pavises og skelnes fra andre

5 antistoffer.
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Tabel 1V
Perifere T-celle niveauer ved sygdomstilstande
Sygdomstilstand Q&I§+ Q_Ii+ Q&I§+
Primer galdecirrose (2) 7 N + -
Dissemineret sclerose (fremskredet
sygdom) (8) - - N -
Myasthenia Gravis (begyndende,
ubehandlet) (3) 0 0 0
Akut transpl./vart (3) 0 til - - 0
Erhvervet agammaglobulinzmia
type 1 +
type II 0
Hyper-IgE (4) - N 0 til -
Akut infektigs mononukleose (4)* + 0 til -- ++
Hodgkins sygdom
I. og II. stadium N N
III. og IV. stadium -- N N

inden for normale granser
fraverende

over normal

meget over normal

under normal

meget under normal

++

*
disse niveauer vender tilbage til normal ca. en uge for
de kliniske symptomer forsvinder

"Tallene i parentes angiver antallet af vurderede patienter."”
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Det blev pavist, at det omhandlede antistof OKT5 hgrer til under-
klassen IgGl, som er én af de fire underklasser af muse-IgG. Disse

underklasser af immunoglobulin G afviger fra hinanden i de sikaldte

"fikserede" omrader, idet dog et antistof for et specifikt antigen vil
have et sakaldt "variabelt" omrdde, som er funktionelt identisk uanset
hvilken underklasse af immunglobulin G det tilhgrer. Det pagzldende
antistof kan anvendes til pavisning af for héj cytotoxisk eller
suppressor T-celle aktivitet ved reaktion af et T-celle preparat fra et
individ med OKT5 antistof. For hgj cytotoxisk eller suppressor T-celle
aktivitet vil blive pavist ved tilstedevarelsen af mere end 20-30% af
den totale perifere T-celle population, som reagerer med OKT5. Denne
diagnostiske teknik kan benyttes ved anvendelse af OKT5 antistof alene
eller i kombination med andre antistoffer (fx. OKT3 og 0KT4) som vist i
tabel IV. Reaktivitetsmgnstre med et udvalg af antistoffer til T-celler
og T-celle delmengder muligggr en mere ngjagtig pavisning af visse
sygdomstilstande end det ville vare muligt ved hjelp af tidligere
diagnostiske metoder.
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PATENTKRAV

1. Monoklonalt antistof af klasse IgG, KENDETEGNET ved, at det
er identisk med det monoklonale antistof, der fremstilles af hybridoma-
cellelinien ATCC nr. CRL 8013 eller 8016, og at det

.a) reagerer med mere end 90% af cytotoxiske og suppressor

TH2+ T-celler (ca. 20-30% af alle normale humane perifere
T-celler), men ikke med normale humane perifere B-celler,
nul-celler eller makrofager,

b) reagerer med ca. 80% af normale humane thymocyter,

c) ikke reagerer med THZ' T-celler eller OKT4T T-celler,

men reagerer med ca. 68% af OKT4 T-celler.

2. Fremgangsmade til fremstilling af det monoklonale antistof
ifelge krav 1, KENDETEGNET ved, at man dyrker hybridomacellelinien ATCC
nr. CRL 8013 eller 8016 in vitro i et egnet medium eller indfgrer den
intraperitonealt til mus og udvinder antistoffet fra supernatanten fra
in vitro dyrkningen eller fra maligne ascites eller serum fra musene.
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