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human immunoglobulin wherein the amino acid sequence of the framework regions of variable domains Vy and Vi is 70-95 % homologous
with the amino acid sequence of the framework regions of variable domains Vi and VL of non-human immunoglobulin, and wherein
hypervariable loops H1 and H2 or L1, L2 and L3 have the same kind of canonical structure as hypervariable loops H! and H2 or L1,
L2 and L3, respectively, of non-human immunoglobulin, and by replacing the oligonucleotide sequences coding for the CDRs of human
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baculovirus, of DNA fragments that code for said humanised variable domains, and the expression of the resulting humanised recombinant
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(57) Abrégé

L’invention est relative 2 I'humanisation des domaines variables d’une immunoglobuline non-humaine, par sélection de séquences
d’ADN codant pour les domaines variables d’une immunoglobuline humaine dont la séquence en acides aminés des régions de charpente
des domaines variables Vi et VL présente entre 70 et 95 % d’homologie avec la séquence en acides aminés des régions de charpente des
domaines variables Vi et Vi de I'immunoglobuline non-humaine, et dont les boucles hypervariables H1 et H2 ou L1, L2 et L3 présentent
respectivement le méme type de structure canonique que les boucles hypervariables H1 et H2 ou L1, L2 et L3 de I'immunoglobuline
non-humaine, et remplacement des séquences oligonucléotidiques codant pour les CDR de I'immunoglobuline humaine, par les séquences
oligonucléotidiques codant pour les CDR correspondantes de I’immunoglobuline non-humaine. L’invention est également relative au
clonage dans un baculovirus, de fragments d’ADN qui codent pour lesdits domaines variables humanisés, et 2 I'expression d’un anticorps
recombinant humanisé obtenu de la sorte. L’anticorps monoclonal murin K20 a été ainsi humanisé et exprimé conformément a I'invention.
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ANTICORPS HUMANISE DIRIGE CONTRE LA CHAINE BETA 1 DES INTEGRINES

La présente Invention est relative a
l'obtention en cellules d'insecte, d'un anticorps
monoclonal recombinant humanisé.

L'anticorps monoclonal K20 est un anticorps
murin qui reconnait la sous-unité B1  (CD29) des
intégrines. Des expérimentations in vitro ont montré que
K20 pouvait inhiber 1l'activation et la prolifération des
lymphocytes T périphériques induite par un anticorps
anti-CD3 [GROUX et al., Nature, 339, 152-154 (1989) ;
TICCHIONI et al., J.Immunol., 151, 119-127 (1993)]. Il
pourrait donc étre envisagé d'utiliser cet anticorps dans
le cadre d'une thérapeutique immunosuppressive.

Cependant, l'utilisation d'anticorps murins en
thérapeutique humaine est trés limitée, car les
injections répétées d'anticorps non-humains induisent
chez 1les patients une réponse immune qui empéche un
traitement au long cours.

Afin d'éviter cet inconvénient il a été
proposé de fabriquer par génie génétique des anticorps
recombinants, dans lesquelles la plus grande partie
possible de la molécule est dérivée d'un géne d'origine
humaine.

Il a ainsi été obtenu des anticorps dits
chimériques, dans lesquels seuls les parties variables
sont d'origine non-humaine.

Pour réduire encore les risques de réponse
immune, on cherche actuellement de plus en plus & obtenir
des anticorps dits humanisés, dont les séquences des
parties variables non directement impliquées dans la
reconnaissance de 1l'antigéne sont remplacées par des
séquences d'origine humaine.

L'humanisation d'un anticorps non-humain

implique donc de déterminer avec le plus de précision
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possible quels sont les résidus d'acides aminés de
l'anticorps non-humain qui sont impliqués dans 1la
reconnaissance de 1l'antigéne (et qui doivent é&tre
conservés dans l'anticorps humanisé), et quels sont ceux
qui au contraire, peuvent étre remplacés pour reproduire
les séquences d'un anticorps humain, sans affecter ou en
affectant 1le moins ©possible, la reconnaissance de
l'antigéne.

La reconnaissance de l'antigéne implique en
particulier les régions des parties variables dénommées
CDR (régions déterminant la complémentarité), mais il a
également été constaté que le positionnement de certains
résidus d'acides aminés des régions de charpente (régions
FR) pouvaient é&galement influencer la conformation du
site antigénique.

La présente Invention a pour but
l'humanisation de l'anticorps murin K20, et 1l'expression
de 1l'anticorps humanisé ainsi obtenu dans un systéme
vecteur/hdte approprié.

Pour humaniser 1l'anticorps K20, la séquence en
acides aminés des régions variables Vy et Vi de cet
anticorps a tout d'abord été déterminée, ce qui permet de
localiser les CDR. Classiquement, en effet,
l'humanisation d'un anticorps s'effectue en greffant ses
CDR & la place des CDR d'un anticorps humain.

Les Inventeurs ont eu l'idée de déterminer en
outre, a partir de la séquence des régions variables de

K20, le type de structure canonique des Dboucles
hypervariables L1, L2, L3, Hl et H2.
Les structures canoniques, qui ont été

observées pour la plupart des boucles hypervariables (a
l'exception de 1la boucle H3), et qui sont conservées
entre différentes espéces, sont déterminées par un petit
nombre de résidus clés des régions FR et des CDR

différents types de structures canoniques ont été
définis, selon la taille de la boucle, et la nature des
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résidus acides aminés qu'elle comprend [CHOTIA et LESK,
J. Mol. Biol., 196(4), p 901, (1987) ; CHOTIA et al.,
Nature, 342, p 877, (1989) ; CHOTIA et al., J. Mol.
Biol.,227(3), p799, (1992)].

Les Inventeurs ont ensuite sélectionné des
régions Vg et Vi humaines dont la séquence en acides
aminés présente une forte homologie (de préférence entre
74 et 95 % d'homologie) avec la séquence des régions Vg
et Vi de l'anticorps murin K20, et dont 1les boucles
hypervariables L1, L2, L3, Hl et H2 présentent le méme
type de structure canonique que les boucles
hypervariables correspondantes dudit anticorps murin.

Dans 1les régions Vg et Vi humaines ainsi
sélectionnées, les Inventeurs ont alors procédé au
remplacement des CDR par les CDR correspondantes de
l'anticorps murin K20, afin d'obtenir les régions Vg et
Vi, de l'anticorps humanisé.

Le procédé décrit ci-dessus peut étre
généralisé a l'humanisation des régions variables de tout
anticorps monoclonal d'origine non-humaine, en
particulier d'origine murine.

La présente Invention a pour objet un procédé
d'humanisation de la région variable Vy et/ou de la
région variable Vi d'une immunoglobuline non-humaine,
lequel procédé est caractérisé en ce qu'il comprend au
moins les étapes suivantes

- une étape ou l'on sélectionne une séquence
d'ADN codant pour la région variable Vg ou pour la région
variable Vi d'une immunoglobuline humaine, la séquence en
acides aminés des régions FR de ladite région Vg ou de
ladite région Vi humaine présentant respectivement entre
70 et 95 % d'homologie avec la séquence en acides aminés
des régions FR de la région Vg ou de la région Vi de
1'immunoglobuline non-humaine, et les boucles
hypervariables Hl et H2 de ladite région Vy humaine ou
les boucles hypervariables L1, L2 et L3 de ladite région



10

15

20

25

30

w)
W

WO 96/08564 PCT/FR95/01167

Vi, humaine présentant respectivement le méme type de
structure canonique que les boucles hypervariables Hl et
H2 de la région Vg ou les boucles hLypervariables L1, L2
et L3 de la région Vi de l'immunoglobuline non-humaine

- une étape ol l'on procéde au remplacement
des séquences oligonucléotidiques codant pour les CDR de
ladite région Vyg ou Vp humaine, par les séquences
oligonucléotidiques codant pour les CDR correspondantes
de la région Vg ou Vi, de 1'immunoglobuline non-humaine. A
l'issue de cette étape, on obtient une séquence codant
pour la région Vg ou Vi de 1l'immunoglobuline humanisée.

Le procédé conforme & 1'Invention peut étre
complété par la mutation ponctuelle (remplacement,
addition ou délétion d'un codon) d'une ou plusieurs
séquences oligonucléotidiques codant pour un ou plusieurs
acides aminés situés dans les FR de la région Vg ou Vi,.

Une telle mutation peut par exemple é&tre
effectuée dans le cas ol la séquence en acides aminés de
la région Vg ou de 1la région V; humaine qui a été
sélectionnée pour son homologie avec la région Vg ou Vp,
non-humaine, présente, & une position déterminée, un
acide aminé "inhabituel" pour le sous-groupe de
variabilité auquel elle appartient. Il peut &tre alors
opportun de remplacer cet acide aminé par un acide aminé
plus représentatif. De maniére générale, on cherchera a
se rapprocher autant que possible des séquences consensus
des FRs du sous-groupe humain le plus homologue, afin de
réduire encore l'immunogénicité de l'anticorps humanisé.

Il peut également é&tre indiqué de procéder a
une telle mutation 1lorsque 1l'on souhaite augmenter
l'affinité de l'anticorps humanisé pour l'antigéne ; on
cherchera dans ce cas la & se rapprocher de la structure
canonique des boucles hypervariables de 1'immunoglobuline
non-humaine parentale.

La présente Invention a également pour objet
un fragment d4'ADN, codant pour la région variable Vg ou
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pour la région variable V; d'un anticorps humanisé, et
caractérisé en ce qu'il est susceptible d'étre obtenu par
le procédé conforme & l'invention, tel que défini ci-
dessus.

Un fragment d'ADN codant pour la région
variable Vg ou pour la région variable Vi d'un anticorps
humanisé conformément & 1l'invention peut ensuite é&tre
fusionné avec un fragment d'ADN codant pour la région
constante d'une chaine H ou L humaine, en vue d'exprimer
les chaines H et L complétes obtenues de la sorte.

Selon un mode de réalisation préféré de 1la
présente Invention, ledit anticorps humanisé est obtenu a
partir de l'anticorps murin K20. Dans ce qui suit, on
désignera un anticorps humanisé obtenu par le procédé
conforme a 1l'Invention par 1l'abréviation Hu-Ac, et plus
particuliérement, l'anticorps humanisé dérivé de
l'anticorps K20, par 1l'abréviation Hu-K20.

La présente Invention a pour objet un fragment
d'ADN, caractérisé en ce qu'il est choisi dans le groupe
constitué par

- une séquence codant pour le domaine variable
de la chaine légére de l'anticorps Hu-Ac, fusionnée a une
séquence codant pour le domaine constant de la chaine
légére d'une immunoglobuline humaine ; ou

- une séquence codant pour le domaine variable
de la chaine lourde de l'anticorps Hu-Ac, fusionnée a une
séquence codant pour le domaine constant de la chaine
lourde d'une immunoglobuline humaine.

Pour exprimer un anticorps humanisé conforme a
1'Invention, on utilisera de préférence un systéme
d'expression qui a également été mis au point par les
Inventeurs, qui utilise un vecteur d'expression dérivé
d'un baculovirus, et permet de produire & la fois la
chaine lourde (H) et la chaine légére (L) d'un anticorps

donné dans une cellule d'insecte.
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La présente Invention a également pour objet
une cassette d'expression comprenant une séquence d'ADN
recombinant constituée par une séquence codant pour la
région variable de la chaine légére de 1l'anticorps Hu-Ac
fusionnée & une séquence codant pour le domaine constant
de la chaine légére d'une immunoglobuline humaine ; ou
paf une séquence codant pour la région variable de 1la
chaine 1lourde de l'anticorps Hu-Ac fusionnée & une
séquence codant pour le domaine constant de la chaine
légére d'une immunoglobuline humaine, laquelle séquence
d'ADN recombinant est placée sous controdle
transcriptionnel d'un promoteur approprié.

Selon un mode de réalisation préféré de la
présente Invention, ledit promoteur est un promoteur de
baculovirus.

A titre d'exemple de promoteurs de baculovirus
utilisables pour la mise en oeuvre de la présente
Invention, on citera les promoteurs de la polyédrine et
de P10 des baculovirus AcMNPV ou SIMNPV, ou des dérivés
de promoteurs de baculovirus, constitués par des
promoteurs synthétiques ou recombinants, obtenus a partir
d'un promoteur de baculovirus, et fonctionnels en
cellules d'insectes, tel que par exemple celui décrit par
WANG et al, [Gene, 100, 131-137, (1991)1].

Une cassette d'expression conforme & ce mode
de réalisation comprend par exemple:

- un promoteur de baculovirus, tel que défini
ci-dessus ;

- une séquence codant pour un peptide signal
de sécrétion ;

- une séquence d'ADN codant pour la chaine H
ou la chaine L d'un anticorps HU-Ac, tel que défini ci-
dessus.

Un grand nombre de séquences codant pour des
peptides signal fonctionnels en cellules d'insecte sont

utilisables pour 1la mise en oeuvre de la présente
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Invention. A titre d'exemple non limitatif, on citera les
séquences codant pour les peptides signal de
l'acétylcholinestérase de Drosophile, de la
trophoblastine ovine, ainsi que les séquences codant pour
les peptides signal des chaines H et L 4'immunoglobulines
murines ou humaines, etc...

Chacune des cassettes conformes & l'invention
permet 1'expression, soit de la chaine légére, soit de la
chaine lourde, d'un anticorps Hu-Ac, possédant la
spécificité de 1'anticorps monoclonal parental.

On peut choisir la séquence ccdant pour le
domaine constant de la chaine légére parmi les séquences
codant pour les domaines constants des chaines 1légéres
kappa (k) et lambda (A).

On peut choisir la séquence codant pour le
domaine constant de la chaine lourde parmi les séquences
codant pour les domaines constants des chaines lourdes Y1,
¥2, Y3, v4, a, €, etu. On peut ainsi obtenir un anticorps
recombinant appartenant & la classe d'immunoglobuline
(IgG1, IgG2, 1gG3, 1IgG4, IgA, IgE, IgM) gque 1l'on
souhaite.

La présente Invention a également pour objet
des vecteurs recombinants, portant au moins une cassette
d'expression telle que définie ci-dessus ; dans ce cadre,
la présente Invention englobe en particulier des
baculovirus recombinants permettant l'expression de
l'anticorps Hu-Ac, ainsi que des plasmides de transfert

permettant la construction desdits baculovirus
recombinants.

Les plasmides de transfert conformes a
1l'invention portent un insert comprenant : une cassette

d'expression telle que définie ci-dessus, et de part et
d'autre de cette cassette, des séquences de baculovirus
homologues de celles des régions flanquant la portion du
génome viral en remplacement de laquelle on souhaite

insérer ladite cassette.
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Selon un mode de réalisation préféré des
plasmides de transfert conformes a la présente Invention,
lesdites séquences de baculovirus sont homologues de
celles des régions flanquant 1le géne de 1la pl0, ou
homologues de celles des régions flanquant le géne de 1la
polyédrine.

Selon une disposition particuliérement
avantageuse de ce mode de réalisation, 1la cassette
d'expression contenant le géne codant pour la chaine
légére de 1l'anticorps Hu-Ac est flanquée des régions
entourant le géne de la polyédrine dans le baculovirus
Sauvage, et la cassette d'expression portant le géne
codant pour la chaine lourde de l'anticorps Hu-Ac est
flanquée des régions entourant 1le géne P10 dans le
baculovirus sauvage.

Schématiquement, la construction des plasmides
de transfert conformes 3 1'invention se fait en insérant
dans un plasmide capable de se répliquer chez un héte
bactérien (en général E. coli), la région du géne de
baculovirus (par exemple pl0 ou polyédrine, ou tout autre
locus du baculovirus) & 1la place dugquel on souhaite
insérer 1les génes codant pour 1les <chaines H ou L
d'immunoglobuline. Dans cette région, la séquence codante
du géne de baculovirus (et é&ventuellement la séquence
promoteur dudit géne) est remplacée par la séquence
codant pour la chaine d'immunoglobuline a exprimer (et
éventuellement par la séquence du promoteur sous contrdle
duquel on souhaite exprimer cette chaine
d'immunoglobuline, s'il s'agit par exemple d'un promoteur
"dérivé"). Le plasmide de transfert ainsi obtenu contient
donc un insert comprenant une séquence hétérologue
(séquence d'une chaine de l'anticorps Hu-Ac) flanquée de
séquences de baculovirus.

Pour permettre 1l'expression simultanée de 1la
chaine lourde (chaine H) et de la chaine l1égére (chaine
L) et leur réassociation pour former la molécule
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d'anticorps recombinant, les Inventeurs ont inséré les
deux cassettes sur un méme vecteur d'expression. Ils ont
ainsi obtenu un baculovirus doubls recombinant dans
lequel la séquence codante de chacune des chaines H et L
est sous le contrdle d'un promoteur fort.

, Un baculovirus recombinant conforme a
1'Invention, permettant l'expression de l'anticorps Hu-
Ac, peut étre construit selon le principe suivant

- l'on prépare séparément deux plasmides de
transfert, tels que définis ci-dessus : un pour la chaine
H, et un pour la chaine L.

On cotransfecte ensuite les cellules d'insecte
avec 1'ADN des vecteurs de transfert ainsi réalisés et
1'ADN du baculovirus. Cette cotransfection est effectuée
en deux étapes

Le plasmide de transfert contenant la cassette
d'expression pour le géne de la chaine légére flanquée
des régions entourant le géne de la polyédrine dans le
baculovirus sauvage, est utilisé, avec 1'ADN de
baculovirus sauvage AcCMNPV, pour cotransfecter des
cellules d'insecte en culture.

Par recombinaison homologue entre 1'ADN viral
et le plasmide, les séquences codantes de la chaine
légére de 1l'immunoglobuline recombinante sont transférées
dans le génome viral.

Aprés réplication de 1'ADN viral dans les
cellules transfectées, l'on procéde a la sélection des
baculovirus recombinants ayant intégré la séquence de la
chaine légére de 1l'immunoglobuline recombinante.

Ces baculovirus recombinants sont sélectionnés
selon deux critéres : leur incapacité a produire des
polyédres et leur capacité a exprimer la chaine légére.

Dans une deuxiéme étape, les cellules sont
cotransfectées avec 1'ADN du baculovirus recombinant
obtenu & l'issue de la premiére étape, et avec celui du
plasmide de transfert contenant la cassette d'expression
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portant le géne codant pour la chaine lourde de
l'anticorps recombinant Hu-Ac flanquée des régions
entourant le géne P10 du baculovirus. Par recombinaison
homologue, comme précédemment, le géne de la chaine
lourde est transféré dans 1'ADN viral.

L'on sélectionne alors 1les virus double-
recombinants qui sont capables de produire simultanément
une chaine lourde et une chaine légére d'immunoglobuline.
La détection de la chaine lourde et de la chaine légére
d'immunoglobuline est effectuée par ELISA.

La présente Invention a pour objet un
baculovirus recombinant caractérisé en ce qu'il
comprend au moins une cassette d'expression, telle que
définie ci-dessus, comprenant une séquence codant tout ou
partie de la chaine H ou une séquence codant pour tout ou
partie de 1la chaine L de l'anticorps Hu-Ac, laquelle
séquence est placée sous contrdle transcriptionnel d'un
promoteur fort de baculovirus.

Selon un mode de réalisation d'un baculovirus
recombinant conforme a 1l'invention il comprend une
Cassette d'expression comprenant la séquence codant pour
la chaine H et une cassette d'expression comprenant la
séquence codant pour la chaine L, de l'anticorps Hu-Ac.

Selon une disposition préférée de ce mode de
réalisation, le promoteur contrdlant 1la transcription de
la séquence codant pour la chaine L de l'anticorps Hu-Ac,
et le promoteur contrélant la transcription de la
séquence codant pour la chaine H de l'anticorps Hu-Ac,
sont deux promoteurs différents.

Selon une modalité avantageuse de cette
disposition, l'un desdits promoteurs est situé a
l'emplacement occupé chez le baculovirus sauvage, par le
promoteur de la polyédrine et l'autre est situé a
l'emplacement occupé chez le baculovirus sauvage, par le
promoteur de la P10.
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Selon encore une autre modalité avantageuse de
cette disposition, l'un des promoteurs est le promoteur
de la polyédrine ou l'un de ses dérivés, et 1l'autre est
le promoteur de la pl0 ou l'un de ses dérivés.

Avantageusement, le promoteur contrdlant la
transcription de la séquence codant pour la chaine légére
de l'anticorps Hu-Ac est le promoteur de la polyédrine ou
l'un de ses dérivés, et 1le promoteur contrdlant la
transcription de la séquence codant pour la chaine lourde
de l'anticorps Hu-Ac est le promoteur de la P10 ou l'un
de ses dérivés.

Selon une autre disposition de ce mode de
réalisation, la séquence codant pour le peptide signal
associé & la chaine L de 1l'anticorps Hu-Ac, et 1la
séquence codant pour le peptide signal associé a 1la
chaine H de 1l'anticorps Hu-Ac, sont deux séquences
différentes.

Un baculovirus recombinant conforme a
1'Invention, a été déposé le 9 septembre 1994, auprés de
la C.N.C.M. (Collection Nationale de Cultures de Micro-
organismes, tenue par 1l'Institut Pasteur, 25 rue du
Docteur ROUX, Paris), sous le numéro I-1476.

La présente Invention englobe également des
cellules d'insecte infectées avec un baculovirus
recombinant conforme & l'invention.

L'expression et la production de 1l'anticorps
monoclonal recombinant Hu-Ac est obtenue in vitro dans
des cellules d'insecte conformes a l'invention.

Lt'infection des cellules par un baculovirus
double recombinant conforme & l'Invention résulte dans la
production simultanée des chaines H et L. Ces chaines
s'assemblent pour reconstituer l'anticorps Hu-AcC qui est
par la suite sécrété dans le milieu de culture.

La présente Invention a également pour objet
un procédé de préparation d'un anticorps recombinant
humanisé, caractérisé en ce qu'il comprend une étape au
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cours de laquelle l'on cultive des cellules d'insecte
infectées avec un baculovirus recombinant conforme a
l'invention, et une étape au cours de laquelle 1l'on
obtient ledit anticorps & partir du milieu de culture.

Un anticorps recombinant humanisé conforme a
l'Invention peut &tre utilisé pour le diagnostic, ou pour
la thérapeutique. Une utilisation particuliérement
intéressante, dans le cas de l'anticorps humanisé K20
concerne l'obtention de médicaments immunosuppresseurs.

La présente Invention sera mieux comprise a
l'aide du complément de description qui va suivre, qui se
référe a des exemples d'obtention, conformément a
l'Invention, de 1l'anticorps recombinant humanisé Hu-K20,
conforme dans un baculovirus recombinant.

I1 doit étre bien entendu toutefois que ces
exemples sont donnés uniquement & titre d'illustration de
l'objet de l'Invention dont ils ne constituent en aucune
maniére une limitation.

Exemple 1. : Clonage et séquencage des parties variables
de la chaine lourde et de la chaine légére de l'anticorps
K20.

Le MAb K20 est un anticorps murin produit par
un hybridome. Il est dirigé contre la sous-unité [ des
récepteurs CD29 des lymphocytes [BOUMSELL et al., J. Exp.
Med. 152, p. 229 (1980)].

L'ARN total de 1'hybridome produisant
l'anticorps monoclonal K20 a été extrait a l'aide du kit
"RNA extraction Kit" de PHARMACIA. L'ADNc est synthétisé
d partir de 10pg 4'ARN par transcription inverse (First-
Strand cDNA Synthesis kit ; PHARMACIA) .

Les parties variables des chaines lourdes (Vy)
et légéres (Vi) sont amplifiées par ACP (amplification en
chaine par polymérase) & partir de lug d'ADNc simple
brin, en utilisant la Taq DNA polymérase.

Les produits d'amplification sont purifiés par
électrophorése sur gel d'agarose 1,2% pour 1les séparer
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des oligonucléotides ; la bande correspondant au produit
recherché est excisée du gel, et 1'ADN est élué par
centrifugation (microcentrifugeuse SPIN-X, COSTAR,
Cambridge, MA), puis extrait au phénol/chloroforme et
précipité a 1'éthanol,

1. Clonage de la région variable de la chaine
légére x K2

La transcription inverse a été réalisée en
utilisant 1l'amorce Vk1FOR :

*VK1FOR (SEQ ID NO : 1):
5'- GGT AGA TCT CAG CTT GGT CCC 3!

Cette amorce est complémentaire de la séquence
consensus & l'extrémité 3' de la région variable Vk des
génes murins, et comporte un site BglII (souligné).

L'ADNc obtenu a été amplifié par ACP en
utilisant d'une part l'amorce VK1FOR ci-dessus, et
d'autre part l'amorce VK1BAC:

*Vk1BAC (SEQ ID NO : 2):

5'- GAC ATT CAG CTG ACC CAG TCT CCa -3

(site PvuII souligné).

Ces amorces ont été décrites par ORLANDI et al.[ Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 86, p 3833, (1989)].

Le produit d'amplification a été récupéré par
électrophorése sur gel d'agarose, extraction au
phénol/chloroforme et précipitation & 1'éthanol, puis
digéré par PvulIl et BglII, et le fragment obtenu a été
cloné dans le phage M13VKPCR1 (ORLANDI et al.,
publication précitée), préalablement digéré par PwvuIll et
BclI, pour donner le phage M13VKK20PCR1l (figure 1A).

2- Clonage de la région variable de la chaine
lour 1 K20 :

La transcription inverse sur 1'ARN total
extrait de 1l'hybridome producteur de K20 a été réalisée
en utilisant 1l'amorce VH1FOR. Cette méme amorce, et
l'amorce VH1IBAC ont par la suite servi & amplifier 1la
région Vg a partir de 1'ADNc
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*VH1FOR (SEQ ID NO : 3)

5'-TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT CCC TTG GCC CCA G-3!'
(Site BStEII souligné) .

*VH1BAC (SEQ ID NO : 4)

5'-AG GT(C/G) (A/C)A(A/G) CTG CAG (C/G) AG TC(A/T) GG-3'
(Site PstI souligné).

Ces amorces ont été décrites par ORLANDI et
al. (publication précitée).

Le produit d'amplification a été purifié comme
décrit ci-dessus, puis digéré par BstEII et PstI, et le
fragment obtenu a é&té cloné dans le phage M13VHPCR1
(ORLANDI et al., publication précitée), préalablement
digéré 'par BstEII et PstI, pour donner le phage
M13VHK20PCR1.

La figure 1A représente les étapes du clonage
des séquences Vi et Vy de K20. Les phages M13VKK20PCR1 et
M13VHK20PCR1 comprennent, outre les séquences de K20, un
promoteur (P) de chaine H d'Ig, et la séguence de téte
(L) du géne Vg V47 de souris.

La séquence nucléotidique des inserts K20 des
phages M13VKK20PCR1 et M13VHK20PCR1 a été déterminée.

La séquence de l'insert codant pour la région
variable Vy de la chaine 1légére de l'anticorps K20 est
représentée a la figure 2 A, et identifiée sur la liste
des séguences en annexe sous le numéro SEQ ID NO : 5.

La séquence de 1l'insert codant pour la région
variable Vy de la chaine lourde de l'anticorps K20 est
représentée a la figure 2 B, et identifiée sur la liste
des séquences en annexe sous le numéro SEQ ID NO : 6.

Les emplacements des CDR, ainsi que ceux des
amorces qui ont été utilisées, et ceux des sites de
restriction ayant permis le clonage sont indiqués sur ces
figures 2A et 2B.
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Exemple 2. : Humanisation des parties variables de 1la
chaine lourde et de la chaine légére de l'anticorps K20.

La figure 1B représente les étapes de
l'humanisation des régions variables Vx et Vg de K20.

1. Humanisation de la région variable de la
chaine légére x de K20

M13VKPCR1 contient un géne Vi de souris, qui
comprend les régions charpente (FRs) de la protéine k de
myélome humain REI, et les régions déterminant la
complémentarité (CDRs) de l'anticorps monoclonal de
souris D1.3 [VERHOEYEN et al., Science, 239, p 1534
(1988)].

Les régions charpente de ce géne Vx ont été
utilisées pour humaniser le géne Vx de K20.

3 oligonucléotides, VKMUTCDR1, VKMUTCDR2, et
VKMUTCDR3, correspondant respectivement aux CDRs 1, 2, et
3 de la chaine Vyx de K20 ont été construits, afin de
remplacer 1les CDRs Vk de D1.3. Ces 3 oligonucléotides
comprennent également 12 nucléotides supplémentaires a
l'extrémité 5' et au moins 12 nucléotides supplémentaires
a4 l'extrémité 3', incluant un C ou un G terminal, et
complémentaires du voisinage immédiat du CDR a remplacer.

La mutagenése a été effectuée selon le
protocole préconisé par KUNDLE [Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 82, p 488 (1985)]

Le phage résultant du remplacement dans
M13VKPCR1, des CDRs Vk de D1.3 par les CDRs de Vg de K20,
est dénommé M13HuVKK20PCR1

2. Humanisation de la région variable de la
chaine lourde de K20

Les régions charpente du géne Vg humain F1
(numéro d'accés EMBL X17675) ont 6&té utilisées pour
humaniser le géne Vg de K20.
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Le géne Vg F1 a été amplifié par ACP a partir
du vecteur M13mpl8VHF1RF. [MILILI et al., Mcl. Immunol.,
28, p 753 (1991)], en utilisant 1les amorces VH1BAK et
VH1FOR décrites ci-dessus.

Le produit d'amplification a été purifié comme
décrit ci-dessus, puis digéré par BstEII et PstI, et le
fragment obtenu a été cloné dans le phage M13VHPCR1.

3 oligonucléotides, VHMUTCDR1l, VHMUTCDRZ, et
VHMUTCDR3, correspondant respectivement aux CDRs 1, 2, et
3 de la chaine Vg de K20 ont été construits, afin de
remplacer les CDRs Vg de F1 par ceux de K20.

La mutagenése a été effectuée comme décrit ci-
dessus, et le phage résultant est dénommé M13HUVHK20PCR1.

Les séquences complémentaires inverses de
celles des oligonucléotides VKMUTCDR1, VKMUTCDR2,
VKMUTCDR3, VHMUTCDR1, VHMUTCDR2, et VHMUTCDR3, utilisés
pour 1l'humanisation des régions variables des chaines
lourdes et légéres sont représentées a la figure 3, et
sont également identifiées dans la liste des séquences en
annexe sous les numéros respectifs SEQ ID NO : 7,

SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 10,
SEQ ID NO : 11, et SEQ ID NO : 12.
Dans la figure 3, les nucléotides

correspondant aux CDRs des génes humanisés sont
soulignés ; les nucléotides existant initialement dans le
géne VKREI/D1.3 et dans le géne VHF1 sont en lettres
capitales ; les nucléotides changés par mutagenése sont
en lettres minuscules ; les emplacements des nucléotides
délétés par mutagenése des génes initiaux sont
représentés par des tirets.
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Exemple 3 : Construction de plasmides de transfert
portant les séquences variables humanisées de K20
A) P MIDE DE FERT PO LA CHAINE LEGERE

KAPPA :

1) Obtention du plasmide pBCK

a- Plasmide pGmAcll6T

Ce vecteur est dérivé du plasmide pGmACll1l5T
[ROYER et al., J. Virol., 66, 3230-3235, (1992)], 1lui-
méme dérivé du plasmide pAcl [CHAABIHI et al., J. Virol.,
67, 2664-2671 (1993)) contenant le fragment EcoRI-I du
baculovirus de 1la polyédrose nucléaire d'Autographa
californica (ACMNPV), et donc le géne polyédrine, et les
séquences flanquant ledit géne. Pour obtenir pGmAclléT,
le plasmide pGmMACllST a été délété d'un fragment de
1900pb allant d'un site ECORI situé en amont du geéne
polyédrine & un site Xhol situé 1900pb en aval de ce site
ECORI.

Sug du plasmide pGmAcllST ont été digérés
pendant 2 heures a 37°C par 15 unités d'enzyme Xhol
(BOEHRINGER), dans un volume réactionnel de 50 ul et dans
les conditions préconisées par le fournisseur. Aprés
extraction au phénol/chloroforme, 1'ADN plasmidique a été
précipité & l'alcool. Cet ADN a été ensuite partiellement
coupé par EcoRI (BOEHRINGER) dans un volume réactionnel
de 50l en présence de 0,5 unité d'enzyme. L'incubation a
été faite & 37°C pendant 20 minutes. Aprés une nouvelle
extraction au phénol/chloroforme, les extrémités générées
par les coupures Xhol et EcoRI ont été rendues franches
par l'enzyme de Klenow (BIOLABS) en présence des 4 dNTPs,
selon le protocole préconisé par le fournisseur. L'ADN
plasmidique a enfin été précipité a l'alcool et incubé
avec la ligase du phage T4 (BOEHRINGER) dans les
conditions préconisées par le fournisseur.

Des bactéries E. coli compétentes ont été
transformées par une partie du mélange de ligation ; le
criblage des colonies issues de cette transformation a
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permis de sélectionner le plasmide PGmMAC1l16T. Ce plasmide
contient un site BglII en aval du promoteur de 1la
polyédrine.

b- Peptide signal
La séquence codante de ce peptide est celle du peptide
signal d'un géne Vy de souris [NEUBERGER M.S., EMBO J.,2,
1373-1378, (1983)].

Cette séquence a été synthétisée chimiquement
sous forme de deux oligonucléotides complémentaires ayant
des extrémités permettant 1'insertion du duplex dans un
site BglII. Pour l'appariement, 15 ug de chacun des deux
oligonucléotides sont incubés dans 50 41 de tampon (Tris 1
mM pH 7,5, EDTA 0,1 mM), pendant 5 minutes dans un bain
marie a 70°C. Le bain est ensuite laissé refroidir
jusqu'a température ambiante (22 & 25°C). Le produit
d'appariement est utilisé directement dans les réactions
de 1ligation avec 1le plasmide PGmACl1l6T préalablement
coupé par BglII.

Les conditions de ligation sont les
suivantes

l1ug du plasmide pGmAC116T coupé par BglII ;
lug de l'oligonucléotide bicaténaire portant la séquence
codant pour le peptide signal ; 2pul de tampon ligase 10X
(BOEHRINGER) ; eau distillée g.s.p. 19ul ; 1 unité (1ul)
de ligase (BOEHRINGER). L'incubation est effectuée a 22°C
pendant 2 heures ; le produit de ligation est utilisé
pour transformer des bactéries E.coli compétentes.

C- Région constante Ck

La séquence codante de la région constante de
la chaine légére x humaine a été amplifiée par ACP en
utilisant comme matrice de 1'ADNc de lymphocytes B
humains. Les lymphocytes humains (environ 5x108) ont été
préparés a partir de 200 ml de sang en utilisant
HISTOPAQUE® (SIGMA). L'ARN total a été extrait de ces
lymphocytes en utilisant un kit PHARMACIA (RNA extraction
kit). Le premier brin d'ADNc a été préparé a partir de
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1'ARN total & l'aide du kit "First-Strand cDNA synthesis
kit" de PHARMACIA.

Les amorces utilisées pour amplifier le cDNA
Ck sont les suivantes
* HuCkBAC (SEQ ID NO : 13 )
5'-AG_CTC GAG ATC AAA CGG-3'

(le site XhoI est souligné).

Cette amorce correspond & une séquence
consensus en 3' des séquences codant pour les domaines
variables des chaines 1légéres d'immunoglobulines de
souris (Jk), et contient un site de coupure par XhoI.

* HUCKFOR (SEQ ID NO : 14 )
S5'-GAA _GAT CTA ACA CTC TCC GCG GTT GAA G-3'
(le site BglII est souligné).

Cette amorce est complémentaire de 1l'extrémité
3' des génes Cx humains et apporte un site BglII en aval
du codon stop TAG.

L'amplification avec les amorces HuCkBAC et
HUCKFOR a permis d'obtenir un fragment d'environ 340 pb
contenant la totalité de la région Cx encadrée des sites
Xhol et BglII.

Le produit de l'amplification a été digéré par
BglII et Xhol avant d'étre cloné dans les sites Xhol-
BglIl du plasmide pGmAc portant la séquence codant pour
le peptide signal.

La composition du mélange de ligation est la
suivante :

1ug du plasmide pGmAc coupé par Xhol et
BglII ; 200 ng du fragment Ck amplifié et digéré par
BglII et XhoI, 2ul de tampon ligase 10X (BOEHRINGER), eau
distillée q.s.p. 19ul, 1 unité (1pl) de 1ligase
(BOEHRINGER) .

L'incubation est effectuée a 22°C pendant 2
heures ; le produit de ligation est utilisé pour
transformer des bactéries E.coli compétentes.

Le plasmide obtenu est dénommé pBCk.
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2 lon la région variable humanisée
la chaine x _de K20

Le clonage de la région variable humanisée de
la chaine 1légére kx de K20 a été réalisé de la maniére
suivante

La région Vi humanisée de K20 a été amplifiée

par ACP en utilisant

- comme matrice, 1'ADN du phage
M13HuVKK20PCR1 décrit & l'exemple 2 ci-dessus ;
- une amorce OPP-SoVK(3'), dont la séquence

est la suivante:

* OPP-SoVK(3') (SEQ ID NO : 15 )

5' -ACG TTT CTC GAG CYT GGT SCC - 3!

(site Xhol souligné)

Y représente C ou T, et S représente C ou G

- une amorce VKK20Hu(5'), dont la séquence est
la suivante:

* VKK20Hu(5') (SEQ ID NO : 16)

5' - GAC ATC GAG CTC ACC CAG- 3

(site SacI souligné)

Ces amorces apportent respectivement les sites
de restriction Xhol et SacI.

L'amplification a été réalisée en 30 cycles
successifs d'incubation & 95°C pendant 30 secondes, 40°C
rendant 30 secondes, et 72°C pendant 30 secondes, puis a
été suivie d'une incubation a 72°C pendant 10 minutes.

Aprés amplification de 1la région Vg, une
digestion par 1les enzymes SacI et ZXhol du produit
d'amplification a été réalisée et le fragment obtenu a
été inséré entre les sites Sacl et XhoI du plasmide
PBLUESCRIPT IIKS ; le produit de ligation est utilisé
pour transformer des ©bactéries E.coli compétentes.
Quelques clones sont sélectionnés, et séquencés pour

vérification.
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L'ADN plasmidique du clone sélectionné est
préparé, digéré par SazI et XhoI, et le fragment Sacl-
XhoI de 303 pb est purifié.

Le fragment SacI-XhoI est introduit dans
pBCK. La composition du mélange de 1ligation est 1la
suivante

2ul de tampon 10X pour la T4-DNA ligase
(BOEHRINGER) ; 100 ng du fragment SacI-XhoI, 1ul du
plasmide pBCkx coupé par SacI et XhoI ; 1ul de ligase (1
unité), et eau distillée g.s.p. 20ul.

L'incubation est effectuée a 16°C pendant 8
heures puis le produit de 1ligation est wutilisé pour
transformer des bactéries E. coli compétentes.

On sélectionne un clone contenant le plasmide
pBCK-VkK20hu, qui sera utilisé comme vecteur de
transfert.

B) PLASMIDE DE TRANSFERT POUR LA CHAINE LOURDE

1) Obtention du plasmide pBCyl

a- Plasmide de transfert

Le plasmide pGml6é [BLANC et al, Viroclogy, 192,
651-654, (1993)] dérive d'un plasmide dans lequel a été
cloné le fragment EcoRI-P du baculovirus AcCMNPV contenant
le géne pl0. La quasi-totalité de la séquence codante a
été délétée et remplacée par un site BglII permettant
l'insertion de séquences a exprimer sous le contrdle du
promoteur plo0.

b- Peptide signal
La séquence codante de ce peptide est celle d'un géne Vy
de souris (NEUBERGER M.S., 1983. EMBO J,2, 1373-1378).

Elle a été synthétisée chimiquement sous forme
de brins complémentaires, de maniére & ce qu'elle puisse
étre insérée dans un site BglII. Les conditions
d'appariement et de ligation sont identiques a celles

utilisées pour la chaine légére.
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c- Régions constantes humaines (Cyl):

Le cDNA de la séquence codante de la région
Cyl humaine a été amplifié par ACP en utilisant les
amorces suivantes
*HuCylBAC (SEQ ID NO : 17)
5' CAA GGT ACC ACG GTC ACC GTC TCC - 3!
(site KpnI souligné).

Cette amorce comprend un site KpnlI.
*HuCylFOR (SEQ ID NO : 18):
5'-GAAGATC TCA TTT ACC CGG AGA CAG GGA G-3'
(site BglII souligné) .

L'amorce permet de reconstituer apreés
amplification un site BglII en aval du codon stop.

La matrice utilisée pour amplifier la région
Cyl humaine est le méme mélange d'ADNc que celui utilisé
pour l'amplification des séquences Ck

Le produit d'amplification a été séquencé et
cloné dans le vecteur de transfert pGmlé portant la
séquence codant pour le peptide signal. La construction
obtenue a été appelée pBCyl.

2 lon e la région variable humanisée de
la chaine lourde de K20

Le clonage de la région Vg humanisée de la
chaine 1lourde de K20 a été réalisé de la maniére
suivante

La région variable Vg humanisée de K20 a été
amplifiée par ACP en utilisant

- comme matrice 1'ADN du phage M13HuVHK20PCR1
décrit a l'exemple 2 ci-dessus ;

- l'amorce VH1BAC ci-dessous (SEQ ID NO : 19)

5'-AGG TSM ARC TGC AGS AGT WCG GG-3!
(Site PstI souligné)
S=CouG;M=AocuC;R=A0uG; W=Ao0uT

- l'amorce VHFOR ci-dessous (SEQ ID NO : 20):
5'-TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT ACC TTG GCC CCA G-3!'
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(Sites BsStEII et Kpnl soulignés).

L'amorce VHFOR différe de l'amorce VH1FOR en
ce qu'un C a été remplacé par un A pour créer un site
KpnlI.

Ces amorces apportent respectivement les sites
de restriction enzymatiques PstI et KpnI.

Aprés amplification, une digestion PstI-Kpnl
du fragment d'amplification obtenu a été réalisée et le
fragment obtenu a été inséré entre les sites PBstI et Kpnl
du plasmide pBLUESCRIPT IIKS ; le produit de ligation est
utilisé pour transformer des bactéries E.coli
compétentes.

Quelques clones sont sélectionnés, et vérifiés
par séquencage.

L'ADN plasmidique du clone sélectionné est
préparé, digéré par PstI et KpnII, et le fragment Pstl-
Kpnl de 327 pb est purifié.

Le fragment PstI-KpnlI est introduit dans pBCyl
pour donner le plasmide chargé pBCyl-VHK20hu.

Exemple 4 : Construction d'un baculovirus recombinant
produisant l'anticorps K20 humanisé

a- Insertion de la chaine lourde

Le plasmide chargé pBCyl-VHK20hu a été utilisé
en cotransfection avec 1'ADN d'un baculovirus modifié
appelé AcSLplO [CHAABIHI et al., J. Virol., 67, 2664-2671
(1993)1], qui est dépourvu du géne polyédrine
(promoteur+séquence codante), mais porte la séquence
codante de la polyédrine sous contrbéle du promoteur P10,
dans le 1locus naturel P10. Ce virus produisant des
polyédres dans les cellules infectées, la recombinaison
au niveau du locus P10 peut ainsi é&tre facilement
détectée. Les conditions de cotransfection sont les
suivantes : 500 ng d'ADN viral sont mélangés avec 5Hg
d'ADN plasmidique et 40 pul de solution DOTAP (BOEHRINGER)
dans 3 ml de milieu de culture sans sérum pour cellules
d'insectes. Ce mélange est utilisé pour recouvrir 4 x 106
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cellules Sf9 (ATCC35CRL 1711) ; aprés 4 heures de
contact, le mélange de cotransfection est remplacé par 4
ml de milieu complet et 1'incubation est faite & 27°C
pendant 5 jours.

A la suite de la cotransfection, le virus
produisant la chaine lourde de l'anticorps K20 humanisé
sous le contrdle du promoteur P10 a é&té purifié par la
technique des plages de lyse. Ce virus a été appelé bPP1-
HK20hu.

b- Insertion de la chaine légére

Le plasmide chargé pBCk-VkK20hu a été utilisé
en cotransfection avec 1'ADN du baculovirus modifié bPP1-
HK20hu.

Les doubles recombinants ont été sélectionnés
par la technique de 1la dilution limite, associée &
1'ELISA.

Aprés la cotransfection, on effectue une gamme
de dilutions du surnageant infectieux, et chaque dilution
est utilisée pour 1l'infection de cellules d'insectes.
Trois jours aprés 1'infection, les surnageants sont
testés en ELISA pour rechercher la présence d'anticorps
de type humain correctement assemblés. Les surnageants
des puits les plus positifs pour les dilutions les plus
importantes sont & leur tour dilués et utilisés pour
infecter d'autres cultures ; aprés quelques cycles
dilution/infection, les surnageants enrichis en
baculovirus produisant l'anticorps entier sont é&talés sur
un tapis cellulaire, et clonés par la méthode des plages
de lyse.

Un clone dénommé AclOHK20hu-33LK20hu(11l1l) a
été sélectionné. Ce clone a été déposé auprés de la CNCM,
le 9 septembre 1994, sous le numéro I-1476.
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Exemple 5 - Production et purification de l*anticorps K20
humanisé (Hu-K20):

Le virus double recombinant Acl0HK20hu-
33LK20hu(111) a été amplifié par une série de passages
sur des cellules d'insecte en culture. Le stock viral a
6té ensuite utilisé pour infecter une culture agitée en
spinner (500 ml de culture & 10 cellules par ml).

Aprés 72 heures d'infection, la culture est
récoltée et centrifugée & 1000 g pour clarifier le
surnageant. Ce dernier a été concentré jusqu'au 1/3 de
son volume initial par centrifugation a travers une
membrane ayant un seuil de coupure de 30 kDa (CENTRIPEP
30, Amicon) (1ére centrifugation : 1000g, 20°C, 30
minutes ; élimination du filtrat ; 2éme centrifugation
1000g, 20°C, 20 minutes).

La solution a été équilibrée dans un tampon de
fixation sur protéine A, par dilution dans ce tampon
suivie d'une nouvelle concentration par centrifugation
(tampon de dilution : Glycine 1,5M, NaCl 3M; pH 8,9). La
solution équilibrée est ensuite passée dans une colonne
de protéine A, elle méme équilibrée dans le méme tampon
que la solution de Hu-K20. Aprés ringage de la colonne,
l'anticorps est é&lué par un tampon d'élution (Acétate
0,1M, NaCl 0,5M; pH3). L'élution est suivie en mesurant
la DO a& 280 nm. Les fractions contenant l'anticorps ont
été mélangées et concentrées par centrifugation a travers
une membrane ayant un seuil de coupure de 10 kDa
(CENTRIPEP 10, AMICON). La solution concentrée est diluée
avec du PBS puis reconcentrée de la méme maniére. La
solution d'anticorps obtenue est conservée a +4°C dans le
PBS (137 mM NaCl ; 2,7 mM KCl ; 4,3 mM NajHPO4-7H20; 1,4
mM KH,PO4.

La qualité de l'anticorps a été contrdlée par
électrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS, en
utilisant comme témoin une IgGl humaine du commerce
(SIGMA) . Cette expérience a montré que 1l'anticorps
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chimére non-réduit (ponts disulfure intacts) migre au
méme niveau que l'anticorps humain témoin.

Aprés traitement par le dithiotréitol (DTT) ,
on observe l'apparition de deux bandes correspondant aux
chaines lourdes et légéres, et migrant au méme niveau que
les chaines de l'anticorps humain témoin également réduit
au DTT.

Pour confirmer les résultats précédents, les
protéines des fractions comprenant l'anticorps ont é&té
transférées sur une membrane de nitrocellulose, et les
chaines H et L ont été détectées par des anticorps
spécifiques des région Cyl et Ck humaines.

Cette expérience démontre que 1l'anticorps
produit par les cellules d'insectes est bien constitué de
chaines H et L, et que les parties constantes de ces
chaines sont reconnues par des anticorps spécifiques.

Le virus sélectionné Ac1l0HK20hu-33LK20hu(111)
est multiplié sur cellules d'insectes Sf9 en milieu TGV2
(2% de sérum de veau foetal) . La concentration
d'anticorps produit et sécrété est évaluée par ELISA ;
elle est d'environ 10mg/1.

Exemple 6 - Vérification par immunofluorescence de la
spécificité du Hu-K20 produit par les cellules
d'insectes :

L'anticorps monoclonal parental K20 est dirigé
contre la sous-unité f1 des intégrines humaines
(récepteur CD29) localisée & la surface des lymphocytes.
La fixation de K20 sur la molécule (D29 inhibe 1la
prolifération des lymphocytes T4 humains activés [GROUX
et al., Nature, 339, 152-154, (1989)]. L'effet suppressif
de K20 sur la prolifération cellulaire T permet
d'envisager 1l'utilisation de cet anticorps dans la
prévention des rejets de greffes.

La fixation de 1l'anticorps Hu-K20 produit
conformément & 1l'invention, sur la molécule CD29 a été
vérifiée par immunofluorescence. Les protocoles
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expérimentaux suivis ont été précédemment décrits [GROUX
et al. Nature 339, 152-154 (1989) ; TICCHIONI et al.
Journal of Immunology 151, 119-127 (1993)].

Expériences d4d'imunofluorescence

Des lymphocytes humains portant le récepteur
CD29 ont été fixés sur lame de verre puis incubés en
présence du Hu-K20 produit conformément 4 1l'Invention, du
K20 murin parental, ou du tampon seul.

Aprés une série de ringages, on rajoute ou
bien un anticorps secondaire fluorescent spécifique du
Hu-K20 produit conformément & 1'Invention, ou bien un
anticorps secondaire fluorescent spécifique du K20 murin
parental.

Aprés un nouveau ringage, les préparations ont
été observées au microscope pour visualiser la
fluorescence. Ceci montre gque le Hu-K20 produit
conformément a 1l'Invention se fixe de maniére spécifique
sur les lymphocytes portant le CD29, tout comme le témoin
positif K20 murin parental ; aucune fluorescence n'‘a été
détectée en 1'absence des anticorps K20, ou sur des
cellules lymphocytaires B ne portant pas l'antigeéne CD29.
Exemple 7 - Comparaison de la spécificité du Hu-K20
produit par les cellules d'insectes , par rapport a celle
du Mu-K20 initial:

MATERIEL et METHODES

Les lignées cellulaires utilisées sont:

- la lignée lymphocytaire T JURKAT clone E6-1
provenant de l'American Tissue Cell Collection (ATCC),

- la lignée HPB-All (don de C. ROZENFELD,
Paris)

- la lignée B RAJI (lymphome de Burkitt)
provenant de 1l'American Tissue Cell Collection (ATCC),

- la lignée B 88/66 (don de C. ROZENFELD,
Paris)

Ces lignées sont cultivées en milieu RPMI 1640
(AXCELL, France) complémenté par 2 mM de L-glutamine
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(TECHGEN, France), 1 mM de sodium pyruvate (TECHGEN), 50
mUI/ml de pénicilline et 50 ug/ml de streptomycine
(TECHGEN) , et 5% de sérum de veau foetal (GIBCO, Grande
Bretagne) décomplémenté par 30 minutes de chauffage a
56°C. Les cellules sont maintenues dans un incubateur
humidifié & 37°C et & 5% de CO>.

2. Lymphocytes T du sang périphérique.

Les lymphocytes proviennent de donneurs
volontaires sains (Centre de Transfusion sanguine ARNAUD
TZANCK, Saint Laurent du Var). Les cellules mononucléées
sont récupérées aprés centrifugation sur gradient de
Ficoll-Hypaque (EUROBIO, France). Les monocytes sont
éliminés par deux cycles d'adhérence d'une heure sur
plastique & 37°C. Parmi les cellules non-adhérentes ainsi
obtenues, les monocytes résiduels, les cellules NK et les
lymphocytes B sont éliminés par sélection
immunomagnétique & 1'aide d'anticorps monoclonaux dirigés
contre des marqueurs de surface spécifiques de ces types
cellulaires et de Dbilles magnétiques recouvertes
d'anticorps de chévre anti-immunoglobuline de souris
(DYNABEADS, DYNAL, Norvége). La pureté lymphocytaire est
contrdlée par vérification du phénotype.

3. Les thyvmocytes.

Ils sont obtenus a partir de thymus d'enfants
(4 mois a 5 ans) subissant des interventions
cardiologiques au Centre Cardio-thoracique de Monaco. Les
érythrocytes résiduels sont éventuellement €liminés par
centrifugation sur gradient de Ficoll-Hypaque.
4. Marquage immunofluorescent et cytométrie de flux.

Les cellules (1x106) sont lavées deux fois
dans du PBS (NaCl 140 mM, KCl 3mM, NazHPO4 6 mM, KH2POg4
lmM, pH 7,4) 0,1% BSA (fraction V, BOEHRINGER), 0,1%
NaN3, Elles sont ensuite incubées avec un premier
anticorps dans un volume final de 100 pl pendant 30 min.

a 4°C. Aprés deux lavages, les cellules sont incubées de
la méme maniére avec le deuxiéme anticorps, puis a
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nouveau lavées deux fois. Les cellules sont ensuite
fixées & la concentration finale de 1x10®, dans 500 pl de
PBS 1% formaldéhyde.
II. RESULTATS
1. D ination r - n n t ri
X istri i '

Les cellules JURKAT E6-1, HPB-All, RAJI,
88/66, des thymocytes et des lymphocytes T périphériques
humains sont incubés avec des concentrations croissantes
(0,01 & 30 pg/ml) de chacun des deux anticorps K20 murin
et humanisé. Aprés deux lavages, 1les cellules sont
incubées avec du RAM-FITC (fluorescein conjugated F(ab')2
fragment of rabbit immunoglobulin to mouse immunoglobulin
(DAKOPATTS, Danemark) & la dilution de 1/100 ou du RAHu-
FITC (Fluorescein conjugated rabbit immunoglobulin to
human IgA, IgG, IgM, DAKOPATTS, Danemark) ou du GAHu-FITC
(fluorescein conjugated F(ab')2 fragment of goat
immunoglobulin to human immunoglobulin (TEBU, France)
dilués au 1/100.

Les résultats, qui sont illustrés par la
Figure 4 (4A a 4G), sont les suivants

Les deux anticorps Mu-K20 et Hu-K20 se fixent
sur tous les types cellulaires testés avec une
concentration saturante proche de 0,3 ug/ml, excepté sur
la lignée B 88/66 qui n'exprime pas la Pl-intégrine. Le
marquage observé seulement dans le cas de l'anticorps K20
humanisé sur les cellules 88/66 est di a la fixation de
GAHuU-FITC qui reconnait 1les immunoglobulines de surface
constitutivement présentes & la surface de ces cellules
B. Cette fixation n'est pas observée dans le cas des
cellules Raji, car celles-ci ont été présaturées avant le
marquage par des immunoglobulines de lapin anti-
immunoglobulines humaines.
2. Bloca de la fixation K2 urin.

Les cellules JURKAT E6-1 sont incubées avec
des concentrations croissantes, (de 0,01 & 30 ug/ml),
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d'anticorps K20 murin (Mu-K20) ou humanisé (Hu-K20), ou
bien d'immunoglobulines humaines IgGl (SIGMA, France).
Aprés 1lavage, les <cellules sont incubées avec une
concentration saturante de K20-FITC (IMMUNOTECH, France)
de 8 ul dans un volume final de 100 pl.

Les résultats sont illustrés par la Figure 5,
qui montre que

K20 humanisé reconnait bien les mémes épitopes
que K20 murin puisqu'il bloque spécifiquement la fixation
de K20 murin. Pour chacun des deux anticorps Mu-K20 et
Hu-K20, lorsque les cellules sont incubées avec une
concentration de 1 pg/ml, on constate qu'il n'y a plus de
sites disponibles pour la fixation du K20 murin couplé au
FITC. Ceci est en corrélation avec la valeur de la
concentration saturante déterminée précédemment .

3. Déplacement du K20 murin,

Les cellules Jurkat E6-1 sont incubées avec
une concentration saturante de K20-FITC (IMMUNOTECH,
France) dans un volume final de 100 pl. Aprés lavage, les
cellules sont incubées avec des concentrations
croissantes (0,01 & 30 pug/ml) de chacun des anticorps K20
murin (Mu-K20) ou humanisé (Hu-K20) ou d'immunoglobulines
humaines IgGl (SIGMA, France).

Les résultats sont illustrés par la Figure 6,
Qui montre gque les anticorps monoclonaux K20 murin et
humanisé déplacent la fixation du K20 murin couplé au
FITC, ce qui n'est pas observé pour des immunoglobulines
humaines de méme sous-classe que l'anticorps humanisé.
50% du déplacement est atteint pour une concentration
d'anticorps Mu-K20 ou Hu-K20 de l'ordre de 30 pg/ml.

4. Compétition des anticorps Mu-K20 et Hu-K20 avec
l'anticorps Mu-K20 couplé au FITC.

Les cellules Jurkat E6-1 sont incubées avec
8 ul de K20-FITC a une concentration saturante
(IMMUNOTECH, France), et des concentrations croissantes
(0,01 a 30 ug/ml) des anticorps K20 murin ou humanisé
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ainsi que des immunoglobulines humaines IgGl (Sigma,
France). Les résultats sont illustrés par la Figure 7,
qui montre que les courbes de compétition observées pour
chacun des anticorps sont superposables. La valeur de 50%
de compétition est atteinte pour des concentrations
d'anticorps comprises entre 0,3 et 1 pug/ml. L'anticorps
IgGl utilisé comme témoin n'exerce aucune compétition
avec K20-FITC méme & la plus forte concentration de
30 pg/mi.

Exemple 8 - Comparaison des activités biologiques du Mu-

K20 et du Hu-K20:
1.Action rl iférati 1 hoc T.

Les lymphocytes T du sang
périphérique.proviennent de donneurs volontaires sains
(Centre de Transfusion sanguine ARNAUD TZANCK, Saint
Laurent du Var). Les cellules mononucléées sont
récupérées aprés centrifugation sur gradient de Ficoll-
Hypaque (EUROBIO, France). Les monocytes sont éliminés
par deux cycles d'adhérence d'une heure sur plastique a
37°C. Parmi les cellules non-adhérentes ainsi obtenues,
les monocytes résiduels, les cellules NK et les
lymphocytes B sont éliminés par sélection
immunomagnétique & 1l'aide de différents anticorps
monoclonaux et de billes magnétiques recouvertes
d'anticorps de chévre anti-immunoglobuline de souris
(DYNABEADS, DYNAL, Norvége). La pureté lymphocytaire est
contrdlée par phénotypage.

Un anticorps monoclonal CD3 (10 pg/ml) (X35,
Dr MARTIN, Rennes) est immobilisé sur plastique dans des
plagques 96 puits ol sont cultivés les lymphocytes T a
raison de 50000 cellules par puits dans un volume final
de 200 p1 de RPMI 1640, 10% SVF. L'interleukine 2
(10 ng/ml) (R AND D SYSTEM, GB) et différentes dilutions
d'anticorps Mu-K20, Hu-K20 et d'Ig humaines contrdle sont
rajoutés dans les puits. Au bout de 96 heures de culture

~

4 37°C, 1 mCi de [3H] thymidine est ajoutée par puits.
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Aprés 18 heures d'incubation , 1'ADN cellulaire est piégé
sur papier filtre grdce a un préleveur semi-automatique.
L'incorporation est mesurée en coups par minute par
comptage en scintillation liquide.

Les résultats sont illustrés par la Figure 8,
qui montre que les deux anticorps Mu-K20 et Hu-K20
inhibent 1la prolifération des lymphocytes T & partir
d'une concentration faible de 1 ng/ml. Pour des
concentrations supérieures & 0,1 ug/ml qui est 1la
concentration saturante de l'anticorps, on constate que
l'inhibition peut diminuer.

~

2. Mesure de 1'adhégion & la fibronectine.

La fibronectine et de 1'albumine bovine (50
Hg/ml) (SIGMA) sont immobilisées dans des plagques & 96
puits, ol sont incubées des cellules JURKAT préalablement
chargées avec une sonde fluorescente, le BCECF
(Boehringer), et marquées & 1'aide des anticorps K20 (10
Hg/ml) et de l'anticorps 4B4 (COULTER CLONE), qui est un
anti-VLA4. Aprés incubation 2 heures i 37°C, les plaques
sont lavées 3 fois avec du PBS, et 1la fluorescence
mesurée sur CITYFLUOR (MILLIPORE). L'adhésion spécifique
est calculée en tenant compte du nombre de cellules
déposées initialement dans le puits (150000) et de 1la
fixation non spécifique sur 1'albumine.

Les résultats sont illustrés par la Figure 9,
qui montre que 1les deux anticorps Mu-K20 et Hu-K20
n'inhibent pas la fixation a la fibronectine,
contrairement & l'anticorps 4B4.

La région des résidus 207 & 218 de la chaine
Bl des intégrines est critique pour la liaison de
l'anticorps 4B4; Cette région est localisée entre les
deux sites putatifs de liaison des ligands (résidus 120-
182 et 220-231). De son cdté, l'anticorps K20 murin
reconnait la région carboxy-terminale de la Bl (résidus
426-587) (TAKADA et PUZON, 1993, J. Biol. Chem. 17597-

17601) .
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3. M r 1 xicité indui r le complément.

Aprés marquage par l'un ou l'autre des deux
anticorps Mu-K20 ou Hu-K20, les cellules sont incubées
avec du complément de lapin pendant 50 min. a température
ambiante. Aprés lavage on détermine le rapport nombre de
cellules mortes/nombre de cellules vivantes apres
coloration au Bleu Trypan. L'anticorps murin D66 (CD2)
est utilisé comme contrble positif.

Cette expérimentation, dont les résultats sont
illustrés par la figure 10, montre que les anticorps Mu-
K20 et Hu-K20 n'induisent pas la lyse des cellules en

présence de complément.
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LISTE DE SEQUENCES

(1) INFORMATIONS GENERALES:

(i) DEPOSANT:

(A)

mTmonQw

(A)
(B)
(C)
(D)
(E)
(F)

(A)
(B)

()
(D)
(E)
(F)

MmUOw P

R

R E

NOM: INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA
RECHERCHE MEDICALE (INSERM)

RUE: 101, rue de Tolbiac

VILLE: PARIS

ETAT OU PROVINCE: FRANCE

PAYS: FRANCE

CODE POSTAL: 75654 CEDEX 13

NOM: PROTEINE PERFORMANCE - SOCIETE ANONYME
RUE: ROUTE D'ALES

VILLE: SAINT CHRISTOL-LES-ALES

ETAT QU PROVINCE: FRANCE

PAYS: FRANCE

CODE POSTAL: 30380

NOM: MARGARITTE Christelle

RUE: RESIDENCE COLBERT - BAT. E, 16, RUE DU
GENERAL DE GAULLE

VILLE: CHATENAY MALARRY

ETAT OU PROVINCE: FRANCE

PAYS: FRANCE

CODE POSTAL: 92290

NOM: POUL Marie-Alix

RUE: 10, RUE DU DOCTEUR ROUX
VILLE: MONTPELLIER

ETAT OU PROVINCE: FRANCE
PAYS: FRANCE

CODE POSTAL: 34000

NOM: LEFRANC Marie-Paule
RUE: 4, RUE DU VALLON
VILLE: CLAPIERS

ETAT OU PROVINCE: FRANCE
PAYS: FRANCE

CODE POSTAL: 34830

NOM: CERVONY MARY Florence

RUE: 15, AVENUE ANTONIA AUGUSTA
VILLE: NICE

ETAT OU PROVINCE: FRANCE

PAYS: FRANCE

CODE POSTAL: 06000

NOM: BERNARD Alain
RUE: -

VILLE: -

ETAT OU PROVINCE: -
PAYS: -
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(F) CODE POSTAL: -

(ii) TITRE DE L' INVENTION: OBTENTION D'UN ANTICORPS MONOCLONAL
RECOMBINANT HUMANISE A PARTIR D'UN ANTICORPS MONOCLONAL
MURIN, SA PRODUCTION EN CELLULES D'INSECTE, ET SES
UTILISATIONS.

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 20

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR:
(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk
(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible
(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS
(D) LOGICIEL: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (OEB)

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1:
GGTAGATCTC AGCTTGGTCC C
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 24 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2:
GACATTCAGC TGACCCAGTC TCCA
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 34 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3:
TGAGGAGACG GTGACCGTGG TCCCTTGGCC CCAG

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4:

21

24

34
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 22 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:

AGGTSMARCT GCAGSAGTCW GG
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE :
(A) LONGUEUR: 325 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

{ix) CARACTERISTIQUE:
(A) NOM/CLE: CDS
(B) EMPLACEMENT:1..325

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:

PCT/FR95/01167

4:

5:

GACATCCAGC TGACCCAGTC TCCATCCTCA CTGTCTGCAT CTCTGGGAGG CAAAGTCACC

ATCACTTGCA AGGCAAGCCA AGACATTAAC AAGTATATAG CTTGGTACCA ACACGAGCCT

GGAAAAGGTC CTAGGCTGCT CATACGTTAC ACATCAAAAC TAGAGTCAGG CATCCCATCA

AGGTTCAGTG GAAGTGGGTC TGGGAGAGAT TATTCCTTCA GCATCAGCAA CCTGGAGCCT

GAAGATATTG CAACTTATTA CTGTCTACAG TATTATAATC TTTGGACGTT CGGTGGAGGG

ACCAAGCTGG AGATCAAACG TAAGT
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 349 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(ix) CARACTERISTIQUE:
(A) NOM/CLE: CDS
(B) EMPLACEMENT:1..349

22

60

120

180

240

300

325
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6:

PCT/FR95/01167

CAGGTCCAAC TGCAGGAGTC TGGGACTGAG CTCGTGAGGC CTGGGGCTTC AGTGAAGTTG 60

TCCTGCAAGG CTTCTGGCTA CACTTTCACT GACTACTATA TAAGCTGGGT GAAACAGAGG 120

CCTGGACAGG GACTTGAGTG GATTGCAAGG ATTTATCCTG GAAGTGGTAA TACTTTCTAC 180

AATGAGAAAT TCAAGGGCAA GGCCACACTG ACTGCAGAAA CGTCCTCCAA CACTGCCTAC 240

ATGCAGCTCA GCAGCCTGAC ATCTGAGGAC TCTGCTGTCT ATTTCTGTGC AATTTACTAC 300

GGTAGTGGTG ACTACTGGGG CCAAGGGACC ACGGTCACCG TCTCCTCAG
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 53 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7:
CCATCACCTG GAAGGCAAGC CAGGACATTA ACAAGTATAT AGCTTGGTAC CAG
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 47 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8:
CAAAGCTGAT CCGTTACACA TCAAAACTAG AGTCAGGTGT GCCAAGC
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 45 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
{C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9:
CCTACTACTG CCTACAGTAT TATAATCTTT GGACGTTCGG CCAAG
(2) INFORMATIONS PQUR LA SEQ ID NO: 10:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 41 paires de bases

349

53

47

45
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(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10:
GATACACCTT CACTGACTAC TATATAAGCT GGGTGCGCCA G
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 72 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11:

GAGTGGATGG GAAGGATTTA TCCTGGAAGT GGTAATACTT TCTACAATGA GAAATTCAAG

GGCAGAGTCA CC
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(2) LONGUEUR: 42 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: liné&aire

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12:
TATTACTGTG CGATTTACTA CGGTAGTGGT GACTACTGGG GC
{(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 17 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(x1) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13:

AGCTCGAGAT CAAACGG
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 28 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

41

60

72

42

17
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:

GAAGATCTAA CACTCTCCGC GGTTGAAG
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:

ACGTTTCTCG AGCYTGGTSC C
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:

GACATCGAGC TCACCCAG
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17:

{i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 24 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:

CAAGGTACCA CGGTCACCGT CTCC
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18:

{i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 29 paires de bases
B) TYPE: nucléotide
) NOMBRE DE BRINS: simple

(
(C
(D) CONFIGURATION: linéaire

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:

GAAGATCTCA TTTACCCGGA GACAGGGAG

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19:

PCT/FR95/01167

14:

28
15:

21
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18
17:

24
18:

29
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(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE :
(A) LONGUEUR: 23 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:

AGGTSMARCT GCAGSAGTWC GGG
{2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE :
(A) LONGUEUR: 34 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(x1) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:

TGAGGAGACG GTGACCGTGG TACCTTGGCC CCAG

PCT/FR95/01167

19:

23

20:
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REVENDICATIONS
1) Procédé d'humanisation de la région
variable Vg et/ou de 1la région variable Vi d'une
immunoglobuline non-humaine, lequel procédé est

caractérisé en ce qu'il comprend au moins les é&tapes
suivantes

- une étape ou l'on sélectionne une séquence
d'ADN codant pour la région variable Vy ou pour la région
variable Vi d'une immunoglobuline humaine, la séquence en
acides aminés des régions FR de ladite région Vy ou de
ladite région Vi humaine présentant respectivement entre
70 et 95 % d'homologie avec la séquence en acides aminés
des régions FR de la région Vg ou de la région Vi de
1'immunoglobuline non-humaine, et les boucles
hypervariables H1 et H2 de ladite région Vy humaine ou
les boucles hypervariables L1, L2 et L3 de ladite région
Vi, humaine présentant respectivement le méme type de
structure canonique que les boucles hypervariables Hl et
H2 de la région Vg ou les boucles hypervariables L1, L2
et L3 de la région Vi de l'immunoglobuline non-humaine

- une étape ou l'on procéde au remplacement
des séquences oligonucléotidiques codant pour les CDR de
ladite région Vg ou Vi humaine, par 1les séquences
oligonucléotidiques codant pour 1les CDR correspondantes
de la région Vy ou Vi de 1l'immunoglobuline non-humaine.

2) Fragment d'ADN codant pour la région
variable Vg ou pour la région variable Vy d'un anticorps
humanisé Hu-Ac, caractérisé en ce qu'il est susceptible
d'étre obtenu par le procédé selon la revendication 1.

3) Fragment d'ADN selon la revendication 2,
caractérisé en ce qu'il est susceptible d'étre obtenu a
partir de l'anticorps murin K20, et code pour la région
variable Vg ou pour la région variable Vi d'un anticorps
humanisé dénommé Hu-K20.
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4) Cassette d'expression caractérisée en ce
qu'elle comprend au moins un fragment d'ADN selon une
quelconque des revendications 2 ou 3, placé sous contrdle
transcriptionnel d'un promoteur approprié.

5) Cassette d'expression selon la
revendication 4, caractérisée en ce qu'elle comprend les
éléments permettant l'expression de la chaine lourde ou
de la chaine légére d'un anticorps recombinant Hu-Ac,
lesdits éléments étant constitués par

- un promoteur de baculovirus, sous contrdle
transcriptionnel duquel sont placés

- une séquence codant pour un peptide signal
de sécrétion ; et

- une séquence codant pour le domaine variable
de la chaine légére de l'anticorps Hu-Ac et une séquence
codant pour le domaine constant de la chaine légére d'une
immunogleobuline humaine ; ou bien

- une séquence codant pour le domaine variable
de la chaine lourde de l'anticorps Hu-Ac et une séquence
codant pour le domaine constant de la chaine lourde d'une
immunoglobuline humaine.

6) Cassette d'expression selon une quelconque
des revendications 4 ou 5, caractérisée en ce que le
promoteur de baculovirus est le promoteur de la
polyédrine ou l'un de ses dérivés, ou bien le promoteur
de la pl0 ou l'un de ses dérivés.

7) Vecteur recombinant, caractérisé en ce
qu'il comprend au moins un fragment d'ADN selon une
quelconque des revendications 2 ou 3.

8) Vecteur recombinant selon la revendication
7, caractérisé en ce qu'il comprend au moins une cassette
d'expression selon une quelconque des revendications 4 a
6.
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9) Vecteur recombinant selon la revendication
8, caractérisé en ce qu'il constitue un vecteur de
transfert, portant un insert comprenant : une cassette
d'expression selon une quelconque des revendications 4 &
6, et de part et d'autre de cette cassette, des séquences
de baculovirus homologues de celles des régions flanquant
la portion du génome de baculovirus en remplacement de
laquelle on souhaite insérer ladite cassette.

10) Vecteur de transfert selon la
revendication 9, caractérisé en ce que lesdites séquences
de baculovirus sont homologues de celles des régions
flanquant le géne de la pl0, ou homologues de celles des
régions flanquant le géne de la polyédrine.

11) Vecteur de transfert selon la
revendication 10, caractérisé en ce que 1la cassette
d'expression contenant le géne codant pour 1la chailne
légére de 1l'anticorps Hu-Ac est flanquée des régions
entourant le géne de la polyédrine dans le baculovirus
sauvage, et la cassette d'expression portant le géne
codant pour la chaine lourde de l'anticorps Hu-Ac est
flanquée des régions entourant le géne P10 dans le
baculovirus sauvage.

12) Baculovirus recombinant caractérisé en ce
qu'il comprend au moins une cassette d'expression selon
une quelconque des revendications 4 a 6.

13) Baculovirus recombinant selon la
revendication 12, caractérisé en ce qu'il comprend une
cassette d'expression comprenant la séquence codant pour
la chaine H de 1l'anticorps Hu-Ac, et une cassette
d'expression comprenant la séquence codant pour la chaine
L de l'anticorps Hu-Ac.

14) Baculovirus recombinant selon la
revendication 13, caractérisé en ce que le promoteur
contrdlant la transcription de la séquence codant pour la
chaine L de l'anticorps Hu-Ac, et le promoteur contrdlant
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la transcription de la séquence codant pour la chaine H
de l'anticorps Hu-Ac, sont deux promoteurs différents.

15) Baculovirus recombinant selon la
revendication 14, caractérisé en ce que l'un desdits
promoteurs est situé & 1l'emplacement occupé chez le
baculovirus sauvage, par le promoteur de la polyédrine et
l'autre est situé & 1l'emplacement occupé chez le
baculovirus sauvage, par le promoteur de la P10.

16) Baculovirus recombinant selon une
quelconque des revendications 12 & 15, caractérisé en ce
que la transcription de la séquence codant pour la chaine
légére de 1l'anticorps Hu-Ac est sous contrdle du
promoteur de la polyédrine ou de l'un de ses dérivés, et
la transcription de la séquence codant pour la chaine
lourde de 1l'anticorps Hu-Ac est sous contrdle du
promoteur de la P10 ou de l'un de ses dérivés.

17) Baculovirus recombinant selon une
quelconque des revendications 12 & 16, caractérisé en ce
que la séquence codant pour le peptide signal associé &
la chaine L de l'anticorps Hu-Ac, et la séquence codant
pour 1le peptide signal associé & la chaine H de
l'anticorps Hu-Ac, sont deux séquences différentes.

18) Baculovirus recombinant selon la
revendication 12, caractérisé en ce qu'il s'agit du
baculovirus recombinant Acl0HK20hu-33LK20hu(111), déposé
le 9 septembre 1994, auprés de la C.N.C.M., sous le
numéro I-1476.

19) Cellules d'insecte infectées avec un
baculovirus recombinant selon une quelconque des
revendications 12 & 18.

20) Procédé de préparation d'un anticorps
recombinant humanisé, caractérisé en ce qu'il comprend
une étape au cours de laquelle l'on cultive des cellules
d'insecte selon la revendication 19, et une étape au
cours de laquelle l'on obtient ledit anticorps & partir
du milieu de culture.
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FIGURE 4A
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FIGURE 6
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FIGURE 8
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