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KIVONAT

A talalmany olyan természetes antitestek kimutatéaséara
szolgalé diagnosztikai eljérasokra vonatkozik, amelyek fel-
ismerik az emlés szervekbdl extrahdlhaté kortlbelul 14 kD
molekulatdmegii fehérjéket, melyek tumorellenes aktivitéassal
rendelkeznek, ha xenogén fajoknak adjak be OSket.

A talalmany targyat képezik tovabbad a nevezett természe-
tes antitestek tisztitott formadban és ezek alkalmazasa a

diagnosztikédban és teréapiaban.
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A taldlmany olyan természetes antitestek kimutatésara
szolgalé diagnosztikai eljarasokra vonatkozik, amelyek fel-
ismerik az emlds szervekb8l extrah&lhaté korilbelul 14 kD
molekulatdmegdi fehérjéket, melyek tumorellenes aktivitéssal
rendelkeznek, ha xenogén fajoknak adjuk be Sket.

A talalmany targyat képezik tovébba a nevezett természe-
tes antitestek tisztitott formaban és ezek alkalmazasa a
diagnosztikdban és terapiaban.

A WO 92/10197 sz. nemzetkdzi koézzétételi irat olyan
fehérje természetd anyagokat ismertet, amelyeket 4&llati
szervekbdl, killénosen majbdl, perkldérsavas é€s hiperténias
sboldatokkal torténd extrakcidval nyertek.

Az emlitett vegyliletek kozil egy kb. 14 kD molekula-
témegdt izoladltak és részlegesen szekvenaltak (MI 94001459
sz. olasz szabadalmi bejelentés), és kimutattak, hogy ez egy
féfehérje, amely felelds a megfigyelt bioldégiai sajatos-
sagokért, nevezetesen a tumorellenes hatasért és képes
megnévelni a tumor-antigéneket felismerd antitestek szamat,
amikor eltéré faju (fajtaju) 4allatoknak adjak be, mint
amelyb8l extrahalték.

Az emlitett olasz szabadalmi bejelentésben két
monoklonalis antitestet is leirtak, melyeket az European
Collection of Animal Cell Cultures (ECACC) letéteményes
szervnél (Porton Down, Salisbury, UK) 930806103 és 930806104
szamon deponalt hibridémak termelnek, és amelyek felismerik a
tumor-antigének k6zds epitdpjait és a fent emlitett,

kecskemajb6él izolalt 14 kD-os fehérjét (melyre az aladbbiakban
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UK 114-ként hivatkozunk), melyet antigénként hasznaltak a
hibridéma készitményben.

Vizsgalataink soran ugy talaltuk, hogy olyan természetes
antitestek keringenek az emlésok széruméban, amelyek
felismerik a szervekbdl (kilonésen a majbél) extrahalhatd, a
fent leirt tulajdonsdgokkal rendelkezd és a szolid humén
tumorok ko&riilbelitl 93 $-aban jelenlévd, allogén és xenogén
fehérjéket egyarant. Ezek az antitestek, melyek normalis
esetben az egészséges 4allatok vagy emberek szérumaban
alacsony titerben (<1/100) fordulnak eld, a megfeleld antigén
injektdlasaval stimul&lhatdk, és a titer jelentds megndveke-
dése &ltal a tumorsejtekkel szemben citotoxikus hatasokat
képesek elSidézni a szérumban.

A megfigyelt eredmények és a természetes anti-UK 114
antitestek jelenlétének lehetséges bemutatisatodl fiiggetlenil,
amely bemutatds irrevelans a Jjelen talélmany érvényessége
szempontjabél, a nevezett antitestek és kimutatasuk
felhasznélhaté diagnosztikai, prognosztikai és teréapiés
célokra.

A fentiek alapjan tehat a taldlmadny egy, a természetes
anti-UK 114 antitestek immunolégiai kimutatédsara szolgald
eljarasra vonatkozik. A taldlmany targyat képezik tovabbad a
tisztitott anti-UK 114 antitestek és ezek felhasznalasa a
diagnosztikaban, terapiaban és immuncitokémidban. A
természetes antitestek detektalasdra szolgdld eljarasok a
szokasosak és direkt, kompetitiv vagy "szendvics" tipusu
reakciékon alapulhatnak. Az eljarési protokollokban vagy

szilard hordozékat, vagy immunkicsapasos technikékat
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alkalmazhatunk. Az immunvizsgdlatokban felhasznalt anti-
testeket és/vagy UK 114-tipusd antigéneket jelezhetjik
alkalmasan enzimekkel (példaul az ELISA technik&khoz) vagy
radioaktiv vagy fluoreszcens vegyiilletekkel, festékekkel vagy
pigmentekkel és hasonldékkal. Az immunkomplex jelét adott
esetben a biotin-avidin rendszer segitségével felerlsit-
hetjik.

Az alkalmazott modszer és az ehhez tartozdé anyagok
kivadlasztasa a terilleten jartas szakember szémara jél ismert.

Tovabba azt taldltuk, hogy az anti-UK 114 antitestek,
melyek a WO 92/10197 szami dokumentumban leirt fehérjékkel
vagy a tisztitott UK 114 fehérjével kezelt betegek szérumdban
jelen vannak, in vitro és in vivo citotoxikus és citolitikus
aktivitast mutatnak a human tumorsejtekkel szemben. A
taladlmany targya tovabba tehdt egy citolitikus és citotoxikus
kompozicié, amely monoklonalis vagy poliklonalis antitesteket
vagy hiperimmun szérumokat tartalmaz, melyeket allatok vagy
emberek olyan fehérjékkel valé immunizéalésaval termeltiink,
melyek kecskemajbél perklérsavval extrahalhatédk és amelyeket
az ECACC-nél 930806103 vagy 93806104 deponalasi szamon
letétbe helyezett hibridémak éaltal kivalasztott monoklonédlis
antitestek felismernek.

In vivo a citotoxikus aktivitas néhény nappal az antigén
(UK 114 vagy UK iOl) beaddsa utdn egy csucsot ér el, majd az
ezt kdvetd hetekben lassan csokken. Az IgG tipusu anti-UK 114
antitest-titer, ezzel ellentétben, ELISA-modszerrel kovetve
lassanként novekszik az idé folyaman. Feltételezhetd tehat,

hogy a citotoxicitas elsé csucsa az IgM-tipusi antitesteknek
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és/vagy egyéb, eddig még nem azonositott szérum-kompo-
nenseknek tulajdonithaté.

Nyilvanvalé azoknak a moédszereknek a jelentdsége,
amelyek lehet8évé teszik az antitestek és/vagy a cito-
toxicités meghatérozasat oly médon, hogy a teripia
megfelel8en nyomon kovethetd legyen.

A taldlmany szerinti természetes vagy monoklondlis
antitesteket beadhatjuk parenterédlisan olyan dbézisban, amely
elegendé a citotoxikus hatés eléréséhez. A beadasra alkalmas
modszerek lényegében azonosak azokkal, melyek a vakcindak,
antitestek vagy hiperimmun szérumok beadésdra mar ismertek. A
jelen talalmany és az alédbbi 2-4. példak tovabbi utmutatést
nyujtanak a fent ismertetett antitestek teréapias és
diagnosztikai alkalmazésaira.

A kdvetkezd példak a taladlmény tovabbi bemutataséra

szolgéalnak.

1. példa

2,5 % SDS-t és 5 % merkapto-etanolt adtunk 100 pl
kecskemaj perklérsavas extraktumadhoz (WO 92/10197; UK 101). A
mintakat 5 percre 100 °C-ra melegitettiik, és 4 nl-t SDS-PAGE-
ban analizaltunk PHAST SYSTEM késziilékben (Pharmacia)
poliakrilamid 8/25 gradiens gél (Pharmacia) felhasznadlaséaval.
Hasonldképpen alkalmazhatunk nagyslrdségi homogén géleket is.
Az elkilénilt fehérjéket elektroforetikusan, egy Phast-
Transfer készilékkel (Pharmacia) atvittik nitrocelluldz
membranra. A membrant eléz8leg ekvilibraltuk Tris (25 mM)

glicin (192 mM) pufferrel, amelyhez 20 % metanolt adtunk. A
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futtatast 20 percen keresztil 5 V-tal (I A/cm?) kiviteleztiik.
Ezutian a membrant - az aspecifikus kdt8dés megelSzésére egy
telitési szakaszt kovetéen - a szérummal inkubaltuk a
vizsgalat alatt.

Az adott esetben JjelenlévSé antitest kotddését egy
masodik anti-hum&n Ajb-vel detektaltuk, melyet kolorimetrias,
radioimmunometrids vagy kemilumineszcens médszerek szamara

alkalmasan jeleztink.

2. példa
Enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgalatok (ELISA) UK 114

elleni antitestek kimutatasara

A vizsgalatokban az aladbbi puffereket hasznaltuk:

(A) 50 mM natrium-hidrogén-karbonat pH 8,5,

(B) 50 mM natrium-foszfat pH 7,2,

(C) 50 mM natrium-foszfat pH 7,4, 0,1% (t/tf) NaNj,

(D) 40 mM natrium-foszfat pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,02% (t/tf)
NaN3, 0,05 (tf/tf) Tween 20,

(E) 50 mM natrium-foszfat pH 7,4, 0,1% (t/tf) NaN3, 0,1%
(t/tf) BSA,

(F) 50 mM natrium-foszfat pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1% (t%tf)
NaN3, 0,5% (t/tf) BSA proteaz-mentes, 0,05% (tf/tf),

Tween 20, 0,%% (tf/tf) normadl kecske szérum.

3,5 mg UK 114 A pufferrel készitett 3,5 ml oldatat 9 ul
NHS-LC biotinnal (S.p.A., Milanc) 2 mg/ml dimetil-szulfoxid-
ban &sszekevertilk. Az elegyet 3 6ran keresztil 22 °C-on

inkubaltuk, és 24 o6ran keresztiill 4 °C-on Spectrapor 6
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dializald csében (vagasi érték 3500 D) némileg médositott B
pufferrel szemben dializé&ltuk.

A mikrotiter-lemez iiregeit bevontuk 100 pl BSA-biotinnal
(5 pg/ml C pufferben) 24 6rén &t 4 °C-on, majd mostuk és 100
pl sztreptavidinnel (5 pg/ml E pufferben) kezeltik. Egy
masodik, egy éjszakan &t tarté 4 °C-os inkubaléds utéan az
tiregeket &tmostuk, és 100 nl UK 114-biotinnal kiiloénbozé
koncentracidkban (2, 1 és 0,5 ng/ml E pufferben) 24 6ran at 4
°C-on kezeltiitk. Mosas utan az iiregeket blokkoltuk.

Bevonat nélkiili antigén {liregeket készitettink ezt
kovetéen ugyanilyen eljéaréssal, azzal az eltéréssel, hogy a
harmadik inkubaciés lépésben E puffert alkalmaztunk UK 114-
biotin oldat helyett.

A mosasi lépést tregenként 300 pl D puffer hozzdadasaval
kiviteleztik harom alkalommal. A blokkoldst 300 nl 10 %
szacharézt és kilonboéz8 blokkold szereket tartalmazé C
pufferrel valésitottuk meg: 1 % és 5 % marha szérum albumin,
1 % glicin, 1 % BSA 3 % polivinil-pirrolidonnal, 5 % normél
kecske szérum. Szobahdémérsékleten 30 perces blokkolas utan az
oldatot eltavolitottuk, és az lregeket vakuum kamréban kisza-
ritottuk, majd polietilén és aluminium félidba csomagolva 4

°C-on téaroltuk.

ELISA vizsgalat

Vizsgalat eldtt a szérummintdkat és a kontrollt 1:21
aranyban higitottuk F pufferral. A mintak és a standard
oldatok (1, 2, 4 és 8 U/ml F pufferben) 100 nl-ét hozzéaadtuk

a bevont iliregekhez és 1 6ran keresztil szobahdémérsékleten sik
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razégépen (400-500 rpm) inkubaltuk. Ezutdn az Uregeket
négyszer 300 nl D pufferral &tmostuk, ezt kdévetdéen 100 pnl
1:3000 higit&su, Stabilgen pufferben feloldott kecske anti-
human IgG tormaperoxidazzal jelzett antitestet adtunk hozza.
Egy o6réas, szobahdSmérsékleten, sik razégépen (400-500 rpm)
végzett inkubdlas utén a lemezeket mostuk, és 100 pl Blue
Star oldat (Hp0,/TMB) felhasznaldsaval kifejlesztettik.
Szobahémérsékleten (18-24 °C) 15 percig tarté inkubdlas utén
a reakciét 100 pl 1 M kénsav hozzaadasaval leallitottuk, és
az optikai strdséget (OD) egy kettds hullédmhosszusagu
fotométer segitségével 450 nm-en és referencia hullam-
hosszként 630 nm-en leolvastuk.

Azokat a mintakat, melyek OD-értéke nagyobb volt mint a
8 U/ml standard, tovabb higitottuk mielétt vizsgaltuk.

A minta koncentraciéjat a standard gorbébél kalkulaltuk.

A titer meghatarozasa immunterapias kezelésen atesett

betegekben

Az UK 101 terapiaban részesiilt betegekben mert anti-UK
114 antitest titerek kiértékelése azt mutatta, hogy a
mellrakban szenveds betegek 28 %-anal és a vastagbél tumorban
szenvedd betegek 46 %-anal az antitestvalasz magasabb, mint a
hattér érték 15 nappal az UK 101 kezelés utéan (4 szubkutén
injekcié). Az UK 101 terapia kezdetétdl szamitott 40 nap
milva az anti-UK 114 antitest titer ndvekedését a vastagbél-
6s a mellrakban szenved$ betegek 63, illetve 97 %-anal

lehetett detektalni (lasd 1. és 2. ébra).
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3. példa
Az anti-UK 114 antitestek citotoxikus hatéasa tumor

sejtvonalakon

KATO-III (gyomor karcinéma) és NICH (kissejtes tuds
karcinéma) tumor sejtvonalakat, illetve monoklonéalis
antitesttel, melyet a P3D1DII jeld hibridéma (ECACC-nél
930806103 szamon deponalva) szekretalt és anti-UK 114 (rAb)
nytil poliklonalis antitesttel végzett, kozvetett immun-
fluoreszcencia 4&ltal feliileti festésre pozitiv és negativ.
vonalakat hasznaltunk a citotoxikus vizsgalatokhoz. A
citotoxicitéast a sejtvonalakbdl felszabaduld Sler
szazalékdban adtuk meg, melyeket eltéré ideig inkubaltunk
kii1dnbsz8 koncentracidéju mAb P3D1IDII, Rb anti-UK 114 Ab vagy
a kontrollként hasznalt, nem-rokon monoklonédlis vagy
poliklondlis antitesttel, heteroldég (tengeri malac) vagy
homoldég komplement forras jelenlétében vagy tisztitott humén
monocitdk Jjelenlétében. Ugy talaltuk, hogy mind az mAb
P3D1DII, mind az anti~UK 114 rAb indukélnak, a nem-rokon
kontroll antitestek azonban nem indukdlnak a KATO-III-ban egy
komplement-fiiggé citotoxicitast, amely hiényzik, ha hdével
inaktivalunk, vagy C9 deficiens szérumot alkalmazunk
komplement-forrasként. A citotoxicitéds helyreallt, amikor a
C9 deficiens szérumot tisztitott C9-cel kiegészitettik.
Tovabbmenéen az Rb anti-UK 114 Ab indukadlt, a nem-rokon Rb Ab
azonban nem induk&lt antitest fiiggé cellularis citotoxicitast
(ADCC), amikor KATO-III-t haszndltunk célmolekulaként. Az
anti-UK 114 Ab preabszorpcibja tisztitott antigénnel

megsziintette az antitest-indukalt citotoxicitést. Ezzel
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ellentétben, sem komplement citotoxicitast sem ADCC-t nem
figyeltiink meg NICH-en. Ezek az eredmények azt sugalljék,
hogy az anti-UK 114 antitestek rendelkeznek egy potencidlis
komplementaritassal és antitest-sejt fiiggdé citotoxicitéssal a
tumor sejtvonalakkal szemben, melyek az UK 114 antigént a

feliiletilkén expresszaljak.

4. példa
Az anti-UK 114 antitestek in vivo citotoxicitasa csupasz
egereken human tumor sejtvonalak xenograf implantacidval

torténd bevitele utan

Csupasz egerekbe s.c. 1 x 106 HT29 human colon
adenokarcinéma sejteket implantdltunk. Nyolc oraval késSbb az
egerek a daganatos oldalon kaptak egy 0,2 ml anti-UK 114 nyuil
hiperimmun (1/12 titer) szérum injekciét, melyet nyulak UK
114 immunizalasaval nyertiink. A kezelést a beadas uténi 7.,
11., 14., 18., 21. és 25. napon megismételtik. Az egerek egy
masik csoportjat hasonlé médon kezeltik olyan tumoros
betegekb&él nyert szérumokkal, akik klinikailag valaszoltak az
UK 114 kezelésre és anti-UK 114 Ab-t termeltek.

A kontroll csoport csak hordozét kapott. A kezelt
csoportok az élettartam megndvekedésében statisztikus
szignifikanciat mutattak és csokkent a tumor megjelenése. A
tumor lappangasi ideje szintén figyelemreméltbéan meg-
hosszabodott a kezelt csoportokban a kontroll csoporthoz
viszonyitva. A példa eredményeit, melyeket nydl szérummal és

human szérummal kaptunk, az alédbbi 1. tablazatban kozoljik.
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1. tébléazat

Kezelés Tumor megje- Latencia Tilélés
lenése _ (nap) (nap)
Kontroll 12/12 9 30

Nyuil anti-UK

114 szérum 2/12 28 84

Hum&n anti-UK

114 szérum 5/20 23 67
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras természetes antitestek immunolégiai
kimutatésara, melyek felismernek egy emlds szervekbél
extrahalhat6, az ECACC-nél 930806103 vagy 93806104 deponalasi
szamon letétbe helyezett hibridéméak altal szekretéalt
monoklonalis antitestek &ltal felismert fehérjét és a human
szolid tumorok kb. 93 %$-&ban jelen vannak, azzal jellemezve,
hogy kimutatunk egy, az emlitett antitestek és az emlitett -

adott esetben jelzett - fehérjék kozotti immunkomplexet.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az immunkomplexet egy masodik jelzett anti-species

antitesttel mutatjuk ki.

3. Természetes antitestek, melyek felismerik az emlés
szervekb&l extrahalhatdé, az ECACC-nél 930806103 vagy 93806104
deponéléasi szamon letétbe helyezett hibridémék altal
szekretdlt monoklonalis antitestek &altal felismert fehérjéket

és a human szolid tumorok kb. 93 %-&ban jelen vannak.

4. Citotoxikus kompozicidk, azzal jellemezve, hogy é&llatok
vagy emberek immunizalasaval termelt antitesteket vagy
hiperimmun szérumokat tartalmaznak, ahol kecskemajbdl
perklérsavval extrahadlhatdé és az ECACC-nél 930806103 vagy

93806104 depondlasi szamon letétbe helyezett hibridémak &ltal
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szekretalt monoklondlis antitestek altal felismert
fehérjékkel immunizélunk.
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Anti-UK 114 antitest-ndvekedés colon karcinomaban
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