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PATENTE N 97 91é
"Frocesso de producdo de ADN recombinante,
de veotores Jde expressio & de anticorpos
guiméricos”

para dque

BOEMRINGER MANNHEIMN GmbH, pretende obter

privilégio de invengio em Portugal.

RES UMO

0 prassnte invento refere-se ac processo de produgio de um
AON recombinante qus codifica a cadeia leve ou pesada de um anti-
coOrps emn gque as regides constantes z4n de origem humana 2 as re-
gides waridveis =mdo de& origem ndo humana, & que aprasanta na
direccdno da transcrigio,

fa) uma ssquéncia de ADNo que codifica a regifo varidvel ndo
humana, inclusivé a regido J &, eventualmente, a 0,

(b)) uma sequdncia de intrdo gue apresenta. no sew terminal
5%, um local doador da unifio (splice-donor), & a gual s¢ compde
de uma sequéncia parcial de intrio nido humana, no seu terminal
5%, & de uma sequdnoia parcial de intrio humana, ne seu terminal
3", =

() uma sequéncia de ADN gendmica que codifica a regido
constante humana, caracterizado por se isolar poliﬁ*wﬁﬁNm, a8 par-
tir de uma linha de células de hibridoma, qus segrega um anticor-
po de especificidade desejada, ze2 produzir uma biblioteca de
ADNG, corrsspondente, 2m vectores spropriados, examinando-a, por
hibridag8o com oligonucliedtidos complementares ao abDN gque codifi-
ca o parte constante do anticorpo, para identificar <lones gue
contenham o AGNe para cadeias de anticorpos, por se isolar a par-—
tir dal as sequéncias ¥, J &, eventualmente, a O, introduzindo a
seguir, através de mutagénese dirigida, ne respectiveo dominio J,

na direcgdio da transcricio, um local doador da unifo ("splice-do-
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nor"), uma parte de uma sequéncia de intrdo de anticorpo de
origem ndo humana, = um sitio de restrigdo, » se separarem pela
digestido com a respectivae enzima de restrigio, as sequéncias gues
codificam a regifo constante, & se ligar o ADN obtido a uma
sequéncia de AN gendmica, wue codifica a regido constante «a
cadeia lave ou pesada dee um anticorpo humano & que apresenta. no
seu terminal %7, uma parte de uma sequdncia e intrdo humano
corraspondente.

0 invento refere-se ainda ao processo de produgio de vecto-

res de sxpressio e de anticorpos quiméricos.
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MEMORIA . DESCRITIVG

0 presente invento refasre-se a um AN recombinante que codi-
fica a cadeia leve ou pesada de um anticorpo om que as regides
constantes sdo de origem humana e as regides waridveis sio de
origem nido humana, a vectores de expressdo contendo um AON recom-—
binante deste tipo., assim como a proosesos para a producio do ADN
recombkinante ou dos vectorss de expressio, respectivamente, e poge

Fim, a processos para a produgio do anticorpo quimérico.

a utilizagio de anticorpos para Tins terapéuticos £ de uma
importincia cada vez maior. assim, por exemplo, anticorpos contra

o~

o receptor da interleucina 2 {(IL~-2) t8m um grande interssse tera-

o

péutico como agentes supressores da imunidade. & eficdcia i

de anticorpos deste geénsro pode ser comprovada numa séris de mo-
delos exparimentais =2m animais. Exemplos disso sio descritos. am
relagdo a transplantacdes do coragido & da pele, ne rato, por Ki-
rkman =t al.., Transplantation Frocesdings 19 (1987) 618-6%0 & 7T.
Diamantstein et al., Transplantation Reviews 1 (1987), 177 - 195,
em relagido 4 transplantagdo do coracio, na ratazana, por J.W. Ku-
pisc-Weglinaki st al., Proc. NMatl. acad. 3ci. USa 8% (1988) 2624,
em relagdo a& transplantagdo de ilhas de Langerhans, na ratazana,
por Hahn et al., Diabetologia 30 (1987), 40, & em relacdo &
transplantagido dos rins, em primatas, por T. Diamantstein et al..
Transplantation Reviews 1 (1987%) A77-1%94. Também em relagio ac
Homem fol descrita a aplicagio preventiva com 8xito de anticorpoas
de ratazana contra o receptor da IL-2, em transplantacdes sos
rins (J.P. Soulillou 2t al., J of Awutoimmunity 1 (1988) &B5-&6l:
G. Cantaroviteh ot al., Am. J. of Ridney Disgase 11 (1988) 101~
~ 106,

Mo sntanto, existe um inconvenientes j4 que os anticorpos ds
rato e de ratazana podem, apds a aplicagdo no Homem, ser forte—
mente imunogénicos, © que pode ter comd conssquéncia uma neutra-
lizagdo da actividade terapdutica. Por isso, existe um grande in-
teresse na disponibilidade de anticorpos hibridos de rato/Homem
ou de anticorpos humanizados, dos quais se espera um efeito

imunogénico, no Homem, sassncialmente reduzido ou até «liminado
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(S.l.. Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 {1984)
GEBL-6855: P.T. Jones =2t al., Nature 321 (1986) BZ2-525),

0z anticorpos hibridos <deste género tém sido produzidos ateé
& data, na malior parte das vezes, pela ftusio de acordo com a =a2n-—
genharia genética de ADNc apropriados e pela expressdo em células
hospedeiras apropriadas. N sntanto sxiste, nestes casos., o pro-
blema de «oue ox ADNc codificadores e ox anticorpos hibridos
serem mal expressos. Numa outra forma de produgdo para a
construcdo de tals anticorpos, usualmente isolam-se e
caracterizam-se, em primeiro lugar os ganes para a cadeia leve g
para a pesada., de uma biblioteca de fagos. & ssauir realiza-se a
fusdo de acordo com a engenharia genética do ADN gendmico ia
regifo vJ ou da regido »0J, respectivamente, com o AN gendmico
correspondente das regides constantes das cadeias leves e pesadas
humanas {wer a =2ste respeito ... HMorrison et al.. Proc. matl.
facad. Sci. Usa 81 (1984) &851~6855; S.H. Boulianne et al., Nature
12 £1984) &d1-8467 LK. Sun =2t al., Proc. Matl. scad. Sci. USa
84 (1987} #14-218: ¥%. Hishimura et al.,. Cancer Res. 47 (1987)
9991005 B.A. Brown et al., Cancer Res 47 (1987) 3577~-358%),

Dado gue & preciso sxaminar, regra geral, 10% placas, para
gneontrar um gens com o namero de odpliags 1, esta segunda Forms de
proceder exige muito tempo de trabalho. Além disso, a
caracterizagdo dos iszolados gendmicos (mapeaments de restricio,
caracterizagdo da estrutura dos genes em oelulas somdticas & eom
células gue participam na transmissio hereditdaria, caracterizagic

dos genss rearranjados correcta e srradamente) leva muito tempo.

0 problemsa de presente invento @ra, por isso, Facilitar a

produgdo de anticorpos quiméricos.

Este problema & resolvido de acords com o invento por um ADN
reconbinante que codifica a cadeia leve ou pesada de um anticorpa
gm cue as regides constantes zio de origem humana = as regides
varidavels de crigem ndo humana, N ssse caracterizado por apre-
sehtar, na direceio da transcrigio,
fa) uma sequencia de ADNe gue codifica a regiio varidvel ndo hu-
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mana, inclusivé a regiio J e, eventualmente, a 0.

i) uma sequéncia de intrdo gue apresenta, no seu terminal 57, um
local doador da unifo ("splice~donor"), & a qual se compde de uma
sequéncia parcial de intrdo ndo humana, no seu terminal %7, & de
uma sequéncia parcial de intrioc humana, no seu terminal 37, e

{e) uma sequéncia de ADN genomica gue codifica a regildo constante

humana. ..

Por meio do ADN recombinante € possivel produzir, com um
rendimento surpresndentemente slevado, as cadeias leves ou pesa-
das de anticorpos quinéricos com a especificidade desejada. Neste
caso 2, além oisso, uma wvantagem muito particular ser possivel
ligar, através da ssguéncia de intrio, a sequéncia de alNc para a
regifio varidvel com a especificidade desejada, sequéncia essa que
ge obtém Facilmente, (& Tacil produzir AbNc para genes de anti-
corpo, wisto gue a proporgido do respectivo ARNM existente no ARMNm
total, em c&lulas de hibridoma, £ elevada) a um segmanto de ADN
gandémico ja subclonado que codifica as regides constantes humanas
& e tem, Jddesta mansira, uma ampla splicabilidade. O presente
invento cria, portanto, uma possikilidade de produzir, com poucos
recursos téocnicos, moléculas de &DN recombinante oue apresentam

sampre a sedquéncia de AN com a especificidade respectiva.

fosequéncia de abMe ay do AN recombinante de acordo com o
invento compresends, para uma cadeia leve, as regides ¥V & J, & pa~
ra uma cadelia pesada, adicionalmente, a regifo O entre ¥V & J. O
A0N recombinants de acordo com o invento contém, com o seus ele-
mentos a), by & ¢), am todos os locais onde os genes de anticor-
pos naturais tém intrdes, sequincias de ADN correspondentes, Com
axcepedo dog locais onde existem intrdes na sedquéncia de sinal sm
todas as cadelias leves 2 pesadas. & expressido do abM recombinante
de acordo com o invento sm células hospedeiras apropriadas tem um
rendimento muilto mais elevado nos anticorpos desejados em
comparagio com os processos conhecidos até & data para a produgio

de anticorpos gquiméricns utilizando a expressdo de ADNG.

Muma caracterizagdo preferida do invento, a seguéncia a) as-~

sim como a sequéncia parcial e intrio ndo humana de b)) sdo de
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origem murina, tendo a sequéncia parcial de intrio ndo humana ds

b)Y, de preferéncia, um comprimento de 15 a 20 nucledtidos.

Frefere~se sobretuds uma concretizacdo em que a segquéncia
parcial de intrdo ndo humana de b)) faz parte oda sequéncia e
intrioc que sedus naturalmente, isto & no SN gendmico, a saguén-
cia a). Dentro dos limites oo pressnte invento, no entanto, &
também possivel utilizar outras sequéncias de intrdo ndo humanas,
de preferéncia, porém, da mesma espécie e, se Tor possivel,

também derivadas de um gene de anticorpo.

Muma cutra concretizagio do invento, o local e doador da

unido sam b) apresenta a sequéncia GT.

De acordo com o invento existe, de preferéncia, um local de
ramificacdo ("branch-gite") na parte humana da sequéncia de
intrdo, a gual pode correspondsr, por sxemplo, a uma das sequén-—
cias conhecidas, tal como foram descritas por Sharp., P.A., Scien~
Ge 35 (1987) Fes~-TFl. Mo entanto, o local e ramificacdo pode

gncontrar-se tambam na parte murina do intrio.

Para regular a taxa de expressdo possivel do ADN recombinan~
te, junta~se ainda, de preferéncia na extremidade 5% do alN re-
combinante, uma sequéncia de promotor gue serve de controlo da
expressio das sequéncias gue codificam as cadeias de anticorpo.
Neste caso € possivel utilizar, por exemplo, 8 promotores oue
controlam de modo natural, guer Jdizer Ccomo ng genoma, as res-
pactivas sequéncias do AON recombinante. Ne entanto utilizam-se,
de preferéncia, promotores gue facilitam uma expressio reforgads,
gventualmente raguldvel. Us peritos conhecem promotores seste
genero. Prefers-se sobretudo uma forma de concretizacido em que ©

AN recombinants apresenta o promotor do citomegalavirus.

Uma outra concretizacdo preferida do invento & um ADN recom-
binante cuja sequéncia a) codifica a regiio variiavel da cadeia
leve ou pesada de um anticorpo capaz de se ligar de modo
especifico ao receptor da interleucina 2. Além disso, prefere-se

qua uma sequéncia o) humana do ADM recombinante de acordo com o
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invento, a qual codifica uma cadeis pesada, codifigue a regido

constante da cadeia pesada de um anticorpo humano do tipo Igé.

Us ADN recombinantes <deste tipo snocontram-se nos plasmideos
pK chim. & pY chim.., apresentando o plasmideo pk chim. uma wse-
quéncia de AON recombinante que codifica a cadeia leve, isto &, &
cadeia capa, e o plasmideo pﬁ'chim* um ADN recombinante que codi-
fica uma cadeia pesada do tipo ¥ . codificando ambos, em conjunto,
wim anticorpo com uma especificidade que se dirige contra a cadeia

alfa do receptor da interleucina 2 e gue & do tipo IgG.

Um outro objecto do presente invento € um vector de
expressido contends um dos AN recombinantes de acordo com o in-
vento assim como todos os slementos necessarios para a expressio
deste ADN recombinante. Estes slementos necessarios ou utilizados
de preferéncia sdp promotores, mequéncias Jde regulagic 2 seme-
lhantes. 0s peritos conhecem bem wvectores de expressio, gue sio
descritos mals detalhadamente, por sxemplo, por E.l. Winnacker am
"Gene und Klone", 1985, Verlag Chemie, Winheim. 0 vector de
expressdo de scordo com o invento torna possivel introduzir um
AON recombinante de acordo com o invento em células hospedeiras
apropriadas & exprimi~lo ai. Yectores de expressio particularmen-
te praferidos contendo SON recombinante de acordo com o invento,
08 gquais 830 também objecto do presente invento, sido os
plasmideos pK chim. & p ¥ chim. ja mencionados.

Um outro objesocto do invento & um processo para a producido de
um AN recombinante de acordo com o invento, processo esse em que
me isola, a partir de uma linha celular de hibridoma gue segrada
um anticorpo com a sspecificidade desejada, poliﬁ+ ARN, constru-
indo~se uma bibliotsca de aDNec corraspondente em vectores
apropriados e procurando nesta, através de hibridac3o com
oligonucledtidos complementarss a um ADN gue codifica a parte
constante <o anticorpo., clones contendo o ADNC para cadeias ds
anticorpo, isolando a seguir as suas sequéncias V, J e,
eventualmente, 0, introduzindo a ssguir, atraves de mutageéenass
dirigida, aos respsctivos dominios J, no sentido da transcrigdo,

um local doador da unifo, uma parte de uma sequéncia de intrico de
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anticorpo de origem ndo humana & um local de restricdo, e
sepatrahds as sequéncias oue codificam a regifo constants através
de digestio por meio da respectiva enzima de restrigio, ligando «
MON obtido a uma sequéncia de abN gendmica gue codifica a regido
constante da cadeia leve ou pesada de um anticorpo humano & que
apresenta, na sua axtremidade %7, uma parte de uma sequéncia de
intrdo humana correspondente.

0 isolamento do poliat aRN, a respectiva sintese do ADMNG,
assim com a elaboragdio de uma biblicteca de ADNC sdo realizados
de acordo com métodos em principio conhecidos comoe sdo descritos,
por axanplo, em Maniatis et al.. rMolecular Cloning: & Laboratory
Manual, 1982, Cold Jpring Harbor. @ gscolha dos clones de ADMNC
codificadorss de cadeias de anticorpo tambkemn 2 realizada e ma-
neira habitual, isto €, procurands clonss que formem hibridos oom

uin aligonucledtido complementar a um &N gue codifica a regido
constante de um anticorpo origindario ds mnesma sapecie de celulas

Jde hibridoma.

Tambam a mutageéness dirigida, para a introdugdo do local do-
ador de unifo e do local de restrigdo 2 em principio conhecida s
& realizada de acordo com o método desorito por torinaga et al..
Bio/Technology 2 [1984) 63&6~639%.

Muma concretizacio preferida do presente invento utiliza-se
uma o2lula de hibridoma de rato ou de ratazana. a producio de
células de hibridoma gue segregam anticorpos com a especificidade
desejada & realizada de acords com o método wue Fol descrito.
pela primeira vez, por Kdhler o Milstein (Nature 2546 (1975)., 495)
2 mais tarde aperfeigoado. Qs peritos sctivos neste <dominio da
investigacio conhecsm bem mssatss trabalhos. No processo ds acordo
com o presente invento prefere-se utilizar sobretudo uma célula
de hibridoma de rato. a qual sedrega anticorpos Jdirigidos contra

a cadeia alfa do receptor da interleucina 2 humana.

Ma introdugdo da sequéncia parcial de intrdo n8o humana uti-
liza-se, <de preferéncia, uma sequéncia de 15 a 20 pares de bases

de comprimento. Neste caso, prefere~se sobretudo, parcialmente, &
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sedquéncia de intrido subsaguente do gene auténtico. além disso,
prefere-se introduzir, como local ddoador de unido a sequéncia
nucleotidica GT.

Bor ¥im, prefere-se, e acordo com o invento, utilizar um
A0N gendmico humano cuja sequéncia parcial de intrdo contém um

local de ramificacio.

Para se obter um ADMN recombinante gus pode ser facilmente
gxpraesso, ooloca-se, de preferéncia, a montante da sequéncia de
ADN gue acaba de ser obitida, uma sequéncia de promotor ou reali-
zam~s2 logo as manipulagdes necessdarias de acordo com o invento,
num  vector oue contém um promotor 2m posigido apropriada. mMeste
caso prefere-se sobretudo utilizar o promotor do genoma do oito-

megalovirus.

Muma outra caracterizacdo preferida do presente invento uti-
liza-se, para a produgdo de um &N recombinante gue codifica uma
cadeia pasada. uma sequdncia de ADN gendmica humana gue codifica

a regiio constante da cadelia pesada de um anticorpo do tipo IgG.

Um codtro objecto do presents invento € um processo para a
produgiio de um vector de expreassdo de acordo com o invento, pro-
cesso esse em gue se insere num vector apropriado para a
expressio de um gens estranho um ADN recombinante de acordo com <
invento. Como j& fol odito acima, s peritos conhecem wectores
desse tipo., qgue conté&m todos s elementos necessarios como, por
exanplo, poliligador, para a insarcids do ADN recombinante, genes
de reisténcia a antibidticos, para se poderem localizar coldnias
contends o &ON recombinantes. uma origem de replicacds, =lementos
de regulacio,. um promotor, no caso do ADN recombinante ainda ndo
o aprasantar, assim como, @ventualmente, outros elementos como,

por exenplo, Jenss suprassorss.

Wm outiro objecto <o invento € um processo para a produgdo de
um anticorpo gquimérico cujas regides variaveis sdo de origem nio
humana & oujas regides constantes sdo de origem humana., pProcesso

gsse  emn gue e introduz em o2lulas hospedeiras gpropriadas um
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vactor de expressdo oue contaém um ADN recombinants de acordo com
o invento gue codifica a cadeia leve & um vector de expressio que
cortkém um ADN recombinante de acordo com o invento que codifica a
cadela pesada do anticorpo, em gue se isolam transformantes
gstdavels & am gue s¢ obbtém oz anticorpos. através de métodos em
principico conhecidos, a partir da solugdo sobrenadantes das cul-
turas das células. Como c@lula hospedeira wtiliza-se, de pre—
farénoia, uma cdlula de hibridoma ndo produtora, & prefere-se so-
breatude a linha celular %p/2/0. Para a introdugdo ddos veotorss
prafare~se, no processo ode ascordo com o invento, realizar uma
glectroporacio (Nucl. Acids Res. 15 (1987}, 1311-1326, Bio Techi-
nigques & (19887, 742-751). sventualmente oom moléculas de ADN 1i-
nearizadas. No sntanto, € também possivel utilizar outros métodos

de transfecgdo das células hospedeiras, que os peritos conhecem.

0 processo de acordo com o invento torna possivel produzir,
de mansira simples, anticorpos com sspecificidades muito diferen-~
tes, s guals, na sua aplicagio terap&utica noe homem, ndo sdo
imunogénicos ou o sdo apenas muito francamente, dado que as
regifies constantes sdo de origem humana. Atravées da
possibilidade, hoje em dia relativamesnte T4cil de produzir, por
exemplo, células de hibridoma de rato, as duais segreguem
anticorpos com uma sspecificidade desejada & de isolar a partir
delas alNe, € fdcoil introduzir, de acordo com o presente invento,
gate ADMNC em veotorss ja preparados para isso, os$ gualis contém as
partes genomicas humanas para as regides constantes da cadeia
leve ou pesada. respactivaments. Desta maneira & possivel obter,
atraves da simples integracdo do fragmento de ADNC desejado nos
vactores devidamente preparados, anticorpos guinéricos com a
gspecificidade respectiva desejada, apds a expressdo do ADN
recomnbinante dos dois vectorss numa célula hospedeira. o produgdc
nédn & somente muito mais facil do gue através dos processos até a
1

data conhecidos, mas tem também um rendimento muito mais elevado.

Um outro objscto do presente invento sio, por isso, o2 anti-
corpes guiméricos MaK 179, Mak 215 o MakK 447, cujas sequéncias,
para as cadeias leves 2 pesadas, e mostram nos protocolos se-

guenciais SEQ ID NO.:1L a & (s8o indicadas as sequénoeias das re-
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gides variaveis; as sequéncias das regides constantes sdo conhe—
cidas & sdo descritas, por sxemplo, e¢m: Sequences of proteins of
immunoleogical interest; E. Kabat, T. Wu, M. Reid-Miller, H. Perry
g K. Gottesman. US Department of Health and Human Services, 1987,
pag. 282-325) & cuja produclo ss descreve nos sxemplos. Todos os
trés anticorpos tém especificidade em relagio & cadelia alfa do

recaptor humano da IL 2.

0 invento & ilustrado a seguir mais pormenorizadamente
atraves dos exsmplos seguintes, em combinagidco com os protoocolos

geguenciais ¢ as figuras.

FEQOTD NOL:zl mostra a saquéncia dee aDM 2 aminodcidos da regido
varidvel da cadeia leve de MakK 179,

EEQOID NDL 22 mostra a ssquéncia de ADN =2 aminodcidos da regido
variavel da cadeia leve de MAaK 447,

HEQOID NOL:3 mostra a ssquéncia de ADN 2 amincdcidos da regiio
variavel da cadeia leve de MaK 215,

SEQOID NOLsd a & mostra as saquénocias corraspondentes das respso-
tivas regides varidveis das cadeias pesadas:

& figura 1 representa o ssquema do isolamento de um fragmento des
aoNe murine que codifica a regiio varidvel da cadeia leve de imu~
noglobulina, e de realizagio da mutagénese dirigidasg

& filaura 2a reprssenta a insergdo da regido murina wariavel num
vector de expressio;

i figura 2b representa o esquema da jungio das sequéncias humanas
& murinas codificadoras de anticorpos em relagioc a cadeia leve;
g Figuras 2 48 assim como 4b mostram o ssguema do mRsmo pro-

%
cesso em relacdo ag ADMN das cadeias pesadas de imunoglobulina.

Clonacdo & andlise sequencial das cadeiaz leves e pesadas de
MoK 1¥9. 447 & 215

A partir das linhas de hibridoma gue segreagam os anticorpos
monoclonais 179, <447 & 215, respechtivaments, Tol preparado oRN
(Cleary st al., Cell 44 (1986) @7-106) 2, a partir dele isolado,
através de uma coluna de celulose oligo-dT {(eollaborative Ress-
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arch, Bedford, MA), polia™ ARN (Maniatis, T. et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Lab., Cold
Spring Harbor, MY, 1982). Por mein do squipamento de clonacio de
ADNG e Pharmacia fol slaborada, de acordo com as instrugdes do
fabricante (em analogia com Gubler, U. & Hoffman, G.J.: Gene
(1983) 25, 263), para cada linha celular de hibridoma. uma bibli-
whteca de ADMce. Compreendia, para cada linha de hibridoma. ceroa

de 10 Q00 recombinantes .

Para a selecedo de clones «fa cadeia capa foil utilizade o
iniciador seguinte:
57 COCGHACTACEACETS”
Para a selecedo de olones da cadeia g (gl 2 g2b) Foil utilizado o
iniciador seguite:
57 CABATAGETRACCEES

Com sste iniciador sdo abrangidas todas as cadeias pesadas
de genes de Iimungglobulina de rato (Sablitzky, F.o e Rajewski, K.:
BHBED J. 319841 3I005~-3012).

A biblioteca de ADNc fol introduzida no vector pT7T318U
(Pharmacial. através disto Tol possivel recuperar as inserofes
como Tragmento de EcoRI. & andlise com endonucleases de restrigio
deu comno resultado a obtengdo, para as cadeias leves e pesadas de
MAK 179, 447 e 215, de clones com o comprimento total. &z regides
relevantes foram subclonadas am vectorss ML3 & sequénoiadas (San-
ger, F. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USa ¥4 (1977) 5483-5467).

fAs sequéncias das regides waridveis sdo representadas nos
protocolos sequenciais SEQ IO NOLL a NOms. Yerifica-se gue o©
Makl?® & o 447 utilizam os mesmos segmentos ¥ para as cadeias le-

WeS & pesadas.

fmbas as cadeias capa utilizam a regildo J1 e possusm, nos
localis e transicdo ¥YJ, nucledtidos idéntidos, o gue aponta para
uma origem comum da regifo ¥J dos Jdois genss capa. dmbas as ca~
deias f1 possuem a mesma regifdo U, a mesma regiio J (JHBJ g uma

recombinagido ¥0DJ idéntica, do dgus se pode concluir que as regides
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YOJ dos dois genes Xl tém uma origem comum.

Da comparagio das sequéncias de aninodcidos das cadeias capa
resulta gque 3 aminoacidos das regides ¥ de A0No capa ds MAKLTY e
MaK44Y foram substituidos. Trata-se das substituicdes seguintes:
Thr por %er, aminodcido 20), (Lys por arg, aminodcido <45}, {asn

por Lys, amincdcido 53).

28 % dos aminodcidos da regido ¥J1 de MAKL?? & 447 s30 idén-
ticos.

Existem & substituiedes de aminodcidos nas regides ¥V do ADNC

'X:L de MAKLT? & MAKLddY. Trata~-se das substituiedes seguintes:

(Yal por ala, amincdeido 23; Gly por Ser, aminoacido 5&; Ils por
Yal, aminodcido 58; Thr por éarg, amincodcido 633 Lvs por éarg, amiw
nodcido 655 Gln por Glu, amincacido 82).

94 % dos aminodcidos das regifes VI de MAKL79 & 447 s3o

0s dados sugerem gue as diferencas nas segquéncias de
aminoacidos de MAKLTY & 447 se devem a uma mutacico somatica.

Mos protocolos sequenciais referentes ac ADNC capa e 5l e
MAKLYY & 447 indica-se o codio de iniciagdo (Met) = inicio da se-
guneia de sinalizagdo. %30 indicadas tambam as regides J e 0,7,
respectivanents, assim como o inicio das respectivas regides

constantes.

fs sequéncias das regides varidveis para a cadeia capa e §on
do anticorpo MAK2Z1E ndo inibidor ([em relagdo & ligagdo IL 2) sdo0
repraegsentadas nas SEQ ID NO:3 & Nisé.

Para a cadeia capa utiliza-se a regifo Jd. € utilizado um

segmento ¥ gue difers muito do das cadelias leves de MAKLTY e 447

Em comparagio com o segmento ¥ de 179, 51 % dos aminodacidos

sdo idénticos.
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f seguéncia da cadeia KZb & repressntada na 3EQ ID NO:&.

Utiliza~se um segmento ¥ que difere nitidamente do da cadeia
pesada dog clonss MAKLYY & MaKd47. 4 regiido 0 (que compreende sg
te aminodcidos), assim como a regido J (JHE) g o inicio da regido
constants gdo indicados. Em comparacio com o sagmento ¥ da cadeias

pesada do clone MAKLY?, 57 % dos aminodcidos sdo idénticos.

&) Introducio de sequéncias doadora de unido, de intrido s de Ho-
~t1 na regido VIl da cadelia capa de MaAKLY? (Ffigura 17.

0 &ONe para a cadeia leve do MAK 179 murino fol subclonado
como FTragmento de EcoRI-Hpal em pUCLE (Yanisch-Perron, C. et al.,
Gene 3% (1985 103~-109), o dque <deu com resultads o plasmideo
PUCK. atraves dg mutagénesse produz-ss um fragmento de EcoRI-Notl
{portatil) capaz de ser clonado através das sextremidades EcoRI 2
Notl, o <ual contém a regiio »J1 de ascordo com a organizagdo
gendmica das cadelias capa de rato. Sasguem-no 20 nucledtidos de
sequéncias de intrido, comsgando pela sequéncia doadora de unido
GT, <do segmento gendmico JlL da cadeia capa de rato (Max, E.E. et
al., J. Biol. Chem. 256 (1981) 5116~5220}, e uma seguéncia de re-
conhecimento {(GCAECCES) para a endonuclzase de restricio MotI. &
mutagénese (ver abaixo) & realizada de acorde com Morinaga et al.
(Rio/Technology 2 [1984) &36-639).

Eis a sequéncia do oligonuolsotido utilizado para a mutageé-
N@sE
Sequénoia de unido
oo A ~ g v, o . o, - - " . 3
EYRCAsATCAAAC  GTAAGTAGSAATOCAAABTCT  BOGHCCED  GEGCTHATERT 37
J1 J1L Intrio Mot 1 Regido constants

de capa de rato
Para a formagio de um heterodiplex foram isolados, a partir de

PUCK, dois fragmentos.
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Fragmente é&: O PUCK fol cindido por meic das snzimas de reg-
trigio BEcoRl & BamHI, oz dois fragmentos Foram separados atraves
de electroforesse em gel (gel de agaross), & o fragmento grande de
FooRI-BamHI fol isolado a partir do gel. Este fragmento nido

contém seguéncias capa de ratoe.

Fragmento #: 0O pUClk foi tratado com Mael {local e cisdo
unico na parte plC), os residuos fosfato 5% foram eliminados pela
tratamento com fTosfatase salecalina, 2 a seqguir, Tol purificads o

fragmento duas wvezes sobre um gel de agarose 0,7 %.

Mara a formacio de oum heterodiplex, os fragmentos é e B (500
fmol cada) & o oligonusledtido (80 fmol)l Foram misturados., inocu-
bados durante 3 minutos a L00°C 2m NaCl 50 mmol/l, tris-HCTI A0
mmal/l . pH 7,5, Mgﬁmd 10 mmol/l e, a seguir, transferidos sobre
gelo. & seguir, o A0N fol renaturado (durante 20 minutos a 60°C).
Para a sintese de reparagdo, 2 mistura reaccional Fol ajustada
para: desoxinucledsidos trifesfatos (0,25 mmol/1l), atme {(ilmmol/1).,
MaCl (100 ml/l), tris-HC1, pH 7,5, (6,5 mmol/l), M9012 (&
mmal/ll,.  B-mercaptostancl (1 mmol/l), Tragmento e Klenow oa
polinsrass de aON de E.cooli {0,125 WALl e preparacdo) o ligase
Tad (0,1 WAl de preparagdo). = incubada cdurante 4 horas a 18°C.
Com a preparagido de reacgdo ol transformada, a seguir, E.coli
HB1OL & foram selaccionadas coldnias am placas de agar contends
ampicilina (%0 ug/ml). Por meio da técnica de hibridacio de
colonias (Maniatis 2t al., mMolescular Cloning: & Laboratory Ma-
nual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, RNY
1%82), puderam ser identificadas as coldnias em cujo ADN plasmi-
dico tinha sido incorporadoocligonucledtide acima dssorito. o
caracterizagic realizou-se, sm primeiro lugar, através de andlise
com sndonucleasss de restricio. Por fim, a alteragio desejada da
sagquéncia fol confirmada straves de sequenciagdo (Sanger, F. et
al..Proc. Natl. acad. Sci. USa 7a (19¥FF) 5463%5~5467).

bl feonstrucio de um veotor de expressio para a cadeia capa

guinerizada de Mak 179 (figuras 2a = 2Zb).

Utilizou~s2 como plasmideo de partida pobNsl  (Invitrogen,

San Diego; aruffo, A, 2 Seed, B, (1987) Proo. Matl. scad. Seoi.
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Use 84, B5TE-8577). Ele contém o promotor do ocitomegalovirus hu-
mano, promotores dos fagos TY & &M%, um poliligador, =mesquéncias
doadoras de unido 2 de poliadenilagdo de 3V40, para a selecgio.
uma ARNT supF, assim comno origens de replicagdo de M13., ColEl,
V40 & polioma. Por razdes de clonagio, o Iocal de Ndel indicado
ne desenho fol transformado, pela introdugdo de um ligador apro-
priado, num local de Pyul C=poDMal-Pywal) . Este Oltimo plasmideo
fol cindido, no poligador por meio de EcoRI & Notl, & o fragmenta
cle FeoRI-Motl do aDM obtido de acordo com () (cerca dg 400 phl.
contendoe a regido YwIl & sequéncias de intrio ds MakKL?y® capa, toi
introduzido no wvector. & preparagio de ligagdo fol transfectada
na astirpse MCIOSL/P3 de E.coli (aruffo. &, 2 Seed. B.: Proo.
Natl. @ead. Sci. USA 84 [(1987) S5T3I-8577): Seed, B.: Musl. scids

Res., 11 [1983) 2427-24451 = foram isoladas coldnias resistentes &

3]

ampicilina em placas de dagar. 0 plasmideo resultante & designado
ocome pCDNAK. Este pelNAK fol a seqguir cindido por meio de Pvul e
Motl, & o fragmento mais curto foil isolado sobre um gel de agara-
s& oom um ponto de fusdo baixo.

0 plasmideo plOlss (produgdo de acordo com a EP-A O 378 175)
fol igualmente cindido por meic de Motl e Fvul & o fragmento mai-
ar CFigura &b) Fol izolado sobre um gel de agarose com um ponto
deg fusdo baixe. O plol9s contém seguéncias de intrio de rato para
@ cadeia capa, assim como regides codificadoras e ndo codificado-

ras da regiio constante capa humana.

N dols fragmentos de pcDNak 2 plOles foram tratados com 1i-
gass Td, transfectados am MOLOGL/PS, & as ©olonias resistentes &
ampicilina foram iscladas. 0 plasmides obtido € designado como pk
chim. . O gene hibrido (VJl«rato~Bcapawhumanmj g expresso sob o
controlo do promotor CHMY humano (citomegalovirus). Uma cassstte
de expressdo para a fosfotransferase neo (de ploles introduzido
am pk chim.) merve para a seleccio de coolonias resistentes a
G418, apos a transfecgdo em odlulas de mamifero (Southern, F. &
Barg, P.r J. Mol. éappl. Genet. 1 (1982) 327-341).
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Exemplo %

Quimerizagao.. da rpadeia pesada de MAKLTY e construcio de um

wantor de expressido para a cadeias pesada guimerizada.

al Introdusdo de ssquéncias doadora de uniido, de intrido e de

Notl na regifo ¥DJ5 da cadelia da cadeia 61 de MAKLYY? (figura 3).

0 ADN para a cadeia 51 {regiio ndo traduzida 57 e regiio co-
dificadora até ao local de BamMl na regifo constante) fol subolo-
nado como fragmento EcoRI-BamHl am plClE (Yanisch-~Perron, 0. et
al., Gene 33 (1985) 103~10%) = plasmideo plUl L.

Atraves de mutageness produz-ss um fragmento de EcoRI-Notl
portatil oue contém a regiio YIS de acords com a ordanizagdo
gendmica da cadeia 51 de rato, a seguir 20 nucledtidos de seguéne
cias de intrio, comegands pela sequéncia doadora de unifo GT do
segmaento gendomicn J% da cadeia Ki dee rato (Sakano et al.., Mature
28E (19E0) &76~682), 2 depois de uma sequincia de reconhecimento
(GCEGBCCHEE) para a endonuclease de restrigdo rMotl. & mutagenese
fol realizada de acordo com HMorinaga et al.. (Bio/Technology 2
[1984) £36~639)1. Eis a seguéncia do oligonucledtide utilizado pa-
rE 2 mutagenese:

Seguéncia doadora de unifia

b

o
S5 ETCTCTECAG  BTGAGTCCTAACTTUTOCCA  GUEBCCGE  TECCTGETOAS”

e
J3 J% Intrédo MNotl Regiio constante
1L de rato

Para & formagdo de¢ um heterodiplex foram isolados, a partir de
pumgl, dois fragmentos.

Fragmanto Oo 0 pUD&l ol cindido por meio <das enzimas de
restricdo EcoRI e BamHI, os dols fragmentos foram separados
através e electroforsse am gel {gel de agarose 1 %), = o frag-
mento girands de BocoRI-BamMHI fol isolado a partir do gel. Este

Ffragmanta ndo conteém seguéncias Kl de rato.

Fragmente Dr 0 pUﬁXl foil cindido com Mael {(local de cisdo

Unico na parte pUll., oz residuocs fosfato 5" foram eliminados pela
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tratamento com fosfatase alocalina. & o Fragmento fol purificado.
a seguir, duas vezes sobre um gel de agarose 0,7 %. UDepois de te-~
irem sido misturados o fragmentos © =2 O (300 fmol «2 cada = o
oligonucleotido (80 fmol), fol realizada a mutagénese, como es~
crita no exemplo 2. Por meio da técnica de hibridaciio de coldénias
CMindfatis et al.. Molecoular Cloning: & Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor Lakoratory, Gold Spring Marbor, MY 1982) puderam
ser identificadas as coldnias em ocujo &aON plasmidico tinha sido
incorporado o aligonucledtide acima desorito. & caracterizacdo
realizou-se, em primeiro lugar, através de endonucleases de
restricido. Por fim, a alteragio dessjada da sequéncia fol confir-
mada atraves de sequenciagido (Sanger., F. 2t al. Proc. Natl. Acad.
Soil. Usa ¥4 (19F7F) B4s3-5487) .

A Filgura 3 mostra o esquema da produgdo do fragmento de Eco-
~RI-Notl dessjado.

B a construgdo de um veotor de sxpressido para a cadeia 5l
guimsrizada de Mok 179 (figuras <4a = 4b).

0 local anico tdel ne vector pcDNAL {(Invitrogen, San Diego;
aruffo, A, & Ssed, B, (1987) Proc. Natl. facad. Sci. USA 84, 85%3~
~BBFFY Tol transformade, através da introdugio e um ligador
apropriado, num Jlocal Pwul. O plasmides resultante & designado
como pobnNal-Pyul.

0 pocONaL-Pwul fol cindido por meio de EcoRI = Notl, 2 intro-
duzido o fragmento FcoRI-Notl de pUC 1-~Mut {com sequénoias VOIS «
de Intrio de Xl) descrito nag figura 3. 0 plasmideo resultante &

designado como pcDNﬁ&l"

0 plasmisdeo pllz2ol (produzido de acordo com a EP-f 0 378
1751 & cindido por meio de Notl & BamHI, as extremidades protubes
rantes sfo completadas com Klenow, & ligado o ligador mMotl, cin-
de~sg de novo com Notl, & o fragmento marcado na figura 4b é isow
lado sobre um gel de agaross com um ponto de fusdo baixo. Este
fragmento contam sequéncias de intrio das cadeias pesadas de ra-

to, sequéncias de intrdo das cadeias pesadas humanas, assim como
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e fragmento fol introduzido no local Onioo Motl do vector poDNAY
1. A orientacio correota fol Jdeterminada pela cigdo com ehdonu-
cleases de restrigio. 0 vector de expressio resultante para a ca-
deia 1 quimerizada de Makl?® & designado como p  chim. De acordo
com o mesmo principio & possivel construir também cadeias

quimerizadas dg outros i:5tipos comd por axemplo, W, 525 53, 54,

oL, o2, &, €.

Estabelecinento de linhas celulares permanentes de linhas de

hibridoma ndo produtoras., atraves e elsctroporacio oom plasmi-~

2 plasmideos pk chim. = pgl chim. foram misturados em quan=
tidades iguais 2 transtectados através de electroporagio (gene-
~Pulser de BioRad) na linha de hibridoma ndo produtora de imuno-
globulina 3p2/0-Agld (ATOD CRL &923) (Ochi, 4. =2t al. Pro. Matl.
Acad. Sci. USA 80 [(1983), &3b1-5355). Também zi0 apropriadas to-
das as cutras linhas celularss de hibridoma ndo produtoras e
imunoglobulina como, por sxemplo, PIX63-Ag8.853 (ATCD CRL S375).
fntes da transtecedo, ambos o plasmideos foram linearizados por
meio da endonuclease de¢ restrigio Pwul. & realizagio da electro-
poragio & descrita em Nucleic Acids Res. 15 (1987) 1311-1326 ¢ am
Bio Techniques & [(1988) 742-¥51. apds a separacido por centrifuga-
¢do, as células Foram lavadas com tampdo HeBS fFrio (HEPES 20
mmol/Ll, pH 7,05, NaCl 137 mmol/l, KCl SBmmol/1l, NaoHPO, 0,7
mmol/l, dextross émmol/Ll), ressuspensas em tampio HeB3, ajustadas
a uma concentragdo e 1o® células/ml, = ocolocadas sobre gelo.
Aapds a adigdo «dos plasmideos aplicaram-ss impulsos (condigdes:
capacidade de 500 puF & uma tensio entre 240 e Z80 ¥, ou, 4 160 WF
g 00 a 240 VY. dpds a aplicacio dos impulsos, as celulas foram
mantidas durante cerca de 10 minutos sobre gelo e, seguir, in-
cubadas em meio I (RPMI 1640, 1D % de¢ soro fetal de vitela. glu-
tamina 2 mmol/1l, piruvato de sddio 1L mmol/1l. amincdcidos ndo s~
senciais 0,1 mmel/1l) a 3¥°C. Substituiu-se o meio 30 horas apds a
transfecedo, & foi feita uma incubagdo com o meio I + G4AL8 {00
ug/ml ., depois de terem sido semeadas cerca de 10° células por oca~
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da alwéolo de placas de microtitulagio de 96 alvéolos. No total,
foram preparadas 10 placas de microtitulacido (96 alvéolos cada
umal. Ao Ffim de 7-10 dias, pudsram ser identificadas., nos
alveolos, coldnias resistentes a G418, A solugdes sobrenadantes
das suas culturas foram testadas em MAKL79, quimerizadas,
reconstituidas, como se descreve no exemplo seguinte. U3 melhores

produtores foram multiplicados em grands escala no meio I.

Determinacio de um anticorpo. reconstituido contra o receptor
de IL2 humano

Em primeiro lugar, reveste-se uma placa de microtitulagdo
com anticorpos policlonais contra Fo ¥ humano. Para sste fim, zdo
incubados os slvéolos de uma placa de microtitulagdo com 200 wl,
corraspondende a ¥,5 Mg, de um anticorpo policlonal contra Fo
(TgEy humano em carbonato/bicabornato 0,2 mol/fl, pM 9.%, durants
a noite a 4°C ouw durante uma hora a tempsratura ambiente. Apds
uma aspiragdo <dos slvéclos, fez-ss uma incubagdo com 230 ul de
MEPES B0 mmol/1l, MaCl/l % de croteina © 0,15 mol/l, pH 7,0, odu~
rante 30 minutos a 1 hora a temperatura ambiente. & seguir foram
adicionados 200 pl de solugio de calibragdo ou solugdo sobraha-
dante das culturas de células transfectadas e fTez-se uma
incubacio de 1 hora & temperatura ambients com agitagdo (500 rpm)
g de 90 minutos a4 temperatura ambisnte sem agitagdo. A curva de
calibracio fol «laborada com um modeln guimérico (produzideo gui-
micamehte atraves da formagio de pontes de Mak Ig@ humano e frage
mentos Fab de Makli¥o). apds uma aspiragio ddos slwéolos, fez-se
duaz wvezes uma lavagem com A20 pl de IP o= tampdo dg incubagdo
(HEPES 50 mmol/1,. pH de F.0, NaGl 0,15 mol/l. tartarato dissodicao
D,2 molsl, 1 2 de oroteina ©, 0.75 % de PEGE 40,000 (Serval, 0.5 3
de Pluronic Fé8 [(RBoshringer Mannsin), 0,01 % de fenol)l. & seguir
foram adicionados 200 pl de solugdo e complexo conjugado de
IL=-2-receptor-POD-anticorps (ver abaixo) & fez-se uma incubagdo
de 1 hora & temperatura ambiente sob agitagdo (500 rpm) ou de 90
minutos a4 temperatura smbiente sem agitacio. O complexo preé-pro-

”,

duzido consiste am recsptor de interleucina 2 solivel e fragmen-—

tos Fab, marcados  por POD, do recspbtor de TL 2 MaK215.
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Produgdo da solugdo do complexo: 20 pul dos fragmentos Fab,
marcados por POD, de MakK €15 (150 WAml) + 19.5 ml de tampdo de
incubagdo IP (ver acima) + 3 ml de receptor de IL 2 soluavel
padrio (6400 U/ml; unidades definidas através do padrio de T-csll
Heleneces) . 0 receptor e Il 2 smolivel Foi obtido a partir das
solugdes sobrenadantes de culturas da linha celular de fibroblas-
tos de rato descrita por Shimizu et al. (Mol. Biol. Med. 3 [1988)
509-520). Apo6s a realizagdo da incubagdo fez-se 3 vezes uma
lavagem com o tampiio de lavagem acima descrito, 2 a seguir, ol
determinada a actividade de POD por meio da solucdo de ABTS
Fsulfonato de @,27-azino-di-Z-etilbenzotiazolinol] + Ho0.. apos
uma incubacio de 45-60 minutos 3 temperatura ambiente, pela
leitura da extingdo a 405 nm, num leitor ELISA. De acordo com es-
te método., foram determinados clones com alta sxpressio (até 10

e /ml ).
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1 - Processo para a produgdo de um aON recombinante que <o~
difica a cadeia leve ou pesada dg um anticorpo em que as regides
constantes =0 de origem humana e as regides wariaveis =zdo de
origem ndo humana, & gque apresenta na direcgdo da transcrigia,

fa) uma sequéncia de ADNo que codifica a regifo wvariavel ndo
humana, inclusivé a regido J =, sventualmente, a 0,

(b)Y uma sequéncia de& intrio oue apresenta, no seu terminal
5%, um local doador da unido (splice-donorl, = a gual se¢ compde
de uma sequéncia parcial de intrdo ndo humana. no seu terminal
57, & de uma sequéncia parcial de intrio bumana, noe seu terminal
3, e

() uma sequéncia de ADN gendmica que codifica a regiio
constante humana, caracterizado por se isclar poliﬁ+wﬁRNm, 3 parw.
tir de uma linha de células de hibridoma., gue segrega um anticor-
po de sapecificidade desejada, =e produzir uma biblioteca e
A0Ne, correspondents, em vectorss apropriados. examinando-a, por
hibridagdo com oligonucledtidos complementarses ao ADN que codifi-
ca s parte constante do anticorpo. para identificar olones oues
contenham o ADNC para cadeias de anticorpos. por se isolar a par-—
tir dal as sequéncias Vv, J 2, eventualmente, & D. introduzindo a
seguir, através de mutagénese dirigida, noe respectivo dominio J,
na direcgcdo da transcricdo, um local doador da uniido
(splice~danor), uma parte de uma sequdnecia de intrio de anticorpo
de arigem ndo humana, = um sitio de restrigio, & se separarem
pela digestio com a respectiva enzima de restrigdo, as ssquéncias
gue codificam a regido constante, = so ligar o AN obtido a uma
sequéncia de ADN genomica., gue codifica a regido constante a
cadela leve ou pesada dg oum anticorpo humano & que aprasenta, no
seu berminal %7, uma parte de uma sequéncia «de intrdo humano

currespondente.
T o Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por s utilizar uma linha de& celulas ds hibridoma de rato ou ra-

tazana.

3 - Processo de acordo com a reivindicacio Z, caracterizado
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por se utilizar uma célula de hibridoma de rato. gue segraga um

anticorpso dirigide contra o recephor da interleucina 2.

4 - Processo de acordd com as reivindicagdes 1., 2 ou 3, ca~
racterizado por se introduzir uma ssquéncis de intrio de anticore

po de origem ndo humana, com 15 a 20 pb.
E o~ Processo de acordo com uma das reivindicagdes 1L a 4, ca-
racterizado por se& introduzir uma parte do intrio gues se segue

naturalmente 4 sequéncia de &l gendmica de origem ndo humahna.

& ~ Processo de acordo com uma das relvindicagdes 1 a 5. ca-

%

racterizade por se introduzir, comd logal doador da unido (spli

ce-donor), a sequéncia ds nucledtidos GT.

o~ Processo de acords com uma Jdas reivindicagdes 1 oa .
caractarizado por se utilizar um ADN de intrio humano, gue aprea-

senta um local ramificado ("branch-site").

& - Processo de acordn com uma as reivindicacgles 1 oa ¥,
caracterizado por se juntar, no terminal 3% da dltima sequéncia
dee ADM wbtida, uma sedquidneia de promotor,. ou por sé realizar a
manipulagdo num vector gue contém um promotor na posigdo apropri-

ala .

@ - Processo de acords ocom g reivindicagdo #, caracterizado
por s utilizar como promotor o promotor do genoma do citomegalo

LS,

10~ Processo  de ageordo  com uma das reivindicagdes 1L oa 9,
caracterizado por se utilizar uma sequéncia de abN genémica huma~
na oue codifica a regliio constants da cadeia pesada dg um anti-

o

corpn do tipo Igb.

14~ Processo  para a  produgldo e um wvector de expressdo,
caracterizado por se inserir num vector apropriado para a
axprassdo de um gene eatranho, um aON recombinante produzido de

acordo com uma das reivindicagdes 1 a 10,
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12 - Processo para a produgdo de um anticorpo guimdérico ou-
Jas regides varidveis sdo de origem ndo humana =2 cujas regides
constantes sdo de origem humana, caracterizado por ss introduzi-
rem, um de cada wvez, um vaeobor de expressido que contém um ADN e
combinante produzido de acords com uma das reivindisagdes 1 a 1o,
o gual codifice a cadeis leve & um vector de exprsssico gue contem
um &DM recombinante produzido  de acords oom uma das reivindica-
ehes L a Lo, o gual codifica a cadela pesada do anticorpo. numa
celula hospedeira apropriada,. por s2 isolarem  transtormantes
astavelisz, & por s¢ obtar o anticorpo a partir do sobrenadante da

cultura das células.

13 ~ Progessy para o producdo de um anticorpo guimérico de
acordo oom a reivindicagio 12, caracterizado por s& utilizarem,
come oélulas hospedeiras, c2lulas e hibridoma ndo produtoras

("non-producer" 1.

14 - Processo de acordo com a reivindicacdo 12, caracteriza-~
do por se utilizar a linha de células Sp2/0-dgld (ATCC ORL 8923).

15 = Processo de acordo com uma Jas reivindicagdes 12 a 14,
caracterizado por sg introduzirem, na celula hospedeira, os veo-

tores pk oguim. 2 p guim.

186 = Processo de acordo com uma odas reivindicagdes 1% a 15,

caracterizado por se introduzic os vectorss por electroporagio.

17 =~ Processy de acordo oom a reivindicagio 12, caracteriza-
do por se produzir o anticorpo quimérico Mak 179,

18 -~ Processo de acordo com a reivindicagdo 12, caracteriza-

vi
do por se produzic o anticorpo quimérico dMak 215.

1% ~ Processo de acordo ocom a reivindicagdo 12. caracteriza-

do por se produzic o anticorpo quimgrico MAK 447



LA

-7 B 1990




o

1/6

Fig.1

EcoRl BamHlI
rato H ADNc_
V. J1 C
ML=multi-ligador
V =Regiao variavel
J1 =Regiao 1 de ligacao
C= Regiao constante
Nael
Oligonucledtido
Mutagénese
EcoRl JS1equéncia de intrao BamHi
/ C
v || | V/ L
Notl
pUC 18K -
Nael
x EcoRl x Notl
Isolamento do fragmento
EcoRl Notl
SUT V J1 GT

l -__l'—_

5UT = Regiao 5' nao traduzida



Fig. 2a

Hindlll  EcoRl Notl Xbal
Promotor T7 Promotor SP6

poliligador

promotor de CMV

’ SupF
~ seleccao
origens de replicacao
EcoRl
Ndel - Pvul v PP
x EcoRl x Notl H -_I
EcoRl Tligase \ oy
T7 V J1 SP6

SupF
selecgao

ori de replicacao



3/6 A@}Aﬁ!:w-n

Fig.2b

ENH=K- intensificador

EcoRl Notl
T7 V J1 SP6

SupF
selecgao
L_ origem de replicacao
X Pvul x Notl X Pvul X Notl
isola o frag-| isola o frag-
mento indica- | mento indicado
do T4
Eco VJ1 ENH
Prom T7 (Asp 718 x Hind Ill)
Promotor CMV Intrao K (Humano)

SupF
PK quimerico

Pvul

SV40 1
\\\gfeco e?!ﬁg

neo
\'




4/6
Fig.3

Eco BamH|

rato F1ADNc ML= multi-ligador
-Lfato ' AUSC,

V_DJ G

E |

V=Regiao variavel

J3=Regiao de ligacao 3
D= Regiao de diversidade

I C= Regiao constante

ML 5UT = Regiao nao traduzida 5'
pUC 11
Nael
Oligonucleotido
Mutagénese
EcoRl J3Sequencia de Intrao BamHl
v D Ji | C
%IW
Notl
puUCp1-
Nael
x EcoRl x Notl
Isolamento do fragmento
EcoRl GT  Notl
S'UT V D J3

[ g-;

Intrao



5/6
Fig.La

Hind!lll  EcoRl Notl Xbal

SP6

poliligador

Promotor de CMV

SupF
’ selecgao

origens de replicagao

Ndel = Pvul

X EcoRI x Notl
+ fragmento EcoRl Notl

de pUCy1-
pucy J3

EcoRl Intrao Notl
v Ddslﬂ

Uniao + poli

SupF

ori de replicacao



6/6

Fig.4b
ENH= Intensificador

J3 ~ ,
EcoRl Intrao Notl —‘= Intréo da cadeia
7 SP6 pesada (rato)
—_— Y D J3 i le—

Notl Xbal

uniao + poliA

P SupF

BamH|

ori de replicacao
X Notl k— )meuBmmm
Isolamento de + Ligador Notl
linear + T4 Ligase x Notl
xIsolamento de fragmento
indicado
Notl ENH

ntrao da cadeia pesada
(Humano)

CH1

promotor CMV 17

SupF



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

