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d*l hydr og?’é'n ‘24 une\jagon tinue aussi longtemps que Cet anticorps est un anticorps monoclonal qui
substrat est présent, et ce substrat étant choisi a été purifié par des techniques conventionnelles
'_ pour étre non toxique, ce procédé permet une trés 4 partir du liquide d'ascite de souris de souche
grande souplesse d’utilisation du mécanisme de 50 Balb/C auxquelles a été transplanté I’hybridome
] potentialisation. En effet, Fq.
! — Si le substrat est endogéne et a une concen- Cet hybridome a lui-méme été obtenu par fusion
i tration suffisante, I’'administration du conjugué im- entre des cellules spléniques de souris de souche
munoenzymatique potentialisateur pourra étre Balb/C immunisées a l'aide de y globuline bovine
faite avant, ou en méme temps; ou aprés "admi- 55 sur laquelle ont été préalablement fixés 20 radi-
nistration de I'immunotoxine, selon les modalités caux DNP par mole avec des cellules de la lignee
! optimales a définir pour chaque patient. de myélome murin NS 1, et isolé par clonage,
~ Si en outre I'enzyme est choisie de telle sorte selon les techniques classiques. L'anticorps ob-
que son substrat n’existe pas dans le sang et les tenu est une immunoglobuline de classe G et
liquides extracellulaires & une concentration as- 60 d’isotype 2b dont la constante d'affinité (mesurée
sez élevée et que ce substrat doive donc aussi pour le ligand &-DNP-lysine) est de 1,8- 108 M.
étre administré au malade, la souplesse maxi-
male d'utilisation du médicament apparait alors b) Anticorps anti-DNP activé
puisqu’on peut régler librement et indépendam- Ce produit a été obtenu & partir de I'anticorps
ment le moment d'administration, la durée d’ad- 65 ci-dessus, selon une technique analogue a celles
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' immunotoxine a spécificité anti-DNP obtenue

Exemple 2 50 comme indiqué dans la demande précédente n°
Potentialisation de I'immunotoxine anti T65 FR-A-2 437 213 et addition FR-A-2 466 252. puis
Le conjugué selon 'invention, obtenu comme soumises a 'étape d’incorporation du traceur ra-
indiqgué précédemment, a été étudié en ce qui dioactif. La forme de la courbe de cytotoxicité
concerne ses propriétés biologiques et plus spé- obtenue et 1a valeur de la Cl 50 (1,5- 10-° M) mon-
cialement sa capacité a potentialiser I’activité de 55 trent que ces cellules sont normalement sensibles
I'immunotoxine anti T65 dans un modéle cellulaire a l'effet cytotoxique de I'immunotoxine ariti-DNP
approprié. démontrant ainsi que le marquage par te TNP de
Ce modéle est constitué par des cellules de la ces cellules est correctement effectué (courbe 3).
lignée lymphoblastoide humaine CEM qui portent ¢) Des cellules CEM marquées par l¢: TNP sont
naturellement l’antigéne T65. Cet antigéne, contre 60  d'abord incubées pendant 1 heure & 4°C en pré-
lequel est dirigée I'immunotoxine utilisée, cons- sence d'uréase non conjuguée a raison de 4 U/ml
titue le premier antigéne-cible du modéle. On puis sont lavées, incubées 18 heures 2 37°C en
peut, en outre, marquer ces cellules & 'aide de présence de l'immunotoxine anti T6E et d'urée
I'hapténe trinitrophényle (TNP) selon 1a technique 5 mM et enfin soumises a I'étape d’incorporation
décrite dans la demande antérieur n°7 827 838. 65 du traceur radioactif. La ClI50 oblenue est
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; ricine et eile dépasse méme en puissance ceile de L'élution est suivie par mesure de la densité opli-
K la ricine d’un facteur d’environ 11 fois. que a 280 nm et par mesure de ('activité uréase
i selon la technique de SUMMER.
Exemple 3 On réunit les fractions contenant les plus fortes
Conjugué immunoenzymatique obtenu par réac- 55 activités uréase et on obtient ainsi 14 mi de solu-
tion entre un anticorps anti-dinitrophényle substi- tion de conjugué a 102 unités par mi.
¢ tué par un groupement maléimide et une uréase Si une fraction aliquote de cette solution ast
d’origine végétale. chromatographiée sur une colonne de gel de Pro-
a) Anticorps anti-dinitrophényle (anti-DNP) teine A-Sépharose™, on constate que 30% de i'ac-
Cet anticorps est un anticorps monoclonal qui 60 tivite uréase ne sont pas retenus sur la colonne.
a été purifié par des techniques conventionnelles Le reste de l'activité uréase est élué en mémne
a partir du liquide d'ascite de souris de souche temps que ['anticorps par le tampon de pH 3.5
Balb/C auxquelles a été transplanté I'hybridome Une expérience de controle démontre que
Fa. 'uréase non couplée a F'anticorps n'est atsaclu-

b
4
b
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Cet hybridome a fui-méme été obtenu par fusion 65 ment pas fixée par la colonne. Ceci démontrz aue
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6. Association médicamenteuse caractérisée en cations 1 a 3, pour la préparation d'associations
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j in which Z is a spacing structure, the reaction 6. Use of immunoenzymic conjugates obtained
being conducted in aqueous medium, at a tem- 55 according to any one of claims 1 .to 3 for the
perature less than about 30 °C, the proteins P, and" preparation of medicinal associations containing
P, being one the antibody and the other the at least one immunotoxin obtained by coupling by
enzyme. covalent bond, of chain A of ricin with antibodies

6. Medicinal association characterized in that it or fragments of antibodies directed against an
contains at least one immunotoxin obtained by 60 antigen carried by a target cell and at least one
coupling by covalent bond, of chain A of ricin with immunoenzymic conjugate.
antibodies or fragments of antibodies directed 7. Use according to claim 6, characterized in
against an antigen carried by a target cell and at that the medicinal association is presented s0 as
least one immunoenzymic conjugate according to to be used by injectable route and preterably by
any one of claims 1 to 3. 65 veinous route.
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is eluted at the'sane time as the antibody by the buffer of pH 3.5. A
control - experi nent shows that the urease not coupled with the antibody is
definitely not fixed by the colum. This proves that 70% of the urease
tCtIVI ty 20 of thqagre grouped fragsgegsps real ly bel onget o an anti body
rease conJ ugate. For "t-he test described hereinafter the contam nating
free gpriiche Gy iie YartsagsstaatenRRI MLy om t he $dfambingtien ’taﬁfr é“slﬂfuéh@edaﬂvp'hge
@ffe ?&%F? % B® SFollutt i ons used, as des't?f‘?”&@[’ﬁjﬁz Verw ong’F§at|on

swe lse ehds

Of the1qn:tﬁunél:l@yﬁndt@mﬁ@higgét@zmpWemﬁ Irrm'momer juate of
The campLgabctendM6@h Gbm Enftexiddian leigent ison, obt al ned as |nd| cat ed here| nabove

( Exanpbtﬁkaaw)enma@mbmsttoedduem durehi Kdppt egar d Ratentanspriliihe Fip gerc Ydrtraysalp ATi es and

§ a'l“t‘g @ﬁﬂeﬁrkm!aé?“tef%‘d e‘ﬁ)‘\g@ﬁ entiali ze t he act | VI t of the anti.

T65 I egen ein em dgiba?z £ gcel 1 ul ar che ren n d| anPo‘In Im rD%nFYtUt ed
by ceffé iﬁmw iﬂa o R elient e, CEMY Qnﬂ éﬁ ameﬁtém't inaton,

carr yad'ﬂgrcfn B&eﬂr&%i‘c%ﬂ da_éﬁilea Qﬂ&r chRdMil gen, ageleidSdur di» lung maﬂisl v rﬁeﬁ‘cﬁue t he
I mMTuNnsshex Kepplsg chitteisdwgdlerttartBigiubdiawif | r st t duhg eér-Keité iAgren Riofh roihantikérderh oddrt | S
al so phesielem Antikerppdt qdae datikderletfragwi t h t r Antikdrpesiseamepten.dip peqvn'gelwmra@wr d-
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const éHedt gsbstriten s epobdluhiandgetiredaizéergen of Adiesrp@deder Adtikbraerfragant, f dasndiet hat
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e DRCTE TR Vel PRERCID o beoet LR Lo e
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ef f ecteidhhet] fds WrIbetentuBisdung @8 Toia- t he | Ncor patfaateh aracto Angpeuch] 1. |dathgtnge-i Nt 0

t he came,remdmlls"ts in culture. These measurlamﬁcsn%rQSQ:alprhownGmBmwemrm ng

to a té ?ﬂﬁ:ﬂfs%“’fgr‘(%‘h %ﬂ%ﬂtﬂbscrl be'as‘;fﬁbtnﬁ'é‘g\]ﬁuk %{’ ol ogi cal
|ne ns ge- ns nn-
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ter B?né‘& MR @Shtsind, dbM- The dgh&hiHdung st ON 0 ' ncorpora _
radl oaentp,sm tﬁm élﬁerﬁﬁl’fdaﬁﬁn@doth&Pg |r0neIV\hO|3¢e cekl \zi;rfal&ed ﬁatcedmbry déri AnkpradheQnderl t 1S
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perce ou Bt QInBiR Rl Jwiendd 5 t hgs co Tt bndeuntioh bnd dHemARER 1RSI @4, any
S5ubst ghAund kineCemperattPvon ﬂeh@emm\ms ynt hegib@ndes Badiem 6inginNaSkoddea est, Hkmadhed,
i he ceoPc doengefihittingm, woheidie Froinds?und 50% of P+-$i6—X.vowe i wird, Melcl@?r Reagtidnne or

¢i nhi Bi @a;rgmecdméeﬁ‘mﬂ&f mhdafr@"dif? dasg50) rray'“tW?ﬁ%e”lé’“ e@rbm piaem pgwischen 5
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The dﬁﬂyg ntzeiﬁtrrcérs?en Do & {uLI{rentq sggg %ﬁ ﬁ§§ %:té@qui ﬁ%ﬁﬁ u@%

follo fon o I dP 4daels, %x Hggent &1 1 Byl toSottof ARNKYRBr 4id dab GHdcFo da

The CRaknk hn&teais% rﬁﬁf Bih efheOTHiolufktitxx anpl e Enz @h siver e not repeated since they
an bauf@eisenaedBriotey, @dmiid RSH, imit éinem he pr es ériterfelramck einb d@HAvispré¢hies oden ked

by ~TNenderen Rretein Bainetss ﬂ'erMaPs"rn'sfuP'%'mat err 4aﬁ”rf"h§ F'I?S'é b dafs BA" At '"‘;T65

Speci ®ingPRt YorfiRiHE B'A" obt ai ned as i Ml c 'E‘EB‘"T' \& P'%%P i St'f'e

application No. FR-A-2 ®16 794 10 and t QeRinkM b,ﬁ(gg g@hﬁ démgq‘ragmrha tion
of the radi oactlvs_ctor_%cN i The cytotoxicity curve is i entlcal to that

%0 P.~NH-CO-Z-
worin Z eine Abstandhalterstruktur darsteilt, rea-

gieren lasst, welche Reaktion in wésserigem Mi-
lieu bei einer Temperatur von weniger als etwa )
30°C durchgefiihrt wird, wobei die Proteine P, und 55 worin Z eine Abstandhalterstruktur darsteilt, rea-

— v -

P, das eine der Antikdrper und das andere das gieren iasst, welche Reaktion in wasserigem Mi-
Enzym sind. lieu bei einer Temperatur von weniger als etwa
6. Medikamentenkombination, dadurch gekenn- 30°C durchgefiihrt wird, wobei die Proteine P, und
zeichnet, dass sie mindestens ein durch Kopplung P, das eine der Antikdrper und das andere das
mittels kovalenter Bindung der Kette A von Ricin 60 Enzym sind.
mit Antikorpern oder Antikdrperfragmenten, die 6. Verwendung ger nach einem‘ der Anspriiche
gegen ein von einer Zielzelle getragenes Antigen 1bis 3 erhaitenen |mmunen_zymat|schen Koplug_a-
genchtet sind, erhaltenes Antitoxin und minde- te zur Herstellung von Medikamentenkombinatio-
stens ein immunenzymatisches Konjugat nach ei- nen, die mindestens ein durch Kopplung mittels
nem der Anspriiche 1 bis 3 enthalten. 65 kovalenter Bindung der Kette A von Ricin mit Anti-
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obtainéd with the sane cells, but not narked by TNP, in the same conditions
“of incubation, therehy’ proving that the nmarking of these cells by TNP is
-correctly 15 effected (Curve 6).- ¢) CEMcells marked by TNP are first
tincubated for one hoy( at [err] in tdqopdeesence of non- 2eonjugated urease
;in the proportion of ‘1 Um, then washed and incubated for 18 hours at
lTert] uofpetnhedeprﬁaﬂmnmfraa&entemfdmlgegenTGS i mmhd?@\b@h%g |"ﬁchsﬁlsefuﬁ'bﬁc9éﬁ‘t'1"aﬁ on
of [ersi vtandnﬂré%lZ@ﬁMetf%qet'%srA PLBe-t hey ar"é"’§ W uf elé‘lo m"g“‘% i on
‘of t helichiatleshemaianes Artioxn 1 %£§?@]-Ieumﬁ%§ rwe" ?a ihid ta ned
in thi¥" ef%@ﬁfdwg kiR tingul shabl g fron125 t a obtalned mnth t he
_same concentration of anti-T65 i munotoxin in test b). This result proves
"that incubation in the presence of non-conjugated urease entails no bondi ng
"of the urease to the cells and consequently no potentialization of the
-anti-T65 30 i mmunot oxin effect. d) C%NIceIIs mar ked by TNP are first
‘incubated for one hour at [err] in t he' presence of the previously described
i mmunoenzym ¢ conj ugate used at a concentration of 1.02 Um. It was al so
checked that this conjugate, when used in these conditions, has no 23

i nherent cytotoxicity on the cells used. The cells are then washed to
elimnate any non-fixed conjugate. the# they are incubated for 18 hours at
‘[err] in the presence of anti-T65 i mrunotoxine and urea 5nMM The cells 5
arc finally subjected to the incorporation of the radioactive tracer. The

I C 50 thus obtained is 2,4 x [err]. (Curve 7). This value which is quite
conparabl e to that obtained when using2et he conjugate of exanple 1,, 10
‘represents a renarkabl e potentializing effect of the i munoenzym c
cgﬂfugate towards the immunotoxin. This test proves that this
potentializing effect indicates the fixation of the inmunoenzym c conjugate
on the antigen corresponding to its ineno- 15 | ogi cal specificity. Said
fixation withstands the washing of the cells and | eaves on the surface
thereof some enzymically active urease which produces NH ions fromthe
urea present, in the incubation nmediummth the i munotoxin, this resulting
in the potentializing 20 effect of the [err] ions. The potentlaI|Z|ng
‘effect obtained is quite similar to that observed when the incubation takes
place in the presence of ammoni um chloride 10 nM added to the incubation
medi um i nstead of the i munoenzy- 25 m ¢ conj ugat e/ substrate system In

t he case where ammoniumchloride is ad@gd, the IC 50 obtained is indeed 3,8
X [err] as shown by the corresponding curve in Figure 2 (Curve 8). The
foregoi ng exanpl es show that the 30 products according to the invention
can be used in human therapeutics. The new drugs according to the invention
iare presented in injectable form for preferred admnistra- tion by

i ntravei nous route. They can be used fét the 35 treatment of any

cancerous or non-cancerous disorders, 24 responsive to the anti body used
9 preparing the i muno- toxin. They are to be used in doses and
CO itions which will be determned in each case as a function of the

patlent and of the nature of the disord&r to be treated.
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