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A talalmany térgyavégy ansamitocin sz&armazék és egy
megcélzott antigén, féleg tumorhozeéﬁﬁa&%éggé antigén elleni
bispecifikus monoklondlis antiteséf amely képes egy ansamitocin
szédrmazékot a céltdl eltérd helyen stabil és inaktiv forméban
sz8llitani és a célnadl az aktiv ansamitocin szarmazékot
felszabaditani, Ggy hogy a bispecifikus monoklondlis antitest és
az ansamitocin szdrmazék felhasznidl&dsaval nagyon hosszan hatd és
szelektiv, kevés kdros hatdesal rendelkezd rakellenes szer
dllithatdé els.
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A jelen tald&lmény térgya eljérés bispecifikus hibrid
monoklondlis antitest eld&dllitdsidra. Pontosabban, a jelen
talédlmdny térgya egy olyan hibrid monoklondlis antitest (a
tovdbbiakban mint hibrid MoAb-ra hivatkozunk r&), amely
bispecifikus egy ansamitocin szédrmazékra és egy cél-antigénre,
azaz egy rékos sejt felllleti membrénjdn levd, tumorhoz kapcsolddsd
antigénre nézve, valamint az ezt e¢l8411itd poliddma.

A jelen tal&lmény tovébbad egy olyan rak-kezelésre vonatkozik,
amely sorédn az emlitett MoAb-ot haszndljuk arra a célra, hogy
specifikusan kapcsoljon egy ansamitocin szadrmazékot egy rékos
sejthez, hogy a rdkos sejtet ezédltal elpusztitsuk.

Sbrak AV sz

Az 1. &brén az antitest higitidsi g¥rbét latjuk, amelyet ugy
kapunk, hogy az 1. példa szerint el6idllitott AS6-44.9 anti-ANS
antitestet az 1. referencia példdban leirt ELISA médszernek
vetjlik ald. A 2. &brdn ugyanennek az AS6-44.9 antitestnek ANS-sel
(1 ng/ml) szembeni neutralizdld aktivitidsat latjuk. A 3. &braén a
2. példdban elballitott ATF1-170 hibrid antitest bispecifikus
antitest aktivitédsat 1latjuk. A 4. dbrédn a 3. példiban elddllitott
ATF1-170 tetradma &ltal termelt immunoglobulin hidroxilapatit
oszlop elicids gbrbéjét latjuk a 280 nm-en mért elnyelés alapjan.
Az 5. 3bradn a 3. példdban elbAllitott anti-ANS-anti-hTfR
bispecifikus antitest citotoxicitdsi vizsgdlatdnak eredményeit
latjuk. A 6. a&bran az RCAS1-488 tenyészet fellilliszdjinak antitest
higitési g8rbéjét latjuk.
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Az ansamitocint, amely egy Jjelentés antitumor aktivitassal
rendelkez8 hatdanyag, egy aktinomyces (Nocardia nemzetség)
fermentdcids termékeil k&zbtt fedezték fel [E.Higashide et al.:
Nature, 270 721 (1977)]. Jéllehet egy ansamitocin analdgot, a
maytansint (a tovébbiakban a rdviditése MAY) mér koribban
felfedezték mint egy névényi eredetidi antitumor anvagot
[S.M.Kupchan et al.: Journal of the American Chemical Society,
94, 1354 (1972)], mégis t8bb figyelmet forditottak az ANS-ra,
amely bakteridlis eredeti, mivel a MAY-bd1l elBidllithatd mennyiség
kevés. Mindkét anyagnak a hatésmechanizmusa hasonlit a vinka
alkaloidokéra [példédul a vinkrisztinére (a tovébbiakban VCR-nek
réviditjik)], azaz gatolja a mikrotubulusck képzbdését a
tumorsejtekben, ezdltal fejtve ki citocid hati&st. Az ansamitocin
citotoxicitdsa 10-100-szor nagyobb mint az ismert radkellenes
kemoterédpids hatdanyagoké (példdul a metotrexdté, daunomiciné);
mint egy Uj tipusit antitumor anyagot, az ansamitocint és
szédrmazékait kémiai mdédositiésokkal és mikrobidlis &talakitédsokkal
szintetizd1ltdk [A.Kawai et al.: Chemical and Pharmaceutical
Bulletin, 32, 2194 (1984); H.Akimoto et al.: Chemical and
Pharmaceutical Bulletin, 32, 2565 (1984); A.Kawai et al.:
Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 32, 3441 (1984)]. Ezeknek
az ansamitocin szérmazékoknak in vitro és in vivo antitumor
hat&sa&t tanulményozva, MAY-t és VCR-t haszndlva kontroll
hatdanyagként, valamint a szubakut toxicitdsi vizsgilatok sorén,
beleértve az emésztérendszeri rendellenessége- ket és a
neurotoxicitédsi vizsgélatokat is, szdmos ansamitocin szarmazékrdl
talaltak azt, hogy a hatékonysdg és biztonsig szempontjibdl
Jjobbak mint a MAY és a VCR. Pontosabban, a I képletii
9-tio-maytansin jobb kemoterdpids koefficiens értéket mutatott



(toxikus mennyiség/ hatékony mennyiség) mint é MAY é&s a VCR.

Azonban az ANS erds citotoxicitdsa erts mellékhatédsokat okoz;
az ANS most ugyanabban a helyzetben van mint amilyenben a MAY
volt, amelynek a fejlesztését leidllitottdk, mivel
emésztdrendszeri rendellenességeket okozott é&s neurotoxikus
hatésa volt.

Mésrészrél azonban kifejlesztették a '"'célzott terédpiss
gybégyszereket”, azaz olvan tumorellenes immunokomplexeket,
amelyekben egy antitumor antitestet egy kemoterédpiés hatdanyaghoz
vagy egy biotoxinhoz kapcsolnak, azzal a céllal, hogy szelektiven
pusztitsdk a tumor-sejteket. Jellemz6jiik az, hogy felismerik és
k6t8dnek a tumor-sejteken lev8 tumor-specifikus antigénekhez
illetve a tumorral kapcsolatos antigénekhez, gidtoljdk a DNS
szintézist, fehérje szintézist vagy mikrotubulus képzbdést
ezekben a tumor-sejtekben és megilik bket. Ennélfogva a tumorocs
szervekre, szbvetekre és sejtekre specifikusak és csekély karos
hatdssal rendelkeznek a normé&l sejtekre. Néhdny antitest-hatd-
anyag vagy antitest-toxin komplexet midr bevezettek a klinikai
gyvakorlatba, néhdny biztatd eredménnyel. Azonban az antitest
aktivitésa vagy a hatdanyag illetve a toxin farmakoldgiai
aktivitdsa gvakran lecs®tkken, mivel kémiai kbtési reakcid van az
antitest és a hatdanyag illetve a toxin-fehérje kéz&tt; varhatd
hogy hatékonyabb szelektiv antitumor anyagokat fognak
kifejleszteni.

Részletesebben, az alacsony molekulatfmegii antitumor
anyagokndl szédmos probléma van, példaul:

(1) egy megfeleld funkcionédlis csoportot kell
haszndlni egy antitesthez vald kdtésre

(2) egy antitesthez vald kémiai kb&todés nagyobb



hatdssal van az aktivitédsra mint egy toxikus
fehérjénél, és a farmakoldgiai aktivitéas
rendszerint egy tizedére-egy sziazaddra vagy még
kisebbre cs8kken, é&s igy

(3) kiildnleges kérilményeket kell biztositani,
amelyek kdzbtt az antitest-hatdanyag komplex

kapcsold része lehasithatdé a tumorsejtekben.

Ezzel a technikai hattérrel vizsgidlatokat folytattunk
ajtipust antitest-hatdanyag komplex kifejlesztésére, olymddon,
hogy az ANS-t, amely Jjelentds citotoxikus aktivitéssal
rendelkezik, egy antitumor antitesthez kttik, hogy tumor-
-specifikusséd tegyék. Az ilyen antitest-hatdanyag komplex
elBdllitédsa sordn varhatd volt a fenti problémék elbforduldsa. A
szokvanyos mddszerekbdl, azaz a kémiai kapcsclasi reakcidk
hasznalatédbdél szadrmazd problémdk k&zé tartozik:

(1) a hatdanyag antitumor aktivitédsdnak lényeges
cstkkenése, valamint az antitest-antigén
kapcsolddéds aktivitédsinak csb8kkenése,

(2) homopolimer melléktermékek keletkezése az
antitestek kbzétt, amelyek szelektiv antitumor
anyagként semlegesek, vagy nagy molekuldja
polimerek képzddése, amelyek in vivo nem
hasznosak,mivel k&nnyen metabolizalnak,

(3) nehézségek az antitesthez kapcsoldddé hatdanyag
molekuldk sz&médnak szabdlyozidsédban,
lehetetlenné téve ezd&ltal hogy &4llandd mindségi
antitest-hatdanyag komplexet &dllitsunk eld, és

(4) nehézségek a legjobb terdpids koefficienssel



rendelkezd hatdanyag hasznidlatédban, mivel az
antitesthez kapcsoldsra felhaszn&lhatd
hatdanyagok eszelekcidjit azokra korlatozza,
amelyek megfeleld funkcids csoporttal
rendelkeznek.

Az djabban kifejlesztett hibriddéma el8allitdsi technikék
lehetdvé tették Gjtipust tridmdk, tetradmidk és més polidmak
elballitésat [C. Milstein et al.: Nature,305, 357 (1983);
M.R.Suresh et al.: Proceedings of the National Academy of
Science, USA., 83, 67982 (1986)], ezzel lehetdvé téve GJ
funkcidkkal rendelkezb bispecifikus antitestek el6dllitdcsét
[Japanese Unexamined Patent Publication No. 12276/1988
(Hybritech); US Patent No. 4,714,681 (University of Texas System

Cancer Center)].

A oroblémdk megoldisinak médiai

Vizsgélatokat folytattunk a fentiekben leirt Uj technoldgia
alkalmazasardl és kiterjesztésértl ezeknek a problémdknak a
megold&sidra. Ennek eredményeképpen sikerililt olyan hibrid MoAb-ot
kifejleszteni, amely nem teszi szlikségessé a kémiai kapcsoléasi
eljardsokat az antitest és a hatdanyag molekula k&z5tt, amely
lényeges volt a szokdsos antitest-hatdanyag komplexek
elddllitédsdhoz, és amely lehetévé teszi olyan antitest-hatdanyag
immunokomplex el&dllitisdt, amely megtartja mind az antitest,
mind a hatdéanyag teljes bioaktivitdsidt; ezutdn a hibrid MoAb
felhasznaldsaval eldallitottunk egy anti-humédn-tumor fehérje
komplexet. Ennek megfelelGen a jelen tald&dlmdny olyan polidéma
elBidllitdsi eljérésidra vonatkozik, amely olyan bispecifikus

hibrid MoAb-ot termel, amely specifikus mind az ansamitocin



szédrmazékokra mind a cél antigénekre, azaz a tumorsejt-membranon
levé antigénekre.

A jelen taldlmény tédrgyva tovédbbid egy olyan tetradma altal
eldallitott bispecifikus hibrid MoAb el88llitési eljarédsa amelyet
ugy kapunk, hogy fuziondltatunk egy ansamitocin szarmazékok
elleni antitestet (a tové&bbiakban anti-ANS antitestnek
réviditjlik) termeld hibridémét, és egy mésik hibridémat, amely a
cél antigének elleni antitestet termeli,valamint az ezt a hibrid
MoAb-ot felhaszndlva elddllitott szelektiv anti-humén-tumor
fehérje komplex el84llitési eljédrdsa. A cél antigén lehet
példédul humén transzferrin receptor (a tovabbiakban csak hTfR-nek
réviditjik), amely gyakran expresszilédik a tumorsejtek
membranjan.

A jelen taladlmdny szerinti bispecifikus hibrid MoAb-ot
termeld poliddma elBidllitdsdra egy anti-ANS-antitestet termeld
hibridéméat haszndlunk, amelyet példiul az alibb ismertetett
moédszerrel &llithatunk els.

Egy ansamitocin szarmazékkal elbsz8r beoltunk egy &llatot,
hogy beinditsuk az anti-ANS antitest termelését. Ebben az
esetben az ANS &nmagdban immunogénként vald felhasznilésa
rendszerint nem indukalja az antitest nagymennyiségben valéd
termelését; ennélfogva egy megfelelS funkciondlis csoporttal
rendelkez6 ansamitocin sz&rmazékot hordozd fehérjével; példaul
szarvasmarha szérum albuminnal (a tov&bbiakban BSA-nak
roviditjik), vagy tiroglobulinnal konjugilva haszndljuk
immunogénként, egy megfelel8 funkcids csoporton keresztiil,
ugymint a PDM-3-Czo-karboximetil éter karboxil csoportjén
keresztiil, vagy a II &ltaldnos képlettel leirhatd maytansinol

3-a-aminofenil-acetdt vagy PDM-3-Czo-p-aminobenzil éter



aminocsoportjdn keresztul.
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A hasznélt &dllat lehet pé&lddul nyal, patkény, egér é
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tengeri
malac; a MoAb el8dllitdsdhoz kiildn8sen eldnybs az egér
hasznélata.

A beoltdst szokdsos médszerrel végezhetjiik. Példaul az
immunogén anyagot 1-100 ug mennyiségben, elétnybsen 10-25 ug-ot
oltésonként, 0.1 ml fizioldgids sdoldattal és 0.1 ml komplett
Freund adjuvénssal emulgedljuk, majd ezuté&n az allat hitdba adjuk
szubkutdn médon, vagy intraperitondlisan a haslregébe, 3-6-szor
2-3 hetes intervallumokban.

Az immunizdlt &llatok csoportjabdél, példédul egerekbdl, azokat
vadlasztjuk ki amelyek magas antitest titerrel rendelkeznek. Az
utolsd immunizalds utdn 3-5 nappal bsszegylijtjiik a lépeket vagy
nyirokmirigyeket; a bennik levé antitest-termeld sejteket mieldma
sejtekkel fuziondltatjuk. A sejtfGzidt ismert modszerekkel
végezzik. A fuzogén anyagok k¥zé tartozik példiul a polietilén-
glikol (a tovébbiakban PEG-nek réviditjik) és a Sendai virus; a
PEG hasznalata elény&s. A mieldma sejtvonalak k&6zé tartozik
példaul az NS-1, P3Ul &s SP2/0; elbnyds a P3Ul hasznilata.
Eldnyds, ha az ardny a splenocitidk és a mieldma sejtek kSzd5tt 1:1
és 1:10 kéz6tt van. Ajédnlott, hogy 1000-9000 molekulatbSmegii
PEG-et adjunk hozza 10-80% koncentrédcidban, az inkubdlist
20-37°C-on végezzik, eldnyésen 30-37°C-on, 3-10 percig.

Kiil8nbdzd médszerek haszndlhatdék az anti-ANS-antitestet
termeld hibridémék szelektildséra, beleértve az ELISA mddszert,
amely sordn a hibriddma tenyészetek feliiltiszdjidt olyan mikrotiter
lemezekhez adjuk, amelyekre (maytansinol-3-a-aminofenil-acetat)-
humén szérum albumin (a tovabbiakban HSA-nak réviditjik)
komplexet adszorbedltattunk; ezutén torma-peroxididzzal (HRP)

jelzett anti-egér immunoglobulin antitestet adunk a mikrotiter



lemezekhez, és a lemez szildrd fazisdhoz kétdddtt anti-ANS
monoklonédlis antitestet detektialjuk. Azokat a pozitiv antitest
aktivitédst mutatd hibriddémékat amelyeket HAT-tal (hipoxantin-
aminopterin-timidin) kiegészitett tiptalajon szelektdltunk és
névesztettliink, azonnal tovabb kldnozzuk; a kldénozidst &altaldban
k8nnyen végrehajthatjuk hatdrhigitédsi mdédszerrel vagy més
médszerekkel. A klénozott hibriddémé&k tenyészete felliliszdjanak
antitest titerét a fenti mddszerekkel meghatdrozzuk hogy
kivalasszuk azokat a hibriddémékat, amelyek stabilan, magas
titerrel termelnek egy antitestet, igy &llithatjuk eld a keresett
anti-ANS antitestet termeld hibriddémat.

A fenti mbédszer szerint eltillitott é&s anti-ANS antitestet
(IgGi1, lambda lénc) termeld hibriddémidk k&zé tartozik az AS6-44.9
egér hibriddéma.

A tumorral kapcsolatos antigének mint cé&l antigének kozé
tartozik a hTfR, amely viszonylag gazdagon expresszalddik a
ki116nbdz8 tumor sejtvonalakban. A hTfR-t humé&n placenta szévetbtl
tisztithatjuk ismert mdédszerekkel [P.A.Seligman et al.: Journal
of Biological Chemistry,254,9943 (1979)]; a nagytisztasigl mintéat
az alabbi mdédszerekkel &llithatjuk el6.

(1) Humén placenta szbvetet foszfattal pufferelt
séoldatban (20 mmél dindtrium-foszfat, 0.15 mél
NaCl; a tovabbiakban PBS-nek réviditjik),
pH=7.5, 4% Triton-X-100-at tartalmaz,
homogeniz&ljuk, majd szonikdljuk és
centrifugaljuk.

(2) A kapott felliliszdt, miutdn ammdnium-szulfittal
kisdztuk, olyan oszlopra visszik, amelyre humén

transzferrin elleni antitestet kapcsoltunk és
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alaposan mossuk foszfat pufferrel (20 mmdl
dinadtrium-foszfadt, a tovabbiakban PB-nek
roviditjik), pH=7.5, 0.5 mo6l NaCl-t tartalmaz,
majd a hTfR frakciét 0.5 mél NaCl-t é&s 0.5%
Triton-X-100-at tartalmazd 0.02 mdélos glicin
pufferrel (pH=10.0) elualjuk.

(3) A kapott hTfR frakcidét hTf-fel kapcsolt
oszlopra vissziik. Miutdn az oszlopot 1 mdlos
NaCl-t tartalmazd PB-vel (pH=7.5) mostuk, az
eludlést 1 mél NaCl-t és 1% Triton-X-100-at
tartalmazd 0.5 mdlos glicin pufferrel (pH=10.0)
elualjuk, igy kapjuk a tisztitott hTfR mintat.

Mas médszer szerint egylépéses eluidlids és izoldlés is
lehetséges anti-hT{fR antitesttel kapcsolt oszlopot haszndlva.

Az allatok immunizdliésat hTfR-rel és az anti-hTfR-antitestet
termeld sejtek mieldma sejtekkel vald fuzidjét uvgyvanolyan
modszerrel végezhetjik, mint amit az ansamitocin sz&rmazékokra
leirtunk. Kildnbdz6 mdédszerek hasznilhatdk anti-hTfR-antitestet
termeld hibriddémék screenelésére. Az ilyen mddszerek k&zé
tartozik példdul az ELISA médszer, amely soridn a hibriddmék
tenyészetének fellltGeszdjédt olyan mikrotiter lemezre visszik,
amelyre anti-egér IgG antitest van adszorbedlva, majd a HRP-vel
jeldlt tisztitott hTfR mintét hozzdadjuk és a lemez szildrd
fazishoz k&to6tt anti-hTfR monoklondlis antitestet detektaljuk,
valamint a sejt-ELISA mbédszer, amely sordn a K562 sejtvonalat,
amely a sejfelszini membré&njan nagymennyiségil TfR-t expresszial,
egy mikrotiter lemezre immobilizdljuk, és a hibriddémék tenyésze-
tének felliliszdjét adjuk a mikrotiter lemezhez, majd HRP-vel
jeldlt anti-egér IgG antitestet adunk hozza.



A fenti mddszer szerint elbidllitott anti-~-hTfR antitestet
termeld (IgGi, kappa lédnc) hibriddémék kézé tartozik példaul a
22C6 egér hibriddéma.

Szamos médszer létezik a jelen taldlminy szerinti,
bispecifikus hibrid MoAb-ot termeld poliddéma eldAllitdsara
[H.Aramoto et al.: Proteins, Nucleic Acids and Enzymes,33, 217
(1988)1; ezek k8zl#l ba&rmelyik hasznilhatd. Az ilyen mbdszerek
ko6zé tartozik példéul

(1) az a mbédszer, amely sorédn az emlitett HAT
rezisztens anti-ANS-antitestet termeld
hibridémiét lépésenként 5-brém-dezoxiuridinnel
(a tovabbiakban BrdU-nak roviditjik)
kiegészitett tdptalajhoz szoktatjuk, ezt
kdvetben egy timidin-kindz defiiciens tOrzset
szelektdlunk és HAT érzékennyé tesszik;
hasonloképpen, egy HAT-rezisztens anti-hTfR-
antitestet termeld hibriddmat teszink
rezisztenssé B-aza-guaninra (a tovabbiakban
AZG-nek roéviditjik), ezt kovetben egy
hipoxantin-guanin-foszforibozil transzfera:z
deficiens térzset klénozunk és HAT érzékennyé
tesezik; ezt a két tbrzset azutdn egy ismert
médszerrel flziondltatjuk, igy kapjuk a
tetradmékat, amelyeket HAT-tal kiegészitett
tédptalajon szelektilunk, majd azt a tetradmit
kldénozzuk, amely mind az ansamitocin
szdrmazékhoz mind a hTfR-hez kapcsolédni képes
hibrid antitestet szekretal; és -

(2) az a mdédszer, amely szerint egy anti-ANS-



_antitestet termeld hibridém&t fluoreszcein-
-izotiocian&ttal (a tovabbiakban FITC-nek
roviditjik) jelélink; egy anti-hTfR-antitestet
termeld hibridémit tetrametil-rodamin-izotio-
ciandttal (a tovAdbbiakban TRITC-nek réviditjik)
jeldliink; ezt a két jelzett hibriddémat ismert
modszerrel fluziondltatjuk; a kapott sejt-
-szuszpenzidt fluoreszcein-aktivalt sejt- sze-
lektéldéra visszik (a tovébbiakban FACS-nak
roviditjik), hogy szelektaljuk és klénozzuk
azokat a tetradmdkat, amelyek mind a FITC zd4ld
fluoreszcencidjdt, mind a TRITC v&r8s fluoresz-
cencidajat mutatjdk. A szlld torzsek genetikail
markereit forditva haszndlhatjuk a kivant
tetradma szelektdlisira &s klénozdsara.

Ezekben az eljarédsokban a sejtek fuzidjara fuzogén anyagot,
példiul Sendai virust vagy PEG-et haszndlunk, illetdleg
elektromos stimuléldst vagy més mdédszert. A sok kbzll a PEG az
eldnyds. Az aldbbiakban a PEG felhaszndlasdra ismertetink egy
médszert, de a jelen taldlmény nem korladtozhatd erre a mbédszerre.
A k8ritlbelil 1000-9000 molekulat&megil PEG-et hasznaljuk
k8rilbelttl 10-80% koncentricidban; a kezelés ideje 0.5-30 perc.
Hatékony fzidt érhetiink el ha a sejteket 37°C-on 4-10 percig
tartjuk kontaktusban 35-55%-os PEG 6000-rel; ezek az eldnyls
k8riilmények.

A polidémédk szelekcidjiat az el&ztkben emlitett HAT-tal
kiegészitett tdptalajban illetve més taptalajokban végezhetjik;
erre a célra B-AZG, B-tioguanin, 5-BrdU vagy mAs hatdanyagok

felhaszndlasaval a hatdanyag akklimatizidcids mddszert



alkalmazhatjuk, hogy a hatdanyagra rezisztens tdrzseket &llitsunk
eld. Egy Gj marker bevezetése a fiziondlt sejtekbe lehetdvé teszi
kil18nb8z8 szelekcids téptalajok alkalmazésidt. Az ilyen szelecids
tidptalajra példa lehet a neomicinnel kiegészitett taptalaj
valamint a higromicin B-vel kiegészitett tadptalaj [B.Sugden et
al.: Molecular and Cellular Biology, 5, 412 (1985)]. Hozz&férhetd
az a médszer is, amely sordn kulénbdzd fluoreszcens festékekkel
jeldlt hibridomékat fuziondltatunk, majd a kettdsen jelSlt hibrid
hibridémidkat FACS-szal szétvalasztjuk az eldzbkben k6z81lt leirés
szerint [L.Karawajew et al.: Journal of Immunological Methods,
96, 265 (1987)1].

A hibrid antitestet termeld poliddmdk szelektidlaséra
kiildnbdz8 médszerek alkalmasak. Az ilyen mbédszerek k8zé tartozik
példaul:

(1) az eldbb emlitett ELISA mdédszer az anti-ANS
antitestet termeld hibridémAk szelektidlésara;

(2) az az ELISA médszer, amelyben a poliddma
tenyészet felliliszdjit olyan mikrotiter
lemezhez adjuk, amelynek a felszinére anti-
-egér immunoglobulin antitestet adszorbe&ltunk
és HRP-vel jelzett hTfR-t adunk hozza, hogy
kimutassuk a szildrd fézishoz k&tdtt anti-hT£ER
antitestet;

(3) az az ELISA mbédszer, amelyben a poliddma
tenyészet felliliszédjidt olyan mikrotiter
lemezhez adjuk, amelyre {(maytansinol 3-a-amino-
fenil-acetdt)-HSA komplexet adszorbedltunk,
majd HRP-vel jelzett hTfR-t adunk hozza a

bispecifikus hibrid antitest detektdléaséra;
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ha olyan anti-hTfR antitestet hasznidlunk (kappa l&nc), amelynek
k8nnyd lénca eltér az anti-ANS antitestétsl (lambda 1lé&nc), akkor
(4) az az ELISA médszer, amelyben a tenyészet

fellltszdjat olyan mikrotiter lemezekhez adjuk,
amelyre (maytansinol 3-a-aminofenil-acetdt)-
HSA komplexet adszorbedltunk, majd HRP-vel vagy
biotinnal jelzett anti-egér IgG-kappa lénc
specifikus antitestet adunk hozza a
bispecifikus antitest kimutatésé&ra, valamint
ezeknek a mddszereknek a médositdsai;

ezeket a mdédszereket adott esetben kombinidlva is alkalmazhatjuk.

A hibrid antitest aktivitéds szempontjdbdl pozitiv poliddmékat
klénozzuk, ami &ltaldban egyszeriien kivitelezheté a hatidrhigitési
vagy egyéb médszerekkel. A klénozott poliddmék tenyészetének
feliiltiszdjdt a fentemlitett médszerrel antitest-titer
meghatarozdsnak vetjuk ald, hogy szelektédljuk azt a polidéméat,
amely egy antitestet stabilan, magas titerrel termel, igy kapjuk
a keresett hibrid monoklondlis antitestet termeld poliddmét.

Az emlitett, jelen taldlmény szerinti poliddéma tenyésztécsét
folyékony téptalajon, vagy Allatok hasliregében (azaz eml8stk,
példdul egerek hasliregében) végezhetjik ismert mddszerekkel. A
tenyészfolyadékbél vagy aszcitesz folydékbdl az antitestet ismert
biokémiai technikidk kombindldsival izoldljuk. Példéul a
sejttenyészetet vagy aszcitesz folyadékot lecentrifugdljuk; a
kapott feliluszét Osszegylijtjik és kisdzzuk (dltaldban amménium-
-szulfitot vagy nAtrium-szulfitot alkalmazva). A kapott fehérje
csapadékot megfeleld oldatban oldjuk majd dializdljuk és oszlop-
kromatografdljuk (példdul ionceeréld oszloppal, gélszlrd

oszloppal, Protein A oszloppal, hidroxilapatit oszloppal) a



keresett antitest kinyerésére és tisztitdsira. Egylépéces
kinyerést és tisztitdst is végezhetink olyan oszloppal, amelyre
két kiil¥nbbzd antigént kotdttink.

A fentiekben ismertetett elvalasztasi és tisztitasi eljarésok
kSriilbeliil 1-5 mg hibrid MoAb-ot eredményeznek 1 liter tenyészet-
-felultszobdl, fehérjetbmegre szdmitva 80%-osndl nagyobb
tisztasdgban. 20 ml aszcitesz folyadékbdl 3-10 mg ugyanilyen
antitest &llithatd eld.’

Az igy eld&dllitott hiktrid MoAb egy egységes fehérje, és
példdul proteindz kezeléssel olyan F(ab’ )z fragmentek Allithatdk
eld, amelyek mind az ansamitocin szdrmazékokhoz mind a tumorral
kapcsolatos antigénekhez, Ggymint hTfR antigénekhez vald
kapcsolddidsi aktivitisukat megtartjidk; ezek a fragmentek ugyanazt
a célt szolgdlhatjdk mint a jelen taldlmany szerinti hibrid Moclb.

Az elbzbkben emlitett eljiréds szerint elb&dllitott, hibrid
antitestet termeld poliddémédk k&zé tartozik példaul az ATF1-170
tetradma, amelyet az aldbbiakban kbvetkezb 2. példdban
ismertetiink.

Mint olyan poliddémé&t, amely a jelen taldlmény szerinti hibrid
MoAb-ot termeli, az elbz8kben az anti-ANS MoAb-ot termeld
hibridéma és az anti-hTfR MoAb-ot termeld hibriddéma fuzidjaval
létrejbtt poliddémat emlitettik. Megjegyezziik azonban, hogy az a
triéma, amelyet Ggy kapunk, hogy fiziondltatjuk az egyik MoAb-ot
termeld hibriddmét, egy masik McAb-ot termels olyan sejttel vagy
hibridémaval, amelyet gy kapunk, hogy Epstein-Barr virussal vagy
mas eszkbzbkkel végzett immortalizidcid utan két, megfeleld Mohb
fajtidt termeld sejt fuziondltatjuk, ugyvanazt a célt szolgdlhatja
mint az el6bb emlitett tetradma, amig a jelen taldlmény szerinti
hibrid MoAb-ot termeli.



Tovadbbé, azokban az esetekben, amikor ezek a polidémak egér
IgG MoAb-ot termelnek, lehetséges egér-humdn kiméra antitestet
késziteni olymddon, hogy olyan DNS-t &llitunk el8, amely a
bispecifikus hibrid MoAb antigén felismer® helyének varidbilis
régidjat kédolja, és ezt gén-manipuldcids technika alkalmazdsaval
humén IgG konstans régidjét kédold génhez ligidljuk [Z.Steplewski
et al.: Proceedings of the National Academy of Science, USA, 85,
4852 (1988)]. Ezt a kiméra antitestet eldnybeen hasznidlhatjuk
emberek kezelésére, mivel kicsi az antigenicitasa.

Szamos mdédszer hasznalhatd a rak terdpidban a jelen taldlmany
szerinti bispecifikus antitest vagy egy ansamitocin szérmazékbdl
és a bispecifikus antitestb6l el8dllitott anti-humin-tumor
fehérje komplex alkalmazédsival. Az ilyen mddszerek k&zé tartozik
példaul:

(1) az a mdédszer, amelyben a jelen taldlmany
szerinti hibrid MocAb-ot ridkos betegeknek adjuk
be, éc megfeleld idb elteltével ansamitocin
szdrmazékot adunk be a betegnek, ezzel
biztositjiuk, hogy a ridkos szévetekhez vagy
sejtekhez kapcsolddjon a rdkellenes szer; és

(2) az a médszer, amelyben a hibrid MoAb-ot és egy
ansamitocin szidrmazékot egyszerre adunk be a
rikos betegnek, eldnybs

(3) az a médszer, amelyben a hibrid MoAb-ot és egy
ansamitocin szdrmazékot reagaltatunk, a nem
reagdlt ansamitocin szarmazékot eltavolitjuk,
majd a kapott anti-humdn-tumor fehérje
komplexet adjuk be a rédkos betegnek.

Az utdbbi esetben barmely ansamitocin szé&rmazék haszndlhatd, ha



antitumor aktivit&ssal rendelkezik és képes az anti-ANS
antitesttel reagalni. Az ilyen ansamitocin szArmazékok kbzé
tartoznak példédul a IIl dltaldnos képletid vegylletek ahol R
jelentése hidrogénatom vagy karbonsavbdl szdrmazé acilcsoport; Q
jelentése hidroxilcsoport (OH) vagy merkaptocsoport (SH); X
jelentése kldératom vagy hidrogénatom; Y jelentése hidrogénatom,
révid szénlédnct alkilszulfonilcsoport, alkilcsoport vagy aralkil
csoport, ezek kdézlUl barmelyik lehet helyettesitett és ezeknek
4,5-dezoxi szarmaczékai.

A fenti III &ltaldnos képletben R-rel jelzett, karbonsavbdl
szérmazé acilcsoport lehet példidul 300-nil nem nagyobb
molekulatbmegll karbonsavakbdl szérmazd acilcsoport, vagy 1-20
szénatomot tartalmazd acilcsoport. Az ilyen acilcsoportok kézé
tartoznak példdul a telitett vagy telitetlen alifés
acilcsoportok, telitett vagy telitetlen aliciklusos acilcsoportok
és az N-acil-a-aminosav tipusu acilcsoportok: ezeket példdul a
kbvetkezb képlettel lehet leirni:

-COR1? (4)

ahol R jelentése hidrogénatom, alkilcsoport, alkenilcsoport,
cikloalkilesoport vagy arilcsoport; ezeknek a csoportoknak
lehetnek szubsztituenseik; a fenti ciklikus csoport alkilén
ldncon keresztil kapcsolddhat a karbonil csoporthoz. Olyan
réldaként, amikor szubsztituenst tartalmaz, a k&vetkez8 képlettel

jellemzett N-acil-a-aminoacil csoportot emlitjiik:



R=2 R>3
I/
—COCH—N\ (B)
COR4

ahol R2 jelentése hidrogénatom, alkilcsoport, cikloalkilcsoport
vagy arilcsoport; ezeknek a csoportoknak lehetnek
szubsztituensei; a ciklikus csoport alkilén lé&ncon keresztul kap-
csolddhat a szénatomhoz az a-helyzetben.; R3 jelentése
hidrogénatom, alkilecsoport, cikloalkilecsoport vagy arilcsoport;
ezeknek a csoportoknak lehetnek szubsztituensei, és a ciklikus
csoport alkilén lancon keresztliil kapcsolddhat az N atomhoz; R4
jelentése hidrogénatom, alkilcsoport, alkenilcsoport, cikloalkil
csoport vagy egy arilcsoport; ezeknek a csoportoknak lehet
szubsztituense és a ciklikus csoport alkilén li&ncon keresztil
kapcsolddhat a nitrogénatomon levt karbonilcsoporthoz; R4
jelentése lehet alkoxicsoport vagy benzil-oxi-csoport.

A fenti (A) képlettel jellemzett acilcsoportban Rl jelentését
az aldbbiakban adjuk meg.

Az Ri-gyel jelzett alkilcsoportba tartoznak az 1-18
szénatomot tartalmazdé alkilcsoportok (példdul a metil-, etil-,
propil-, izopropil-, butil-, izobutil-, szek-butil-, terc-butil-,
pentil-, izopentil-, 1-metil-propil-, hexil-, heptil-, 3-heptil-,
oktil-, nonil-, decil-, undecil-, dodecil-, tridecil-, pentadecil
és heptadecilcsoport). Masok mellett a kérilbellil 1-16 szénatomot
tartalmazd, alacsony szénatomezé&mi alkilcsoport elénybs.

Az Ri-gyel jel8lt alkenil-csoportok k¥ézé tartoznak példiul a
2-10 szénatomot tartalmazd alkenilcsoportok (példéaul a vinil-,

allil-, 1-metil-vinil-, 1l-oktenil- és l-decenil-csoport). Masock
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mellett a 2-4 szénatomot tartalmazd alacsony szénatomszami
alkenilcsoportok eldny8sek. '

Az Ri-gyel jel8lt cikloalkilcsoportok k&ézé tartoznak a 3-10
szénatomot tartalmazd cikloalkilcsobortok (példéaul a
ciklopropil-. ciklobutil-, ciklopentil-, ciklohexil-,
cikloheptil-, ciklooktil-, nonybornil- és adamantilcsoport).

Az Rli-gyel jel8lt arilcsoportba tartozik a fenil- és a
naftilcsoport. A fenilcsoport az eldnyés.

Az Ri-ként szerepld alkilcsoport, alkenilcsoport, cikloalkil-
csoport és acilcsoport helyettesit6t is tartalmazhat. A
szubsztituensek k&zé tartoznak példaul az 1-4 szénatomot
tartalmazd alacsony szénatomszami alkoxicscportok (példaul a
metoxi-, etoxi-, propoxi-, izopropoxi-, butoxi-, izobutoxi-,
szek-butoxi- és terc-butoxi- csoport), a 2-4 szénatomot
tartalmazé alacsony szénatomszadmi alkanoil csoportok (példéul az
acetil-, propionil-, butiril- és izobutirilesoport), a 2-4
szénatomot tartalmazd alacsony szénatomszami
alkanoil-oxi-csoportok (példdul az acetil-oxi-, propionil-oxi-,
butiril-oxi és izobutiril-oxi-csoport), a 2-4 szénatomot
tartalmazd® alacsony szénatomsz&mid alkoxikarbonil csoportok
(példédul a metoxi-karbonil, etoxi-karbonil, propoxi-karbonil és
izopropoxi-karbonil-csoport), a halogénatomok (példiul a klér-,
fluor-, brém- és jédatom), hidroxilcsoport nitrocsoport,
cianocsoport, trifluormetil-csoportok, amino- csoportok
mono-(alacsony szénatomszdmi (Ci-4) alkil)-amino csoportok
(példdul a metil-amino csoport), a di-(alacsony szénatomszamua
(Ci-4) alkil)-amino csoportok (példaul a dimetil-amino-,
dietil-amino-, dipropil-amino-, diizopropil-amino és

dibutil-amino csoport), 1-4 szénatomot tartalmazd alacsony



szénatomszami alkil-tio csoportok (példédul a metil-tio-,
etil-tio-, propil-tio-, izopropil-tio-, butil-tio-,
izobutil-tio-, szek-butil-tio- és terc-butil-tio-csoport),
alacsony szénatomszami (Ci-4) alkilszulfinilcsoportok, alacsony
szénatomszédmi alké&nszulfonilcsoportok, oxocsoportok, tioxo-
csoportok és 1-4 szénatomot tartalmazd alacsony szénatomszami
alkanoil-amino csoportok (példaul a formil-amino-, acetil-amino-,
propionil-amino-, butiril-amino- és izobutiril-amino-csoport). Ha
a fenti Rl csoport jelentése ciklikus cscoport (cikloalkil vagy
aril csoport), akkor a szubsztituensek kézé tartoznak még az 1-4
szénatomot tartalmazd alacsony szénatomszamu alkilcsoportok
(példdul a metil-, etil-, propil-, izopropil-, butil-, izobutil-,
szek-butil- és terc-butil-csoport). A csoportok a szubsztituensek
azonos vagy kiilsnbdz8 csoportjdba tartozd 1-3 taggal
szubsztituidlhatok.

Az Ri-gyel jelélt ciklikus csoport (cikloalkil- vagy aril-
csoport, amely szubsztituenssel is rendelkezhet) a -COR?
képletben szerepld karbonil csoporthoz alkilén lancon keresztil
kapcsolddhat. Az alkilén lancok kézé tartoznak példaul az 1-4
szénatomszé&mos alkilén lé&ncok (példaul a metilén, etilén,
metil-metilén (etilidén), propilén, butilén, 1l-, 2- vagy 3-metil-
-propilén, 1- vagy 2-etiletilén, propil-metilén, 1,1- vagy 1,2
dimetil-etilén, izopropil-metilén). Az alkilén lancok
rendelkezhetnek a fentemlitett szubsztituensek valamelyikével.
Ennek megfelelden, ha a ciklikus csoport és az alkilén léanc
8sszekapcsolddik, akkor Rl jelentése olyan ciklcocalkilcsoport
vagy aralkilcsoport, amely szubsztituenssel rendelkezhet.

Az Ri-gyel jelslt, 1-18 szénatomot tartalmazd és egy

szubsztituenssel rendelkezd alkilcsoportok kozé tartozik példéul



a metoxi-metil-, butoxi-metil-, metil-tio-metil-,
metil-tio-etil-, etil-tio-etil-, izopropil-tio-etil-,
butil-tio—-etil-, izcbutil-tio-etil-, acetil-oxi-metil-,
acetil-oxi-etil-, etoxi—karbonil~me£il—, butoxi-karbonil-etil-,
fluor-metil-, klér-metil-, klér-etil-, 3-klér- -propil,
4-klér-butil-, trifluor-metil-, brém-metil-, 4-brdém-butil-,
5-brém-pentil-, jéd-metil-, 2-jéd-etil-, ciano-metil-,
metil-szulfinil-etil- és metil-szulfonil-metil-csoport.

Az Ri-gyel jel8lt, 2-10 szénatomot tartalmazd és egy
szubsztituenssel rendelkez8 alkenil csoportok k&zé tartozik a
2-etoxi-karbonil-vinil-csoport.

Az Ri-gyel jelélt, 3-10 szénatomot tartalmazd é&s egy
szubsztituenssel rendelkezé cikloalkil csoportok kézé tartozik
példaul a 2,2-dimetil-ciklopropil-, 4-izobutil-ciklohexil-,
2-brém-ciklopropil-, 2-klér-ciklobutil-, 4-klér-ciklchexil-,
2,2-difluor-ciklobutil-, 3-metoxi-ciklchexil-,
4-acetil-ciklohexil-, 2-ciano-ciklobutil-, 4-ciano-ciklohexil- és
4-dimetil-amino-ciklohexil—- csoport.

Az Ri-gyel jelblt, egy szubsztituenssel rendelkezd aril-
csoportok kdzé tartozik példdul a 2-, 3- vagy 4-metil-fenil-,
4-terc-butil-fenil-, 2-,3- vagy 4-klér-fenil-, 2-,3~ vagy
4-brdém-fenil-, 2-, 3- vagy 4-jdéd-fenil-, 2-, 3- vagy
4-fluor-fenil-, 2- vagy 4-metoxi-fenil-, 4-butoxi-fenil-,
4-metoxi-karbonil-fenil-, 3-acetil-fenil-, 2-, 3- vagy
4-nitro-fenil-, 3- vagy 4-ciano-fenil, 4-dimetil-amino-fenil-,
4-dietil—-amino-fenil-, 4-acetoxi-fenil-, 4-butiril-oxi-fenil-,
3,4-dimetoxi-fenil-, 3,4,5-trimetoxi-fenil-,
3,4-metilén-dioxi-fenil-, 3-trifluor-metil-fenil-,

4-metil-tio-fenil-, 4-metil-szulfonil-fenil- és



4-acetamido-fenil-csoport.

Ha az Ri-gyel jel8lt, a fentiekben ismertetett ciklikus
csoport [példdul cikloalkil és aril (f&leg fenil) csoport] az (A)
képletben levd acilcsoport karbonilﬂszénatomjéhoz alkilén léancon
keresztil kapcsolddik, akkor Rl lényegében olyan csoportot
jelent, amely ezeket a ciklikus csoportokat és a hozz& kapcsolddd
alkilén lancokat tartalmazza, példidul egy cikloalkilcsoportot
vagy egy aralkilcsoportot. Az ilyen cikloalkilcsoportok kézé
tartozik példdul az adamantil-metil-, ciklohexil-metil-,
3-ciklohexil-propil-, 2-ciklopentenil-metil- és
2-ciklopentil-etil- csoport. Az aralkil csoportok k&ézé tartozik
példsul a 4-brdém- -benzil-, 2-, 3- vagy 4-ciklobenzil-, 2,5- vagy
3,4-dimetoxi-benzil-, 4-etoxi-benzil-, 4-fluor-benzil-, 3- vagy
4-metoxi-benzil-, 4-metoxi-fenil-etil-, 1- vagy 2-naftil-metil-,
2-, 3- vagy 4-nitro-benzil-, 3-nitro-fenetil-, benzil, 2-,3- vagy
4-fenil-propil-, 2-, 3- vagy 4-metil-benzil-, 3,4,5-trimetoxi-
-benzil- és a-metil-fenetil-csoport.

A fenti (B) képlettel jellemzett N-acil-a-aminoacil csoportot
az aldbbiakban irjuk le.

Az R2, R3 vagy R4 csoportok részére meghatirozott alkil,
alkenil-, cikloalkil- és arilcsoportok ugyanazok mint amiket az
eldz8kben az Rl szamira emlitettink. Ezek a csoportok
szubsztituenst tartalmazhatnak. Szubsztituensként ugyanazok a
csoportok emlithetdk, mint amiket az elbzékben az R csoportnil
példaként emlitettiink. Az R2, R3 vagy R4 ciklikus cscport (azaz
cikloalkilvagy arilcscoport a (B) képletben alkilén lancon
keresztill kapcsoldédhat az a-helyzetben levd szénatomhoz, a
nitrogénatomhoz vagy a nitrogénatomhoz kapcsolédd karbonil

csoporthoz. Az alkilén lédnc ugyanaz lehet mint amit az el&zb&kben



az Ri-nél leirtunk.

Az R4-gyel jelzett alkoxi-csoport lehet 1-4 szénatomos
alkoxicsoport (példdul metoxi-, etoxi-, propoxi-, izopropoxi-,
butoxi-, izobutoxi-, szek-butoxi- éé terc-butoxi-csoport).

A (B) képlettel leirt N-acil-a-aminoc-acil csoport lehet
példdul N-acetil-N-metil-glicil-, N-benzoil-N-metil-glicil-,
N-(4-k1l6r-benzoil)-N-metil-glicil-, N-acetil-N-metil-alanil-,
N-acetil-N-benzil-alanil-, N-acetil-N-metil-leucil-,
N-izobutiril-N-metil-alanil-, N-izovaleril-N-metil-alanil-,
N-propionil-N-metil-alanil-, N~acetil-N-metil-fenilalanil-,
2-(N-acetil-N-metil)-amino-3-metoxi-karbonil-propicnil-,
2-(N-acetil-N-metil)-amino-3~metil-merkapto-propionil-,
2—-(N-acetil-N-metil)-amino-3-etil-merkapto-propionil-, N-acetil-N
-metil-izoleucil-, N-acetil-N-metil-leucil-, N~acetil-N-metil-
-metionil-, N-acetil-N-metil-fenilalanil-, N-acetil-N-metil-4-"-
-acetoxi-tirozinil-, N-benzil-N-metil-valil-,
N-acetil-N-metil~fenilglicil, N-acetil-N-metil-3-ciano-alanil- és
N-acetil-N-metil- -(4 " -dimetil-amino)-fenilalanil-csoport.

A fenti (I) &ltalénos képletben Y-nal jelzett alacsony
szénatomezdmi alkilszulfonilcsoport lehet 1-4 szénatomszami
alkilszulfonilcsoport (példédul meténszulfonil-, etédnszulfonil-,
2-propédnszulfonil-, 2-buténszulfonil-csoport).

Az Y-nal jelzett alacsony szénatomszami, 1-8 szénatomos
alkilcsoport lehet metil-, etil-, propil-, izopropil-, butil-,
szek-butil-, pentil-, izopentil-, hexil-, heptil-, oktilcsoport.
Az aralkilcsoport lehet fenil-[alacsony szénatomszéamiu (Ci-4)
alkilcsoport]l, példdul benzil-, 2-fenetil-,
3-fenil-propil-csoport. Az Y-ban szerepld alkil- és

aralkilcsoport tartalmazhat szubsztituenst. A szubsztituens lehet



példdul hidroxilcsoport, aminocsoport, oxocsoport, halogénatom
(klédr-, brém-, joédatom), trifluor-metil-csoport, alacsony
szénatomszé&mi (Cz2-s5) alkoxi-karbonil- csoport, karboxilcsoport,
metilén-dioxi-csoport és alacsony séénatomszémﬁ (Ci-4) alkil-tio
cseoport.

A megfeleld 4,5-didezoxi sz&rmazékokat a III &ltalédnos
képlettel irhatjuk le, ahol a szimbdlumok megfelelnek a
fentieknek. )

Az eldz8kben emlitett ansamitocin szé&rmazékokat
szintetizdlhatjuk példiul a Kupchan és munkatirsai 4ltal leirt
médszerrel [Journal of the American Chemical Society, 97, 5294
(1975)], a Higashide és munkatérsai altal leirt mdédszerrel
[Nature, 270, 271 (1977)], valamint a 4137230, 4151042, 4162940,
4228239, 4229533, 4248870, 4256746, 42680608, 4263224, 4264596,
4265814, 4294757, 4307016, 4308268, 4308289, 4309428, 4317821,
4322348, 4331598, 4356265, 4362663, 4371533 és 4424219 sorszami
Amerikai Egyesiilt Bllamck-beli szabadalmi leirds alapjén és
hasonldé mdédszerekkel.

A jelen taldlmdny szerinti cél-antigén szé&mos antigén lehet;
a jellemzd példdk kdzé tartoznak a ridkos sejtek membranjinak
feliileti antigénjei, Ggymint a tumorhoz kapcsolddd antigének,
immunkompetens sejtfelszini receptorock és a virussal fertdz&tt
sejtek felszini antigénjei. Ezek k&zlll az antigének kézil gyakran
haszndljdk a hTfR-t mint tumorral kapcsoclt antigént, de
karcinoembrionikus antigént (amelynek a réviditése CEA), az
o-fetoproteint és szadmos tumorhoz kapcsolddd cukorlanc antigént,
beleértve a CA19-9-et [S.Hakomori: Cancer Research, 45, 2405
(1985)]1, a B-sejt limfdéma membran immunoglobulin idiotipusokat
{R.A.Miller et al.: New England Journal of Medicine, 308, 517



(1982)1, T-sejt limfdéma receptor idiotipusokat {L.L.Lanier et
al.: Journal of Immunology, 137, 2286 (1986)], valamint a
specifikusan a vesesejt karcindémin expresszilddd glikoproteint is
hasznéljsk. '

Amint az elbz6kben emlitettik, a Jjelen taldlmény szerinti

D
U]

hibrid MoAb képes nagyon specifikusan ké6tbdni a cél antigénhez
hatékonyan elpusztitani a rdkos sejteket a hozz&k5t&dH
ansamitocin szérmazék citotoxikus hatdsa révén, ezzel lehetdvé
teszi a szelektiv és hatékony rak kezelést.

A jelen taldlmdny szerinti hibrid MoAb olymdédon semlegesiti
egy ansamitocin szdrmazék citotoxikus hatdsidt, hogy hozzdkdtddik,
majd az ansamitocin szé&rmazékot a megcélzott helyen elengedi,
hogy kifejtse citotoxikus hatdsidt. Igy a jelen taldlmény szerinti
hibrid MoAb az ansamitocin szérmazékot képes stabil és inaktiv
formdban a célhelytbl eltérd helyen szillitani, majd az
ansamitocin aktiv formdjat a megcélzott helyen felszabaditja,
ezzel kivald stabilitési és szeletivitédsi, valamint nagyon
csekély karos mellékhatassal rendelkezd rikellenes szer Allithatéd
els.

A tovabbiakban a jelen taldlmAnyt referencia és munkapéldikon
keresztiil részletesebben ismertetjiik; ezek a példik nem

jelenthetik a jelen taldlmédny oltalmi k&rének korlatoziasat.
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ARllati sejtvonal IFO FRI
(IFO szé&m) (FERM sz&m)
Egér hibridéma AS6-44.9 50181 BP-2233
Egér-egér hibridéma 22C6 50172 BP-2054
Egér hibridéma ATF1-170 50182 BP-2234
Egér hibridéma RCS-1 50184 BP-2333
Egér hibridéma RCAS1-488 50218 BP-2687

IFO: Institute of Fermentation, Osaka

FRI: Fermentation Research Institute, Agency of Industrial
Science and Technology, Ministry of International Trade and
Industry

| Ref . 414

(ELISA az anti-ANS antitest wvizsgédlathoz)

(1) Szilard fazisu antigén el&dllitasa
‘N-(gamma-maleimido-butiriloxi)-szukcinimiddel maleimidezett
maytansinol 3-a-amino-fenil-acetdtot adunk olyan HSA-hoz, amelyet
N-szukecinimidil-piridil-ditio-propiondtos redukcidéval mddositunk,
igy kapjuk tiolcserés reakcidéval a (maytansinol-3-a-amino-fenil-

—-acetat)-HSA komplexet.
(2) Vizsgdld mdédszer
A fenti, antigén-érzékenyitett lemezhez 100 ul-t adunk a

szdébanforgd hibriddéma fellltszd6jédbol, majd 2 6rédn &t
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szobahbmérsékleten hagyjuk a reakeidt lejitszddni. Miutén a
lemezt alaposan mostuk 20 millimdélos foszfattal pufferelt
sdoldattal, amely 0.05 %¥ Tween 20-at tartalmaz (pH=7.3, a
tovébbiakban csak PBS-Tw-nek révidiijﬁk), egy HRP-vel jelzett
anti-egér IgG nydl antitestet adunk hozzi, majd a reakcidt
szobahdmérsékleten hagyjuk lejatszddni 2 éran At.

Miutdn a lemezt ismét mostuk, orto-fenilén-diamint é&s H202-t
mint enzim-szubsztratot tartalmazdé 0.1 mdlos citrét puffer
oldatot adunk mindegyik lemezhez, és az enzimreakcidt

szobah&mérsékleten hagyjuk lejidtszddni. Miutdn a reakcidt 1

normdl kénsav hozzdadédséaval ledllitottuk, a szinanyag mennyiségét

492 nm-en fotometrdlva hatérozzuk meg, egy Multiscan

alkalmazéasaval (késziti a Flow Co.).

2, Referencia példa
(Az anti-hTfR-antitestet termeld hibriddéma készitése)

(1) A hTfR tisztitésa

1 kg humén placenta-szbvetet kis darabokra viagunk, majd
PBS-ben (pH=7.5) homogenizaljuk, majd lecentrifugidljuk. A kapott
tiledéket 4 % Triton X-100-at tartalmazd PBS-ben homogenizidljuk.
Ezt a hcmogenizi&tumot ultrahangozzuk, majd lecentrifugdljuk. A
kapott fellliszdhoz 100 ml-ként 32 g ammdénium-szulfitot adunk.
Kisbézas utdn ezt az oldatot olyan oszlopra visszik, amelyre anti
hTf antitestet kapcsoltunk, majd alaposan mossuk 0.5 mél NaCl-t
tartaimazé PB-vel (pH=7.5). A 0.5 md1 NaCl-t és 0.5% Triton-X
100-at tartalmazdé 0.02 mdélos glicin pufferrel (pH=10.0) elualddsd
hTfR frakcidét hTf-fel kapcsolt oszlopra visszik. Miutin az
oszlopot 1 mél NaCl-t tartalmazd PB-vel mostuk, az elicidét 1 mol
NaCl-t és 1% Triton X-100-at tartalmazd 0.05 mdlos glicin



pufferrsl (pH=10.0) végezve kbdrilbellil 1.5 mg tisztitott hTfR
mintat kapunk.

(2) Immunizéaléas

A fenti tisztitott hTfR minta fiziolégids séoldatban késziilt
200 pg/ml-es oldatdhoz azonos térfogatd Freund komplett adjuvénst
adunk, majd alapcsan emulgealjuk. A kapott emulzidét ezutédn
intraperitondlisan és szubkutdn adagoljuk BALB/c egereknek
(n&stény, n=10, 20 ug/ml/egér). A tovibbi immunizidlist 3 hetes
intervallumokban végezziik. 4 egyméest k&vetd immunizdlds utin két
héttel maximdlis szérum antitest titerrel rendelkezd &Allatnak
intravéndsan ugyanazt a hTfR antigén oldatot adjuk mint amit az
eldzbkben meghatdroztunk (30 ug/0.1 ml fiziolégids sdoldat/egér).

(3) Sejtfuzid

A végsé immunizélds utdn 3 nappal a lépet kivagjuk és
splenocita szuszpenzidt kdszitink a szokvanyos médszerekkel
(kdrtlbellil 102 sejt). Ehhez a szuszpenzidhoz 2 x 107 egér
mieldéma sejtet adunk, majd PEG 6000-rel fhziondltatjuk a sejteket
Kéhler és Milstein mdédszere szerint [Nature, 256, 495 (1975)1.

A sejtfizid teljes lejitszddisa utin a sejtkeveréket HAT
téptalajban szuszpenddljuk, amely hipoxantint, aminopterint és
timidint tartalmaz, és 10 napig névesztjik Sket. A sziil8sejtek
szelektadlasa utdn a tenyésztést tovabb folytatjuk HT taptalajoen,
amelynek ugyanilyan az 8sszetétele mint a HAT taptalajnak, csak
nem tartalmaz aminopterint.

(4) Hibridomék szelekcidja és klénozésa

Kereskedelmi forgalomban levd anti-egér IgG nydl antitest
oldatot (20 ug/ml) méridnk szét 100 ul/luk mennyiségben egy 96
lukas mikrotiter lemezen. A mikrotiter lemezt ezutdn éjszakdn &t
4°C-on hagyjuk &l1lni, majd 2 % BSA-t tartalmazd PBS-t (pH=7.3)
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adunk az érzékenyitett lemezhez. Az (1) pontbén kapott tisztitott
hTfR mintédt, miutédn az ismert mdédszerrel HRP-vel jeldltik,
hasznédljuk ELISA-hoz [T.Kitagawa: Yuki Gosei Kagaku, 42, 283
(1984)]. Eszerint a hibridémék tenyészetének felilusz6jit adjuk a
fenti mésodik antitest-érzékenyitett lemezhez, majd a reakcidét
szobahtmérsékleten 2 drén A4t hagyjuk lejidtszddni. Ennek
megfelelden, a hibriddma tenyészetek felillszdjat az el8z8kben
emlitett mé&sodik antitest-érzékenyitett lemezhez adjuk, majd a
reakcidt szobahdmérsékleten hagyjuk lejédtszdéddni 2 dra alatt.
Miutén a lemezt PBS-sel mostuk, HRP-vel jelzett hTfR-t adunk
hozza, majd ezt kétdris, szobahlimérsékleten lejitsz6d4é reakcid
koveti. Az enzim-reakcidt ezutén az antitest-titer meghatirozdésa
c21jdbdl az 1-(2) referencia példa szerint hajtjuk végre.

A kiil6nbsen magas kapcsolési aktivitdst mutatd hibriddémikat
hatdrhigitési mddszerrel kldnozzuk, igy kapjuk a 2Z2C8 anti-hTfR
antitestet termeld hibriddémat. A jelen antitestet az IgGi (kappa
ldnc ) alosztalyba tertozdnak azonositottuk, amely nagy

affinitdst mutat a K562 humén rédkos sejtvonalhoz.

3. Referencia példa

(Kevert hemagglutindcids vizsgilat, MHA)

A vizsgalt sejtek k&zll a tapadd sejteket (500 sejt/luk) egy
60 lukas mikrotiter lemezen higitjuk (Nunc), majd 24-48 éra
hosszat tenyésztjik, mig a nem-tapadd sejteket szérumot nem
tartalmazé taptalajban szuszpenddljuk, lukakba osztjuk szét (500
sejt/luk), majd 5 percig 400 x g-vel centrifugdljuk, hogy a
sejtek a lemezhez tapadjanak.
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Az indikator vért a kbdvetkezbk szerint éliitjuk el&: Birka
vérds vérsejteket haromszor mossuk PBS-sel, majd PBS-ben
szuszpenddlva 2 %-os szuszpenzidt adllitunk el8. A =zuszpenzidt
azonos térfogatd egér anti-birka-v8r&s vérsejt antitesttel
(Ortho) reagdltatjuk, amelyet elbzb8leg 2.5-sz8rbsre higitottunk
maximum agglutindcids titeren PBS-sel, 37°C-on 30 percig. A
vérsejteket hé&romszor mossuk PBS-sel majd ismét PBS-ben
szuszpenddljuk 2 %-os koncentricidban. A szuszpenzidt azonos
térfogatl nyGl anti-egér IgG antitesttel (Cappel) reagidltatjuk,
amelyet eldzbleg 25-szdrbsre higitottunk PBS-sel, 37°C-on 30
percig. A vérsejteket ezutén héromszor mossuk PBS-sel, majd 2
%-0s szuszpenzidé formdjadban taroljuk.

A sejt-tapadédsi lemezt 0.1 mélos MgClz-0.03 mélos CaClz-
-0.1% glikéz tartalmid Veronidl pufferelt sdoldattal mossuk
(pH=7.4, réviditése a tovabbiakban VBS), amely még 5% FC3-t
tartalmaz. Egy tenyészet felllliszdét vagy aszcitesz folyadékot a
mikrotiter lemez lukaiba mérink szét, majd egy O8rén &t
szobah¢mérsékleten hagyjuk allni. A lemezt VBS-sel mossuk, majd
az elbzbleg 5%-os FCS-VBS-sel 0.2 %-osra higitott indiké&tor
vérsejt szuszpenzidt mérjlk szét a lukakba és szobahbmérsékleten
hagyjuk &l1llni 40 percig. A lemezt VBS-sel mossuk hogy
eltdvolitsuk a nem reagilt vérsejteket, majd mikroszképpal
vizsgaljuk. Azt az esetet mindsitjlk pozitivnak, amikor a
kontroll tesztben (antitestet nem adtunk hozzd) nem keletkezik 1
%-ndl t6bb rozetta és ezzel egyidbben a vizsgdlt sejteknek t&bb

mint 25 %-nadl keletkezik rozetta a fenti tesztben.



{_ Ref . 514
(Anti human vesesejt karcindéma monoklondlis antitestet termeld

hibriddéma készitése)

(1) Humén vese réksejtek transzplantidcidja és immunizdlés

szérummal

Egy nu/nu-BALB/c egérnek szubkutén beadunk egy tumorszévet
darabot (graft, 2 mm-es négyzet), amely veserikban szenvedd
betegtdl szadrmazik, igy kapjuk az AM-RC-3, stabil raksejtet,
amelyet ezutén szubkutdn &tlltetlink szingenikus nu/nu-BALB/c
egérnek. Harom-négy hét elteltével a szérumot 8sszegyljtjliik. Egy
szingenikus BALB/c egérnek intraperitonidlisan beadunk 0.5 ml-t a
szérumbdl azonos térfogati komplett Freund adjuvanssal, ezt
hatszor megismételjik 7-10 napos intervallumokban, majd az
egérnek intraperitondlisan 1.0 ml-t adunk a szérumbdl (végss
immunizalds). A végsb immuniz&las utédn az antitest titert a 3.

referencia példadban leirt MHA mddszerrel hatirozzuk meg.

(2) Hibriddéma készités

Az immunizalt egérnek azokat a lépsejtjeit, amelyek magas
antitest titert mutatnak, egér mieldma sejtekkel (NS-1)
fiziondltatjuk az ismert mddszerrel (kezelés PEGB000-rel 37°C-on
1-10 percig), majd a hibridémé&kat HAT téptalajon szelektiljuk
(1 x 10-4¢ mél hipoxantin, 4 X 10-7 mél aminopterin és 1.6 x10-5
mél timidin). A n&vekedd hibridéma csoportokat a 3. referencia
példédban leirt MHA mddszerrel vizsgdljuk &t, majd a magas
antitest titerl csoportokat tovabb kldénozzuk, igy kapjuk az anti-
-humén vese karcindéma MoAb-ot termelé RCS-1 egér hibridémit. Az
RCS-1 egér hibriddéma &ltal termelt RCS-1 antitestet az IgGi
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alcsoportba tartozdnak azonositottuk.

(3) Egér MoAb elballitésa

Egy MCH (AF)-nu egérnek 5 x 106 egér hibridéma RCS-1 sejtet
adunk be intraperitondlisan. Korilbhelil 4 hét elteltével 5-10 ml
aszcitesz folyadékot gyljtiink &ssze. Az Ssszegylijtdtt aszcitesz
folyadékot kisbzzuk amménium-szulfiattal, majd DEAE-celluldz
oszlopon tisztitjuk. K&riilbelil 200 mg tisztitott egér anti-humin
vesesejt karcindma MoAb RCS-1-et kapunk 50 ml aszcitesz
folyadékbdl.

(4) Az egér anti-humén vese karcindma MoAb jellemzdi

Az egér MoAb RCS-1 reakcidképességét a kildnbdzd humin
tumorsejtekkel és normdl vesesejtekkel a 3. referencia példéban
leirt MHA médeszerrel hatdrozzuk meg. Az eredmények a kdvetkezd
tdblazatban lathatdk.

A t&blédzatbdl tisztén ladthatd, hogy az antitest erdsen reagil
mindenféle veserdksejttel, mig nem reagidl a normil
vesesz8vetekkel. Az antitest ezenkivill reagdl a tiddradk sejtek,

hélyagrdk sejtek és T-csejt leukémia sejtek egy részével.
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Tablazat
(Az egér RCS-1 monoklonalis antitest reaktivitésa)l
Y tos
Veserdk: (AM-RC-3, AM-RC-6, AM-RC-7, SK-RC-1, SK-RC-9, SK-RC-18)
Hélyagrak: (T-24)
Tddérédk: (Luci-10, Calu-6, PC-10)
T-sejt leukémia (HUT-78)

Hé6lyagrék: (KK-47, MGH-U-1)

Prosztatarak: (DU-145)

Gyomorrédk: (NUGC-2, NUGC-3, NUGC-4, MKN-28, KATO-III, MRK-1)

Bélrdk (SW-403, SW-620, SW-1116, SW-1222, CaOV-4, HT-29)

Méhnyakrék: (ME-180)

Melanéma (SK~-MEL-33, SK-MEL-37)

Mellrdk (MCF-7)

Glioma (MG-178)

Tudér&k (ADLC-DA, SBC-3, SCLC~-SA, Luci-6, CADO-LC3, OKADA, QG-56)

T-sejt leukémia: (CCRF-CEM, HPB-ALL, HSB-2, HUT-102, RPMI-8402,
P12/Ichikawa, MT-1, MT-2)

B-sejt leukémia: (Raji, Daudi, Ball-1, RPMI-1788, Ly-16)

Null sejt leukémia: (Nall-l, Nalm-6, Nalm-18, KOPN-K, P30/Ohkubo)

Myelocita leukémia: (HL-60)

P

o 78 s -

Normal vese (5 kildnbbzd)

1): A 3. referencia példa szerinti MHA médszerrel meghatarozva.
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1. zélda
(Az anti-ANS-antitestet termeld hibridéma eltidllitisa és

immunizalas)

PDM-3-Czo-karboximetil étert aktiv észterré alakitunk
N-hidroxi-szukcinimiddel és diciklohexil-karbodiimiddel, majd a
SA hordozd-fehérjéhez kapcsoljuk, igy kapunk egy immunogént.

Az igy kapott (PDM-3-C-zo-karboximetil éter)-BSA komplex 200
ng/ml fizioldégids séoldatban készilt oldatdhoz azocnos térfogata
Freund komplett adjuvédnst adunk, majd alaposan emulgedljuk. A
kapott emulzidt intraperitondlisan és szubkutin adjuk be BALB/c
egereknek (ndstény, 20 ug/ml/egér). A tovidbbi immunizédldst 2-3
hetes intervallumokban végezziik. Annak az &llatnak, amely hé&rom
tovabbi immunizal&ds uté&n 10 nappal maxim&lis sz&rum antitest
titert mutat, a (PDM-3-Czo-karboximetil-éter)-BSA komplex oldatéat
adjuk be intravéndsan (50 ng/0.1 ml fizioldégids sdoldat / egér).

(2) Sejtfuzié
A sejtfiziét a 2-(3) referencia példaban leirt médon

végezzlk.

(3) Hibriddémédk cszelekcidja és klénozisa

A hibridémdkat az 1. referencia példiban szerepld ELISA
mbédszerrel szelektdljuk, (maytansinol 3-a-aminofenil-acetédt)-HSA-
-val kapcsolt mikrotiter lemezen, majd a 2-(4) referencia
példadban leirt eljarédst kévetve kapjuk az anti-ANS MolAb-ot
termeld hibriddémdkat. Ezek k6zUl a hibridémiak kszil szelektdltuk
az AS6-44.9 egér hibriddémit, amely erdsen ké6tddik a

9-tiomaytansin-hoz, a MAY~-hoz és az ANS-hez, valamint a PDM-3-
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-Czo-karboximetil-éter immunogénhez. A jelen antitest
immunoglobulin osztalyat, alosztédlyat és kénnylldnc tipusiat
meghatdrozva az IgGi-lambda lancidnak bizonyult az Ouchterlony é

ELISA médszerekkel. Az antitestrsl ﬁgy taldltuk, hogy képes

]

semlegesiteni az ANS citotoxicitését.

Az 1. dbréan lathatjuk az AS6-44.9 hibriddma tenyészet
feliltszdjanak ELISA-val mért antitest higitdsi gbrbéjét. A 2.
&bran lathatjuk az ANS citotoxicitisédnak semlegesitési g8rbéit
(megcélzott sejtvonalak: P388D1 egér leukémia sejtvonal és a K562

humén leukémia sejtvonal).

2. Példa
(Az anti-ANS-anti-hTfR bispecifikus hibrid monoklondlis antitest
eld&dllitédsa)

(1) Sejtfazid

Az 1. példaban elbillitott anti-ANS antitestet termeld
AS6-44.9 hibridéméat, valamint a 2. példdban el&allitott, az
anti-hTfR antitestet termeld 22C6 hibridémét fluoreszcens festés
céljara 37°C-on 30 percig Iskove-Ham kevert taptalajban
inkubaljuk, amely az AS6-44.9 ecsetében 0.5 pg/ml FITC-t, illetve
a 22C6 esetében 1.5 pg/ml TRITC-t tartalmaz. LSM oldat hozzdadisa
(megvésarolhatd a Wako Pure Chemical Industries Ltd-t81) és az
elpusztult sejtek eltdvolitédsa utdn ezeket a hibridémakat 1:1
aradnyban 8sszekeverjlik, majd PEG6000-rel fuziondltatjuk a
sejteket.

Miutén két Oré&n at 37°C-on inkubdltuk, a sejteket FACS-ra
visszik, majd 25 000 fluoreszceinnel-rodaminnal dupldn festett
sejtet szelektdlunk. Ezeket a duplén festett sejteket (10



sejt/luk) 96 lukas mikrotiter lemezen szaporitjuk,amely 5 x 105
sejt/luk mennyiségben egér timocitdkat tartalmaz taplild
sejtekként.

(3) Hibrid hibriddémdk klénozisa és ézelekciéja

Azokban a lukakban levd sejtek feliiluszéjat, amelyekben a
sejtftzid utdn 1-2 héttel sejtszaporodds tdrtént, a kévetkezd
bispecifikus antitest ELISA eljdrissal vizsgdljuk, hogy
meghatdrozzuk antitest titeriket. Az 1-(1) referencia példiban
eldédllitott (maytansinol 3-a-aminofenil-acetdt)-HSA érzékenyitett
lemezekhez adjuk a hibrid hibridémdk tenyészetének fellluszojat,
majd a reakcidt 2 6ridig hagyjuk lejidtszddni szobah8mérsékleten.
Miutdn a lemezt PB5-Tw-vel mostuk, biotinnal jelzett anti-egér
IgG-kappa lanc specifikus antitestet adunk hozzd, majd a reakciét
2 6ra hosszat hagyjuk szobahémérsékleten lejidtszédni. Ezutin
HRP-vel jelzett avidint adunk hozzd és a lemezt mossuk. A szilard
fazishoz k8t8d6tt enzim aktivitédsit az 1-(2) referencia példiban
leirt médszerrel hatérozzuk meg.

A magas hibrid antitest aktivitdst mutatd lukakat
hatérhigitdsi mddszerrel kldénozzuk, igy kapjuk a keresett
bispecifikus antitestet termeld ATF1-170 tetradmit.

A 3. &brén lathaté az ATF1-170 felliltezéja antitest higitasi
g8rbéje.

(3) A hibrid antitest tisztitasa

Egerenként 5 x 108 tetradma sejtet adunk be
intraperitondlisan hat BALB/c egérnek, amelyeknek el8zéleg
intraperitondlisan 0.5 ml &svényolajat adtunk. Az aszcitesz
folyadék visszatartédsa 14-18 nappal kés6bb jelentkezik. Az
aszcitesz folyadékot Osszegyljtjiik és 45-50 % telitett amménium-
-szulfattal kisézzuk, igy kapjuk az IgG frakciét. 20 mmdlos



PES-z3el (pH 7.5) szembeni dializis utdn ezt a frakcidt olyan
Cellulofine oszlopra visszik, amelyet PDM-3-Czo-p-aminobenzil
éterrel kapcsoltunk, majd 0.2 mbdlos glicin-HCl1l pufferrel (pH=2.9)
eludljuk. A savasan eludlt frakciét‘PBS—sel szemben dializaljuk,
majd nagynyomési folyadékkromatcgridfra vissziik, hidroxilapatit
oszlopot haszndlva kapjuk a jelen taldlmény szerinti anti-ANS-
—anti-hTfR bispecifikus hibrid antitestet.

20 ml aszcitesz folydékbdl kdrilbelill 7.3 mg bispecifikus
antitestet kapunk.

;3 . E’é. S!a
(Anti-ANS-anti-hTfR bispecifikus moncklondlis antitest izol&lésa)

Az ATF1-170 tetradmdt BALB/c egerekbe oltjuk a 2-(3) példéban
leirt mddszerrel aszcitesz folyadék elCAllitdsa céljdbdl. A
kapott aszcitesz folyadékot 40-50 % telitett ammdénium-szulfiattal
kisdzzuk, majd Protein A oszlopon tisztitva kapjuk az IgG
frakcidét. Ezt a savasan eluadlt frakcist 10 mmdlos kdlium-foszfat
rufferrel (pH=6.2) szemben dializdljuk, majd olyan hidroxilapatit
oszlopra visszik, amelyet azonos pufferrel hoztunk egyensilyba.
Az eludlast 10-300 mmélos kidlium-foszfdt (pH=6.2) oldat
gradienssel végezzUik a killdnbdz8 immunoglobulin fajtak
elvadlasztdsa cé€ljabdél. Az eredmények a 4. &bran l&thatdk.

A 4. 3brédn az 1. cslOcs az AS6-44.9 anti-ANS antitest eltcids
pozicidjédnak felel meg, a 3. csics a 22C6 anti-hTfR antitest
elltcids pozicidjanak. A megfeleld csitcsok antitest elicids
frakcidit a 2-(2) példéban bispecifikus antitestekre leirt ELISA
médszerrel vizsgdljuk. Ennek eredményeképpen, csak a 2-es csics
mutatott erfs antitest aktivitast; ez azt igazolja, hogy a

keresett ATF1-170 bispecifikus antitest a 2-es cstcsban



eludlodik.
A jelen taldlmdny szerinti aszcitesz folyadék 5 ml-é&bsl

kérilbeldl 2.2 mg bispecifikus antitest nyerhetd ki.

4. Példa
(Az anti-ANS-anti-hTfR bispecifikus monoklondlis antitest
szelektiv citotoxicitésa)

A 3. példéban elb&dllitott tisztitott anti-ANS-anti-hTfR
bispecifikus antitestet 5 mbél-ekvivalensnyi ansamitocinnel
reagéltatjuk 1 6ra hosszat 5°C-on, majd a reakcidelegyet olyan
Sephadex G-25 oszlopra visszik amely PBS-sel van egyenstlyba
hozva, igy nyverjik ki az ANS-bispecifikus antitest komplexet.

Az ANS-antitest komplex oldatot (0.5 ml/luk) olyan lemezre
vieszik, amelyre humén leukémia sejteket (K562; 1.0 x 104
sejt/0.5 ml/1luk) vagy egér leukémia sejteket (P388Di; 1.0 x 104
sejt/0.5 ml,/1luk) oltottunk, majd a tenyésztést 4 napig 37°C-on
végezziuk. A tenyésztés utdn a sejtszadmot Coulter Counterrel
meghatdarozzuk, és az ANS-antitest komplex citotoxicitésat
értékeljlik. Az eredmények az 5. dbran lathatdk.

Az ANS-antitest komplex erds citotoxikus hatdst mutat a K562
humdn leukémia sejtvonallal szemben, amely rendelkezik hTfR-rel,
&s ertsen kdt8dik a jelen taldlmény szerinti bispecifikus
antitesthez, de csekély citotoxikus hatédsa van a P388D1 egér

leukémia sejtvonalra, amelyen nincs hTfR.
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5 P21da
(Anti-ANS~-anti-humédn vesesejt karcindma bispecifikus hibrid

monoklon&lis antitest elddllitéasa)

(1) Sejtfauzid

A 2. példdban leirt mddezer szerint az 1. példiban
eléallitott AS6-44.2 anti-ANS antitestet termelé hibridémit és a
4. referencia példé&ban el®illitott RCE-1 anti-humén vesssejt
karcindéma antitestet termeld hibriddmat flucreszcens festéshez 30
percig 37°C-on kilén-kiilén Iskove-Ham F12Z kevert taptalajban
inkubédljuk, amely az AS6-44.9 esetében 0.3 pg/ml FITC-t és az
RCS-1 esetében 1.5 ug/ml TRITC-t tartalmaz. LEM oldat hozziadisa
(beszerezhetd a Wako Pure Chemical Industries, Ltd.-t81) és az
elpusztult sejtek eltdvolitdsa utin a két hibriddémiét 1:1 aridnyban
Seszekeverjik és PEGB000-rel fézionaltatjuk.

Miutén két drd&n &t inkubdltuk, a sejteket FACS-ra visszik és
25 000 fluoreszceinnel-rodaminnal duplén festett sejtet
izoldlunk. Ezeket a dupléan festett sejteket (10 sejt/luk) olyan
96 lukas mikrotiter lemezen tenyésztjik, amelyet taplald
sejtekként 5 x 108 sejt/luk koncentricidban egér timocitdkkal
boritunk.
(2) Hibrid hibridémidk szelekcidja és kldénozéca

Azokban a lukakban levd sejteknek a feliiltszdjat, amelyekben
a fizid utdn 1-2 héttel sejtszaporodis volt, a kévetkezd
bispecifikus antitest ELISA eljarisnak vetjiik alad, hogy
meghaté&rozzuk antitest titeridket. Olyan mikrotiter lemezre,
amelyre AM-RC-7 vese rdksejteket (104 sejt/luk) adszorbedltunk,
felvisszlitk a kivadlasztott hibrid hibriddémédk feliiltezéjit, majd a

reakcidt szobahOmérsékleten 2 6ra hosszat hagyjuk lejdtszdédni.
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Miutédn a tenyészetet tépfolyadékkal mostuk, HRP-vel jelzett
(maytansinol 3-a-aminofenil-acetdt)-HSA-t adunk hozz&, majd a
reakcidt szobahbtmérsékleten 2 éra hpsszat hagyjuk lejétszédni. A
lemezt ezutdn mossuk. A szildrd fazishoz k&tddS enzim aktivitisét
az 1-(2) referencia példadban leirt mdédszerrel hatdrozzuk meg.

Azokat a lukakat, amelyek magas hibrid antitest aktivitast
mutatnak, hatdrhigitdsos mddszerrel kldnozzuk, igy kapjuk a
keresett bispecifikus antitestet termeld RCAS1-488 tetradmat. A
6. &bran lathatjuk az RCAS1-488 tenyészet felliliszdjdnak antitest
higitési gorbéjét.

(3) A hibrid antitest tisztitéasa

Egerenként 5 x 106 tetradma sejtet oltunk be
intraperitondlisan hat olyan BALB/c egérnek, amelyek eldzbleg
intraperitondlisan 0.5 ml &dsvédnyolajat kaptak. Az aszcitesz
folyadék felgyllemlése 14-18 nappal késtEbb kezd8dik. Az aszcitesz
folyadékot Osszegylijtilk, és 40-50 %-ig telitett ammdénium-
~-szulfattal kisdzzuk, igy kapunk egy IgG frakcidt. 20 mmdlos
PBS-sel (pH=7.5) szembeni dializis utdn ezt a frakcidt olyan
Cellulofine oszlopra visszik, amelyre PDM-3-Czo-p-aminobenzil-
-étert kb6tottink, majd 0.2 mélos glicin-HCl pufferrel (pH=2.9)
eludljuk. A savasan eludlt frakecidt PBS-sel szemben dializidljuk,
majd nagynyomasi folyadékkromatogriafiidnak vetjik ali
hidroxilapatit oszlopot haszndlva, igy kapjuk a jelen talidlmény
szerinti anti-ANS-anti-humén vesesejt karcindma bispecifikus
hibrid antitestet.

20 ml aszcitesz folyadékbdl koriilbelil 5.8 mg bispecifikus
antitestet kapunk.



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards olyan hibrid monoklondlis antitest el&illitésara,
amely mind egy ansamitocin szarmazékhoz, mind egy megcélzott
antigénhez képes k&tddni, azzal Jjellemezve, hogy az emlitett
hibrid moncklonédlis antitest el8allitdsédra képes poliddmit
tenyé&sztink, és az emlitett monoklondlis antitestet kinyerjik a
tenyészetbdl. '

2. Az 1. igénypont szerinti eljiréds a megcélzott antigénként
egy tumorhoz kapcsolddd antigénhez kHtddni képes antitest
elbidllitésara, azzal Jjellemezve, hogy a megfelelt antitestet
nyerjuk ki. _

3. A 2. igénypont szerinti eljidrds a tumorhoz kapcsolddsd
antigénként humédn transzferrin receptorhoz kétbdni képes antitest
eldallitésara, azzal jellemezve, hogy a megfeleld antitestet
nyerjtik ki.

4. A 2. igénypont szerinti eljaréds a tumorhoz kapcsolddsd
antigénként humén vesesejt karcindéméhoz kapcsoldds
glikoproteinhez k6t&dni képes antitest elballitédséra, azzal
jellemezve, hogy a megfeleld antitestet nyerjik ki.

5. Az 1. igénypont szerinti eljéris =z ansamitocin szirmazékként a
IIT dltaldnos képletili vegylilethez, ahol R jelentése hidrogénatom
vagy karbonsavbél szarmazd acil-csoport; Q jelentése
hidroxilcsoport vagy merkaptocsoport X jelentése kldératom vagy
hidrogénatom; Y jelentése hidrogénatom, révidszénldnci
alkilszulfonilcsoport, alkilcsoport vagy aralkilcsoport, ezek
k8z131 badrmelyik lehet helyettesitett vagy ezeknek 4,5-dezoxi
szadrmazékaihoz kdtddni képes antitest el8allitasédra, azzal

jellemezve, hogy a megfeleld antitestet nyerjik ki.



6. Az 5. igénypont szerinti eljdrds R helyén
-COR2

képletll csoportot tartalmazd, III &dltalsdnos képletd vegyllethez
ko6t8dni képes antitest elbillitaséara,
amelyben R1 jelentése 1-18 szénatomot tartalmazéd

alkilcsoport, vagy a kévetkezd képletil csoport:

RZ2
| ke
~cocH-N.
COR<
ahol R2, R3 és R4 jelentése 1-18 szénatomos alkilcsoport, @
Jjelentése hidroxil- vagy merkaptocsoport; X jelentése klératom;
Y jelentése 1-8 szénatomos alkilcsoport, azzal jellemezve, hogy
a megfeleld8 antitestet nyerjiik ki.
7. Eljdras egy ansamitocin szirmazék és egy olyan hibrid
monoklondlis antitest kdzétti immunkomplex el84llitisira, amely
mind az ansamitocin szé&rmazékhoz, mind egy megcélzott antigénhez
képes kapcsolddni, azzal jellemezve, hogy az emlitett ansamitocin
szdrmazékot az emlitett hibrid monoklondlis antitesttel
reagiltatjuk.
8. A 7. igénypont szerinti eljidrids, azzal jellemezve, hogy
megcélzott antigénként egy tumorhoz kapcsolddd antigénhez k&tddni
képes antitestet alkalmazunk.
9. A B. igénypont szerinti eljirais, azzal jellemezve, hogy
tumorhoz kapcsoldédd antigénként humdn transzferrin receptorhoz

k3t8dni képes antitestet alkalmazunk.
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10. A 8. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve, hogy
tumorhoz kapcsolddsé antigénként humén vesesejt karcindmihoz
kapcsolddd glikeproteinhezkétddni képes antitestet alkalmazunk.
11. Az 7. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve, hogy
ansamitocin szarmazékként

II1I &dltalédnos képletd vegyiletet alkalmazunk, ahol R jelentése
hidrogénatom vagy karbconsavbdél szidrmazd acil-csoport; Q jelentése
hidroxilcsoport vagy mefkaptocsoport; X jelentése kldratom vagy
hidrogénatom; Y jelentése hidrogénatom, rdvidszénlanci
alkilszulfonilecsoport, alkilesoport vagy aralkilcsoport, ezek
kozlil bdrmelyik lehet helyettesitett vagy ezeknek 4,5-dezoxi
szdrmazékai.

12. A 11. igénypont szerinti eljérias, azzal jellemezve, hogy R

o)l
0]

lyén

-COR2
képletll csoportot tartalmazd vegylletet alkalmazunk,ﬂamelyben.R1
jelentése 1-18 szénatomot tartalmazd alkilescopeort, vagy a

k8vetkezd képletll csoport:

R2
I RS
~COCH-N
COR4

ahol R2, R® és R4 jelentése 1-18 szénatomos alkilcsoport, Q
jelentése hidroxil- vagy merkaptocsoport; X jelentése klératom; Y
jelentése 1-8 szénatomos alkilcsoport.

13. A 7. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy az

ansamitocin szarmazékként ansamitocint hasznilunk.



14. Eljérds olyan polidéma el&dllitdsAra, amely képes egy
ansamitocin szarmazék é€s egy olyan hibrid monoklondlis antitest
k6zbtti immunkomplex el6illitédsédra,.amely mind az ansamitocin
szédrmazékhoz, mind egy megcélzott antigénhez képes kapcsolddni,
azzal jellemezve, hogy egy ansamitocin szdrmazék =218311itidcira
képes dllati sejtet olyan allati sejttel fiziondltatunk, amely a
megcélzott antigén elleni antitestet termel.

15. A 14. igénypont szerinti eljirds egy tetradma el6dllitdséra,
azzal jellemezve, hogy mindkét &llati sejtként hibriddmat
haszn&lunk

16. A 14. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellesmezve, hogy
megcélzott antigénként egy tumorhoz kapcsolddd antigént
haszn&lunk.

17. A 14. igénypont szerinti eljéarids, azzal jellemezve, hogy
tumorhoz kapcsoldédd antigénként humédn transzferrin receptort
haszn&lunk.

18. A 14. igénypont szerinti eljéris, azzal jellemezve, hogy a
tumorhoz kapcsoldédd antigénként humén vesesejt karcindémdhoz
kapcsol6dd glikoproteint hasznilunk.

19. A 14. igénypont szerinti eljéréds, azzal jellemezve, hogy az
ansamitocin szarmazékként

a III altalénos képletld vegyliletet hasznilunk, ahol R jelentése
hidrogénatom vagy karbensavbdl szarmazd acilcsoport; Q jelentése
hidroxilcsoport vagy merkapto csoport; X jelentése klératom vagy
hidrogénatom; Y jelentése hidrogénatom, r8vidszénlincu
alkilszulfonil csopcrt, alkilcsoport vagy aralkilcsoport, ezek
ezl badrmelyik lehet helyettesitett vagy ezeknek 4,5-dezoxi
szarmazékai.

20. A 19. igénypront szerinti eljaréds, azzal jellemezve, hogy R
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helyén
~-COR2

képletll csoportot tartalmazd III &dltalénos képletll vegylletet
haszndlunk, amelyben R1 jelentése 1-18 szénatomot tartalmazd

alkilcsoport, vagy a k&vetkez® képletidl csoport:

R2
| Rs
—COCH—N//
COR4
ahol R2, R3 &és R4 jelentése 1-18 szénatomos alkilcsoport, Q
Jjelentése hidroxil- vagy merkaptocsoport; X jelentése kldératom; Y
jelentése 1-8 szénatomos alkilcsoport.

A meghatalmazott:
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