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Aan adenocarcinoom gerelateerde nieuwe antigene determinanten en daar-

voor specifieke antilichamen, werkwljzem voor de bereiding ervan en

daarbij behorende reagenssystemen.

De uitvinding heeft betrekking op aan adenocarcinoom gerelateerde
nieuwe antigene determinanten, op daarvoor gpecifieke antilichamen en
op werkwijzen voor de diagnose van menselijke adenocarcinomen, die zijn
gebaseerd op het aantonen van deze antigene determinanten in biologi-
sche vloeistoffen, in weefselextraktem of -delen (coupes) en in vivo
aan de tumorcellen of -massa's.

De uitvinding heeft tevens betrekking op de toepassing van speci-
fieke antilichamen in de theraple van adenocarcinomen voor het overdra-
gen van anti-tumor-geneesmiddelen of andere cytotoxische middelen naar
de turmorcellen of -massa's.

Het is bekend, dat het in het geval van pathologische tumorver-
schijnselen mogelijk is met deze pathologische verschijnselen geassocli-
eerde stoffen te isoleren ult de turmormassa's als zodanig of uit de
biologische vlceistoffen. Veel van deze stoffen bezitten vaker antigene
eigenschappen bij dieren dan bij de mens; een aantal ervan, die in het
algemeen "tumor markers” worden gencemd, zijn oncofoetale antigenen. De
aanwezigheld van een antigeen, waarvan is bepaald dat het in hoofdzaak
is geassocieerd met adenocarcinoom, en in het bijzonder met de metasta-
sen ervan, is aangetoond door Gold c.s., J. Expt. Med. 121: 439-462
(1965). Dit antigeen, dat bekend is als carcinoémbryonaal antigeen
(CEA) kan zowel in biologische vloeistoffen als in weefselextrakten of
~delen worden bepaald door diverse bekende methodologie&n, die bijvoor-
beeld zijn beschreven in de Amerikaanse octrooischriften 3.663.684 en
3.697.638; Ann. of Clin. and Lab. Science &4, 5, 357, 1974; Clin. Chenm.
19, 10, 1973; Cancer 34:1504-1509, 1974; Clin. Res. 19:143, 1971; Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 64:161-167, 1969; Cancer 37:62-81, 1976; Scand. J.
Tmmunol., Vol. 7 Suppl. 6, 1978; Cancer 45:1243-1247, 1980; en J. Natl.
Cancer Inst. 57, 1, 1976.

Uit de talrijke onderzoekingen op dit gebied met inbegrip van bij-
voorbeeld die volgens de bovengenoemde literatuurplaatsen, 1is echter de
zeer geringe specificiteit van CEA gebleken, aangezien deze nlet alleen
is aangetoond in het geval van tumorale ziekteverschijnselen maar ook
bij aanwezigheid van andere, dat wil zeggen niet~tumorale, ziektever-
schijnselen zoals bijvoorbeeld vele degeneratieve ontstekingsprocessen
en zelfs bij gezonde domors. Bovendien hebben biochemische onderzoekin-

gen [Urba R., .Alpert E., Isselbacher K.J., Proc. Natl. Acad. Sci.
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U.S.A. 72, 4602-6 (1975)] verschillen aangetoond tussen uit verschil-
lende laboratoria afkomstig CEA, met bijgevolg verschillende klinische
resultaten, verkregen onder toepassing van dezelfde technieken met ma-
terialen van verschillende oorsprong.

Gevonden werd nu, dat het mogelijk is ult menselijke adenocarci-
noom-metastasen alsmede uit alle menselijke adenocarcinomen, bijvcor-
beeld maag-, borst- en schildklier-adenocarcinomen, antigene determi-
nanten (K), die "specifiek" voor adenocarcinoom zijn, en antigene de-
terminanten (Pk), die "geassocieerd” zijn met de K-determinanten op
het adenocarcinoom te verkrijgen. Hoewel de antigene determinanten Pk
een zeer sterke kruisreactie vertonen met de antigene determinanten
(P"), die aanwezig zijn in plasma of serum van normale donors, verto-
nen de antigene determinanten K geen enkele kruisreactie met de antige-
ne determinanten P2. Het mengsel van deze antigene determinanten K en
pk

aal, dat vroeger bekend was als CEA.

en wellicht van enige andere onbekende antigenen, is het materi-

Volgens de uitvinding worden onder toepassing van de bovengenoemde

k en PP speci-

antigene determinanten K en antigene determinanten P
fieke antilichamen anti-K, anti-Pk en anti-p% verkregen.

De toepassing van de antigene determinanten K en Pk en van de
daarvoor specifieke antilichamen anti-K respectievelijk ant1-P* voor
de bekende immunologische methoden, zoals bijvoorbeeld de radioimmuno-
proef, enzymimmunoproef, immunofluorescentie, immunoluminescentie en
vele anderen maakt het mogelijk uitsluitend die antigene determinanten
K op te sporen en te meten, die specifiek zijn voor het adenocarcinoom
zonder dat storing optreedt, die afkomstig is van de antigene determi-
nanten P® van het normale plasma of serum, of, desgewenst die antige-
ne determinanten Pk, die geassocieerd zijn met de determinanten K op
het adenocarcinoom. De bovengenoemde bepaling kan kwalitatief, kwanti-
tatief of semi-kwantitatief worden uitgevoerd.

Derhalve verschaft de onderhavige uitvinding een verbeterde werk-~
wijze voor de diagnose van menselijk adenocarcinoom door de bepaling
van aan adenocarcinoom gerelateerd antigeen materiaal, hetzij in een
van een menselijke patient genomen monster, bijvoorbeeld in vitro aan
biologische vloeistoffen of weefselextrakten of -delen, of in vivo aan
de tumorcellen of -massa's, waarbij de werkwijze wordt gekenmerkt door-
dat door middel van specifieke anti-K of anti-pk antilichamen uit-
sluitend die antigene determinanten K worden bepaald, die specifiek
zijn voor adenocarcinoom zonder de antigene determinanten PR van de

normale cellen aan te tonmen of respectievelijk, die antigene determi-

303871

N




10

15

20

25

30

35

40

3
nanten Pk, die geassocieerd zijn met de K-determinanten op het adeno-
carcinoom. Zo worden onjuiste positieve resultaten verminderd.

De uitdrukking “antigene determinanten K" duidt antigene determi-
nanten aan, die, zoals reeds is vermeld, specifiek zijn voor het adeno-—
carcinoom en die, omdat ze geen kruisreactie vertonen met de antigeme
determinanten P® van de normale cellen, alleen worden herkend door
voor deze determinanten specifieke antilichamen, dat wil zeggen anti-K
antilichamen: deze definitie omvat elk antigeen mengsel CEA, waarin de
van de antigene determinanten K verschillende antigene determinanten
geheel of in aanzienlijke mate zijn verwijderd.

De uitdrukking "antigene determinanten Pk" duldt antigene deter-
minanten aan, die aanwezig zljn op de adenocarcincomcellen in "associa-
tie" met, dat wil zeggen samen met, de voor het adenocarcinoom speci-
fieke antigene determinanten K, waarbij, zoals reeds 1s vermeld, deze
antigene determinanten Pk kruisreactie vertonen met de antigene de-
terminanten P! van de normale cellen: deze definitie omvat elk anti-

k

geen mengsel CEA, waarin de van de antigene determinanten P~ ver=

schillende antigene determinanten geheel of in aanzienlijke mate zijn
verwijderd.

De antigene determinanten P® zijn, zoals reeds 1s vermeld, anti-
gene determinanten die aanwezig zijn in het normale plasma of serumm en
die kruisreactie vertonen met de antigene determinanten pk.

Fen anti~K antilichaam is ofwel een antilichaam, dat is verkregen
door immuniseren van dieren met de bovengenoemde antigene K-determinan-
ten ofwel elk anti~CEA antilichaam (dat wil zeggen het antilichaam dat
is verkregen door immuniseren van dieren met het CEA), dat op zodanige
wijze is gemodificeerd, dat de antilichaamplaatsen die verschillen van
de anti-K antilichaamplaatsen daarin geheel of in aanzienlijke mate
zljn verzadigd door antigene determinanten die daarvoor specifiek
zijn.

Op soortgelijke wijze is een anti~Pk antilichaam ofwel een anti-
lichaam, dat is verkregen door immuniseren van dieren met de bovenge-
noemde antigene determinanten PK ofwel elk anti-CEA antlilichaam, dat
op zodanige wijze is gewijzigd dat de antilichaamplaatsen, die ver=
schillen van de anti-Pk antilichaamplaatsen daarin geheel of in aan-
zienlijke mate zijn verzadigd door daarvoor specifieke antigene deter-
minanten.

In deze beschrijving duidt de uitdrukking "antilichaam”™ zowel im-
munoglobulinen als brokstukken van immunoglobuline aan en met deze ult-

drukking kan ook het overeenkomstige serum worden bedoeld.
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De uitdrukking "antilichaam" betekent een polyclonaal antilichaam,
tenzij anders wordt aangegeven; wanneer een monoclonaal lichaam wordt
bedoeld, wordt dit .aangegeven.

Volgens de onderhavige uitvinding worden twee alternatieve werk-
wijzen verschaft voor het bereiden van de anti-K antilichamen, die spe-
cifiek zijn voor de antigene determinanten X.

Volgens de ene werkwijze worden anti-K antilichamen verkregen door
absorberen van antilichamen, die worden geproduceerd tegen een mengsel
van antigene determinanten K en PX net antigene determinanten P% of
Pk teneinde de immunologische bindingsplaatsen Pk op deze antili-
chamen te verzadigen.

Volgens de andere werkwijze worden anti-K antilichamen verkregen
door:

1) immuniseren van dieren met antigene determinanten P? of P voor
het vormen van anti-P® of anti-Pk antilichamen;

2) zulveren van een mengsel van antigene determinanten X en PX door
middel van de anti-P® of anti-Pk antilichamen, die volgens 1)
zijn gevormd, onder verkrijging van antigene determinanten K; en

3) immuniseren van dieren met antigene determinanten K, die zijn ver-
kregen volgens 2).

De uitvinding omvat behalve de twee anti-K specifieke antilicha-
men, die volgens de bovenbeschreven twee alternatieve werkwijzen worden
verkregen, ook de antigene determinanten K, die volgens trap 2) van de
op de tweede plaats beschreven werkwijze zijn geproduceerd em verder de
antigene determinanten PX en P? en de daarvoor specifieke anti-Pk
en anti-p? antilichamen, die bij de bovenbeschreven werkwijzen be-
trokken zijn.

Ook de gemerkte vormen, bijvoorbeeld radiocactief gemerkte, met en-
zym gemerkte of door fluorescentie gemerkte vormen, van de bovengenoem=

k en P® en van de overeenkomstige an-

de antigene determinanten K, P
ti-k, anti—Pk en anti-P" antilichamen worden door de onderhavige
uitvinding omvat.

Volgens de eerste bovenbeschreven werkwijze voor het bereiden van
de anti-K antilichamen wordt een mengsel van de antigene determinanten
K en PX geInjecteerd in een dier, bijvoorbeeld een geit, schaap of
konijn, volgens de gebruikelijke en bekende immunisatie-voorschriften,
bijvoorbeeld in de vorm van een emulsie in Freund's adjuvants, voor het
vormen van anti-K/Pk antiserum. Dit wordt gewonnen door aftappen van
bloed van het dier volgens gebruikelijke technieken en wordt vervolgens

geabsorbeerd, bijvoorbeeld door incubatie, met antigene determinanten
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P2 of PX. De incubatie wordt in het algemeen ultgevoerd bij een
temperatuur tussen kamertemperatuur en ongeveer 50°C, bij voorkeur bi]
ongeveer 37°C, gedurende een periode van 1 - 5 dagen, bij voorkeur ge-
durende ongeveer 3 dagen. In plaats van de antigeme determinanten P%
kan normaal menselijk plasma worden gebruikt aangezien, zoals reeds is
vermeld, normaal menselijk plasma antigene determinanten P? bevat. Er
kan bijvoorbeeld 0,1 ml geiteserum gedurende 3 dagen bij 37°C worden
geTncubeerd met 324 van een PBS-oplossing, die antigene determinanten
PR of Pk bevat in een concentratie van ongeveer 50 J/ml of ander-
z1ijds met ongeveer 50 ml normaal menselijk plasma. Aan het eind van de
incubatie wordt het materiaal gecentrifugeerd en wordt de bovenstaande
vloeistof als zodanig gebruikt of, eventueel na verdere verdunnings/-
zuiverings/stabilisatiebehandelingen als het anti-K specifieke antili-
chaam gebruilkt.

Volgens de tweede bavenbeschreven werkwl jze voor het bereiden van
de anti-K antilichamen of antisera worden antigene determinanten P2
of Pk bijvoorbeeld in de vorm van een emulsie in Freund's adjuvants
in een dier, bijvoorbeeld een geit, schaap of konijn geInjecteerd,
waarbij het gebruikelijke immunisatievoorschrift wordt gevolgd, waarbij
anti-P® of anti-PX antiserum wordt gevormd, dat ook op gebruikelij-
ke wijze wordt gewonnen door aftappen van bloed van het dier.

Tmmunoglobulinen worden desgewenst volgens bekende voorschriften

ult het antiserum geéxtraheerd.

De zuivering van het mengsel van antigene determinanten K en Pk

door middel van anti-P® of anti-p¥ antilichamen, wat de antigene
determinanten K oplevert, kan volgens bekende werkwijzen worden ultge-
voerd. Een nuttige techniek kan bijvoorbeeld de {immunoaffiniteit~ (of
bioabsorptie-) chromatografie zijn, die is gebaseerd op de immunologi-
sche reactie van een antigeen en een aan een inerte drager gebonden an-
tilichaam.

Zo wordt bijvoorbeeld een oplossing, bijvoorbeeld een PBS-oplos-
sing, van het mengsel van antigenen K en Pk gedlueerd door een hars,
bijvoorbeeld Sepharose 4B\, waaraan anti-P? of anti-Pk antili-
chamen gebonden zijn. De antigene determinanten K worden zo gewonnen in
de niet-gebonden fraktie.

Anti-K antiserum wordt vervolgens gevormd door de zo verkregen an-
tigene determinanten K te injecteren in een dier, bijvoorbeeld van de
boven aangegeven soort, onder toepassing van gebruikelijke voorschrif-
ten, bijvoorbeeld de bovenbeschreven voorschriften.

Het mengsel van de antigene determinanten K en Pk, dat volgens
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de bovenbeschreven werkwijzen voor het bereiden van anti-K antilichamen
wordt gebruikt, wordt verkregen door extraktie uiﬁ primair of metasta-
tisch adenocarcinoomweefsel, bijvoorbeeld ulit hepatische metastasen, of
uit biologische vloeistoffen van patienten met ardenocarcinoom.

De ‘extraktie kan volgens bekende voorschriften worden uitgevoerd
en, indien ardenocarcinoomweefsels worden gebruikt, moeten deze vooraf
worden gehomogeniseerd: in het algemeen wordt homogenisering verkrégen
met X Press (LKB).

De extraktie kan vervolgens worden uitgevoerd met elk geschikt op-
losmiddel, bij voorkeur een oplosmiddel voor glycoproteine, dat bij-
voorbeeld perchloorzuur, trichloorazijnzuur, fosforwolfraamzuur; een
alkalimetaalhalogenide, bijvoorbeeld kaliumchloride; mengsels van fenol
en ethanol; neutrale, kationogene of anionogene detergentia zoals bij-
voorbeeld SDS, DOC, CPC, Triton X 100, Nonidet P4g en dergelijke,
bevat.

Bij voorkeur wordt het extraktie-oplosmiddel in hetzelfde volume
als het volume van het gehomogeniseerde produkt of de biologische
vloeistof gebruikt en dit oplosmiddel is bij voorkeur een gecouncen-
treerd zuur, bijvoorbeeld met een concentratie van ongaveer 0,5 n tot
ongeveer 2 n. Perchloorzuur van ongeveer 2 n 1s een extraktie-oplosmid-
del, dat bijzonder de voorkeur verdient. Elke temperatuur beneden ka-
mertemperatuur is geschikt voor het extraktieproces, hoewel een tempe-
ratuur van bijvoorbeeld ongeveer 4°C in het algemeen de voorkeur ver-
dient. De extraktietijden variéren in het algemeen van ongeveer 10 mi-
nuten tot ongeveer een uur.

Na de extraktie wordt het precipitaat afgefiltreerd of gecentrifu-
geerd en kan de bovenstaande vloeistof worden gedialyseerd en gezui-
verd. Er kunnen veel zuiveringssystemen worden aangepast, gebaseerd op
verschillende principes. Zo kunnen bijvoorbeeld op grond van elektri-
sche ladingsverschillen ionenuitwisselingsharsen voor de zuivering wor-
den gebruikt, bijvoorbeeld DEAE Sephadex®, Sephacel of CM cel-
lulose of QAE Sephadex(:>of sp Sephadex(:> op basis van verschillen
in het molecuulgewicht en het hydrodynamische volume kunnen chromato-
grafietechniekenen, zoals bijvoorbeeld gelfiltratie- en hoge-druk-
vloelstofchromatografie worden toegepast.

Een grotere zuiverheidsgraad kan worden verkregen op basis van de
verschillen in de elektroforetische migratie en in het iso-elektrische
punt: derhalve kunnen elektroforetische technieken worden toegepast,
zoals bijvoorbeeld preparatieve elektroforese op een inerte drager,

bijvoorbeeld Sephadex<:>, polyacrylamidegel en dergelijke, of iso-
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7
elektrisch focusseren op een plaat of in een kolom.

Op basis van het glycidinegehalte ervan kan desgewenst een verdere
mate van zuivering worden verkregen door het toepassen van verschillen-
de lecitinen, die aan harsen gebonden zijn, bijvoorbeeld Sepharose
4B.

De bij de bovenbeschreven werkwijzen voor het bereiden van anti-K
antilichamen te gebruiken antigene determinanten P? kunnen volgens
gebruikelijke extraktie- en zuiveringsvoorschriften worden verkregen
uit normaal menselijk plasma.

Zo kan bijvoorbeeld normaal menselijk plasma worden geéxtraheerd
met bijvoorbeeld een gelijk volume van perchloorzuur of met enig ander
geschikt oplosmiddel, zoals bijvoorbeeld een van de boven aangegeven
oplosmiddelen voor de extraktie van het K/}?k antigene mengsel uit
adenocarcinoomweefsels; er kan ook een overeenkomstige extraktietempe-
ratuur en -tijd worden toegepast. Het extraktieprodukt kan vervolgens
op gebruikelijke wijze worden gedialyseerd en volgens bekende technie-~
ken worden gezuiverd, bijvoorbeeld door immunoaffiniteit met voor de
Pl-determinanten specifieke antilichamen, bijvoorbeeld door immunoaf~
finiteit-chromatografie tegen anti—K/Pk antilichamen of tegen an-
ti-Pk antilichamen of tegen anti-PT antilichamen. De antigene de-
terminanten PT worden zo aan de antilichamen gebonden en worden ver-
volgens volgens bekende methoden daarvan losgemaakt, bijvoorbeeld door
toepassing van thiocyanaat of ureum of propionzuur volgens gebrulkelij-
ke voorschriften [J.W. Eveleigh, D.E. Levy, J. of Solid Phase Bioche~
mistry, 2, 45, 1977].

De antigene determinanten Pk, die desgewenst ook bij de boven-
vermelde werkwijzen voor het bereiden van anti-K antilichamen betrokken
kunnen zijn, kunnen bijvoorbeeld worden verkregen ult het mengsel van
de antigene determinanten X en Pk, Dit mengsel, dat bijvoorbeeld op
de bovenbeschreven wijze uit adenocarcinoomweefsels is geéxtraheerd,
kan bijvoorbeeld worden onderworpen aan bioabsorptiechromatografie,
bijvoorbeeld door elueren van een oplossing daarvan, bijvoorbeeld een
PBS-oplossing, door een hars, bijvoorbeeld Sepharose 48, dat daar-
aan gebonden anti-P® antilichamen bevat.

De antigene determinanten Pk worden tengevolge van de kruisreac-
tie ervan met de antigene determinanten ) gebonden aan de hars, die
de anti-P antilichamen bevat, en vervolgens daaruit op gebrulkelijke
wijze losgemaakt, bijvoorbeeld met behulp van thiocyanaat of urewm vol-
gens gebruikelijke voorschriften, zoals boven 1is aangegeven.

De gehalten of zuiveringsgraad van het antigene materiaal, dat wil
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zeggen de antigene determinanten K, PX en P en de antigene meng-
sels K/Pk, worden radio-immunologisch of immunochemisch op basis van
de immunologische activiteit K en pX of p0 ervan volgens gebruike-
lijke methoden gecontroleerd. Zo kan bijvoorbeeld een radio-immunolo-
gische controle van het gehalte aan determinant K van een antigeen ma-
teriaal worden uitgevoerd door meting van de door dit materiaal veroor-
zZaakte remming tegen de bindingscapaiciteit van een RIA 1251k &>

anti-K systeem. Analoge controle tegen een RIA 1251-Pk€—9

anti-Pk

systeem of, respectievelijk tegen een RIA 1251-pP
&> anti-P" systeem, maakt het mogelijk het gehalte aan Pk res-
pectievelijk P van een antigeen materiaal vast te stellen.

k antilichamen worden volgens

De anti-P" antilichamen en anti-P
de bekende immunisatietechnieken verkregen, bijvoorbeeld dezelfde tech-
nieken die eerder zijn beschreven voor het verkrijgen van anti-K/Pk
antiserum en antilichamen.

Volgens de uitvinding kunnen monoclonale anti-K, anti-Pk en an-
t1-P? antilichamen worden gevormd tegen een afzonderlijke antigene
determinant X, pK of P volgens de bekende voorschriften, die het
algemeen worden gebruikt voor het bereiden van monoclonale antilicha-
men, bijvoorbeeld de bekende hybridoma-techniek, die bijvoorbeeld wordt
beschreven door Kohler C. en Milstein C. in Nature 256, 495-497, 1975.
Volgens de ultvinding kan elke bekende methode voor de bepaling van een
antigeen, bijvoorbeeld elke immunotestmethode, bijvoorbeeld de radio-
immunotest (RIA), enzymimmunotest (EIA), immunofluorescentie, immunolu-
minescentie, immunodiffusie of immunoelektroforese worden toegepast
voor het kwalitatief of kwantitatief bepalen van de voor adenocarcinoom
specifieke antigene determinanten K of desgewenst de antigene determi-

k die geassocieerd zijn met de determinanten K op het adeno-~

nanten P
carcinoom.

De toepassing van &&n of meer van de antigene determinanten K,
P en antigeen mengsel K/Pk, al dan niet in de gemerkte vorm, en
van de overeenkomstige al dan niet gemerkte antilichamen bij elk van de
bovenvermelde bekende methoden maakt een vroege diagnose van die bij
mensen voorkomende tumorale ziekteverschijnselen, die bekend zijn als
adenocarcinomen, mogelijk.

Een gemerkt(e) antigeen, antigene determinant, antigeen mengsel of
antilichaam is een antigeen, antigene determinant, antigeen mengsel of
antilichaam dat op elke mogelijke wijze kan zijn gemerkt: het systeem

voor het merken kan bijvoorbeeld een radioisotoop, een enzym of een

40 fluorescerende of luminescerende stof omvatten. Voor het merken kan elk
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bekend en gebruikelijk voorschrift, bijvoorbeeld voor het merken van
antigenen, worden gevolgd.

Voor het merken met bijvoorbeeld 1251 of 1311 radioiso-
topen kunnen de Chloramine T of Lactoperoxidase (LPO) technieken (Na-
ture 194, 495, 1962 respectievelijk Bioch. Bioph. Acta 251, 363, 1971),
of modificaties daarvan worden gevolgd; anderzijds kan het Bolton en
Hunter reagens (Biochem. J. 133, 529, 1973] worden toegepast.

Voor het merken met bijvoorbeeld een enzym kunnen de in FEBS Let-
ter 95, 311, 1978 of in J. Histochem. Cytochem. 22, 1084, 1974 beschre-
ven technieken wordem gevolgd.

Wanneer een radioimmunotest (RIA) methode wordt toegepast voor de
diagnose van het adenmocarcinoom kan elke bekende RIA-techniek (zie bij-
voorbeeld Clin. Chem. 19: 146, 1973) worden toegepast. Zo kunnen bij-
voorbeeld de voor adenocarcinoom specifieke antigene determinanten K of
de daarmee geassocieerde antigene determinanten Pk op het adenocarci-
noom kwantitatief worden bepaald in bijvoorbeeld een biologische vloei-
stof of een weefselextrakt door ze te laten concurreren met een bekende
hoeveelheid van met een radioisotoop gemerkte, bijvoorbeeld met radio-
actief 1251 of 1311 gejodeerde antigene determinanten K res-
pectievelijk PK of een antigeen mengsel K/PX, voor de reactie met
een beperkte hoeveelheid anti-K respectievelijk anti-Pk antilichamen.
De concurrentiereactie kan op gebruikelijke wijze worden uitgevoerd,
bijvoorbeeld door incubatie bij een temperatuur van ongeveer 4°C tot
ongeveer 40°C, bij voorkeur bij kamertemperatuur, gedurende een tijd
van ongeveer 6 - 90 uren, bij voorkeur gedurende ongeveer 15 - 16
uren.

De aan de antilichamen gebonden antigene fraktie wordt vervolgens
van de niet-gebonden fraktie afgescheiden en de radioactiviteit wordt
gemeten in de gebonden en/of niet-gebonden fraktie.

De scheiding van de gebonden antigene fraktie van de niet-gebonden
fraktie kan voigens bekende methoden worden uitgevoerd, bijvoorbeeld
onder toepassing van antilichamen, die specifiek zijn voor de immuno-
globulinen van de soort waaruit de eerste antilichamen, dat wil zeggen
anti-K of anti-Pk antilichamen, afkomstig zijn. De radioactiviteit in
de gebonden en niet-gebonden fraktie kan worden bepaald met behulp van
een standaardkromme onder toepassing van bijvoorbeeld een standaard K
of standaard PX of door direkt meten van de mogelijke daling van de
bindingscapaciteit van de met radioisotoop gemerkte K of pX of K/Pk
met de anti-K of anti-Pk antilichamen en zo is bijvoorbeeld een ver-

mindering van de radio~activiteit, gemeten aan de gebonden fraktie,
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evenredig met de cpncentratie van K of Pk van het monster.

Wanneer een enzymimmunotestmethode wordt toegepast voor de diagno-
se van adenocarcinoom kan elke bekende immunologische methode onder .
toepassing van een enzymlabel worden toegepast, bijvoorbeeld de in J.
Immunology 109, 129, 1972 beschreven methoden.

Ofschoon veel enzymen met succes kunnen worden toegepast als la-
bel,‘zijn met bijzondere voorkeur toegepaste enzymen bijvoorbeeld per-
oxldase, B-galactosidase, alkalisch fosfatase en glucoseoxidase.

Zo kunnen bijvoorbeeld volgens een mogelijke enzymimmunotestmetho-
de de antigene determinanten K of Pk van een monster ult biologische
vloceistoffen of weefselextrakten kwantitatief worden bepaald volgens
een EIA-methode van het “sandwich"-type, waarbij men het monster laat
reageren, bijvoorbeeld door incubatie, met anti-K respectievelijk anti-
pk antilichamen, die chemisch zijn gebonden of passief zijn geabsor-
beerd aan een vaste drager, bijvoorbeeld polystyreenparels. Na het ver-
wijderen van de overmaat reagens door wassen worden met enzym gemerkte
anti-K respectievelijk anti-Pk antilichamen toegevoegd, zoals bij-
voorbeeld met B-galactosidase gemerkte antilichamen, die zijn verkregen
volgens het in FEBS lLetters 95, 311-313, 1978 beschreven voorschrift.
Vervolgens wordt na wassen het geschikte enzymsubstraat toegevoegd,
bijvoorbeeld o-nitrofenyl-galactopyranoside indien B-galactosidase als
enzymlabel wordt gebruikt, en de ontwikkelde kleur wordt gemeten, waar-
bij de intensiteit daarvan evenredig is met de concentratie van de an-
tigene determinanten K respectievelijk Pk in het monster.

Voor de histochemische toepassing kan elke bekende immunohistoche-
mische methode (Human Pathology 12, 590-596, 1981) worden gebrulkt voor
het bepalen vana de aanwezigheid van antigene determinanten K of Pk
op de histologische preparaten door middel van anti-K of anti-p¥ spe-
cifieke antilichamen volgens de uitvinding. De histologische bepaling
kan volgens gebruikelijke voorschriften worden uitgevoerd aan bevroren
of op gebruikelijke wijze gefixeerde en ingesloten weefselcoupes.

Zo kunnen bijvoorbeeld weefselcoupes bij kamertemperatuur in een

water bevattende buffer worden geincubeerd met anti-K respectievelijk

k anti-

anti--Pk antilichamen, zodat de anti~K respectievelijk anti-P
lichamen zullen hechten op de plaatsen, waar de antigene determinanten
K respectievelijk pk aanwezlg zijn. De gefixeerde antilichamen worden
vervolgens aangetoond door daarop volgende reactie, bijvoorbeeld incu-
batie, met gemerkte antilichamen, die specifiek zijn voor de immunoglo-
bulinen van de soort, waaruit de eerste anti-K of anti-Pk antilicha~

men afkomstig zijn.
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De genoemde gemerkte antilichamen kunnen volgens bekende voor-
schriften worden bereid onder toepassing van bekende labels zoals bij-
voorbeeld emzymen, bijvoorbeeld peroxidase, B-galactosidase, alkalisch
fosfatase, glucose~oxidase, enzym-anti-enzymcomplexen, bijvoorbeeld het
PAP peroxidase-antiperoxidasecomplex; fluorescerende moleculen, bij-
voorbeeld fluorescelen of rhodamine; of Biotin-Avidin-systemen, waarbi j
Avidin zelf wordt gebonden aan een enzym of een fluorescerende stof,
bijvoorbeeld van het bovengenoemde type.

Uit de uiteindelijke microscopische analyse van het histologische
preparaat zullen de plaatsen blijken, waar de onderzochte antigene de-
terminanten K of Pk aanwezig zijn: er zullen fluorescerende plaatsen
worden waargenomen wanneer een fluorescerende merkstof 1is gebruikt,
terwijl gekleurde plaatsen zullen worden waargenomen wanneer een enzym=
label en een daarvoor specifiek chromogeen substraat bij de bepaling
worden gebruikt.

Een bijzonder nuttig systeem voor het histochemisch aantonen van
antigene determinanten K of Pk op weefselcoupes omvat het B-galacto-
sidase-enzym als het label en een indolyl-galactoside, bijvoorbeeld
5-broom=4-chloor-indolyl-galactoside, als het enzymatische chromogene
substraat: voor een dergelijke bepaling kan bijvoorbeeld de immuno-ga-
lactosidasetechniek worden gevolgd, die bijvoorbeeld is beschreven in
Histochemistry 76, 153-158, 1982.

Zoals reeds is vermeld kunnen echter behalve de bovenbeschreven
{immunotestmethoden alle andere immunologische methoden volgens de uit-
vinding worden toegepast voor het aantonen van de aanwezigheid van voor
adenocarcinoom specifieke antigene determinanten K of geassocleerde an-
tigene determinanten Pk in biologische vloeistoffen of weefselextrak-
ten of -delen (coupes).

Zoals ook reeds is vermeld verschaft de uitvinding behalve werk-
wijzen voor de diagnose van het menselijke ardenmocarcinoom ook reagens=
systemen voor het ultvoeren van de genoemde methoden.

Ofschoon verschillende reagenssystemen worden verschaft voor ver=
schillende analytische methoden, bevat een reagenssysteem voor het aan-
tonen van de antigene determinanten K altijd als wezenlijke component
een anti-K specifiek antilichaam en een reagenssysteem voor het aanto-
nen van de antigene determinanten PX bevat als wezenlijke component
een anti-Pk antilichaam. Elk van de genoemde reagenssystemen bevat
bovendien andere componenten, die in elk reagenssysteem verschillend
kunnen zijn, afhankelijk van de analytische methode, waarvoor het rea-

genssysteem is bedoeld en deze aanvullende componenten kunnen bijvoor-
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beeld worden gekozen ult gemerkte antigene determinanten K of Pk, ge-
nerkte antigene mengsels K/Pk, gemerkte anti-K of anti-Pk antili-
chamen of gemerkte antilichamen, die specifiek zijn voor de immunoglo-
bulinen van de soort, waaruit de genoemde anti-K of anti-"Pk antili-
chamen afkomstig zijm.

Verder kunnen eventueel andere componenten aanwezig zijm in het
door de uitvinding verschafte reagenssysteem, zoals bijvoorbeeld een
"bound~-free" scheidingssysteem, controlemiddelen, standaardstoffen,
bufferstoffen, stabiliseermiddelen, antimicrobidle middelen, oppervlak-
actieve stoffen, enzymsubstraten en activeermiddelen.

Zo kan bijvoorbeeld voor een radioimmunotestmethode voor het op—-
sporen van de antigene determinanten K of PX in biologische vloei-
stoffen of weefselextrakten volgens de bovenbeschreven RIA-methode als
toepasbaar reagenssyteem een samenstel omvatten, dat in hoofdzaak om-

vat:

k antilichaam;

1) anti-K respectievelijk anti-P

2) met rédioisotoop gemerkte antigene determinanten K respectievelijk
Pk of anderzijds een met radioisotoop gemerkt antigeen mengseel
K/P%;

3) controlemiddelen; en

4) buffers.

Het bovenbeschreven samenstel kan bovendien een tweede antilichaam
bevatten, dat specifiek is voor de immunoglobulinen van de soort, waar—
in het anti-K respectievelijk anti-PK antilichaam van de component 1)
gevormd is, en eventueel oppervlak-actieve stoffen en/of stabiliseer-
middelen of antimicrobiéle middelen.

De met radioisotoop gemerkte K of Pk of K/PK van compounent 2)
van het samenstel van bijvoorbeeld met 1251 of 1351 radioiso-
toop gemerkt K of Pk of x/Pk zijn.

De controlemiddelen 3) omvatten ten minste &&n negatief controle-
middel en &&n positief controlemiddel en de buffers 4) kunnen elke buf-
fer omvatten, die bijvoorbeeld een pH tussen ongeveer 6,5 en ongeveer 8
bezit, bij voorkeur ongeveer 7,2.

Oppervlak-actieve stoffen kunnen bijvoorbeeld Tween 20 of 80, No-
nidet P4p, Triton X100 en dergelijke zijn.

Stabiliseermiddelen kunnen bijvoorbeeld runderserum, albumine, ge-
latine en dergelijke zijn.

Een antimicrobieel middel kan bijvoorbeeld natriumazide zijn.

Buffers kunnen bijvoorbeeld fosfaatbuffers zijn, die eventueel

zijn gemengd met anorganische zouten zoals bijvoorbeeld natriumchlori-
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Volgens een bijzondere voorkeurs-uitvoeringsvorm bevat een samen-

stel voor de RIA-bepaling van antigene determinanten K of Pk:

1Y)

een anti-K of anti--Pk antilichaam, gevormd uit geiten, op geschik-

te wijze verdund in een mengsel van

- fosfaatbuffer met een pH tussen ongeveer 6,5 en ongeveer 8, bij
voorkeur ongeveer 7,2, en een concentratie tussen ongeveer 20 mmo-
lair en ongeveer 150 mmolair, bij voorkeur ongeveer 70 mmolair;

- patriumchloride in een molaire concentratie tussen ongeveer 20
mmolair en ongeveer 150 mmolair, bij voorkeur omgeveer 70 mmo-
laix;

- EDTA-dinatriumzout in een concentratie tussen ongeveer 25 mmolailr
en ongeveer 50 mmolair, bij voorkeur ongeveer 3 mmolair;

~ patriumazide in een molaire concentratie tussen ongeveer 15 mmo-
lair en ongeveer 50 mmolair, bij voorkeur ongeveer 31 mmolair, en

- normaal geiteserum in een concentratie tussen ongeveer 0,05Z en

ongeveer 0,5%, bij voorkeur ongeveer 0,1%Z (volume/volume);

2) een referentiebuffer (te gebruiken voor het bepalen van de maximale

3)

5)

6)

bindingscapaciteit van het antilichaam ¢ met radiocisotoop ge-

merkt antigeensysteem) omvattende:

- fosfaatbuffer met een pH tussen ongeveer 6,5 en ongeveer 8, bij
voorkeur ongeveer 7,2 en een concentratie tussen ongeveer 20 mmo-
lair en ongeveer 150 mmolair, bij voorkeur ongeveer 70 mmolair;

- patriumchloride in een concentratie tussen ongeveer 20 mmolair en
ongeveer 150 mmolair, bij voorkeur ongeveer 70 mmolair;

- natriumazide in een concentratie tussen ongeveer 15 mmolair emn
ongeveer 50 mmolair, bij voorkeur ongeveer 31 mmolair; en

- runderserumalbumine in een concentratie tusgsen oungeveer 0,17 en
ongeveer 1%, bij voorkeur ongeveer 0,4% (gewicht/volume);

een radioisotoop bevattende merker, omvattende:

met de radioisotoop 1251 gejodeerde antigene determinanten K of

P of antigeen mengsel K/Pk, zodanig verdund in de referentie-

buffer 2) dat een concentratie van 1,5 ng/ml met een specifieke ac-

tiviteit van ongeveer 60 mCi/mg aanwezig is;

een precipiterend antiserum anti-geit-immunoglobulinen, op geschikte

wijze verdund in de referentiebuffer 2);

een negatieve controle: menselijk plasma, dat negatief 1s ten op-

zichte van de test, dat wil zeggen normaal menselljk plasma; en

een positieve controle: menselijk plasma, dat positief is tem op~

zichte van de test, dat wil zeggen menselijk plasma van een patient
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met adenocarcinoom of normaal menselijk plasma, waaraan een bekende

k of antigeen mengsel

hoeveelheid antigene determinanten K of P
k/PK 1g toegevoegd.

Voor een enzymimmunotestmethode voor de bepaling van de antigene
determinanten K of PX in biologische vloeistoffen of weefselextrakten
volgens het EIA-~voorschrift van het "sandwich"-type, dat boven is be-
schreven, kan een reagenssysteem worden toegepast, dat bijvoorbeeld in
hoofdzaak bevat:

1) aan een vaste fase gebonden anti-K respectieveliijk Pk antilicha-
méﬁ;

2) met enzym geconjugeerde anti-K respectievelijk anti-Pk antilicha-
men;

3) een enzymatisch substraat;

4) controlemiddelen; en

5) buffers.

Het bovenbeschreven reagenssysteem kan bovendien andere componen=
ten bevatten, zoals bijvoorbeeld een blokkeermiddel voor de enzymati-
sche reactie en verder, zoals reeds is vermeld, oppervlak-actieve stof-
fen, stabiliseermiddelen, antimicrobiéle middelen, enzym-activeermidde=~
len en dergelijke.

De anti-K of anti-PX antilichamen van de component 1) kunnen
bijvoorbeeld worden geabsorbeerd op polystyreenparels.

De enzymconjugaat-component 2) kan bijvoorbeeld anti~K of anti-
pk antilichamen omvatten, die volgens bekende voorschriften, zoals
eerder in deze beschrijving zijn vermeld, zijn geconjugeerd met het
B-galactosidase=-enzym.

De enzymatische substraatcomponent 3) kan bijvoorbeeld elk chromo=
geen substraat zijn, dat specifiek 1s voor het enzym van de component
2); indien B-galactosidase als enzym wordt gebruikt, kan een geschikt
chromogeen substraat bijvoorbeeld o-nitrofenylgalactopyranoside zijn.

De controlemiddelen 4) en buffers 5) kunnen hetzelfde zijn als in
het bovenstaande is aangegeven voor het RIA~samenstel.

Het eventuele blokkeermiddel voor de enzymatische reactie kan bij-
voorbeeld in geval B-galactosidase als enzym wordt gebruikt een alkali-
metaalcarbonaat, bijvoorbeeld natriumcarbonaat zijn.

Volgens een bijzondere voorkeurs-uitvoeringsvorm omvat een samen-—
stel voor de bovenbeschreven EIA-bepaling van het "sandwich"~type van
de antigene determinanten X of pk;

k

1) anti-K respectievelijk anti-P" antilichamen, geabsorbeerd op poly-

styreenparels;
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een buffer als verdunningsmiddel, die bevat:

- een fosfaatbuffer met een pH tussen ongeveer 6,5 en ongeveer 8,
bij voorkeur ongeveer 7,2, en een concentratie tussen ongeveer 50
mmolair en ongeveer 150 mmolair, bij voorkeur ongeveer 70 mmo-
lair;

- natriumchloride in een concentratie tussen ongeveer 50 mmolair en
ongeveer 150 mmolair, bij voorkeur ongeveer 70 mmolair;

- pnatriumazide in een concentratie tussen ongeveer 15 mmolair em om-
geveer 50 mmolair, bij voorkeur ongeveer 31 mmolair; en

- runderalbumine in een concentratie tussen ongeveer 0,5% en onge-
veer 3%, bij voorkeur ongeveer 1% (gewicht/volume);

met B-galactosidase geconjugeerde anti-K regspectievelljk anti-Pk

antilichamen, op geschikte wijze verdund in buffer 2);

een enzymatisch substraat, dat bevat:

- o-nitro-fenylgalactopyranoside in een concentratie tussen ongeveer
2 mmolair en ongeveer 4 mmolair, bij voorkeur ongeveer 2,3 mmo-
lair; en

- een fosfaatbuffer met een pH tussen ongeveer 6,5 en ongeveer 8,
bij voorkeur ongeveer 7,2 en met een concentratie tussen ongeveer
10 mmolair en ongeveer 30 mmolair, bij voorkeur ongeveer 15 mmo-
lair;

een blokkeermiddel voor de enzymatische reactie, dat natriumcarbo-

naat in een concentratie tussen ongeveer 0,25 molair en ongeveer 2

molair, bij voorkeur ongeveer 1 molair bevat;

een negatieve controle: menselijk plasma, dat negatief is tem op-

zichte van de test, dat wil zeggen normaal menselijk plasma; en

een positieve controle: menselijk plasma, dat positief is ten op-

zichte van de test, dat wil zeggen menselijk plasma van een patient

met adenocarcinoom of normaal menselijk plasma, waaraan een bekende

k

hoeveelheid antigenme determinanten K of P~ of antigeen mengsel

K/Pk is toegevoegd.

Voor de histochemische bepaling van antigene determinanten K of

PX aan weefselcoupes volgens het bovenbeschreven voorschrift kan een

bruikbaar reagenssysteem bijvoorbeeld een samenstel omvatten, dat in

hoofdzaak bevat:

1Y)
2)

anti-K respectievelijk anti--Pk antilichamen;
met enzym gemerkte antilichamen, die specifiek zijn voor de immuno-
globulinen van de soort, waarin de anti-K respectievelijk anti-P

antilichamen van de compoment 1) zijn gevormd;

40 3) een enzymatisch substraat, en
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wijderen van eventueel storende aspecifieke interakties, een contrast-
kleurmiddel (voor de kermen) en verder, zoals reeds is vermeld, opper-
vlak-actieve stoffen, stabiliseermiddelen, antimicrobiéle middelen, en-
zym~activeermiddelen en dergelijke.

In het bovenbeschreven reagenssysteem kunnen de anti-K of anti-
pk antilichamen bijvoorbeeld afkomstig zijn van geiten en dan zullen
de antilichamen van de component 2) anti-geit-immunoglobuline-antili-
chamen 2zijn en bijvoorbeeld worden gevormd in ezels.

De met enzym gemerkte antilichamen van de component 2) kunnen bij-
voorbeeld met 8-galactosidase gemerkte antilichamen zijn, die worden
verkregen volgens bekende technieken, zoals reeds eerder is vermeld.

De enzymatische substraatcomponent 3) kan elk substraat zijn, dat
specifiek is voor het enzym van de component 2) en dat in staat 1s een
gekleurd en onoplosbaar produkt te geven door de inwerking van het en-
zym: indien S-galactosidase als enzym wordt gebrulkt, kan een toepas-
baar chromogeen substraat bijvoorbeeld een indolyl-galactoside, in het
bijzonder 5-broom-4-chloor-indolyl-galactoside zijn.

De buffers kunnen bijvoorbeeld fosfaat- of Tris-buffers met een pH
tussen ongeveer 6,5 en ongeveer 8, bij voorkeur ongeveer 7,3 zijn.

Het blokkeermiddel, dat eventueel vereist is voor het verwijderen
van storende materialen uit aspecifieke wisselwerkingen, kan bijvoor-
beeld normaal ezelserum zijn voor het geval dat de antilichamen van de
component 2) afkomstig zijn van ezels.

Het contrast-kleurmiddel kan bijvoorbeeld carminezuur bevatten.

Volgens een bijzondere voorkeurs-ultvoeringsvorm bevat een samen-
stel voor de histochemische bepaling van antigene determinanten K of
pk

1) een wasbuffer, omvattende

aan weefselcoupes:

= tris- of fosfaatbuffer met een pH tussen ongeveer 5,5 en ongeveer
8, bij voorkeur ongeveer 7,3 en een concentratie tussen ongeveer 5
mnolair en ongeveer 100 mmolair, bij voorkeur ongeveer 10 mmolair;
en

- natriumchloride in een concentratie tussen ongeveer 50 mmolair en
ongeveer 200 mmolair, bij voorkeur ongeveer 150 mmolair;

2) een blokkerende buffer, die dezelfde componenten omvat van de was-
buffer volgens 1) en bovendien normaal ezelserum in een concentratie

tussen ongeveer 1% en ongeveer 5%, bij voorkeur ongeveer 3% (volu-

-y s
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me/volume);
3) anti-K respectievelijk anti-Pk antilichamen, gevormd in geiten, op
geschikte wijze verdund in de bovengenocemde buffer 1);
4) met B-galactosidase geconjugeerde anti-geit-immunoglobuline-antili-
chamen, gevormd in ezels, op geschikte wijze verdund in de bovenbe-
schreven buffer 1);

5) een enzymatisch substraat, dat bevat:

- een fosfaatbuffer met een pH tussen ongeveer 7 en ongeveer 8, bij
voorkeur ongeveer 7,4, en een concentratie tussen ongeveer 5 mmo-
lair en ongeveer 50 mmolair, bij voorkeur ongeveer 10 mmolair;

- patriumchloride in een concentratie tussen ongeveer 5 mmolair em
ongeveer 50 mmolair, bij voorkeur ongeveer 10 mmolair;

- magnesiumchloride in een concentratie tussen ongeveer 0,1 mmolair
en ongeveer 2 mmolair, bij voorkeur ongeveer 1 mmolair;

- 5-broom-4-chloor-indolylgalactoside in een concentratie tussen on-
geveer 0,5 mmolair en ongeveer 5 mmolair, bij voorkeur ongeveer 1
mmolair;

- kaliumhexacyanoferraat(II) in een concentratie tussen ongeveer 3
mmolair en ongeveer 10 mmolair, bij voorkeur ongeveer 6 mmolair;
en

- kaliumhexacyanoferraat(III) in een concentratie tussen ongeveer 3
mmolair en ongeveer 10 mmolair, bij voorkeur ongeveer 6 mmolair;

6) een contrast-kleurmiddel, dat bevat:

- carminezuur in een concentratie (gewicht/volume) tussen ongeveer 1
g/l en ongeveer 10 g/1, bij voorkeur ongeveer 2,5 g/l; en

-~ aluminiumkaliumsulfaat in een concentratie tussen ongeveer 25 mmo-
lair en ongeveer 150 mmolair, bij voorkeur ongeveer 50 mmolair.

In de bovenbeschreven uitvoeringsvormen van de reagenssystemen
volgens de ultvinding geven de vermelde concentraties de concentraties
per liter aan, waarin elke component in een voor het uitvoeren van de
test gebruikte oplossing of mengsel aanwezig is.

De toepassing van de volgens de uitvinding verschafte reagens-
systemen bij de bekende analytische methoden voor de bepaling van anti-
genen met inbegrip van de vloeistoffase-immunotestmethoden en de vaste
fase-immunotestmethoden en histochemische bepalingen maakt het mogelijk
op relevante wijze de mogelijkheid van de diagnostiek van het menselijk
adenocarcinoom te verbeteren.

De mogelijkheid van het volgens de uitvinding opsporen van alleen
die antigene determinanten (K), die specifiek zijn voor het adenocarci-

noom zonder dat storing optreedt, afkomstig van de antigene determinan-
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ten P" of anderzijds die antigene detarminanten (Pk), die zijn ge-
associeerd met de determinanten K op het adenocarcinoom, kan diagnosti-
sche resultaten opleveren die beter zijn dan de resultaten die worden
verkregen met de bekende, in de handel verkrijgbare samenstellen voor
de CEA-test; met de methoden en reagentia volgens de uitvinding wordt
inderdaad een aanzienlijk lager aantal onjuiste positieve bepalingen
waargenomen .

De resultaten, verkregen uit experimenten, uitgevoerd met de me-
thoden en reagentia volgens de uitvinding aan talrijke gevallen van
niet-neoplastische pathologische verschijnselen, met inbegrip van vele
degeneratieve ontstekingsverschijnselen en tevens van neoplastische pa~
thologische verschijnselen, werden gekemmerkt door percentages van on-
juiste positieve bepalingen respectievelijk onjuiste negatieve bepalin-
gen die lager zijn dan de percentages, die worden waargenomen in de ge-
vallen, waarin de bekende samenstellen voor CEA onder toepassing van
anti-CEA antilichamen (bijvoorbeeld de CEA Roche-test en het Liso-phase
CEA-samenstel) worden gebruikt.

In het bijzonder wanneer vergelijkende experimenten werden uitge-
voerd door analyse van histologische preparaten met de reagentia vol-
gens de uitvinding en met in de handel verkrijghbare samenstellen, bij~
voorbeeld DAKO PAP KIT en IMMULOK HISTO SET, werd waargenomen dat, hoe-
wel de bekende samenstellen ook bij een aantal normale cellen positieve
reacties gaven met een bijzonder grote fout, bijvoorbeeld in het geval
van de analyse van beenmergweefsels, werden met de reagentia volgens de
uitvinding uitsluitend metastatische cellen van adenocarcinoom aange-
toond met in het geheel geen onjuiste positieve resultaten, dat wil
zeggen zonder enige positieve kleuring van de normale cellen, bijvoor-
beeld granulocyten, hetgeen een duidelijke tegenstelling vormt met de
voor de vergelijking gebruikte in de handel verkrijgbare samenstellen.

De nieuwe, hetzij polyclonale hetzij monoclonale anti-K antilicha-
men of anderzijds anti-Pk antilichamen, die volgens de uitvinding
worden verschaft, alsmede anti-K of anti-Pk antilichaamfragmenten,
bijvoorbeeld Fab' of F(ab')y~fragmenten kunnen als merkers worden ge=
bruikt, bijvoorbeeld in de nucleaire geneeskunde en radioimmunochemie.
Derhalve kunnen bijvoorbeeld de bovengenoemde antilichamen of antili-
chaamfragmenten worden gemerkt met radioisotopenm, bijvoorbeeld
1311, en de zo verkregen merkers kunnen in het menselijk lichaam
worden geinjecteerd om eventuele adenocarcinoomcellen of -massa's te
visualiseren en lokaliseren. Het visualiseren van de merker kan worden

uitgevoerd volgens bekende methoden onder toepassing van speciale in-
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strumenten, bijvoorbeeld door J~camera-aftasting.

Een andere toepassing van de nieuwe, hetzij polyclonale hetzij mo-
noclonale anti-K antilichamen of anti-Pk antilichamen of fragmenten
daarvan, die volgens de uitvinding worden verschaft, is voor de thera-
ple van adenocarcinomen bij de mens. De mogelijkheid van de toepassing
van anti-K antilichamen respectievelijk anti-Pk antilichamen, die in
gtaat zijn uitsluitend de adenocarcinoomcellen te herkennen zonder de
normale cellen te herkennen, maakt het mogelijk een chemotherapie voor
tumors te verwezenlijken, die specifiek en uitsluitend op de tumormas=
sa's is gericht.

Voor deze toepassing kunnen de bovengenoemde nieuwe antilichamen
of antilichaamfragmenten worden geconjugeerd met anti-tumorgeneesmidde-
len of andere cytotoxische middelen en in de patient wrden geinjec—
teerd, zodat het geneesmiddel of het cytotoxische middel door de anti-
lichaamdrager alleen naar de tumorcellen of -massa's wordt overge-
bracht.

Anti-tumorgeneesaiddelen kunnen bijvoorbeeld zijn daunorubicine,
doxorubicine, epirubicine en methotrexaat.

Een cytotoxisch middel kan bijvoorbeeld ricine zijn.

Het conjugeren van het anti-tumorgeneesmiddel of cytotoxisch mid-
del, bijvoorbeeld een van de bovengenoemde middelen, met een polyclo-
naal of monoclonaal anti-K of anti-Pk antilichaam volgens de uitvin-
ding kan volgens bekende methoden worden uitgevoerd, bijvoorbeeld de
methoden die worden beschreven in J. Immun. Methods 59, 129-143
(1983).

De conjugaten van een anti-tumorgeneesmiddel of cytotoxisch mid-
del, bijvoorbeeld een van de bovengenoemde middelen, en een polyclo=
naal- of monoclonaal anti-K of anti-Pk antilichaam maken deel uit van
de uitvinding.

Derhalve verschaft de uitvinding ook een verbeterde werkwl jze voor
een specifieke en gerichte chemotherapie van adenocarcinoom bij de
mens, waarbij de invloed van het geneesmiddel uitsluitend op de tumor-
cellen wordt uitgeoefend en de normale cellen in het geheel aniet op na-
delige wijze door het geneesmiddel worden beinvloed.

In deze beschrijving betekenen de afkortingen EDTA, Tris, PBS,
PEG, HPLC, IgC, mCi, DEAE, SDS, DOC, CPC, ethyleendiamino-tetra-azijn-
zuur, tris-(hydroxymethyl)-aminomethaan, met fosfaat gebufferde zoutop-
lossing, polyethyleenglycol, hoge—druk-vloeistof-chromatografie, immu-
noglobuline(n), milliCurie, diethylaminoethylcellulose, natriumdesoxy-

cholaat en cetylpyridiniumchloride.
In de volgende voorbeelden wordt de ultvinding nader toegelicht.

L -
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Voorbeeld T.

Hepatische metastasen van‘colon-adenocarcinoom (100 g) werden ge-
durende 24 uren bij -80°C bevroren en vervolgens onder hoge druk geho-
mogeniseerd onder toepassing van een "X-press LKB"=-inrichting. Het ge-
homogeniseerde materiaal werd opgenomen met 3 volumedelen van een 0,025
M oplossing van saccharose in water en vervolgens werd daaraan een ge-
1ijk volume 2 n HClO4 toegevoegd. Na centrifugeren (10.000 x g x 20
minuten bij 4°C) en dialyse van de bovenstaande vloeistof tegen gedes~
tilleerd water werd onder roeren bij 4°C gedurende 24 uren een precipi-
tatie uitgevoerd met 3 M KCl. Het mengsel werd opnieuw gecentrifugeerd
(100.000 x g x 1 uur bij 4°C) en de bovenstaande vloeistof werd vervol-
gens gedialyseerd tegen een 0,005 M fosfaatbuffer van pH 6,75.

Het extrakt werd door RIA gecontroleerd op basis van de geprodu-
ceerde remming van de bindingscapaciteit van een 1251-1 ¢
anti-K of 1251-K/Pk'6-> anti-K RIA systeem en vervolgens ge-
chromatografeerd over een kolom (1,6 x 5 cm) met DEAE~cellulose, die
tevoren was ge€quilibreerd met een 0,005 M fosfaatbuffer met een pH van
6,75. Elutles werden achtereenvolgens uitgevoerd met eem 0,025 M fos-
faatbuffer met een pH van 6,75 (40 ml), een 0,05 M fosfaatbuffer met
een pH van 6,75 (40 ml) en vervolgens met een 0,1 M fosfaatbuffer met
een pH van 6,75 (40 ml). Elke geélueerde fraktie werd, zoals hierboven
aangegeven, gecontroleerd door middel van RIA en vervolgens geconcen-
treerd tot 5 ml. De frakties van 0,025 M en 0,05 m werden verder gezui-
verd door gelfiltratie (4 ml/uur) over een kolom (§ 1,6 cm, hoogte 100
cm) met Sephadex G 200, die was gebufferd op pH 4,65 met een op-
lossing in water van 0,05 M NaH3PO4 en 0,9% NaCl. Op deze wijze
werden twee pieken ge@lueerd en elke piek werd opnieuw gecontroleerd
door middel van RIA, zoals boven is aangegeven, en tevens met een
1251-Pk'(-—) anti-l’k systeem teneinde de antigene activi-~
teitswaarden van K en PX te bepalen. Er werd bevestigd, dat beide

k waren, waarbij

pieken een mengsel van antigene determinanten K en P
de concentratie van K in de eerste piek hoger was dan in de tweede
piek.

Voorbeeld II.

Normaal menselijk plasma (5 1) werd gecentrifugeerd (5000 x g x 15

minuten bij 4°C) en vervolgens werd de bovenstaande vloeistof gedéxtra-
heerd met een gelijke volumehoeveelheid 1,2 n HCl0Q4.

Het extrakt werd gedurende 24 uren gedialyseerd tegen stromend wa=~
ter en vervolgens nogmaals gedurende 24 uren tegen tweemaal gedestil-

leerd water. Na 10~ tot 20-voudige concentratie door "Amicon-~cel” en
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dialyse tegen PBS met een pH van 7,2 werd 0,5-2's Tween 80 aan het ex-
trakt toegevoegd (om niet-specifieke wisselwerkingen te vermijden) en
het extrakt werd vervolgens gechromatografeerd over een bioabsorptieko=
lom met Sepharose 4B, waarin zich aan de hars gebonden'anti-Pn
antilichamen bevonden.

De fraktie, die tijdens het elutieproces aan het hars werd gebon-
den (antigene determinanten P1) werd vervolgens van de hars zelf los-
gemaakt door middel van een 3M PBS oplossing van ammoniumthiocyanaat
volgens de in J. of Solid-Phase Biochemistry 2, 45, 1977 beschreven me-
thode.

het verkregen produkt werd gedialyseerd tegen gedestilleerd water
en tegen PBS met een pH van 7,2 en vervolgens door RIA gecontroleerd
door meting van de inhibitie van de bindingscapaciteit van een
1257-p2 ¢ anti-P® RIA-systeem.

Er werd vastgesteld dat het produkt antigeme determinanten PP in
een concentratie van 50 J/ml bevatte, bepaald volgens de Lowry-metho-
de.

Voorbeeld III.
Fen PBS-oplossing met een pH van 7,2, die Tween 80 (0,5-Z's) en

het antigene mengsel K/Ek (1 mg/ml), verkregen in voorbeeld I (eerste

geélueerde piek) bevatte, werd gechromatografeerd over een bioabsorp-

tiekolom met Sepharose 48, waarin zich antika antilichamen be-
vonden.

De niet-gebonden fraktie, die antigene determinanten K bevatte,
werd tot een klein volume geconcentreerd en door RIA gecontroleerd door
meting van de inhibitie van de bindingscapaciteit van een 1251
&> anti~-K RIA-systeem.

Zo werd bevestigd, dat de niet-gebonden fraktie antigene determi-
panten K in een concentratie van 0,1 mg/ml in het PBS-Tween-mengsel be-
vatte.

De gebonden fraktie, dat wil zeggen de fraktie, die werd gebonden
aan de anti-Pk antilichamen van de kolom, werd losgemaakt door elutie
met een 3 M PBS-oplossing van ammoniumthiocyanaat volgens het in voor-
beeld II beschreven voorschrift.

Het eluaat werd vervolgens gedialyseerd tegen tweemaal gedestil-
leerd water en vervolgens tegen PBS en het gehalte ervan werd gecontro-

leerd door RIA op basis van de inhibitie van de bindingscapaciteit van

 een 125I-PK<-$anti-Pk RIA-systeem. Zo werd bevestligd dat

de ge¥lueerde fraktie antigene determinanten Pk in een concentratie

van 0,15 mg/ml bevatte.
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Het bovenbeschreven voorschrift werd herhaald onder toepassing van
een bioabsorptiekolom met SepharoseC> 4B, waarin zich anti-PT an-
tilichamen bevonden. Tijdens de elutie van het antigene mengsel K./Pk
werden de antigene determinanten door kruisreactie san de anti-P" an-
tilichamen van de kolom gebonden en dit werd bewezen door het feit dat
de antigene determinanten Pk in een concentratie van 0,15 mg/ml ult
de gebonden fraktie werden gewonnen. De controle van het gehalte aan
Pk werd opnieuw uitgevoerd door RIA, zoals boven wordt beschreven,
aan de hand van een 1251-Pk'<ﬁ)anti-Pk RIA-gysteem.

Voorbeeld IV.

Een PBS-oplossing van het volgens voorbeeld I verkregen antigene
mengsel K/Pk werd in een concentratie van 1 mg/ml ge¥mulgeerd met een
gelijk volume van een suspensie van Freund's compleet adjuvans. Het
verkregen mengsel werd gebruikt voor 4 subcutane injecties op 4 ver-
schillende plaatsen van de rug van een‘Tibetaanse geit. De injecties
werden driemaal herhaald met tussenpozen van 15 dagen. Na de derde in-
jectie werd de immunologische respons onderzocht: van het dier werd
bloed afgetapt en de titer van serum werd als volgt gecontroleerd: ver-
dunningsreeksen van het serum werden gedurenede &&n nacht bij 37°C ge-
incubeerd met 100 ul van een PBS-oplossing, die 1,5 ng/ml van de met
1251 a1s radioisotoop gejodeerde antigene determinanten K of vol-
gens een ander voorschrift met 1251 als radioisotoop gejodeerd an-~
tigeen mengsel k/PF bevatte.

Na de incubatie werden 0,1 ml van een 1/10 PBS-oplossing van anti-
geit~immunoglobulinen, gevormd in konijnen, en 0,1 ml van een 1/1000
PBS-oplogsing van normaal gelteserum toegevoegd. Het mengsel werd ver-
volgens gecentrifugeerd (5000 x g x 15' bij 4°C), de bovenstaande -
vloeistof werd verwijderd en de radioactiviteit werd aan het precipi-
taat gemeten met een gamma-teller. Het titer van het antiserum werd be-
rekend als de verdunning van antilichaam, die in staat was tot het bin-
den van 50% van de totale hoeveelheid gemerkt antigeen. Het verkregen
anti-K/P antiserum bleek een gemiddelde titer van 1/50.000 te bezit-
ten.

Volgens analoge methoden maar onder toepassing van antigene deter=
minanten K of antlgene determinanten Pk, verkregen volgens voorbeeld
III, of antigene determinanten PQ, verkregen volgens voorbeeld II in
plaats van het antigene mengsel K/Pk werden anti-K antiserum, anti-

PX antiserwm respectievelijk anti-P® antiserum verkregen.

Voorbeeld V.

Het in voorbeeld IV verkregen ant:i-K/Pk antiserum (1 ml) werd
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behandeld met een 14-%Z's PEG 6000 oplossing in 0,1 M Veronal-buffer met
een pH van 8,6 (9 ml).

Het verkregen precipitaat werd opgenomen met de minimale hoeveel-
heid 0,02 M fosfaatbuffer met een pH van 8 en gezulverd over DEAE-cel-
lulose.

De in de uitgangsbuffer geélueerde eiwitten (5 ml) werden weer ge-
precipiteerd met 20-%'s PEG 6000-oplossing in 0,1 M Veronal-buffer met
een pH van 8,6 (45 ml). Het precipitaat werd opgenomen met PBS en
0,5-%'s Tween 80 (1 ml) en verder gezulverd over een bioabsorptiekolom

met Sephadex 4B, waarin zich antigenen K/Pk in gebonden toestand

bevonden.
De anti-K/Pk immunoglobulinen, die aan de kolom gebonden bleven,

werden vervolgens verwijderd door elutie met ammoniumthiocyanaat vol-
gens het in voorbeeld II beschreven voorschrift, wat anti—K/Pk antl-
lichamen opleverde. Volgens een analoge methode werden uitgaande van de
anti-K, anti-Pk en anti-P" antisera, verkregen in voorbeeld IV, an-
ti-K, anti-}?k respectievelljk anti~-P® antilichamen verkregen.

Voorbeeld VI.

Het volgens het voorschrift van voorbeeld IV verkregen anti-K/Pk
antiserum (0,1 ml) werd gedurende 24 urem bij 37°C gelncubeerd met nor-
maal menselijk plasma (8 ml) en het mengsel werd gecentrifugeerd (5000
x g x 15" bij 4°C). Elke hoeveelheid van 0,1 ml van de bovenstaande
vloceistof werd opnieuw gedurende 24 uren bij 37°C geIncubeerd met 4 ml
normaal menselijk plasma en opnieuw gecentrifugeerd onder de hierboven
aangegeven omstandigheden.

De bovenstaande vloeistof werd afgescheiden en de immunologische
activitelt ervan werd gecontroleerd op basis van de capaciteit ervan
met betrekking tot het in dezelfde mate binden van een met 1251
als radioisotoop gemerkt antigeenmengsel K/Pk, zowel bij aanwezigheid
als bij afwezigheid van normaal menselijk plasma. De afwezigheid van
een kruisreactlie met normaal menselijk plasma, dat wil zeggen met anti-
gene determinanten P%, toonde aan dat het verkregen antiserum anti-K
antiserum was.

Het verkregen serum werd op de geschikte verdunningen gebracht en
gebruikt voor de immunologische bepalingen van antigene determinanten K
aan menselijk plasma of andere biologische vloeistoffen of weefselex-
trakten.

Voorbeeld VII.

Het volgens het voorschrift van voorbeeld IV verkregen anti-K/Pk

antisersm (0,1 ml) werd gedurende 24 urem bij 37°C gelncubeerd met een

8303571




10

15

20

25

30

35

40

oo

sd

24
oplossing van antigene determinanten P" in PBS van 50 J/ml, verkre-
gen volgens het voorschrift van voorbeeld II (1,8 ml). Na incubatie
werd het mengsel gecentrifugeerd (5000 x g x 15' bij 4°C).

Elke hoeveelheid van 0,1 ml van de bovenstaande vloeistof werd
weer gedurende 24 uren bij 37°C opnieuw geincubeerd met de oplossing
van antigene determinanten P® in PBS van 50 J/ml (1,8 ml).

Na centrifugeren onder dezelfde omstandigheden, als hierboven zijn
vermeld, werd de bovenstaande vloeistof op de geschikte verdunningen
gebracht en gebruikt als het anti-K antiserum voor immunohistochemische
bepalingen.

De anti-K immunologische activiteit van het antiserum werd gecon-
troleerd aan de hand van de capaciteit ervan op histologische prepara-
ten adenocarcinoomcellen en geen normale cellen aan te tomen: voor de
test werd de peroxidase-kleurmethode gevolgd, zoals wordt beschreven
door Sternberger L.A. in Immunocytochemistry = 2e druk - John Wiley and
Sons - New York, 1879.

Voorbeeld VIII.
BALB/c~muizen van 8 weken oud werden gefmmuniseerd door intraperi-

toneale injectie van een emulsie, verkrégen door mengen van antigene
determinanten K, bereid volgens het voorschrift van III (100 ug) met
een gelijk volume van Freund's compleet adjuvans.

Na 30 dagen werden de injecties intraperitoneaal herhaald met ge-
ringere hoeveelheden antigene determinanten K. Controle van de immuno-
logische respons werd bij de dieren ultgevoerd zoals wordt beschreven
in voorbeeld IV.

Onder toepassing van dieren, die positief waren ten opzichte van
de controle werd somatische hybridisatie uitgevoerd met murine-myeloma-
cellen volgens het in Nature 256, 495-497, 1975 beschreven voorschrift
ultgevoerd.

De specificiteit van de verkregen produkten werd onderzocht door
de RIA-test door meting van de bindingscapaciteit van een 125I-K
antigeen.

De hybriden, die positief op de test reageerden, werden vervolgens
geisoleerd en gecloned.

Grote hoeveelheden anti-K monoclonaal antilichaam werden verkregen
door intraperitoneale injectie in BALB/c~muizen van cellen, die het mo-
noclonale anti-K antilichaam afscheidden.

De groel van de tumor tengevolge van de geinjecteerde cellen ver-
toonde zich als de vorming van een ascitische vloeistof, die tot 20

mg/ml monoclonale anti-K antilichamen bevatte. Op analoge wijze, maar

EA TR B vl
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onder toepassing van antigene determinanten PX of PP in plaats van
antigene determinanten K voor de immunisatie werden anti-Pk monoclo-
nale antilichamen respectievelijk anti-P® monoclonale antilichamen
verkregen.

Voorbeeld IX.
Een oplossing van antigene determinanten K, bereid volgens het

voorschrift van voorbeeld III, (10 ug) in PBS (20 ul) met een pH van
7,2 werd gedurende 5 minuten in een ijsbad behandeld met een oplossing
van Nal25T (1 mCi) in PBS (10 ul) en een oplossing (20 ul), die

Chloramine-T in PBS in een concentratie van 0,5 mg/ml bevatte.

Vervolgens werden 20 ul van een oplossing, die natriummetabisul-
fiet in een concentratie van 2 mg/ml in PBS bevatte, en 20 ul van een
oplossing, die kaliumjodide in een concentratie van 20 mg/ml PBS bevat-
te, aan het mengsel toegevoegd. Het reactieprodukt werd gezulverd door
HPLC teneinde vrij 1257 te verwijderen en zo werden met de radio-
isotoop 1251 gejodeerde antigene determinanten K (1251-K)
kwantitatief verkregen.

Volgens een analoog voorschrift werden met radioisotopen gejodeer-
de antigene determinanten pk (125I-Pk) en met radioisotopen
gejodeerde antigene mengsels K/Pk (125I-K/?k) bereid.

Voorbeeld X.

Menselijke serummonsters van 335 in een ziekenhuis opgenomen pa-
tienten, die leden aan niet-neoplastische ziekten, werden onderzoéht
met behulp van het anti-K antiserum, verkregen in voorbeeld VI, onder
toepassing van de reagentia em het analytische voorschrift, dat in het
onderstaande wordt beschreven.

Reagentia.
(1) Referentiebuffer, die bevatte:
- fogfaatbuffer, 70 mmolair, pH 7,2;
- natriumchloride 70 mmolair;
- patriumazide 31 mmolair; en
- runderalbumine 0,4Z (gewicht/volume).
(2) Anti-K antiserum, verkregen in voorbeeld VI, op geschikte wijze
1:50.000 verdund in:
- fosfaatbuffer 70 mmolair, pH 7,2;

natriumchloride 70 mmolair;

EDTA dinatriumzout 33 mmolair;

natriumazide 31 mmolalr; en
- normaal geiteserum 0,12 (volume/volume) .

(3) Met radioisotoop gejodeerde merker, die 12SI-K/Pk antigeen
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mengsel bevatte, dat zodanig in buffer (1) was verdund dat een con~-
centratie van 1,5 ng/ml en een specifieke activiteit van 60 mCi/mg
aanwezig was.

(4) Tweede antiserum: antiserum precipiterende geite-immunoglobulinen,
afkomstig van konijnen en op geschikte wijze verdund in buffer
1).

(5) Negatieve controle: normaal menselijk plasma.

(6) Positieve controle: normaal menselijk plasma, waaraan een bekende
hoeveelheid van K/Pk antigeen mengsel was toegevoegd.

Analytisch voorschrift.

“Blanco”  Negatieve Positieve Monster
controle controle
referentiebuffer (1) 0,5 ml - - -
negatieve controle (5) - 0,5 ml - -
positieve controle (6) - - 0,5 ml -
monster ) - - - 0,5 ml
anti-K antiserum (2) 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml

meng, incubeer 5 uren bij kamertemperatuur

met radioisotoop
gejodeerde merker (3) 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml

incubeer gedurende &&n nacht bij kamertemperatuur

tweede antiserum (4) 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml

incubeer 1 uur bij kamertemperatuur, centrifugeer 30 minuten bij

4000 omwentelingen per minuut, schenk af en meet de radioactiviteit

in het precipitaat met behulp van een gamma-teller.

Berekening:

De P.I., waarin de radioactiviteit van het monster respectievelijk
van de controle ten opzichte van de radioactiviteit vam de "blanco" tot
ultdrukking komt, werd op de volgende wijze berekend:

activiteit van het monster £ 100
activiteit van de "blanco”

P.I. (monster) = 100 =~

activiteit van de controle % 100

P.I. (controle) = 100 =~
activiteit van de "blanco”

Een waarde van de P.I.~index hoger dan 15 werd beschouwd als in-
dicatie voor de aanwezigheld van adenmocarcinoom terwijl een waarde van
de P.I.~index lager dan 15 werd beschouwd als een indicatie voor de af-
wezigheid van adenocarcinoom.

De bovengenoemde 335 monsters werden ook parallel onderzocht onder
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toepassing van twee in de handel verkrijgbare samenstellen voor het op-
sporen van het mengelijk CEA, namelijk de CEA Roche-test en de Liso-fa-

se CEA Kit van Lepetit.
De verkregen resultaten worden samengevat in tabel A:

Tabel A
Aantal Aandoeningen Onjuiste positieve resultaten !
gevallen
Roche-test |Lepetit-test | test vol-
gens de
uitvinding
30 levercirrhosis 4 (13,3%) 3 (102) 2 (6,6%)
17 pulmonale ont- & (23,5%) 4 (23,5%2) |2 (11,7%)
stekingsziekten
18 obstructieve 3 (16,6%) 3 (16,6%) {1 (5,5%)
bronchopneumopa=
thieén
20 andere niet-neo- 4 (1,5%) 5 (1,8%) 1 (0,3%)
plastische ziek-
ten
335 totaal 15 (4,5%) 15 (4,5%) 6 (1,8%Z)

Voorbeeld XI.

Menselijke serummonsters van 84 patiéﬁten, die leden aan vastge-
ﬂd@a@m&mmmm,wﬁmpmﬂhlywﬂwmﬁoﬁatumwhg
van de reagentia en het analytische voorschrift, dat wordt beschreven
in voorbeeld X, en onder toepassing van de twee in de handel verkrijg-
bare samenstelling, die worden genoemd in voorbeeld X.

De resultaten worden samengevat in tabel B:

Tabel B
Aantal Aandoeningen Onjulste negatieve resultaten
gevallen
Roche-test | Lepetit-test |test vol-
gens de
uitvinding
60 gastrointestinaal 5 (8,3%) 7 (11,6%) 2 (3,3%)
adenocarcinoom
24 long~
adenocarcinoom 2 (8,3%) 2 (8,3%2) 0 (0%)
84 totaal 7 (8,3%) 9 (10,7%) 12 (2,4%)

Voorbeeld XII.

Dezelfde menselijke plasmamonsters van de voorbeelden 10 en 11

werden ook onderzocht onder toepassing van de reagentia em het alterma-
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tieve analytische voorschrift, die in het onderstaande worden beschre-

ven.

Reagentia. _

(1) Anti-K antilichamen, verkregen volgens het in de voorbeelden V en

5 VI beschreven voorschrift, geabsorbeerd aan polystyreenparels.

(2) Als verdunningsmiddel dienende buffer, die bevatte:

- fosfaatbuffer 70 mmolair, pH 7,2;
= natriumchloride 70 mmolair;
= natriumazide 31 mmolair; en
10 - runderalbumine 1% (gewicht/volume).

(3) Enzymatisch conjugaat, dat anti-K antilichamen zoals die van het
boven aangegeven reagens (1), geconjugeerd met B-galactosidase
(volgens het in FEBS Letters 95, 311, 1978 beschreven voorschrift)
bevatte en op geschikte wijze was verdund in buffer (2).

15 (4) Enzymatisch substraat, dat bevatte:
- fosfaatbuffer 15 mmolair, pH 7,0; en
- o-nitrofenylgalactoside 2,3 mmolair.

(5) Blokkeermiddel: 1 M natriumcarbonaat.

(6) Negatieve controle: normaal menselijk plasma.

20 (7) Positieve controle: normaal menselijk plasma, waaraan een bekende
hoeveelheid antigeen mengsel K/Pk was toegevoegd.

Analytisch voorschrift.

8303571
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"Blanco" Negatieve Positieve Monster

controle controle
als verdunningsmiddel
dienende buffer (2) 0,2 ml 0,1l ml 0,1l ml 0,1 ml
negatieve controle (6) - 0,1 ml - -
positieve controle (7) - - 0,1l ml -
monster - - - 0,1 ml
anti-K antilichamen (1) 1 parel 1 parel 1 parel 1 parel

incubeer onder schudden gedurende 5 uren bij kamertemperatuur.
Doe de vloeistoffase weg.

Was tweemaal met 2 ml zoutoplossing.

enzymatisch
conjugaat (3) 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml

incubeer onder schudden gedurende 2 uren bij kamertemperatuur.

Doe de vlceistoffase weg.

Was tweemaal met 2 ml zoutoplossing.

enzymatisch
substraat (4) 1l ml 1 ml 1 ml 1 ml

incubeer gedurende 1 uur bij 37°C.

blokkeermiddel (5) 1 ml 1 ml 1 mi 1 ml

meet absorptie bij 420 mm met een spectrofotometer.

Berekening.
De positiviteitsindex P.I. werd berekend aan de hand van de opti-

sche dichtheid (0.D.) van de "blanco” volgens de uitdrukking

- 0.D. van het monster
0.D. van de "blanco”

P.IC

Een waarde van de positiviteitsindex van meer dan 3 werd be-
schouwd als een indicatie voor de aanwezigheid van adenocarcinoom, ter-=
wijl een waarde van de positiviteitsindex van minder dan 3 werd be-
schouwd als een indicatie voor de afwezigheid van adenocarcinoom.

Er werden resultaten verkregen, die overeenkomen met die van de
voorbeelden X en XI.

Voorbeeld XIII.
Met formaline gefixeerde en in paraffine ingesloten weefselcoupes

van menselijk colon adenocarcinoom, menselijk mamma-adenocarcinoom en
van beenmerg van patienten met borst-adenocarcinoom werden onderzocht
onder toepassing van de reagentia en het analytische voorschrift, die

hieronder worden aangegeven:

Reagentia.
(1) Wasbuffer, die bevatte:

oy o v T
%oy 3 h T {
ty 4 e 7
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- fosfaatbuffer 10 mmolair, pH 7,3; en
=~ natriumchloride 150 mmolair.

(2) Blokkerende buffer, die bevatte:

- fosfaatbuffer 10 mmolair, pH 7,3;
- natriumchloride 150 mmolair; en
- normaal ezelserum 3% (volume/volume).

(3) Enzymatisch conjugaat, dat bevatte anti~geit-immunoglobuline anti-
lichamen, gevormd in ezels, gemerkt met B-galactosidase (volgens de
in FEBS Letters 95, 311, 1978) beschreven methode en op geschikte
wijze verdund in buffer (1).

(4) Enzymatisch substraat, dat bevatte:

fosfaatbuffer 10 mmolair, pH 7,4;

natriumchloride 10 mmolair;

- magnesiumchloride 1 mmolair;

5-broom-4~chloor-indolylgalactoside 1 mmolair;
~ kaliumhexacyanoferraat(IL) 6 mmolair; en
- kaliumhexacyanoferraat(III) 6 mmolair.

(5) Contrast-kleurmiddel, dat bevatte:

- aluminiumkaliumsulfaat; en
= carbaminezuur.

(6) Anti-K antilichamen, gevormd in geiten, verkregen volgens het voor-
schrift van voorbeeld VII en op geschikte wijze verdund in de bo-
venvermelde buffer (1).

Analytisch voorschrift.

De weefselcoupes werden ontdaan van paraffine in xyleen, in een
ethanolreeks van 100 tot 50% en vervolgens in de wasbuffer (1). Elk
reagens werd in een zodanige hoeveelheid toegevoegd dat het gehele

weefseldeel bedekt was.

Blokkerende buffer (2).

Incubeer 20 minuten bij 37°C in een vochtige ruimte.

Verwijder de overmaat reagens door schudden.

Voeg anti-K antilichamen (6) toe.

Incubeer 2 uren bij 37°C in een vochtige ruimte.

Voeg enzymatisch conjugaat (3) toe.

Incubeer 30 minuten bij 37°C in een vochtige ruimte.
Was het weefseldeel gedurende 5 minuten met buffer (1).

Voeg enzymatisch substraat (4) toe.

Incubeer 30 minuten bij 37°C.

Verwijder de overmaat reagens door wassen.

Amon
N
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Voeg het contrast-kleurmiddel (5) toe.

Was na 1 minuut de weefselcoupe in stromend water en onderzoek met

een lichtmicroscoop.

Anderzijds werd het bovenbeschreven analytische voorschrift uitge-
voerd met incubaties gedurende &&n nacht bij kamertemperatuur in een
vochtige ruimte, behalve voor de incubatie met het enzymatische sub-
straat (4), die gedurende 1 uur bij kamertemperatuur in een vochtige
ruimte werd uitgevoerd.

Steeds als alternatief in het bovenbeschreven voorschrift werden
de weefselcoupes na de laatste wassing in stromend water em voor het
onderzoek met de microscoop eerst geklaard‘door leiden door de wasbuf-
fer (1), de ethanolreeks van 50 - 100% en xyleen en vervolgens ge-
plaatst in Eukitt .

Uit de microscopische analyse van de weefselcoupes bleek een in-
tensief blauwe kleuring uitsluitend gelokaliseerd te zijn op het cyto-
plasma en de membranen van de tumorale cellen zonder enige positieve
kleurreactie in de cellen van het aangrenzende normale weefsel, zoals
bijvoorbeeld granulocyten. Deze resultaten bleken een scherpe tegen-
stelling te vormen met de resultaten, die werden verkregen bij analyse
van dezelfde preparaten met behulp van de in de handel verkrijgbare sa-
menstellen voor het histochemisch opsporen van het CEA-complex door
middel van anti-CEA antilichamen, namelijk de DAKO PAP KIT en de IMMU-
NOLOK HISTOSET KIT.

De gencemde, in de handel verkrijgbare reagentia vertoonden in
feite een zeer lage specificiteit doordat ze niet alleen de tumorcellen
bleken te kleuren maar ook, inm een verschillende mate, de normale weef-
selcellen, met een bijzonder aanzienlijke fout in het geval van de ana-
lyse van beenmergweefsels.

Hetzelfde voorschrift als boven werd gevolgd voor de analyse van
bevroren weefselcoupes en er werden analoge resultaten verkregen.

Voorbeeld XIV.
Het doxorubicine werd geconjugeerd met de anti-K antilichamen vol-

gens een covalente verbindingsmethode.
Een oplossing van doxorubicine (40 mg/ml) in met 0,015 M fosfaat
gebufferde zoutoplossing van pH 7,2 werd gemengd met een geringe molai-

re overmaat 0,1 M NaIO; en gedurende 1l uur bij kamertemperatuur in

het donker gefncubeerd.
Aan het eind van de incubatie werd 1 M glycerol toegevoegd tot een

uiteindelijke concentratie van 0,05 M.

83063571
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De oplossing van geoxydeerd doxorubicine werd gemengd met 1 ml op-
lossing van anti-K antilichamen (20 mg/ml) in 0,15 M kaliumcarbonaat-
buffer met een pH van 9,5 en gedurende 1 uur bij kamertemperatuur gein-
cubeerd.

Aan het eind van de incubatie werd NaBH; toegevoegd tot een uit-
eindelijke concentratie van 0,3 mg/ml en men liet de reactie gedurende
2 uren bij 37°C verlopen.

Aan het eind van de reactie werd het mengsel gechromatografeerd
over een gel-filtratiekolom (15 x 1,5 cm) met Bio-gel P 100, geg-

quilibreerd in PBS.
De frakties in het opgevangen volume bevatten het aan geneesmiddel

gebonden antilichaam, dat vrij was van het niet-geconjugeerde genees-

middel.
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CONCLUSIES
1. Werkwijze, geschikt voor toepassing in de diagnostiek van men-

selijk adenocarcinoom door bepalen van aan adenocarcinoom gerelateerd

antigeen materiaal in een van een menselijke patient genomen monster,

met het kenmerk, dat men (a) anti-K antilichaam of (b) anti-Pk anti-

lichaam gebruikt voor de bepaling van het materiaal in het monster dat
(a') uitsluitend die antigene determinanten K, die specifiek zijn voor

adenocarcinoom of (b') die antigene determinanten Pk, die geassoci-

eerd zijn met de determinanten K op het adenocarcinoom, bevat.

2. Werkwijze volgens conclusie 1, met het kenmerk, dat men als
monster een biologische vloeistof of weefselextrakt of ~-deel gebruikt.
3. Werkwijze volgens conclusie 1 of 2, met het kenmerk, dat men de

bepaling van antigene determinanten K regpectieveliik Pk kwalitatief,
kwantitatief of semi-kwantitatief uitvoert.

4. Werkwijze volgens conclusie 1 - 3, met het kemmerk, dat men mo-

noclonale anti-K antilichamen of momoclonale anti-Pk antilichamen ge-

bruikt.
5. Anti-K antilichamen, die specifiek zijn voor de antigeme deter-

ninanten K.
6. Werkwijze voor de bereiding van de anti-K antilichamen volgens

conclusie 5, met het kenmerk, dat men antilichamen, die zijn geprodu—

ceerd met een mengsel van antigene determinanten K en Pk, absorbeert
met antigene determinanten P? of Pk teneinde de immunologische bin-
dingsplaatsen P op deze antilichamen te verzadigen.

7. Werkwijze voor de bereiding van de anti-K antilichamen volgens

conclusie 5, met het kemmerk, dat men

1) dieren immuniseert met antigene determinanten PP of Pk voor

het vormen van anti-P® of anti--Pk antilichamen;

2) een mengsel van antigene determinanten K en Pk zulvert met
behulp van volgens 1) geproduceerde anti-P? of anti-Pk antilicha~-
men, waarbij antigene determinanten K worden verkregen; en

3) dieren immuniseert met volgens 2) verkregen antigene determi-

nanten K.
8. Anti--Pk antilichamen, die specifiek zijn voor de antigene de-

terminanten Pk-

9. Werkwijze voor de bereiding van de anti-Pk

antilichamen vol-

gens conclusie 8, met het kemmerk, dat men dieren immuniseert met anti-

gene determinanten Pkn
10. Anti-P® antilichamen, die specifiek zijn voor de antigene

determinanten Po.
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11. Werkwijze voor de bereiding van de anti-P" antilichamen vol-

gens conclusie 10, met het kenmerk, dat men dieren immuniseert met an-

tigene determinanten P2,

12. Antigene determinanten K, die specifiek zijn voor menselijk
adenocarcinoom.

13. Werkwijze voor de bereiding van de antigene determinanten K
volgens conclusie 12, met het kemmerk, dat men een mengsel van antigene

k zuivert met behulp van anti-P® of anti-Pk

determinanten K en P

antilichamen.

k, waarbij deze antigene determinan-

1l4. Antigene determinanten P
ten Pk die antigene determinanten zijn, die geassocieerd zijn met de
antigene determinanten K op het menselijk adenocarcinoom.

15. Werkwijze voor de bereiding van antigene determinanten Pk

volgens conclusie 14, met het kenmerk, dat men een mengsel van antigene

determinanten K en Pk zuivert met behulp van anti-P" antilichamen.

16. Antigene determinanten P9, waarbij deze antigene determinan-
ten P die antigene determinanten zijn, die aanwezig zijn in normaal
plasma of serum en kruisreactie vertonen met de antigene determinanten
pX.

17. Werkwijze voor de bereiding van de antigene determinanten P%

volgens conclusie 16, met het kenmerk, dat men normaal plasma of serum

extraheert en vervolgens zuivert door immunoaffiniteit met daarvoor
specifieke antilichamen.

18. Monoclonale anti-K antilichamen, die specifiek ziljn voor af=-
zonderlijke antigene determinanten K.

k antilichamen, die specifiek zijn voor

19. Monoclonale anti~P
afzonderlijke antigene determinanten Pk,

20. Monoclonale anti-p® antilichamen, die specifiek zijn voor
afzonderlijke antigene determinanten P".

21. Werkwijzen voor de bereiding van de monoclonale antilichamen

volgens conclusie 18, 19 of 20, met het kemmerk, dat men de monoclonale

antilichamen verkrijgt volgens de hybridomatechniek.

22. Reagenssysteem voor toepassing bij een methode voor de diagno-
se van menselijk adenocarcinoom volgens conclusie 1 - 4, gekenmerkt,
doordat dit als wezenlijke component anti-K antilichamen bevat, die
specifiek zijn voor de antigene determinanten K.

23. Reagenssysteem volgens conclusie 22, gekenmerkt, doordat dit
monoclonale anti-K antilichamen bevat.

24. Reagenssysteem voor toepassing bij een methode voor de diagno-
se van menselijk adenocarcinoom volgens conclusie 1 - 4, gekenmerkt,
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doordat dit als wezenlijke component anti-Pk antilichamen bevat, die
specifiek zijn voor de antigene determinanten Pk-

25. Reagenssysteem volgens conclusie 24, gekemmerkt, doordat dit
monoclonale anti-Pk antilichamen bevat.

26. Reagenssysteem voor toepassing bij een radioimmunotestmethode
voor de diagnose van menselijk adqnocarcinoom volgens conclusie 1 - 4,
gekenmerkt, doordat dit in hoofdzaak bevat:

1) anti-K respectievelijfk anti-P® antilichaam;

2) met radioIsotoop gemerkte antigene determinanten K respectieve-
1lijk Pk of, anderzijds een met radioisotoop gemerkt antigeen mengsel
K/Pk;

3) controlemiddelen; en

4) buffers.

27. Reagenssysteem volgens conclusie 26, gekenmerkt, doordat dit
als extra component een tweede antilichaam bevat, dat specifiek is voor
de immunoglobulinen van de soort waarin het anti-K respectievelijk an-
ti—Pk antilichaam van de compoment 1) is gevormd.

28. Reagenssysteem volgens conclusie 26 of 27, gekemmerkt, doordat
de met radioisotoop gemerkte component 2) 1251, 125I~Pk
of 1251-g/p¥ is.

29. Reagenssysteem voor toepassing bij een enzymimmunotestmethode
voor de diagnose van menselijk adenocarcinoom volgens conclusie 1 - 4,
gekenmerkt, doordat dit in hoofdzaak bevat:

1) anti-K respectievelijk anti-Pk antilichamen, gebonden aan een

vaste fase;

2) met enzym geconjugeerde anti-K respectievelijk anti-Pk anti-
lichamen;

3) een enzymatisch substraat;

4) controlemiddelen; en

5) buffers.

30. Reagenssysteem volgens conclusie 29, gekenmerkt, doordat het
enzym van de component 2) B-galactosidase is en de enzymatische sub-=
straatcomponent 3) o~-nitro-fenyl-galactopyranoside omvat.

31. Reagenssysteem voor toepassing bij een immunohistochemische
methode voor de diagnose van menselijk adenocarcinoom volgené conclusie

1 - 4, met het kenmerk, dat dit in hoofdzaak bevat
k

1) anti-K respectievelijk anti-P™ antilichamen;

2) met enzym gemerkte antilichamen, die specifiek zijn voor de im-

munoglobulinen van de soort, waarin de anti-K respectievelijk anti-Pk

antilichamen van de component 1) zijn gevormd;
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3) een enzymatisch substraat; en
4) buffers.
32. Reagenssysteem volgens conclusie 31, gekemmerkt, doordat het
enzym van de component 2) B-galactosidase is en de enzymatische sub-
straatcomponent 3) S5~broom-4-chloor-indolyl-galactoside omvat.

k

33. Gemerkte antigene determinanten K, P* en P? of gemerkte

k en anti-p" polyclonale of monoclonale antilicha~

anti-K, anti-P
men.

34. Gemerkte antigenme determinanten of antilichamen volgens con-
clusie 33, gekemmerkt, doordat de antigene determinanten em antilicha-
men met radioisotopen gemerkt zijn.

35. Gemerkte antigene determinanten of antilichamen volgens con-
clusie 33, gekemmerkt, doordat de antigene determinanten en antilicha-
men met enzymen gemerkt zijn.

K antilichamen

36. Polyclonale of monoclonale anti-K of anti-P
voor de toepassing als dragers van anti-tumorgeneesmiddelen of cyto=-
toxische middelen in de therapie van menselijk adenocarcinoom.

37. Conjugaten van een polyclonaal of monoclonaal anti-K of anti-
pk
del.

38. Conjugaten volgens conclusie 37, gekenmerkt, doordat het anti-

antilichaam met een anti-tumorgeneesmiddel of een cytotoxisch mid-~

tumorgeneesmiddel daunorubicine, doxorubicine, epirubicine en/of metho=-
trexaat is.

39. Conjugaten volgens conclusie 37, gekemmerkt, doordat het cyto-
toxische middel ricine is.

kkfedkkikk
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