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Et monoklonalt ant'stof, der genkender et protein~antigen
(AG 1) med en molekylvagt pd 723 KD under ikke-reducerende
betingelser eller reducerende betingelser, et glycoprotein-
-antigen (AG 2) med en molekylvagt stgrre end 200 XD under
ikke-re ucerende betingelser, og som serologisk ikke er
identisk med F VIIIR:AG, glycoprotein-antigener (AG 3) med
en molekylvagt pd 180410 KD, 95+10 KD og 55+10 KD under
ikke-reducerende betingelser, eller et glycoprotein-antigen
(AG 4) med en molekylvagt stgrre end 200 KD under ikke~
~reducerende betingelser, og som ikke er identisk med EMA,
fremstilles ved, at pattedyr immuniseres med celler af
Oat-75-cellelinien, Pa-Tu-I-cellelinien eller et CEA-positivt
adeno-carcinom eller carcinoembryonalt antigen (CEA),
miltceller udtages fra et sdledes immuniseret dyr og
fusioneres med cellelinien X63-4g8653, hydridomerne selek-
tioneres, og det monoklonale antistof udvindes.
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Oopfindelsen angdr monoklonale antistoffer, en epitop,
der genkendes deraf, en fremgangsmdde til fremstilling af
antistofferne samt deres anvendelse i et in vitro-diagno-
stikum, som bzrere for et farmaceutisk virksomt stof og til
fremstilling af et terapeutikum.

opfindelsen angér sdledes monoklonale antistoffer
(MAK), der bindes til definerede cytoplasmatiske, membran-
associerede og secernerede antigener. Disse antistoffer kan
anvendes som diagnostikum eller som virksomt stof eller

bzrer for virksomt stof.
Immuniseringsteknikken med definerede, isolerede

antigener og produktionen af antistoffer mod sadanne an-
tigener er kendt. Det er ogsa kendt at immunisere med
urenset antigenmateriale og at selektere de antistoffer,
der genkender en bestemt komponent i en s&dan antigen-
blanding.

Ved fors¢g pa at inducere sadanne antistoffer er
det lykkedes at selektere monoklonale antistoffer, som under
ikke-reducerende betingelser reagerer med en bestemt epitop.

Antigen 2 er et glycoproteinkompleks med MW>200 KD
og bzrer en epitop, der p& cellemembranen af den Oat-75
sm&cellede lungecarcinom-cellelinie samt p& af Oat-75 afledte
og pa den nggne mus transplanterede tumorer er tilgengelig
for MAK 287/105 IgGs-isotypen. Epitopen skal eftervises 1
kar, f.eks. i kryostat-snit sdvel som pd formaldehyd-be-
handlede, paraffin-indlejrede materialer af normal- og tumor-
vev. Den kan her fortrinsvis traffes i endothelceller, men
kan dog ogsd trazffes i extracellulare omréder, f.eks. i
dele af basalmembranen eller af Lamina elastica interna.
Den kan ikke padvises i megakaryocyter, men derimod i ka-
pillarslynge-endothel af glomeruli (i modsztning til F
VIIIR:AG). Epithelet i den Bowmann'ske kapsel er ikke reak-
tivt. Den er naturligvis szrlig koncentreret i tumorer i
karsystemet. Epitopen er eksempelvis ogs& paviselig i humane
navlestreng-endothelceller samt p& cellemembranen (efter

glutaraldehyd-fiksering) s&vel som i cytoplasmaet (punktfor-
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mige komponenter omkring kernen og intracytoplasmatisk gra-

nuler fordeling).
Endvidere eksprimerer humane hoftebenkamvene-

-endothelceller epitopen, hvorimod epitopen ikke er pa-
viselig i okselungeaorta=-endothelceller.

P& cellemembranen af humane perifere blodleukocyt-
er kan epitopen ikke padvises. Udover den ovenfor antydede
resistens af epitopen i vav mod formaldehyd-fiksering og
paraffin-inlejring er den endvidere resistent mod neura-
minidase-behandling, men fglsom overfor periodsyre-oxida-
tion.

Antistoffet MAK 278/105 synes pa grund af dets
egenskaber at vare egnet til genkendelse af tumorer afledt
af endothel samt ved kroniske betzndelsestilstande.

En applikation er den ikke-invasive pavisning af
lymfeknude-metastaser ved mamma-carcinom ved injektion af
det radioaktivt merkede MAK i interdigital-folderne, i de
afdrznende lymfebaner eller intavengst. Yderligere anven-
delsesomrider er immunscintigrafi og immunterapien af fgrst
og fremmest pladeepithel-carcinomer i lungen, men ogsa
andre histologiske lunge-carcinom-typer, det duktale mamma-

-carcinom sant bestemte exokrine pancreas-carcinomer.
Den til opndelsen af de ovennazvnte monoklonale anti-

stoffer anvendte metodik er beskrevet i DE offentliggerelses-
skrift nr. 3.329.184 (EP-A-141.079) pa& siderne 3, 4 og 5.

Opfindelsen angdr monoklonale antistoffer, der genken-
der en epitop, som er pdviselig pd cellemembranen af den
OAT-75 smicellede lungecarcinomcellelinie, p& af OAT-75
afledte og pd den npgne mus transplanterede tumorer, i kar,
i kapillarslyngeendothel af glomeruli, i hoftebenkamvene-
endothelceller og p& et glycoprotein-antigen (AG 2) med en
molekylvagt > 200 kD under ikke-reducerende betingelser, og
som serologisk ikke er identisk med FVIIIR:AG, hvilke anti-
stoffer fremstilles gennem immunisering af pattedyr med
celler fra cellelinien OAT-75.

Dette antigen er entydigt karakteriseret ved den
ovenfor beskrevne forekomst pd bestemte celler og vav samt
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karakteriseret ved egenskaberne af de pa dette antigen fore-
kommende, ved hjzlp af de hver gang tilstedevarende MAK
definerede epitoper.
opfindelsen angdr desuden en fremgangsmade til

fremstilling af et af de ovenfor beskrevne monoklonale
antistoffer, og denne fremgangsméde er ejendommelig ved,
at pattedyr immuniseres med celler af Oat-75-cellelinien,
hvorpd miltceller udtages fra et saledes immuniseret dyr,
fusioneres med cellelinien X 63-Ag8653, hybridomerne selek-
tioneres, og de monoklonale anstistoffer udvindes.

Som immunogen til induktion af MAK 278/105 tjener

Oat-75-cellelinien.
Pattedyr, fortrinsvis mus, immuniseres med celler

eller antigener af &n eller flere af disse cellelinier,
og miltcellerne fra sadanne dyr fusioneres med X63-Ag8653-
-cellelinien.

Der kan f.eks. udtages humane lymfoide celler
fra tumorpartienter eller fra surnde mennesker, og disse
celler immuniseres in vitro og fusioneres med en human
myelomcelle. Ogsa EBV-transformationsteknikken eller trans-
fektionen med DNA (onkogen overfgrsel) kan anvendes til
aktivering af de humane lymfoide celler til permanent
deling.

De fremkomne hybridomer testes til undersggelse
af, hvorvidt de indeholder antistoffer med den g¢nskede
specificitet. Blandt de testede ovenstéende hybridomer
findes der nogle, der indeholder antistoffer med de oven-
for beskreven specificiteter. Hybridomerne, der secernerer
disse antistoffer, klones, og de ud fra disse hydridom-
kloner udvundne monoklonale antistoffer anvendes til
immunkemisk karakterisering af det af dem genkendte antigen.
Molekylvagten bestemmes ved sammenligning med kommercielt
tilgengelige markerer. Antigerne kan renses affinitetschroma-
tografisk.

Endvidere males bindingen af de monoklonale antistof-
fer til histologiske przparater ved hjalp af den indirekte
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immunperoxidaseteknik, jf. J.Clin.Pathol. 32, 971 (1979).

Endvidere gennemfgres den molekylare karakterisering
af det af de monoklonale antistoffer genkendte antigen ud
over ved hjalp af Western blot-analyse ved radioimmunfzldning
(Behring Mitteilungen 74, 27-34 (1984)).

Den molekylare karakterisering af de af antistof-
fet MAK genkendte epitoper pa humant vav sker som beskrevet
i det fglgende:

4-6/um tykke snit af kryopraserverede humane vav,
der bazrer de tilsvarende epitoper, fikseres efter tgrring
pad objektbareren (30-60 minutter ved stuetemperatur) i
1-2 sekunder i acetone. Derefter
a) vaskes de til periodat-oxidation i PBS, pH=7,2, med 1
gram BSA pr. liter i 10 minutter, neddyppes kortvarigt i
BPS, pH=7,2 (skylles) og inkuberes i 1 time ved stuetem-
peratur i et fugtigt kammer med 1 gram pr. 100 ml period-
syre i PBS, pH=7,2. Derpad vaskes der i 3 x 5 minutter i 1
gram pr. liter BSA i PBS, pH=7,2, og snittene inkuberes
med gede-normalserum, viderebehandles som beskrevet i
J.Clin.Pathol. 32, 971 (1979) med det MAK, der skal
testes, og deres binding til vavene pavises ved hjelp af
den indirekte immunperoxidaseteknik.

b) Der vaskes til neuraminidase-behandling i 2 x 10
minutter i 0,05 M Na+,Ca++-acetatpuffer, pH=5,5, og der inku-
beres i 1 time med forskellige me&ngder af Vibrio cholerae-
-neuraminidase (100 enheder pr. ml, 10 enheder pr. ml,

1 enhed pr. ml, 0,1 enhed pr. ml) i den ovennavnte acetat-
puffer ved stuetemperatur i fugtigt kammer. Efter to ganges
vask i acetatpuffer og to ganges vask i PBS, pH=7,2, med

1 gram BSA pr. liter, inkuberes snittene med gede-normalse-
rum, vierebehandles som beskrevet i J.Clin.Pathol, 32,

971 (1979) med det MAK, der skal testes, og deres binding
til vevene pavises ved hjzlp af den indirekte immunperoxi-
daseteknik.

I stedet for 4-6/u tykke, kryopraserverede vavs-
snit anvendes der til testning af formaldehyd- og paraffin-
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resistensen af den af det tilsvarende MAK genkendte epitop
i formaldehyd fikserede og paraffin-indlejrede vav, som
snittes i en mikrotom, deparaffineres (B.Romeis, Mikro-
skopische Techniken, l6.oplag, side 145, kapitel 564, 1968)
og viderebehandles som beskrevet i J.Clin.Pathol. 32,

971 (1979) til den indirekte immunperoxidaseteknik.

P& grund af deres reaktivitet med antigen 1 kan
de karakteriserede monoklonale antistoffer anvendes til
diagnostisk genkendelse og skelnen mellem de 72 kD-antigen
bazrende smi&cellede lungetumorer af andre antigen l-negative
tumorer.

De pad grund af deres reaktivitet med antigen 2
karakteriserede monoklonale antistoffer kan anvendes til
diagnostisk genkendelse og skelnen af de > 200 kD-antigen
bazrende vav (endothelier, kartumorer) fra andre antigen
2-negative vav.

Endvidere kan alle de det ovenfor beskrevne antigen
genkendende antistoffer anvendes til at pavise det af dem
genkendte antigen i legemsvasker eller til i radioaktivt
merket form at bindes til det vav, der bzrer antigenet, in
vivo og pavisning af antigenerne (immunscintigrafi). Yder-
ligere kan disse monoklonale antistoffer anvendes som barere
for virksomme stoffer og til terapi af maligne lidelser. En
yderligere anvendelsesmulighed er hazmningen af tumorcelle-
metastaseringen efter applikation in vivo og binding af de
monoklonale antistoffer til antigen-bzrende, metastaserende
tumorceller. VYdermere kan disse monoklonale antistoffer
uden narvarelsen af andre toksiner vare toksiske for de
antigen-barende tumorceller og efter binding til tumorcelle-
membranen fgre til differentieringsprocesser, som omdanner
ondartede tumorceller til benigne celler.

Til diagnostiske forma&l kan de monoklonale antistof-
fer alt efter testning deraf anvendes i en koncentration pé&
fra 0,ool/ug pr. ml til 100 /ug pr. ml.

Terapeutiske virkninger opnds ved anvendelse af
nengder pa fra 200/ug pr. kg til 100 mg pr. kg legemsvagt.
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Patentkrav:
1. Monoklonale antistoffer, der genkender en epitop,
som er paviselig pad cellemembranen af den OAT-75 smécellede

lungecarcinomcellelinie, p& af OAT-75 afledte og pé& den
negne mus transplanterede tumorer, i kar, i kapillarslynge-
endothel af glomeruli, i hoftebenkamvene-endothelceller og
pd et glycoprotein-antigen (AG 2) med en molekylvagt > 200
kD under ikke-reducerende betingelser, og som serologisk
ikke er identisk med FVIIIR:AG, hvilke antistoffer fremstil-
les gennem immunisering af pattedyr med celler fra celle-
linien OAT-75.

2. Epitop, der er paviselig pd p& cellemembranen af
den OAT-75 smicellede lungecarcinomcellelinie, pd af OAT-75
afledte og pd den neggne mus transplanterede tumorer, i kar,
i kapillarslyngeendothel af glomeruli, i hoftebenkamvene-
endothelceller og pa et glycoprotein-antigen (AG 2) med en
molekylvagt > 200 kD under ikke-reducerende betingelser, og
som serologisk ikke er identisk med FVIIIR:AG, k e n d e -
tegnet ved, at den genkendes af monoklonale antistoffer
ifplge krav 1.

3. Fremgangsmdde til fremstilling af monoklonale
antistoffer ifelge krav 1, kende t egnet ved, at
pattedyr immuniseres med celler af OAT-75-cellelinien, hvorpé
miltceller udtages fra et sdledes immuniseret dyr og fusione-
res med cellelinien X63-Ag8653, hybridomerne selektioneres,
og de monoklonale antistoffer udvindes.

4. Fremgangsmdde ifglge krav 3, k e n deteg-
net ved, at der som de navnte pattedyr anvendes mus.

5. Anvendelse af monoklonale antistoffer ifglge krav
1 i et in vitro-diagnostikum.

6. Anvendelse af monoklonale antistoffer ifelge krav
1 som bzrere for et farmaceutisk virksomt stof.

7. Anvendelse af et monoklonalt antistof ifelge krav
1 til fremstilling af et terapeutikum.
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