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DESCRIGAO

“WANTICORPOS MONOCLONAIS INIBIDORES E ANTI-INIBIDORES ESPECIFICOS
PARA A PEROXIDASE DE RABANO’

Campo da Invengao

Esta invencéo refere-se a anticorpos monoclonais especificos
para peroxidase de rabano. Em particular, refere-se a dois Lipos
de anticorpos monoclonais: os que inibem a actividade da enzima
{(aqui identificados como “inibidores”, e os que evitam a ligagéo
dos anticorpos “inibidores” a peroxidase de rabano (aqui
identificados como “anti-inibidores”). Esta invencdo refere-se
também a conjugados destes anticorpos e aos hibridomas a partir
dos quais foram obtidos. Tais anticorpos possuem um nimero de
utilizacdes incluindo a sua utilizacgao em ensaios de
diagnéstico, como abaixo descrito.

Antecedentes da Invengéo

Os anticorpos sdo normalmente sintetizados por células
linféides derivadas de linfécitos B na medula Ossea. Os
linfécitos individuais né&o podem ser cultivados directamente
para produzir um anticorpo especifico. No entanto, Kholer et
al., Nature 256, 495 (1975) demonstraram que um processo de
fusdo de células somaticas especialmente entre uma célula dc
mieloma e um linfécito, podiam produzir celulas gque crescem em
cultura e produzem um anticorpo especifico. O hibrido é aqui e
na arte de um modo geral denominado célula de “hibridoma”. Num
procedimento tipico de fusao, os linfécitos do bago de um animal
imunizado contra um antigénio seleccionado sdo fundidos com
células de mieloma. Os hibridomas resultantes sd&o entdo
dispersos numa série de tubos de cultura separados ou em pPoOgos
de placa de microtitulagao, para pesquisar culturas que
proporcionem o desejado anticorpo especifico para o antigénio.
As culturas positivas s&o posteriormente diluidas para obter

coldénias originarias de uma unica célula (ou clone). Os clones
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sdo novamente pesquisados para a producdo do anticorpo desejado,
que € conhecido na arte como um anticorpo “monoclonal”.

Os anticorpos monoclonais s&o altamente especificos, sendo
dirigidos para um uUnico dcterminante ou um Gnico antigénio, ao
contrario dos convencionais anticorpos “policlonais” contendo
moléculas especificas para varios determinantes do antigénio. 0s
anticorpos monoclonais sdo Gteis para melhorar a seleétividade e
especificidade de métodos de diagnéstico e de terapéutica,
utilizando ligacéo imunoldgica. S&o também isentos de
contaminagdo por outras imunoglobulinas.

Embora a produgdo de anticorpos monoclonais seja conhecida
ha algum tempo, permanecem dificuldades na preparacido de
anticorpos consistentemente especificos. Por qualgquer razdo, a
escolha da espécie animal e da linha celular de mieloma e a
técnica de selecgdo ulilizada para isolar a linha celular de
hibridoma desejada s&o todas importantes para o resultado final.

A peroxidase de rabano (H;0.: oxidorreductase do dadoxr, E.C.
1.11.1.7) tem sido um marcador enzimatico wutil em diagnéstico
imunoldégico e em reaccdes imunohistoquimicas durante muitos
anos. As suas principais vantagens sido o seu elevado ntmero de
reprocessamento e a sua relativa falta de especificidade para o
substrato, permitindo que a sua actividade seja expressa através
da geragdo de wuma variedade de sinais colorimétricos,
electroguimicos ou quimioluminiscentes. Adicionalmente, a
peroxidase de rabano ¢é relativamente estavel em relagéo a
desnaturagdo de superficie, liofilizacdo e outras condicdes
potencialmente perigosas de fabrico e armazenamento.

Tém sido desenvolvidos tanlo anlicorpos policlonais como
monoclonais especificos para a peroxidase de radbano, que possuem
vArios graus de efeito inibidor  sobre as propricdadcs
enzimiticas da enzima (ver por exenmplo, Marucci,
Immunochemistry, 10, paginas 278-280, 1973; Conroy et al,
Immunochemistry, 13, paginas 599-603, 1976; Conroy et al,
Molecular Immunology 19(5), paginas 659-663, 1982; Conroy et al,
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Molecular Immunology 20(6), paginas 647-653, 1983; Boot et al,
J. Immun. Methods, 103, paginas 69-77, 1987; e David A. Tipton,
Tese de Ph.D. Universidade do Estado de Memphis, Dezembro 1988).

EP-A-0 137 657 (publicada em 17 de Abril, 1985) descreve a
producdo de anticorpos monoclonais especificos contra peroxidase
de rabano que ndo interferam com a actividade da enzima.

Tipton et al., (Hybridoma, 9, 319-330, 1990) e Kolosova et
al., (Biochimija, 53, 1858-1863, 1988) revelam anticorpos
monoclonais possuindo afinidade para peroxidase de rabano que
diferem dos presentemente reivindicados. A utilizagdo dos
anticorpos monoclonais para bloquear a ligagado de um inibidor de
anticorpos ndo é revelada nem sugerida em nenhum dos documentos.

Permanece a necessidade de anticorpos “inibidores” que
eliminem substancialmente toda (maior do que 95%) a actividade
de peroxidase de rapbano. Também existe uma necessidade de
anticorpos especificos contra peroxidase de rabano gque nao
afectem substancialmente a actividade enzimédtica mas, guando
ligados & enzima, impecam completamente a ligacdo a enzima de
anticorpos inibidores.

Sumario da Invengéo

A presente invencdo proporciona um anticorpo monoclonal

possuindo as seguintes caracteristicas:

a) especifico contra peroxidase de rabano,
) ser da classe IgG,
c) uma constante de dissociagio menor do que ou igual a

cerca de 50 nmolar, e

d) ligar-se & peroxidase de rébano de tal modo que a
actividade enzimatica da peroxidase de rabano
determinada colorimetricamente seja diminuida em nao
mais do gque 20%, e a ligagdo de gualyuer oulro
anticorpo inibidor especifico contra peroxidase de
rdbano a peroxidase de réabanc seja substancialmente

bloqueada.



Esta invengdo também proporciona 1linhas celulares de
hibridoma a partir dos dquais o anticorpo monoclonal acima
descrito pode ser produzido.

Além disso, & também proporcionado um conjugado solivel em
agua, que é formado a partir do anticorpo monoclonal acima
descrito e de um ligando de ligacdo especifica.

E também proporcionado por esta invengdo um segundo tipo de

anticorpo monoclonal que possul as seguintes caracteristicas:

a) especifico contra a peroxidase de rabano;
b) ser da classe IgG,
c) uma constante de dissociagdo menor do que ou igual a

cerca de 25 nmolar, e

d) ligar-se a peroxidase de rdbano de tal modo que iniba
a actividade enzimdtica da peroxidase de rabano em
pelo menos 95%.

A presente invengdo proporciona ainda um conjugado soluvel
em agua formado a partir do segundo tipo de anticorpo monoclonal
acima descrito e de um ligando de ligagdo especifica.

Novamente, contudo, esta invencdo também proporciona uma
linha celular de hibridoma a partir da qual o segundo tipo de
anticorpo monoclonal acima descrito pode ser produzido.

Encontramos anticorpos monoclonais especificos apenas
contra peroxidase de ré&bano que possuem propriedades altamente
desejaveis. Uma classe destes anticorpos, aqui identificada como
anticorpos “anti-inibidores”, ndoc inibe a actividade enzimatica,
mas impede a ligagdo a enzima daqueles que inibem a actividade
enzimatica (aqul identificados como anticorpos “inibidores”).
Auwbos 0s Lipous de anlicorpous podem ser ullilizados vanlajosamente
em varios métodos imunolégicos e imunohistoquimicos. Em
particular, podem ser utilizados com vantagem em ensaios de
ligacdao especifica que sdo definidos em maior detalhe no pedido
de patente FEuropeia co-pendente N° 95303655.5 aqui arquivado
contemporaneamente (ficheiro do advogado N°. P13962EP)

reivindicando prioridade a partir de USSN 250883.
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Estes anticorpos possuem um especificidade unica. Isto ¢,
ndo sdo bi-especificos ou reactivos com mais do que um ligando.

Descricdo Detalhada da Invencgéao

Como agui utilizade, o termo “anticorpo monoclonal” inclui
todas as moléculas de imunoglobulina possuindo uma
especificidade Unica como & convencional na arte.
Adicionalmente, o termo pretende incluir fragmentos preparados
quimicamente [tais como fragmentos Fab, F(ab)’, F(ab),] de tais
moléculas e equivalentes destes preparados geneticamente (tais
como “fragmentos de anticorpo de cadela unica” ou fragmentos
ScFv) .

Os anticorpos monoclonais desta invengdo possuem varias
utilizacdes em técnicas de diagndéstico e terapéuticas. Estas
podem incluir a detecgdo, identificagdo ou localizacdo de
antigénios especificos, receptores e sitios de superficie
celular e outras utilizacdes que seriam imediatamente Obvias
para um especialista na técnica.

Geralmente, os anticorpos monoclonais sdoc preparados
imunizando um mamifero adequado (tal como um murganho ou rato)
com peroxidase de rabano nativa (Servac Corporation, Capetown,
Africa do Sul), ou com a enzima conjugada a proteinas
transportadoras tais como IgG de murganho (Jackson
Immunoresearch, West Grove, Pennsylvania) ou proteina C reactiva
(Scripps, La Jolla, California), seguido de procedimentos
convencionais descritos por Kohler et al., supra. Por exemplo,
cada imunizacdo pode ser realizada com 100 pg de enzima ou
conjugado em adjuvante TDM/MPL (RIBI Corporation, Hamilton,
Montana) por murganho a cada cinco semanas. Foi fornecida uma
imunizacdo final de reforco contendo antigénio em solugédo salina
tamponada com fosfato, 4 a 5 dias antes da fusao de hibridomas.

Uma populagdo de esplendécitos dos animais imunizados pode
ser lavada cm soro de bovino fetal a 10% (DMEM a 10%),
suspendida durante cinco minutos num tamp@o de lise (cloreto de

aménio a 155 mmolar, bicarbonato de potassio a 10 mmolar e acido
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etilenodiaminatetracético a 0,1 molar), e lavada novamente duas
vezes com DMEM sem soro. A fusdo com células de hibridoma
adequadas pode ser realizada na presenga de polietilenoglicol
(PEG1450) ou outro fusogénio de acordo com os ensinamnentos de
Lane [J. Immunol. Methods 81, paginas 223-228 (1985)]. As
células hibridadas resultantes s3c entdo diluidas em meios
selectivos, distribuidas em placas de microtitulacéao e
cultivadas durante 7 a 21 dias antes da pesquisa, para observar
que tipo de propriedades possuem os anticorpos.

Estdo comercialmente disponiveis uma variedade de linhas
celulares de mieloma para hibridagdo com as células do baco de
mamifero. Fontes de tais linhas celulares incluem a American
Type Culture Collection (ATCC) em Rockville, Maryland. Linhas
celulares de mieloma particularmente uUteis incluem as linhas
celulares de mieloma Sp2/0-Agl4 e P3X63AQg8.653, ambas
disponiveis na ATCC. E preferida a primeira linha celular.

A pesquisa para a produgdo dc anticorpos & um passo critico
na tecnologia de hibridomas. Os sobrenadantes da cultura de
hibridomas acima descrita podem ser pesquisados através de trés
ensaios independentes. O primeiro ensaio permite escolher
anticorpos que sdo especificos para peroxidase de rabano
utilizando Ensaios de Imunoabsorgdo Ligados a Enzima (ELISA)
convencionais, em placas de microtitulagdo de poliestireno
contendo conjugado de peroxidase de rabano adsorvido.

Especificidade para Peroxidase de Réabano:

Uma amostra (50 pl/pog¢o de placa) de cada sobrenadante da
cultura é colocada num pog¢o de microtitulacdo revestido com um
conjugado de peroxidase de rabano e um anticorpo irrelevante que
serviu para mediar a adsorgdo de peroxidase de rébano & placa de
microtitulagdo. Este anticorpo pode ser obtido, por exemplo, de
Jackson Immunoresearch. Apds uma incubacdo de 30-60 minutos as
placas s&o lavadas com uma soluc¢d3c tamponada adequada de um
agente tensioactivo n&o idénico e a presengca de anticorpos

monoclonais de murganho ou de rato especificos contra peroxidase
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de rabano é detectada com um conjugado de IgG anti-murganho ou

IgG anti-rato e fosfalase alcalina (conjugado com ftc anti-

murganho obtido, por exemplo, de Jackson Immunoresearch). Um
sinal corado pode ser gerado adicionande o substrato sal
dissédico de p-nitrofenilo (4 mg/ml) em tampao
tris(hidroximetil)aminometano (1,5 molar, pH 8). Podem ser

utilizados de um modo semelhante outros reagentes produtores de
sinal (tais como outros substratos), ou outros marcadores
enzimaticos. Os anticorpos pesquisados que proporcionam um sinal
corado apds cerca de 30 minutos que é pelo menos duas vezes mais
denso do que o sinal de fundo sdo considerados como sendo
especificos para peroxidase de rabano. O sinal corado pode ser
medidvo utilizando um leitor de placas de microtitulacgdo
convencional ou um espectrofotémetro.

Os anticorpos espccificos contra perozxidase de rabano podem
ser pesquisados para a funcdo inibidora como se segue:

Ensaio para Inibicdo Fnzimadtica:

Uma amostra (50 pl) de cada sobrenadante de cultura ¢é
colocada num poco de placa de microtitulacdo, seguide por adigéo
de uma solucdo (50 ul) de peroxidase de rabano (0,2 nmolar) e
gelatina (0,8%) em salino tamponado com fosfato, e as misturas
resultantes sdo deixadas permanecer durante 10 minutos a
temperatura ambiente. A actividade enzimatica residual é entéo
determinada adicionando 100 pl do substrato da peroxidase de
rabano, O-fenilenodiamina (1 mg/ml), em tampdo citrato/fosfato
(50 mmolar, pH 5,5), e medindo a quantidade de sinal corado a
450 nm utilizando um leitor de microplacas convencional que pode
ser adaptado para cinética. Podem ser utilizados de modo
semelhante outros substratos ou reagentes que proporcionem cor.

Ksses sobrenadantes de culturas que inibem a peroxidase de
rabano em mais do que 20% (em comparacdo com um controlo sem a
prcoscnga de anticorpo monoclonal) sdo  considerados  para

posterior investigagdo como anticorpos inibidores.



Os anticorpos avaliados deste modo sdo sujeitos a posterior
avaliagdo para avaliar guais estdo dentro do ambito da presente
invengdo, nomeadamente os que inibem a actividade de peroxidase
de rabano em pelo menos 95%, em comparagio com o sinal produzido
pela enzima na auséncia dos anticorpos. Esta avaliacdo foi
realizada através do procedimento acima descrito.

Os anticorpos especificos para peroxidase de rabano sdo
também pesquisados quanto & sua capacidade de inibir a ligagéo
de anticorpos inibidores & enzima.

Ensaio para Anti-Inibicdo:
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Uma amostra (25 pl) de peroxidase de rébano (0,4 nmolar) é
adicionada a cada pogo de uma placa de microtitulacao, seqguido
de adigdo de wuma amostra (50 pl) de cada sobrenadante de
cultura, incubada durante 30 minutos, seguido pela adicdo de um
anticorpo monoclonal inibidor 4-22.2 (25 upl, 15 nmolar, definido
abaixo na Tabela 1I). Apds uma incubagdo de 10 minutos, &
adicionada solugdo de substrato (100 pl) e o sinal corado de
actividade de peroxidase é avaliado como acima descrito (isto &,
utilizando O-fenilenodiamina como substrato). Os anticorpos
anti-inibidor dentro do &mbito desta invencido sdo definidos como
aqueles que bloqueiam a inibig&o de peroxidase de rabano através
do anticorpo inibidor 4-22.2 aqui descrito. Geralmente, o
anticorpo inibidor ¢é adicionade a um nivel suficiente para
inibir 80-90% de actividade enzimdtica e mais do que 30% da
actividade enzimdtica ¢é medida apdés co-incubacdo com um
anticorpo anti-inibidor.

Quando utilizado para modificar a percentagem de inibicao
da actividade enzimdtica na revelagdo e nas reivindicacées, o
termo “cerca” refere-se a uma variagdo de * 5%. Quando utilizado
para modificar os valores de K4 aqui, o termo “cerca” refere-se a
uma variacdo de % 50%.

Na preparagao de anticorpos monoclonais desta invencdo, os

hibridomas seleccionados foram clonados, em agar mole, e clones



individuais foram removidos, cultivados utilizando meios
convencionais e pesguisados utilizendo os procedimenlos dacling
descritos. Os anticorpos monoclonais foram crescidos em frascos
de cultura e os anticorpos recolhidos e purificadeos utilizando
cromatografia de afinidade convencional em Proteina A ou
Proteina G imobilizadas. Podem ser utilizados, se desejavel,
outros procedimentos de purificagdo convencionais.

As constantes de dissociagdo (Ky4) para anticorpos inibidores
foram determinadas medindo a concentragao do anticorpo
necessdrio para inibir 50% de actividade de peroxidase de rébano
(em comparacdo com a actividade enzimdtica na auséncia de
anticorpo). Os anticorpos inibidores desta invengdo geralmente
possuel uina Kg menor do que ou igual a 25 nmolar,
preferencialmente uma Kg menor ou igual a 1 nmolar, e mais
preferencialmente uma Ky menor ou igual a 0,5 nmolar.

Os valores de Ky para anticorpos anti-inibidores foram
determinados medindo a concentracdo do anticorpo necessédria para
impedir 50% da inibig¢&o de peroxidase de rdbano a 0,1 nmolar por
anticorpo inibidor 4-22.2 a 10 nmolar (definido abaixo na Tabela
I), que se determinou inibir cerca de 99% da actividade
enzimdtica como acima definido. Estes valores de Kyq séo
geralmente menores ou iguais a 50 nmolar, mais preferencialmente
menores ou iguais a 25 nmolar e mais preferencialmente menores
ou iguais a 5 nmolar. Preferencialmente, estes anticorpos
diminuem a actividade de peroxidase de rédbano em ndo mais do que
6%.

Deve ser entendido que estes valores de Ky sdo medigdes
relativas para os anticorpos e que métodos alternativos para
medir esse parametro podem produzir valores superiores ou
inferiores.

Todos os anticorpos monoclonais desta invencdo sdo da
classe IgG. A determinagdo do isotipo das culturas de anticorpos
clonados é alcancada utilizando ensaios de isotipagem

convencionais e “kits” de testes que estdo comercialmente



disponiveis. A peroxidase de rdbano pode ser imobilizada em
varios supocrtes, direclamente ou indirectamente, para os ensaios
de isotipagem.

A Tabhela I que se segue lista anticorpos monoclonais
inibidores uteis representativos desta invencdo por espécie de

origem, isotipo, Kq e inibic¢do méxima de peroxidase de rabano:

Tabela I
Anticorpo Espécie/Isotipo Kd (nmolar) Inibicdo Max. (%)
4-22.2 rato*/IgGl 0,14 99
3-8.1 murganho**/IgG2a 25 97

* ratos Sprague-Dawley

** murganhos Swiss/Webster

O anticorpo monoclonal 4-22.2 identificado acima é
preferido. E preparado utilizando a nova linha celular de
hibridoma aqui identificada como HB 11603 que foi depositada na
ATCC de acordo com o Tratado de Budapeste.

A seguinte Tabela II lista anticorpos monoclonais anti-
inibidores uteis desta invengdo, por espécie de origem, isotipo,

K¢ e inibig&o maxima de peroxidase de réabano:

TABELA 11

Anticorpo Espécie/Isotipo Kd (nmolar) Inibicdo Max. (%)
7-32.2 Murganho/IgG2a 3,3 0
6-09.1 Rato*/IgG2a 3,5 6
6-82.1 Rato*/IgG2a 7,0 10
6-71.2 Rato*/IgG2a 10 8
6-55.2 Rato*/IgGl 20 6

* ratos Sprague-Dawley

0 anticorpo monoclonal 7-32.2 é preferido. E preparado
utilizando a nova linha celular de hibridoma aqui identificada

como HB 11604 que foi depositada na ATCC de acordo com o Tratado
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de Budapeste. O anticorpo monoclonal 6-89.1 ¢é preparado
utilizando uma nova linha celular de hibridoma aqui identificada
como HB 11635 que também foi depositada na ATCC de acordo com o
Tratado de Budapeste.

Os anticorpos anti-inibidores desta invengao podem ser
utilizados para preparar varios conjugados solUveils em agua para
utilizacéo em varios procedimentos de diagnéstico e
terapéuticos, tais como imuncensaios de ligagdo competitiva e
outros protocolos de ensaio como descritos em maior detalhe no
pedido de patente Europeia co-pendente identificada acima.

Um tal conjugado é um produto de reacgdo do anticorpo anti-
inibidor e um ligando de ligagdo especifica. O conjugado pode
ser preparado utilizando qualquer técnica convencional da arte
para ligar <covalentemente proteinas a outras proteinas,
hormonas, farmacos ou outros compostos quimicos possuindo os
grupos reactivos requeridos. Assim, os varios grupos reactivos
dos anticorpos e o ligando podem ser considerados na escolha dos
meios para produzir o conjugado, incluindo tais grupos, mas ndo
estando limitados a, grupos carboxilo, amino, hidroxilo, tiol e
imidazole. Métodos de ligacdo u0teils incluem, mas ndo estao
limitados a, ligacdo de péptidos, oxidagdo por periodato,
utilizacéo de glutaraldeido, carbodiimidas ou N-
hidroxisuccinimida e outros prontamente &ébvios para um
especialista na técnica. Detalhes para cada um destes ou de
outros métodos sdo encontrados em literatura volumosa, incluindo
Williams et al., Melhods in Immunology and Immunochemistry,
Academic Press, Nova Iorque, 1976, e Yoshitake et al., Eur. J.
Biochem. 101, 395 (1979).

Tais ligandos podem incluir qualquer material que é capaz
de se ligar especificamente a uma molécula receptora, tais como
um anticorpo, e pode incluir antibidticos, drogas, hormonas,
péptidos, proteinas, hidratos de carbono e outros materiais
prontamente &bvios para um especialista na técnica. Ligandos de

ligacdo especifica particularmente 1teis incluem compostos
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possuindo um peso molecular abaixo de cerca de 1600 daltons,
tais como vdrios T4rwacos terapéuticos, drogas de abuso,
antibidticos e os que s&c conhecidos como antigénios de
substituigdo (ou péptidos gque se comportam como proteinas
antigénicas). Ligandos especificos sdo vancomicina, digoxina,
fenobarbital, difenilhidantoina e prostaglandina E,.

Conjugados solUveis em agua dos anticorpos inibidores desta
invengdo e ligandos de ligacdo especifica podem ser preparados
de modo semelhante.

Os seguintes exemplos sdo fornecidos apenas com objectivos
ilustrativos e o &mbito da invengdo ndo deve ser considerado
como limitado a estes. Salvo referéncia em contrario as
percentagens sdo apresentadas em peso.

Exemplo 1 Preparagdo de Anticorpo Monoclonal Inibidor Especifico

para Peroxidase de Rabano

O anticorpo monoclonal identificado acima como 4-22.2 na
Tabela I foi preparado utilizando a linha celular de hibridoma
HB 11603 (ATCC) como se segue:

Ratos Sprague-Dawley foram injectados com uma solucdo de
peroxidase de rabano (400 pg) em adjuvante de emulsdo TDM/MPL
disponivel comercialmente (RIBI Corporation) quatro vezes em
intervalos de quatro semanas. Uma quinta e final injeccdo foi
realizada com peroxidase de rabano (400 kg) em solugdo salina
tamponada com fosfato. Trés dias mais tarde, esplenécitos dos
ratos imunizados foram fundidos com células a partir da linha
celular de mielonma Sp2/0-Agl4 utilizando procedimentos
convencionais.

A pesquisa dos anticorpos resultantes para especificidade
contra peroxidase de rédbano foi- realizada como descrito acima
adicionando 50 pl do sobrenadante da cultura aos pogcos de uma
placa de microtitulagdo revestidos com  um conjugado de
peroxidase de rébano e um anticorpo irrelevante que serviu para
mediar a adsorgdo da enzima A placa de microtitulagdo. O
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anticorpo ligado foi detectado adicionando um conjugado de
fosfatase alcalina com IgG Fc anti-murganho de cabra (Jackson
Immunoresearch), seguido por geragdo de sinal utilizando sal
dissédico de p-nitrofenilfosfato a 4 mg/ml (Sigma Chemical) como
substrato para a fosfatase alcalina em tampao
tris(hidroximetil)aminometano (1,5 molar, pH 8). O sinal corado
foi avaliado ap6és 30 minutos utilizando um leitor de placas de
microtitulagido convencional.

A pesquisa de funcgdo inibidora de peroxidase de rabano foi
realizada adicionando uma amostra (50 pl) de cada sobrenadante
de cultura a pocos de placas de miérotitulagéo, seguido por
adicdo de peroxidase de rébano (0,2 nmolar) e gelatina (0,8%) em
solucdo salina tamponada com fosfato e as misturas resultantes

foram deixadas durante 10 minutos & temperatura ambiente. A
actividade residual foli entdo determinada adicionando 100 pl de

O-fenilenodiamina (1 mg/ml) em tampdo citrato/fosfato (50 pl, 50
mmolar, pH 5,5) e medindo o sinal corado a 450 utilizando um
leitor de microtitulagdo adaptado para cinética.

Os anticorpos que inibiram a actividade enzimatica em pelo
menos 20% foram seleccionados adicionando volumes iguais dos
sobrenadantes das culturas ¢ peroxidase de rédbano aos pogos de
placas de microtitulagdo e utilizando o procedimento descrito
acima (“Ensaio para Inibicdo Enzimatica”). 0O anticorpo 4-22.2
foi determinado inibir a actividade de peroxidase de rédbano em
pelo menos 99%.

Exemplo 2 Prepara¢do de Anticorpo Monoclonal Anti-Inibidor

Especifico para Peroxidase de Rébano

0 anticorpo monoclonal identificado acima como 6-89.1 na
Tabela II foi preparado utilizando a linha celular de hibridoma
HB 11635 (ATCC) como se segue:

A imunizacdo de ratos e fusdo de esplendcitos resultantes
foram realizadas comov descrilo no Exemplo 1. A pesquisa de
actividade de peroxidase de rébano foi realizada como descrito
no Exemple 1, excepto que apds as placas terem sido agitadas
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durante 10-30 minutos, uma solugdo (25 ul) do anticorpo inibidor
4-22.2 (cerca de 15 nmolar, descrito acima) foi adicionada a
cada pog¢o de placa. As misturas resultantes foram deixadas a
incubar durante 10 minutos & temperatura ambiente.

A actividade residual de peroxidase de rabano foi
determinada adicionando uma solucéo (100 pl) de Oo-
fenilenodiamina (1,2 mg/ml) em tampido citrato/fosfato (0,1
molar, pH 5,5) e medindo a quantidade de sinal corado a 450 nm
utilizando um espectrofotémetro convencional como descrito no
Exemplo 1.

A determinagdo do anticorpo que é um anti-inibidor foi
realizada utilizando o procedimento descrito acima (“Ensaio para
Anti-Inibicg&o”). Foi determinado que o anticorpo 6-89.1 diminui
a actividade enzimdtica em apenas 6%.

O anticorpo 7-32.2 (Tabela 1II) foi preparado de modo
semelhante utilizando a 1linha celular de hibridoma HB 11604
(ATCC) .

Exemplo 3 Preparagdo de Conjugados de Anticorpo Monoclonal Anti-

Inibidor e Hapteno de Difenilhidantoina

Foram preparados conjugados soliveis em 4gua de um hapteno
de difenilhidantoina e dois anticorpos monoclonais anti-
inibidores desta invengdo. Esta preparacio é apenas

representativa e n&o é essencial para preparar conjugados da

presente invencdéo. Também  existem  métodos preparatédrios
alternativos.
0 hapteno 5,5-difenil-3-4{4-[4-(3-

succinimidoxicarbonilpropionil)-l-piperazinilcarbonil]-butil}-2,
4-imidazolidinediona, foi preparado através de procedimentos
descritos no Exemplo 2 Preparatdrio de EP-A-0 517 327 (publicado
a 5 de Maio, 1993).

Fste hapteno foi conjugado com os anticorpos monoclonais
identificados como 7-32.3 ou 6-89.1 (Tabela II) numa razio molar

de 9:1 ou 18:1, adicionando hapteno concentrado lentamente gota
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a gota em sulféxido de dimetilo, a uma solucdo de qualquer dos
anticorpos (1 mg/ml) em tampao N-[2-hidroximetil |piperizine-N’-
[4cido 3-propanossulfénico] (0,1 molar, pH 8). As misturas
resultantes foram incubadas a temperaturé ambiente durante 4
horas, depois dializadas durante a noite em solugéao salina
tamponada com fosfato. O produto final dos conjugados  foi
filtrado através de um filtro de 0,22 pmetros comercialmente
disponivel (Nalge Corporation, Rochester, N.Y.). A concentragdo
final de proteina foi determinada através da absorvancia a 280
nm utilizando um espectrofotémetro comercialmente disponivel

(Beckman Instruments).

Exemplo 4 Preparagdo de Conjugados de Anticorpo Monoclonal Anti-

Inibidor e Hapteno de Fenobarbital

Dois conjugados solGveis em 4agua de um hapteno de
fenobarbital e anticorpos monoclonals anti-inibidores desta
invengdaoe [foram prepdrados do seguinle modo. Esta preparagao e
apenas representativa e ndo ¢é essencial para a preparagao de
conjugados da  presente invengio. Também existem métodos
preparatérios alternativos.

0 hapteno, 5-etil-5-fenil-1-{4-[4-(3-
succinimidoxicarbonilpropionil)-l-piperazinilcarbonil]-butil}-
2,4,6~(1H,3H,5H)pirimidinetriona foi preparado através de
procedimentos descritos no Exemplo 4 Preparatério de EP-A-0 517
327 (publicado em 5 de Maio, 1993).

Este hapteno foi conjugado com os anticorpos monoclonais
identificados como 7-32.3 ou 6-89.1 (Tabela II) numa razdo molar
de 9:1, 18:1 ou 27:1, adicionando hapteno concentrado lentamente
gota a gota em sulféxido de dimetilo, a uma solugdo de qualquer
um dos anticorpos (1 mg/ml) em ‘tampé&o N-[2~-
hidroxietil]piperizina-N’-[4cido 3-propanosulfénico] (0,1 molar,
pH 8). As misturas resultantes foram inanbadas A temperafura
ambiente durante 4 horas, depois dializadas durante a noite em

solucdo salina tamponada com fosfato. Os produtos finais de

15




conjugados foram filtrados através de um filtro de 0,22 pmetros
comercialmente disponivel (Nalge Corporation, Rochester, N.Y.).
A concentracdo final de proteina foi determinada através da
absorvancia a 280 nm utilizando um espectrofotémetro

comercialmente disponivel (Beckman Instruments).

Exemplo 5 Preparacdo de Conjugados de Anticorpo Monoclonal Anti-

Inibidor e Hapteno de Digoxina

Dois conjugados soluveis em &gua de um hapteno de digoxina
e anticorpos monoclonais anti-inibidores desta invencdo foram
breparados do seguinte modo. Esta preparacdo é representativa,
na medida em que podem ser utilizados outros métodos para
produzir os conjugados.

O hapteno foi conjugado com os anticorpos monoclonais
identificados como 7-32.3 ou 6-89.1 (labela li) diluindo 2 mg de
cada anticorpo a 1:1 com acetato de sédio (0,1 molar, pH 5,5),
scm cxceder 2 ml. Foi adicionado metaperiodato de sédio (1 ml) a
6,66 mg/ml. A mistura de reaccdo foi coberta com papel de
aluminio e agitada em rotacdo durante 20 minutos a temperatura
ambiente. O metaperiodato de sdédio em excesso foi removido
fazendo passar a mistura de reacgao por uma coluna
comercialmente disponivel PD10 (Pharmacia, Inc.) e pré-
equilibrada com acetato de sdédio (0,1 molar, pPH 5,5). Foram
adicionados a frasquinhos 3 mg em 1 ml de digoxigenina-x-
hidrazida (Boehringer Mannheim) a cada mistura e incubados
durante 1 hora & temperatura ambiente. Para bloquear a reacgédo
foi adicionada glicina em excesso (concentracdo final de 10%) a
pH 7, seguido por cianoborohidreto de sédio em &gua para uma
concentragdo final de 20 mmolar. A mistura de reaccdo foi
agitada durante 3 horas A temperatura ambiente e depois
dializada durante a noite contra tampdo acido 3-(N-
morfolino)propanossulfénico (0,02 molar, pH 7). Os produtos

finais dos conjugados foram filtrados através de um filtro de
0,22 pumetros comercialmente disponivel (Nalge Corporation,
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Rochester, N.Y.). A concentragdo final de proteina foi
determinada através da absorvancia a 280 nm wutilizando um
espectrofotémetro comercialmente disponivel (Beckman
Instruments) .

A invencdo fol descrita em detalhe com particular

referéneia a realizacgdes preferidas destes, mas deve se

[ad

entendido que podem ser realizadas variagbes e modificagdes

dentro do espirito e ambito da invengdo.

Lisboa, 29 de Dezembro de 2000
1 OFICIAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
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1.

REIVINDICACOES

Anticorpo monoclonal possuindo as seguintes
caracteristicas:
a) especificidade para peroxidase de rabano,
b) ser da classe IgG,
c) uma constante de dissociacdo menor do que ou igual
a cerca de 50 nmolar, e
d) ligar-se a peroxidase de rdbano de tal modo que a
actividade enzimdtica da peroxidase de réabano
determinada colorimetricamente é diminuida em n&o
mais do que 20%, e a ligagdo de qualquer outro
anticorpo inibidor especifico contra peroxidase de
rdbano a peroxidase de ré&bano seja substancialmente
blogueada.

Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 1 possuindo uma
constante de dissociacdo menor do que ou igual a cerca de
25 nmolar, preferencialmente menor do gue ou igual a cerca

de 5 nmolar.

Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicacdo
2 que se liga a peroxidase de rédbano de tal modo que a
actividade enzimdtica da referida peroxidase é diminuida em

ndo mais do que cerca de 6%.

Linha celular de hibridoma a partir da qual o anticorpo
monoclonal de acordo com qualquer das reivindicagdes 1 a 3

pode ser produzido.

Linha celular de hibridoma de acordo com a reivindicacdo 4
que estd disponivel como depdsito da ATCC HB 11604 ou HRB
11635,



6.

10.

Anticorpo monoclonal possuindo as seguintes

caracteristicas:
a) especificidade para peroxidase de rabano,
b} ser da classe IgG,
c) constante de dissociag¢do menor do que ou igual a

cerca de 25 nmolar, e
d) ligar-se a peroxidase de rébano de modo a inibir a
actividade enzimdtica de peroxidase de rébano

determinada colorimetricamente em pelo menos 95%.

Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 6 possuindo uma
constante de dissociacido menor do que ou igual a cerca de 1
nmolar, preferencialmente menor do que ou igual a cerca de

0,5 nmolar.

Linha celular de hibridoma a partir da qual o anticorpo
monoclonal de acordo com a reivindicagdo 6 ou reivindicagdo

7 pode ser produzido.

Linha celular de hibridoma de acordo com a reivindicacgédo 8,

que estd disponivel como depdsito ATCC HB 11603.

Conjugado soluvel em &gua de um ligando de ligacao
especifica e o anticorpo monoclonal de acordo com qualquer
das reivindicagées 1 a 3, 6 e 7, e em que o referido
ligando de ligagao especitica é preferencialmente
vancomicina, digoxina, fenobarbital, difenilhidantoina ou

prostaglandina Ej.

T.isboa, 29 de Dezembro de 2000
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