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1, INTRODUCAQ

A presente invengdo refere-se a um processo para a
preparag¢8o de anti-corpos quiméricos utilizando vectores de
DNA recombinantes novos e recombinac¢do de homologos in situ,
As estruturas de DNA recombinante da presente invengdo nodem
ser utilizadas para transferir células que vproduzem anti-cor
pos de tal modo que a recombinagdo de homologos desejada
ocorre em células transfectadas que conduzem & producgfo de
moléculas de anti-corpos quiméricos por células transfectadas.

A presente inveng3o € posta em evidéncia através de
exemplos descritos em que as regides estiveis de uma cadeia
pesada de imunoglobulina murina foram substituidas por regides

estiveis de imunoglobulina Gl humana e cadeias pesadas quimé-

ricas foram produzidas por linhas de células murinas,

2, ANTECEDENTES DA INVENCAO

2,1, ANTI-CORPOS QUIMERICOS

Desde o desenvolvimento da técnica de fus3o de células
para a produgdo de anti-corpos monoclonais (Kohler and Milstei:
Nature (London) 256:496, 1975), que um grande ntmero de anti-
-cOorpos monoclonais, muitos dos guais até ao momento definem
antigénios desconhecidos, tem sido produzido por diversos in-
vestigadores. Infelizmente, a maior parte dos anti-corpos mo-
noclonais preparados até ao momento s3o produzidos num sistema
murino e, portanto, tem uma utilidade limitada como agentes te
rapéuticos humanos a menos que sejam modificados de algum modo
para que os anti-corpos monoclonais murinos n3o sejam reconhe-

cidos como epitopes estranhos e "neutralizados pelo sistema



imunolégico humano.

Uma série de investigadores, todavia, tem tentado
desenvolver anti-corpos monoclonais humanos que sejam menos
"reconhecidos® como epitopes estranhos e possam superar OS
problemas associados comra utilizagio dos anti-corpos mono-
clonais nos seres humanos.

Obviamente, a técnica de hibridoma desenvolvida por
Kohler e Milstein (supra) e que envolve o sacrificio de mur
ganhos imunizados e utilizagio dos seus bagos como fonte de
linfécitos para subsquente fus3o para imortalizar linhas de
células que produzem anti-corpos, n3o pode ser praticada em
seres humanos, Portanto, alguns investigadores dirigiram a
sua atengdo para as recentes descobertas no campo da biologia
molecular que permitem a introdu¢3o de DNA em células de ma-
mifero para se obter a express3o de genes de imunoglobulina
(0i et al., Proc, Natl. Acad. Sci., USA 80:825, 1983; Potter
et al,, Proc, Natl, Acad, Sci., USA 81:7161, 1984), e para
produzir, mediante a utilizag¢8o destas técnicas, anti-corpos
quiméricos (Morrison et al., Proc, Natl, Acad, Sci. USA
81:6581, 1984; Sahagan et al,, J, Immunol., 137:1066, 1986;

Sun et al., Proc. Natl, Acad. Sci. 84:214, 1987),

Os anti-corpos quiméricos s3o moléculas de imunoglo-
bulina que compreendem uma frac¢3o humana e n3¥o humana. Mais
especificamente, a regi3io que combina o antigénio (ou a regifo
variavel) de um anti-corpo quimérico é proviniente de uma fon-
te nfo humana, (por exemplo murina), e a regifo estével do
anti-corpo quimérico (que confere a fung3o de efector biol6gi-

co a imunoglobulina) ¢ derivada de uma fonte humana, O anti-



-corpo quimérico tem que ter uma especificidade de ligagdo
ao antigénio da molécula do anti-corpo n3oc humano e a fun-
¢3o efectora conferida pela molécula de anti-corpo humano,

De um modo geral, os métodos utilizados para se
obterem estes anti-corpos quiméricos consistem nos passos
seguintes (a ordem de alguns passos pode ser intermutével):

a) identificag3o e clonagem do segmento genético
correcto que codifica a fracg8o que se liga ao antigénio
da molécula do anti-corpo; este segmento genético (conheci-
do como VDJ, variivel, diverso e gque junta regiBes de cadeias
pesadas ou VJ, variivel que junta regiles de cadeias leves
(ou simplesmente V ou regifio variivel) pode ser ou o cDNA ou
uma forma genbmica;

b) clonagem de segmentos genéticos que codificam a
regi%o estével ou a sua fracg3o desejivel;

c¢) ligag3o da regifio variivel com a regifo estéivel
de tal modo que o anti-corpo quimérico completo seja codifi-
cado sob uma forma traduzivel e susceptivel de ser trans-
cripta;

d) ligag8o desta estrutura num vector que contenha
um marcador selecionivel e regides de controlo genéticas tais
como promotores intensificadores e sinais de poli(A) adig3o;

e) amplificag3o desta estrutura na bactéria;

f) introdug¢Z%o do DNA em células eucariotas (transfec-
¢80) a maior parte das vezes linfbébcitos de mamiferos;

g) selecg3o de células que exprimam o marcador sele-
cionavel;

h) sondagem de células que exprimam o anti-corpo qui-



mérico desejado; e

i) ensaio do anti-corpo para a especificidade de li-
gagdo apropriada e fungdes efectoras,

Anti-corpos de diversas especificidades que se ligam
a antigénios distintos tém sido manipulados vor estes proto-
colos de modo a produzir proteinas quiméricas (por exemnlo,
anti-TNP: Boulianne et al,, Nature Vol, 312 pags. 643, 1984;
e antigénios anti-tumorais: Sahagan et al,, J, Immunol, Vol,
137:1066, 1986)., Do mesmo modo diversas fungdes efectoras
diferentes tém sido obtidas mediante ligagdo de novas sequén
cias s que codificam a regifo que liga o antigénio. Algumas
destas incluem enzimas (Neuberger et al.,, Nature 312:604,
1984), regides estiveis de imunoglobulina de outras espécies
e regides estéiveis de outra cadeia de imunoglobulina (Sharon
et al.,, Nature 309:364, 1984; Tan et al,, J, Immunol., Vol,

135:3565-3567, 1985),

2,2, RECOMBINACAQ DE HOMOLOGOS

Outro processo recente no campo da biologia molecular
foi a descoberta de células de mamifero cultivadas que inte-
grardo DNA plasmidico exogeno no DNA cromossédmico no local do
cromossoma que contém sequéncias homologas as sequéncias rlas
midicas. Este facto é preferido como recombina¢io de homolo-
gos (Folger, et al., Mol, Cell, Biol. 2, 1372-1387, 1982
Folger et al,, Symp. Quant, Biol, 49, 123-138, 1984; Kucherlap:
et al,, Proc, Natl, Acad, Sci, USA 82, 1391-1395, 1985; Robert
de Saint Vicent, et al., Proc, Natl, Acad. Sci. USA 80, 2002~

-2006, 1983; Shaul, et al., Proc, Natl, Acad., Sci. usa 82,



VRS
3781-3784, 1985),

Células de mamiferos que também contém maquinaria
enzimatica para integrar DNA plasmidico em sitios cromos-
sbmicos aleatébrios, referem-se como recombinagbeséb nao
homologos. A frequéncia de recombina¢3o de homologos é re-
ferida como sendo elevada e compreendida entre 1/100 e
1/1000 das recombina¢®es realizadas enquanto que a maior
parte das recombina¢Bes resulta da interacg¢3o de n3o homo-
logos (Thomas et al,, Cell 44:419-428, 1986; Smithies et
al,, Nature 317:230-234, 1985; sShaul, et al., Proc., Natl.,
Acad, Sci. USA 82, 3781-3784, 1985; Smith, et al., Symp.
Quant, Biol, 49, 171-181, 1984; Subramani, et al., Mol,
Cell, Biol, 3, 1040-1052, 1983), A existéncia de maquinaria
celular para recombinagdo de homologos torna possivel modi-
ficar os genes endogenos in gitu. Em alguns casos descobri-
ram-se condigles em gue a sequéncia cromossbébmica pode ser
modificada pela introdug¢3o nas células de um DNA plasmidico
que contém um segmento de DNA homologo ao local desejado e
um segmento de novas sequéncias com a modificag¢3o desejada
(Thomas et al., Cell, 44:419-428, 1986; Smithies et al.,
Nature 317:230-234, 1985; Smith et al.,, Symp. Quant. "Biol.
49, 171-181, 1984),

A recombinagdo de homologos entre DNA cromossbémico
de células de mamiferos e DNA plasmidico exogeno pode resul-
tar na integragdo do plasmido ou na substituigfo de algumas
das sequéncias cromossémicas por sequéncias plasmidicas
homologas. O processo de substitui¢do de sequéncias de DNA
homologas é designado por convers3o genética. A integracg¢3o
€ a convers3do pode resultar no posicionamento desejado da

nova sequéncia no local endogeno desejado. Contudo, o pro-



cesso de recombinagio de homologos tem sido estudado princi-
palmente utilizando genes que permitem uma selecg¢do dominan-
te tal como NEO e HPRT e apenas para um numero muito nequeno
de tipos de células (Song et al,, Proec, Natl, Acad, Sci., USA
84:6820-6824, 1987; Rubinitz and Subramani, Mol, Cell, Biol.
6:1608~1614, 1986; e Liskay, Cell 35:157-164, 1983), N3jo foi
determinado se os linfbecitos ou as células de mieloma s3o ou
n3o susceptiveis de ocorréncias tais como mediac¢3o ou se os

genes de imunoglobulina podem ser totalmente alcangados ou

reconstruidos por este tipo de processo.

3, RESUMO DA INVENCAO

A presente inveng¢do refere-se a um processo para mo-
dificar moléculas de anti-corpc e para criar e nroduzir molé
culas de anti-corpos quiméricos em que a regi3o gue combina
com o antigénio esti ligado (a) a uma regiZo estéivel de imung
globulina ou a uma sua fracgfo que confere uma caracteristica
desejada, tal como uma fung¢do efectora, classe (por exemplo,
IgG, Iga, IgM, IgD ou IgE) origem (por exemplo, espécie huma-
na ou outra espécie); ou (b) a um outro tipo de molécula que
confere qualquer outra fung8o a molécula do anti-corpo quimé-
rica (por exemplo, uma enzima, toxina ou um peptido biologica
mente activo, um inibidor do factor crescimento, ou um peptido
ligante para facilitar a conjuga¢3o a um firmaco, toxina ou
outra molécula, etec.).

A presente invengdo utiliza novos vectores de DNA re-
combinante para obter a modificag¢3o do gene desejado realiza-
da por recombinag8o de homologos em (a) linhas de células que

produzem anti-corpos que tém as especificidades antigénicas



%
desejadas, de tal modo que o sitio que combina com o antigénio
de uma molécula de anti-corpo permanece inalterado, mas a re-
gi%o estével da molécula de anti-corpo, ou uma sua fracgfo, ¢
substituida ou modificada; ou (b) linhas de células que produ-
zem anti-corpos de classes desejadas que ypodem demonstrar fun-
¢Bes efectoras desejadas, de tal modo que a regifo estavel de
uma molécula de anti-corpo permanece inalterada, mas a regifo
variidvel da molécula de anti-corpo ou uma sua fracg¢d3o, é subs-
titufda ou alterada.

De acordo com um aspecto da presente invengdo, um novo
vector de DNA recombinante é utilizado para transfectar uma 1li
nha de células que produz um anti-corpo que possuil uma especif
cidade antigenética desejada.

O vector de DNA recombinante novo contém um "gene de
substituigdo" para substituir toda ou uma fracgfo do gene que
codifica a regifio estivel de imunoglobulina na linha de célula
(por exemplo, um gene de substitui¢fo pode codificar toda ou
uma fracg¢8o de uma regifo estével de uma imunoglobulina humana
uma classe de imunoglobulina especifica ou uma enzima, uma to-
zxina, um péptido biolbgicamente activo, um factor de crescimen
to, um inibidor ou um péptido de ligag8o para facilitar a con-
juga¢do ao farmaco, & toxina ou a outra molécula, etec.) e uma
"sequéncia alvo"™ que permite a recombina¢do de homologos e a
convers3o do gene desejado com a célula que produz anti-corpo.

Num aspecto alternativo da presente inveng8o utiliza-
-se um vector de DNA novo para se transfectar uma linha de cé-
lulas qgue produz um anti-corpo que tem a func¢do efectora dese-

jada, caso em que o gene de substituig¢3o contido num novo vect
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recombinante pode codificar toda ou uma fracg¢fo da regifo de
uma molécula de anti-corpo que possui a especificidade anti-
génica desejada e a sequéncia alvo contida no vector recom-
binante que permite a recombinagdo de homologos e a modifica-
¢80 do gene desejado na célula que produz o anti-corpo,

Num outro aspecto, apenas quando uma frac¢do da regifo
variivel ou da regifo constante é substituida o anti-corpo
quimérico resultante pode definir o mesmo antigénio e/ou pos-
suir a mesma fungdo efectora contudo a ser modificada ou me-
lhorada de maneira gue o anti-corpo gquimérico possa demonstrar
uma especificidade antigénica maior, ou uma afinidade de liga-
¢80 estéivel maior, uma fungdo efectora aumentada ou uma secre-
¢30 e produgdo aumentadas por um anti-corpo transfectado que
a linha de células produz, etc.

Independentemente do aspecto praticado, 0s processos
de selecg¢do para a sondagem do DNA integrado (via um marcador
seleccionadvel), para a produgdo de anti-corpos quiméricos e
clonagem celular podem ser utilizados para se obter ﬁm clone
de células que produzem o anti-corpo quimérico,

Assim, uma fracgZo de DNA que codifica uma modificagHo
para um anti-corpo monoclonal pode ser alcangada directamente
no sitio do gene de imunoglobulina expresso, com uma célula-B
ou uma linha de células de hibridoma, As estruturas de DNA
para qualquer modificagdo particular podem ser utilizadas vnara
alterar o produto proteinico de qualquer linha de células mono
clonal ou hibridoma. Um processo destes torneia o dispéndio de
tempo e o0 custo elevados para a clonagem quer dos genes da re-

gido variavel de cadeia leve, guer de cadeia pesada de cada



clone de célula=-B que exprime uma especificidade antigénica
utilizével. Além disso, para ultrapassar o processo de clona
gem de genes de regido variivel, o nivel de espress3o do
anti-corpo quimérico deve ser maior quando o gene estd na
sua localizag3o cromossbdmica natural do gue guando estd numa

posig80o aleatbria,

3.1, DEFINICOES

Os termos que se segu@m, tal como aqui utilizados,
quer no singular quer no plural, té&m os significados indica-
dos:

Anti-corpo Quimérico- uma molécula de anti-corpo em
que (a) uma regifo estével, ou uma sua fracgdo é alterada,
substituida ou trocada de tal modo que o sitio de ligag3o com
o antigénio (regido varibvel) é ligado a uma regifo estével
de uma classe diferente ou modificada, fung¢3o efectora e/ou
espécies, ou uma molécula inteiramente diferente que confere
novas propriedades ao ant;—corpo quimérico, por exemplo, uma
enzima, toxina, hormona, factor de crescimento, f£Armaco, etc;
ou (b) a regifo variivel ou uma sua fracg¢3o é alterada, subs-
tituida ou trocada com uma regifo varidvel, que possui uma
especificidade antigénica diferente ou modificada.

Gene de Substitui¢3o: um gene gque codifica um produto
para substituir toda ou uma parte da regifo estivel ou a re-
gifo variivel de uma molécula de anti-corpo para formar uma
molécula de anti-corpo quimérico, Os genes de substituig3o
s30 construidos em vectores alvo de DNA recombinante novos da
presente invengdo que s3o utilizados nara transfectar linhas

de células produtoras de anti-corpos, Para a modificagdo de
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toda ou uma parte da regifo estivel os genes de substituigdo
da presente invencdo podem incluir mas n3o est3o limitados a
uma regifo estivel de imunoglobulina que possui uma fun¢3o
efectora particular, classe e/ou origem (por exemplo, regies
constantes de IgG, IgA, IgM, IgDh ou IgE de imunoglobulinag
humanas ou de qualqguer outra espécie) ou uma porg3o de uma
regido estavel que modifica a actividade ou propriedades da
regido estivel da imunoglobulina; assim como genes gue codi=-
ficam outras moléculas que conferem qualquer nova fung¢3o a
uma molécula de anti~corpo quimérico, por exemplo, uma enzima,
toxina, hormona, factor de crescimento, ligante conjugével,
ete,

Para a modificag¢8o de toda ou de uma parte de uma re-
gido variéavel, genes de substituig3o da presente inveng3o »o-
dem incluir, mas n3o est3o limitados, a regides varidveis de
imunoglobulina gue codificam uma regifo variivel diferente
que possul uma afinidade antigénica diferente ou uma especifi
cidade antigénica diferente ou uma fracg3o de uma regifio varii
vel que modifique a actividade ou propriedade da regifio varia-
vel da imunoglobulina resultando anti-corpos quiméricos que
possuem uma afinidade maior e um grau superior de especificidg
de para o antigénio.

Sequéncia Alvo: uma sequéncia homologa as sequéncias
de DNA que ladeiam ou que ocorrem adjacentes a regifo a ser
convertida de uma molécula de anti-corpo do cromossoma de uma

célula que produz a molécula do anti-corpo. As sequéncias alvo

sdo construidas em vectores de DNA recombinantes novos da pre-

sente inveng¢3o que s3o utilizados para transfectar linhas de



células produtoras de anti-corpos.

Sequéncias alvo para recombinagdes de cadeia pesada
gque dirigem a substituig¢do ou a inserg3do de toda ou uma
parte de uma regifio estével podem incluir, mas n3o esto
limitados ao total ou a uma fracgdo de V, D, J, e a regi3o
de desvio (incluindo sequéncias intervinientes designadas
por intrdes) e sequéncias flanqueadoras associadas ou adja-
centes ao gene da regifio estével da cadeia pesada narticular
expresso pela linha de células que nroduz os anti-cormnos,
destinada a ser transfectada e podem incluir regi®es locali-
zadas em ou a jusante da regifo estivel (incluindo intrdes),

As sequéncias alvo para recombinagdes de cadeia leve
gue dirigem a substituigdo ou a inserc¢do de toda ou de uma
parte da regifo estével podem incluir mas n%o est3o limitadas
as regides V e J, suas sequéncias flanqueadoras a montante e
sequéncias intervinientes (intr®es), associadas, ou adjacentes
a um gene da regifo estével de cadeia leve expresso pela li-
nha de células que produz anti-corpos destinada a ser trans-
fectada e que podem incluir regi®es localizadas na regifo es-
tédvel ou a jusante dela (incluindo intrdes).

As sequéncias alvo para recombinacBes de cadeia »nesa-
da que dirigem a substituig¢io ou a inserc¢3o de toda ou de uma
parte da regido variivel podem incluir mas n3o est3o limitadas
a toda ou uma parte das regiBes V, D e J (incluindo intrdes)
e sequéncias flanqueadoras associadas ou adjacentes ao, gene
da regido variével particular expresso pela linha de células
que produz anti-corpos a ser transfectada,

As sequéncias alvo para as recombinag¢®es de cadeia lev:



que dirigem a substituig¢do ou a inserg¢3o de toda ou de umsa
parte da regifo variidvel podem incluir mas nSo est3o limi-
tadas 3s regi®es V e J (incluindo intr®es) e sequéncias
flangqueadoras associadas ou adjacentes ao gene da regi3o
varidvel de cadeia leve expressada pela linha de células
que produz anti-corpos destinada a ser transfectada.

Vector Alvo: um vector nucleotidico recombinante que
compreende uma sequéncia alvo e um gene de substituicgio que
pode ser utilizado para construir a produ¢3o de anti-corpos
quiméricos por células que produzem anti-corpos transfecta-
das com o vector alvo. Os vectores alvo s3o utilizados para
transfectar linhas de células que contém sequéncia(s) homo-
logas aos vectores alvo dos vectores e produzem um anti-cor-
po que possui (a) uma especificidade antigénica desejada; (b)
uma regifo estével desejada; ou (c) outra qualidade desejada
como por exemplo elevados niveis de secregfo, adavtibilidade
de cultura em grande escala, etc,

As abreviagBes que se seguem tém oOs seguintes signifi

cados:
FITC: isotiocianato de fluoresceina
HRP: paroxidase de rabano
hu: humano

huCYl: ex®es da regifo estivel da gama imunoglobulina
1 humana

huIgG: imunoglobulina gama humana

m: murganho

mAB: anti~corpo monoclonal

mIgG: gama imunoglobulina de murganho,



4, DESCRICAOC DAS FIGURAS

Figura 1- representa por meio de um diagrama um es-
guema generalisado para a substituic¢8o genética via recom-
binag3o de homologos utilizando vectores alvo da presente
invengdo, (V) variavel, (D) diversidade, (J) jung3o, (S)
desvio, e (C) estével, referem-se as regides. A sequéncia A
representa esquemiticamente a substituicgdo de toda ou de uma
fracgdo da regifo estivel ou variivel de genes de cadeia pe-
sada utilizando uma sequéncia alvo homologa a qualquer frac-
¢30 que se estende nas regides V, D, E, J, S e C, O painel B
representa esquematicamente a substituic3o de toda ou de uma
parte da regido estével ou variivel dos genes de cadeia leve
utilizando uma sequéncia alvo homologa a qualquer porg3do que
se situa na regido V, J e C, 0 esquema C representa a substi
tuigdo de toda ou de uma parte das regides variivel ou estéi-
vel dos genes de cadeia leve ou de cadeia pesada utilizando-
-se sequéncias que flanqueiam 0 gene que se destina a ser subs
tituido.

Figura 2- representa por meio de um diagrama a cons-
trug8o de um plasmidio alvo de pRSV-140-neo/HuC-gama 1/Mudd/e.
A sequéncia alvo incorpora um fragmento de 2,2 kb Hind III
proviniente de um sitio de cadeia pesada de imunoglobulina mu-
rina (IgG) que contém a quarta regi3io de jungdo (J4), o inten-
sificador de IgG (e) e sequéncias de intr®es 5' & regifo de
desvio, A sequéncia alvo esti em posig3o 5' relativamente ao
gene de substitui¢do que incorpora um fragmento de 7,0 kb Hind
III-Bam HI do sitio de cadeia pesada de IgGl humana que contém

a regi3o estivel gama 1 humana.



Figura 3- Mapa de vector de recombina¢do IgGl humana.
0 vector é constituido por um fragmento de 2,2 kb Hind III
gque contém o intensificador de cadeia pesada murino que foi
modificado para eliminar um sitio Xba I, um fragmento de 3,0
kb Hind III/Pvu II que contém os ex®Bes da regifo estivel de
huCXl, humana, o fragmento de 2,0 kb Bgl II/Bam HI derivado
de pSV2/neo gue codifica neo, um fragmento de 667 pares de
bases BalI/Sst I gue incorpora o intensificador e o promotor
de CMV humano e um fragmento com 2,3 kb Pva II/Hind III do
pBR322 que inclui a origem de replicag¢fo do gene resistente
3 ampicilina.

O fragmento Bal I/Sst I que contém CMV foi transferi
do para os sitios Sst I/Hinc III de pEMBL 18, retirado sob a
forma de um fragmento Hind IIL1/Sst I e clonado entre os mes-
mos sitios em Picl9R, a seguir isolado como um fragmento Sma
I/Bgl ITI para colocar entre os sitios Pvu II e Bgl II na estru-
tura,

De um modo idéntico o fragmento Hind III/Pvu compor-
tando os ex®es de c gama 1 humana foi clonado nos sitios Hind
ITI e Hind II do Puc 9, e a seguir transferido como um fragmen
to Hind III/Bam HI,

Figura 4- Plasmidios adicionals utilizados para atin-
girem as sequéncias ¢ gama 1 humanas, Os plasmidios represen-
tados nas Figuras 4A e 4B s3o como descritos para o plasmidio
representado na Figura 3, excepto: ambos o0s plasmidios repre-
sentados nas Figuras 4A e 4B possuem o Bgl II/Pvu IT com 500
pares de bases contendo o intensificador SV40 e o promotor do

plasmidio pSV2 neo (J. Molec. Appl. Genet., I:327-341, 1982),



em substituig¢do do promotor e intensificador CMV, e o vlas=-
midio 4B incorpora um fragmento de 7 kb, Hind III/Bam HI da
¢ gama 1 humana mais a sequéncia a juzante dos exBes da re-

gido estavel.

5, DESCRICAC DETALHADA DA PRESENTE INVENCAO

A presente invengdo referé-se a um processo para a
produgdo de anti-corpos quiméricos utilizando novos vectores
de DNA recombinantes para dirigir uma alteracdo de sequéneia
desejada para uma localizagdo especifica no genoma via recom

binag¢do de homologos in vivo. Utilizando o método desta in-

veng3o a sequéncia de proteina de uma molécula de anti-corvo
pode ser modificada por transfecg¢io do anti-corpo da linha de
células que produzem anti~corpos com um "vector alvo" avro-
priado,

Num aspecto da presente invengdo uma linha de células
gue produz uma molécula de anti-corpo exibindo uma especifi-
cidade antigénica desejada é transfectada com um vector alvo
desta inveng3o que compreende uma molécula de DNA recombinan-
te que codifica um "gene de substitui¢3o” e uma "sequéncia
alvo", O gene de substituig¢3o codifica a molécula desejada
gque é para substituir toda ou uma parte da regiZio estével da
molécula de anti-corpo expressa pela linha de células. Por
exemplo, o gene de substituig¢3o pode codificar toda ou uma
fracgdo de uma regifio estivel de imunoglobulina que exibe uma
fungdo efectora particular, classe e/ou origem, incluindo mas
ndo limitado a regiles estéveis de IgG, IgA, IgM, IgD ou IgE.

humanas ou qualguer outra espécie desejada; de um modo alter-



nativo o gene de substituig3o pode codificar outro tino de
molécula gue pode conferir qualquer outra fun¢fo ao anti-
-corpo quimérico resultante, por exemplo uma enzima, toxi-
na, um peptido activo biolbébgicamente, factor de crescimen-~
to, inibidor, ligante de peptido conjugéivel, etc,

A sequéncia alvo do vector alvo € homologa das se=-
quéncias de DNA encontradas no cromossoma ou adjacentes a
sequéncia codificadora do gene madura para a regifio esté-
vel da imunoglobulina produzida pela linha de células a ser
transfectada ou uma frac¢3o apropriada da sequéncia codifi-
cadora madura para a regifo estivel. Apés transfecgSo, ocor
rerd a recombinag¢fo de homologos na linha de células produ-
tora de anti-corpos; algumas destas recombinag¢®es conduzi-
r3o a substituigio de toda ou de uma parte da regifo do ge-
ne de imunoglobulina com o gene de substitui¢8o, e, portan-
to, a express3o das moléculas de anti-corpo quimérico pelas
células transfectadas.

Num aspecto alternativo da presente invenc3o, uma
linha de células gque produz uma molécula de anti-corpo pos-
suindo a regifo estéivel desejada é transfectada com um vec-
tor alvo que contém um gene de substituig3o que codifica to
da ou uma parte de uma regido variivel gque possui uma especi
ficidade antigénica desejada e uma sequéncia alvo que dirige
a modificag¢do genética de toda ou de uma parte da regifo co-
dificadora variivel no cromossoma da célula hosvedeira., Ands
transfecgdo, ocorrerd a recombina¢g3o de homologos na linha
de células produtora de anti-corpos; algumas destas recombi-

nagdes conduzirdo & substituig¢fo de toda ou de uma parte da



regifo variével do gene de imunoglobulina com o gene de subg
tituig¢3o e, portanto, a expressio de moléculas de anti-corpo
quimérico pelas células transfectadas.

Logo que o transfectante que expressa o anti-corpo
quimérico ¢ identificado, a pritica da presente inveng¢do en-
volve a cultura do transfectante e isolamento de moléculas
de anti-corpo quimérico a partir do sobrenadante da cultura
de células utilizando-se técnicas convencionais conhecidas
Para o isolamento de anti-corpos monoclonais, Alternativamente
as células transfectadas podem ser cultivadas em liquido as-
citico em animais e recolhidas por meio de técnicas habituais
utilizadas para o isolamento de anti-corpos monoclonais.

Aspectos diversos da presente invencgdo est3o descritos
com mais detalhe nas sub-secgdes que se seguem e demonstrados
através de exemplos em que s3o produzidas imunoglobulinas qui
méricas humanas e de murganho de cadeias pesadas. Para clari-
ficagdo da descrig3o da presente invencgfo seri descrito como
se segue: (a) vectores alvo; (b) transfecg3o; e (c) sondagem
e selecgdo de transfectantes que produzem moléculas de anti-

-corpos quiméricos,

5.1, VECTORES ALVO

Como se explicou anteriormente, os vectores alvo da
presente inveng3do incorporam vectores de DNA recombinante
que incluem mas ndo estfo limitados a plasmidios, fagos, fa-
gomidios, cosmidios, virus e equivalentes que contém o gene
de substituig8o e a sequéncia alvo, Como descrito mais de-

talhadamente a seguir, o gene de substituic¢3o pode incorpo-
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rar qualquer nimero de genes que codifica um produto estru-
tural desejado enquanto que a sequéncia alvo pode variar de
pendente do tipo da molécula de anti-corpo que se quer con-
verter e o tipo de célula animal que se destina a transfec-
¢do,

A sequéncia alvo e o gene de substitui¢3o estio co-
locados no vector alvo de forma que a transfecg¢3o da linha
de células que produz anti-corpos apropriada com o vector
alvo resulta numa recombinag3o de homologos desejados de tal
modo que a conversdo do gene é realizada pela inserc3o espe-
cifica do sitio do gene de substitui¢80 no gene do anti-cor-
po.

Os vectores alvo da presente inveng3o podem conter
outros genes que codificam marcadores seleccionéveis, por
éxemplo resisténcia a um fArmaco, enzima, para auxiliar a
sondagem e selec¢3o de transfectantes ou podem ser co-trans-
fectados com esses marcadores, Outras sequéncias que podem
reforgar a ocorréncia de recombinag®es também podem ser inclui
das. Estes genes podem incluir mas n8o est3o limitados a qual
quer enzima de recombinag¢3o eucariota ou procariota tal como
REC A, topoisomerase, REC 1 ou outras sequéncias de DNA que
induzem a recombina¢3o destes como CHI, Proteinas diversas
tais como as que codificam para os genes referidos antes tam-
bém podem ser transfectadas a fim de aumentar a frequéncia de
recombina¢do, As sequéncias alvo diversas, genes de substitui
¢do e marcadores seleccioniveis que podem ser utilizados de
acordo com o método da presente inveng3o estio descritas pos-

teriormente,



5.1.1. SEQUENCIA ALVO

A composig¢do da sequéncia alvo pode variar dependen
do do plasmidio alvo a utilizar para substituir quaisquer
genes da regido constante ou da regido varidvel de cadeia
leve ou de cadeia pesada e ainda da espécie animal da célula
do hospedeiro que produz os anti-corpos, Mais especificamen-
te as sequéncias alvo té&m gque ser homologas as sequéncias
gue sdo adjacentes ou que flanqueiam a regifo codificadora
para a regifo estivel ou para a regifo variivel ou para a sua
frac¢gdo a ser substituida ou alterada.

Por exemplo, num cromossoma, genes de cadeia pesada
madura s3o constituidos pelas regi®es VDJ, nos seus terminais
5'; por exemplo a regifio varidvel (V), a regiZo de diversifi-
cag3o (D), e a regi3o de jung3o (J) seguida por qualquer das
restantes regi®es (J), n%o s3o expressas (o nimero de regides
J varia com a espécie) e sequéncias de intrBes. A porg¢3o cen-
tral e a porgdo 3' do gene consiste nos exBes da regilo esté-
vel (flanqueadas e dissiminadas com sequéncias de intrdes e
n3o traduzidas) que podem ser de uma ou de diversas classes
(por exemplo, mu, delta, gama, epsilon, alfa) cada uma das
quals associada com a sua prépria regifio de desvio adjacente.
Portanto, a sequéncia alvo utilizada para recombinag¢3o de
homologos desejados no gene de cadeia pesada de uma célula
hospedeira que produz anti-corpos pode compreender uma regifo
que é homologa com qualquer porg3o do gene do anti-corpo de-
pendente da alteragfo que se deseja,

Por exemplo, a sequéncia alvo para dirigir a substi-

tuigdo das regides estiveis da cadeia pesada pode compreender



sequéncias homologas a sequéncias que abrangem qualquer re-
gido prépria e que incluem ou excluem a regi3o de desvio
que comega com a regidio V, D, ou J e pode estar colocada

de um modo conviniente na construgdo do vector alvo, por
exemplo na localizag3o 5' da regifio codificadora do gene

de substituig3o. A sequéncia alvo actual que pode ser utili
zada pode variar com a espécie animal da célula hospedeira
alvo e classe do anti-corpo expresso pela célula do hospe~-
deiro alvo,

Em contraste com a disposic¢3o dos genes de cadeia
pesada num cromossoma, 08 genes de cadeia leve maduros s3o
compostos por uma regido VJ no seu terminal 5', sequéncias
de intr%es e um ex3o da regifio estivel simples, Assim, a
sequéncia alvo utilizada para a recombinag3o de homologos
alvo no gene de cadeia leve de uma célula hospedeira que
produz anti-corpos pode abranger uma regifio que é homologa
com qualquer fracgdo do gene dependendo da alterag3o deseja-
da. Por exemplo, a sequéncia alvo para dirigir a substituigdo
das regiles estéveis de cadeia leve pode ser homologa das
sequéncias que abrangem toda ou parte de regi®es V e J apro-
priadas através de sequéncias de intr®es que precedem a re-
gido codificadora para a regifo estivel da cadeia leve, Estas
sequéncias alvo dever3o estar colocadas de um modo adeguado
no plasmidio alvo, por exemplo na localizag¢do 5' da sequéncia
codificadora para o gene de substitui¢3o, Uma vez mais, a se-
quéncia nucleotidica actual da sequéncia alvo pode variar com
respeito a espécie animal da célula que produz o anti-corpo

do hospedeiro alvo,



Além disso, para as sequéncias descritas antes a
sequéncia alvo pode incluir sequéncias homologas as regides
adjacentes aos terminais 5' e/ou 3' da regi3o codificadora
bara a cadeia estéivel, leve ou pesada e, portanto, deveré
estar colocada de um modo apropriado na estrutura do vector
alvo; isto é na localizag3o 5' e/ou 3', respectivamente, da
regido codificadora dos genes de substituig8o,

De um modo idéntico as sequéncias alvo para dirigirem
a substituigdo de regiles varidveis de cadeia leve ou de ca=-
deia pesada podem abranger sequéncias homologas a toda ou a
parte das regides apropriadas que flanqueiam a regifo varia-
vel, Em qualquer caso, as sequéncias alvo podem ainda incluir
sequéncias da regifio codificadora que flanqueiam uma &irea num
exdo onde apenas uma frac¢do da regifo estavel ou variivel
deve ser substituida de modo a que a vroteina expressa &€ al-

terada de um modo desejado,

5,1,2, GENE DE SUBSTITUICAO

Como se explicou anteriormente, os genes de substi-
tuigdo utilizados para converter regi®es estéiveis de anti-
~corpc podem abranger a sequéncia codificadora para toda ou
parte da regido estével, de uma imunoglobulina de uma>classe
e/ou espécie animal ou humana diferente, Assim, no caso de
cadeias pesadas, o gene de substituicHo pode abranger toda
ou uma parte do gene que codifica as regides estéiveis de Igl,
Igh, IgG, IgE, e IgA humana ou qualquer sua sub-classe., De
um modo alternativo, o gene de substituicg3o node codificar

h Y

um produto gue pode conferir uma fung3o efectora diferente a



molécula quimérica que seri expressa. Por exemplo, uma en-
zima, toxina, factor de crescimento, peptido biolbébgicamen-
te activo, ligante, ete,

0 gene de substituig¢3o pode também consistir em
qualquer associag3o das sequéncias anteriormente referidas
por exemplo toda ou uma fracgdo de uma regifo estivel de
anti-corpo ligada a uma sequéncia proteinica nova.

O gene de substituig¢do escolhido depende, em parte,
da utiliza¢do destinada para a molécula de anti-corpo qui-
mérico expressa. Por exemplo, se se destina 3 utilizacg3o
terapéutica em seres humanos ent3o o gene de substituic3o
pode codificar uma regifio estéivel humana, de preferéncia de
uma classe que possua uma fung3o efectora desejada para utili
zagd0 terapéutica., Se se pretende uma melhoria ou alteracgdo
na fungdo efectora existente do anti-corpo, uma fraccg3o da
regido estivel pode ser substituida com uma sequéncia que
confere essa fung3o efectora melhorada ou alterada para a mo-
lécula de anti-corpo quimérico resultante, Se se pretende a
distribuig3o alvo de uma enzima. toxina, firmaco, hormona ou
factor de crescimento in vivo, deve ser utilizado um gene de
substituig8o que codifica a enzima, toxina, f4rmaco, hormona
ou factor de crescimento ou um ligante aprooriado Dara tal
conjugagdo, Se anti-corpos quiméricos s3o utilizados para en-
saios de diagnéstico, por exemplo quando sZo utilizados anti~
-corpos marcados, deve ser utilizado um gene de substituic3o
que codifica uma enzima ou 0 seu substrato., Estes sistemas
substrato/enzima incluem mas n3o est3o limitados aqueles que

produzem um produto corado apbs reac¢io, por exemplo beta-
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galactosidase, fosfatase alcalina, peroxidase de ribano e
idénticas, Os anti-corpos quiméricos resultantes podem ser
utilizados como anti-corpos marcados nos procedimentos nro
jetados com ou sem outra modificag8o, vor exemplo a liga-
¢d3o gquimica de enzimas, férmacos, toxinas, hormonas, facto
res de crescimento, etc.

O gene de substituigdo utilizado para converter re
gid%es variiveis de anti-corpo pode ébranger toda ou uma
fracg3o da sequéncia codificadora para uma regifo variével
de uma molécula de anti-corpo que define um antigénio dese
jado, Estas podem codificar as regides que se ligam ao anti
génio, que definem antigénios relacionados ou completamente
distintos. Se se pretende a melhoria ou alterag¢3o de uma li
gag¢do do antigénio ou na especificidade, pode ser substitui
da uma fracg¢do de uma regifo variivel por uma sequénecia que
confere essa melhoria ou alteragfo da ligag¢30 ou da esveci-

ficidade para a molécula do anti-corpo quimérico resultante,

5,1.3,. MARCADOR SELECCIONAVEL E OUTROS ELEMENTOS

Em adig¢80 3 sequéncia alvo e ao gene de substituic3o,
o0 vector alvo da presente invenc¢do pode codificar um marcador
seleccionivel o gqual intervém na sondagem e selecgfo das cé-
lulas que produzem anti-corpos que foram transformadas com
sucesso. Estes marcadores incluem genes de resisténcia a féar
macos tais como gpt, neo, his, etc.

Outros elementos que podem reforgar o nimero de recom
binagdes efectuadas podem ser incluidos no vector alvo. Por

exemplo, uma origem de replicag¢do (ori) que é sensivel 3 tem-



peratura (por exemplo, sistema ori de polioma tsA) que pode
ser incluido na estrutura de modo a que o desenvolvimento
dos transfectantes a uma temperatura permissiva resulta num
vector de replicagdo em que o nimero de cbpias da sequéncia
alvo e o gene de substituig¢do sdo aumentados e, subsequente
mente o namero de recombina¢Bes pode aumentar., Outros siste
mas ori podem também ser utilizados para aumentar o ntmero
de cbpias (factores mais ori EBV, factores mais ori BPV, ou

ori SV40 e antigénio T),

5,2, TRANSFECCAO DE LINHAS DE CELULAS QUE PRODUZEM

ANTI-CORPOS COM VECTORES ALVO

De acordo com o método da presente invengio uma li-
nha de células que produz um determinado anti-corpo (isto &,
que tem uma especificidade antigénica pretendida ou uma re-
gi8o estével pretendida) ¢ transfectada com o vector alvo
apropriado para produzir transfectantes que sofrer3o a recom
binag¢do de homologos de sitio dirigido,

Podem ser utilizados vectores alvo de cadeia pesada
e de cadela leve para transfectar uma linha de células produ
tora de anti-corpos apropriada, contudo, em muitos casos a
transfecgdo com um vector alvo de cadeia pesada pode ser su-
ficiente para obter a express3o de uma molécula de anti-cor-
po quimérico, A transfecg¢3o pode realizar-se por gualquer dos
métodos conhecidos habituais que incluem mas n3o estZo limita
dos a precipitag3o com fosfato de célcio, electroporacg3o, mi-
croinjecgdo, fusdo de limpossomas, fus3o de imagem de RBC, fu

sdo de protoplasma, etc, Um vector alvo pode ser linearizado
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por cisfo com uma enzima de restrig¢3o numa sequéncia alvo
antes da transfecg¢do a fim de se aumentar a probabilidade

de recombinag®es de homologos na célula transfectada,

5,3, SONDAGEM E SELECCAO DE_RECOMBINANTES

O teste definitivo para transformag¢dio de sucesso,
recombinag¢do de homologos e modificagdo de genes alvo con
siste na produc¢3o de anti-corpos quiméricos por uma linha
de células produtora de anti-corpos., A detecgio de trans-
fectantes que produzem os anti-corpos quiméricos pode ser
realizado por numerosas vias, dependendo estas da natureza
e produto do gene de substituigdo.

Se o vector alvo contém um marcador selecionéivel
a sondagem inicial das células transfectadas deve ser vara
escolher as que exprimem esse marcador, Por exemplo, quando
se utiliza um gene de resisténcia a um firmaco, estes trang
fectantes que se desenvolvem num meio de selecgdo que con-
tém o fArmaco de outro modo letal, pode ser identificado na
sondagem inicial, Uma segunda sondagem € necessiria para
identificar estes transfectantes que exprimem o anti-corpo
gquimérico,

O protocolo para a segunda sondagem depende da na-
tureza do gene de substitui¢3o. Por exemplo, a express3o de
um gene de substituig¢3o que codifica uma regifo estivel de
uma classe ou de uma espécie de anti-corpo diferente pode
ser detectada pelo ensaio de imunologia utilizando-se anti-
-corpos especificos para uma classe e ou espécie especial

de imunoglobulina, De um modo alternativo, node realizar-se



-28-

um bio-ensaio para verificar se o gene de substituig¢do con-
feriu uma fungdo efectora particular. A expressdo de um ge-
ne de substituic8o que codifica uma molécula biolbgicamente
activa como por exemplo uma enzima, toxina, factor de desen
volvimento ou outro peptido pode ser ensaiada relativamente
a uma actividade biolégica especial; por exemplo os produtos
de células transfectadas podem ser ensaiados utilizando=-se
um substracto de enzima apropriado ou alvo para a toxina,
factor de crescimento, hormona, etc, De um modo alternativo,
estes produtos de gene de substituig¢3o podem também ser sub-
metidos a imunoensaios utilizando-se anti-corpos que s%o es-
pecificos para o produto do gene de substituic¢So.

Também devem ser ensaiados os transfectantes que ex-
primem o gene de substituig8o para verificar o reconhecimen-
to do antigénio apropriado., Este ensaio pode ser realizado
por um imunoensaio adequado incluindo um imunoensaio competi
tivo que utiliza o0s anti-corpos originais e quimérico. Estes
testes de sondagem ndo necessitam de ser realizados sequen-
cialmente e, de facto, podem ser conduzidos simultaneamente
utilizando-se um "imunoensaio sandwich" em gue um anti-corpo
de captura define o produto do gene de substituicZo (isto é,
qualquer das regiBes varigvel ou estével) é utilizado para
imobilizar o anti-corpo quimérico e para detectar a vresencga
ou auséncia da fracg3o n3o alterada, (isto &, gualquer regifo
n3o alterada, variivel ou estivel, respectivamente) utilizan-
do um anti-génio marcado ou um anti-corpo marcado, respectiva
mente,

Por exemplo, o antigénio pode ser utilizado para captu
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rar os anti-corpos quiméricos e o produto do gene de subs-
tituigdo da regido estével pode ser detectado utilizando-
-se anti-corpos marcados que definem o produto do gene de
substituigdo, ou mediante um ensaio de captura de anti-cor
pos quiméricos para determinar a actividade biolébégica do
produto do gene de substituig¢3o, (por exemplo enzimitico,
toxina, hormona, factor de crescimento, etc.).

De um modo alternativo, o anti-corpo quimérico »no-
de ser imobilizado na regifio estivel (utilizando-se »Hor
exemplo um anti-corpo especifico para aquela regifo ou pro
teina A de estafilococos, etc.) e o produto genérico da re-
gifo varidvel pode ser detectado por meio de um antigénio

marcado ou de um anti-corpo anti-idiotipo.

6. EXEMPLO: SUBSTITUIGAO DA REGIZO ESTAVEL DE UMA
CADEIA PESADA DE IMUNOGLOBULINA MURINA COM A

REGIAO ESTAVEL DE GAMA IMUNOGLOBULINA 1 HUMANA

Os exemplos que se seguem descrevem a estrutura de
um plasmidio alvo que contém uma sequéncia alvo murina (que
codifica a quarta regifo de ligag3o0 e intensificador do gene
da cadeia pesada) ligada a um gene de substituig¢3o que codi-
fica a regifo estivel de uma gama imunoglobulina 1 (huIgGl).

Este plasmidio alvo foi utilizado com um fago que
continha o gene maduro completo que codifica uma cadeia pe-
sada murina (a regifo varidvel e a regi3o estivel completas)
para cé¢lulas de mieloma murino co-transfectadas que s30 mu-
tantes de cadeia pesada gue normalmente exprimem apenas ca-

deias leves,
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As células transfectadas foram sondadas e identifica
dos os clones que exprimiam IgGl humana de cadeia pesada, Eg
tas experilncias indicaram a realiza¢3o bem sucedida da re-
combinag¢do de homologos, integra¢fo nos cromossomas da célula
hospedeira, e expressdo dos genes da gama globulina 1 humans,

no sistema de células murinas.

6.1, MATERIAIS E METODOS

A menos que indicado de outro modo, os materiais e
métodos indicados posteriormente, foram utilizados nos exem

plos que se seguem.

6.1.,1. TRANSFECCAO

A transfecgdo foli realizada por lavagem e nova suspen
sdo de cerca de 107 células em PBS (solugio de cloreto de s6~-
dio tamponada com fosfato) & temperatura de 4°C com 2 mM de
MgCl, e 2 mM de CaCl,, e transferéncia das células para um re
cipiente de pléstico estéril guarnecido com folha de aluminio
(BioRad, CA). A adi¢30 e mistura de DNA linearizado foi feita
a uma concentragdo final de 10-1C0 pg/ml, e em seguida aplica
da uma carga eléctrica com um fornecedor de poténcia apropria
da (por exemplo um Gene Pulsar, BioRad, CA), Os recipientes
foram agitados cuidadosamente para assegurar uma boa mistura.
Apbs dois minutos 3 temperatura ambiente as células foram
transferidas para 9 ml de meio RPMI (GIBCO) com 10% de FBS 3
temperatura de 37°C. Apbs 48 horas de incubag¢8o as células
viadveis foram recolhidas por centrifuga¢3o, contadas e coloca-

das em placas com uma densidade de 103 células/cavidade em
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de 24 cavidades em meic RPMI com 10% de FBS, 60 mg/ml de peni

placas de 96 cavidades ou lO4 células por cavidade em placas

cilina/100 mg/ml de estreptomicina, 1 mM de pirovato de sédio,
292 mg/ml de L-glutamina e 0,1-2 mg/ml de 4cido micofenolico
ou 1-2 mg/ml de G418, Este meio foi reposto ou mudado todos

os dois ou trés dias. O desenvolvimento nas cavidades foi ve-
rificado apds 2 a 3 semanas. Os sobrenadantes provinientes
das culturas foram em seguida ensaiados por ELISA para detec-
tar a presenga de gama globulina 1 humana e as cavidades posi

tivas foram clonadas e novamente sondadas,

6.1.2, SONDAGEM DE TRANSFECTANTES PARA

RECOMBINANTES BEM SUCEDIDOS

Os ensaios de ELISA foram realizados por meio de revesg
timento de placas de imunolon 2 (Dynatec Labs, Chantilly, VA)
com 100 jul de anti-IgG humana desenvolvida na cabra (Antibodie
Inc., Davis, CA) a uma diluig¢Zo de 1:1000, ou anti-IgA de mur-
ganho desenvolvido na cabra (Cappel] a uma diluig¢3o a 1:5000
em tamp3o de revestimento (NaHCO3 0,1 M pH 9,6) 3 temperatura
de 4°C durante a noite, As placas foram em seguida cheias com
solvente (Genetic Systems) para bloguear durante uma hora a
temperatura ambiente apbs o que foram agitadas, fechadas e
conservadas & temperatura de 4°¢ durante um tempo n3io sunerior
a 3 semanas,

As placas foram reexaminadas para ensaio mediante la-
vagem por 3 vezes com tamp3o de lavagem (NaCl 0,15 M Tween 20

0,05% v/v) e em seguida adicionadas com 100 1l de sobrenadante

padrio ou sobrenadantes de cultura (diluidos em meio apropria-



{-32-

do) e incubadas 3 temperatura de 37% durante uma hora,

Em seguida as placas foram lavadas por 3 vezes com
tampdo de lavagem e procedeu-se & detecgdo do anti-corpo
ligado com lOO)ul de peroxidase de rébano (HRP) conjugado
com anti-IgG humana desenvolvido em cabra (American Qualex)

a uma diluigdo de 1:6000 ou com anti-IgA de murganho desenvol
vido em cabra a uma diluig¢8o de 1:5000, ou com anti-lambda de
murganho desenvolvido na cabra (Southern Biotech, Ass. Inc.

Birmingham, AL) com uma diluig¢3o de 1:3000, durante 1 hora

temperatura de 37OC. Em seguida as placas foram lavadas por

[e1 24

3 vezes com tamp3o de lavagem e incubadas durante 15 minutos
& temperatura ambiente com uma diluig¢3o de 1:100 TMB cromoge-
ne em substracto tamponado (Genetic Systems) blogqueadas com
100 pul por cavidade de H,80, 3M, e imediatamente lidas a 450/
/630 nm num leitor de microplacas (Genetic Systems). Igual-
mente, as linhas de células vnrodutoras de kapa vodem ser son-
dadas utilizando um reagente de anti-kapa de murganho desen-
volvido na cabra conjugado com HRP (Southern Biotech. Ass. Inc
As linhas de células positivas para IgG humana e/ou
IgA murina foram subclonadas por diluig¢3o limitante ou em
agarose branda para isolar clones de expressio, Para clonar
em agarose mole, suspenderam-se de novo aproximadamente 1000
células provenientes de uma cavidade positiva em agarose a 4%
e dispozeram-se em camada sobre uma camada de agar de células
de exudado peritonial murino, Um a dois dias depois dispos-se
uma terceira camada contendo anti-soro especifico para IgGl
humana. Os clones positivos foram identificados »ela oresenga

de um imunoprecipitado.



6.1.3, MANCHAS DE SOUTHERN E WESTERN

Isolou=-se a partir de células DNA de peso molecular
elevado essencialmente como ¢ descrito por Blin and Stafford
(Blin, N, and stafford, D,W,, 1976, Nucleic Acids Res., 3:2303'
e mais tarde por Maniatis, Fritsch and Sambroock (Maniatis et
al., Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, NY p, 280, 1982) com a excepg¢do de que as células fo-
ram primeiramente lavadas com solug3o de cloreto de sédio tam
ponada com fosfato padr3o (como opostas a Tris) e o tratamen-
to com RNase fol realizado simultaneamente com o tratamento
de proteinase K a temperatura de 55°C,

As manchas de Southern € a hibridag¢fo foram realiza-
das como descrito inicialmente por Southern (Southern, J. Mol.
Biol, 98:503, 1975) e mais recentemente de um modo detalhado
por Maniatis, Fritsch, e Sambrook (Maniatis et al., Molecular
Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY, pp.
383-389 1982)., As sondas utilizadas para a hibridag¢3o consis-
tiam no fragmento de 1,0 kb Hind III-PstI que continha o pri-
meiro dominio da regifo estével do gene de IgG humana ou o
fragmento com 0,7 kb Hind ITII-Hind III que codifica os segmen
tos do gene Jﬁz € Jy4 murine, A marcag¢do das sondas foi reali
zada de acordo com o protocolo dos preparadoresg utilizando-se
um conjunto de "Nick Translation" (Bethesda Resgsearch Labora-
tories). As enzimas de restrig3o foram fornecidas pela Boeh-
ringer Mannheim Biochemicals.

A anilise de manchas de Western foi realizada como
descrito por Towbin et al,, Proc., Natl, Acad, Sci. (USA)

76:4350, 1979 e os reagentes de desenvolvimento foram os que



se utilizaram para a detecg3oc no ensaio por ELISA.

6.2, CONSTRUQKO DE PLASMIDIOS ALVO QUE
CODIFICAM A REGIAO ESTAVEL DE

IMUNOGLOBULINA HUMANA

Construiu-se um plasmidio alvo que consiste num vector
plasmidico bacteriano pRSV-140-neo em que foi clonado um frag-
mento com 8,0 kb Hind III-Bam HI que continha a regiZo estéavel
de gama globulina 1 humana como o gene de substitui¢3o (Figure
2). O gene alvo, um fragmento com 2,2 kb Hind III proviniente
do locus da cadeia pesada de imunoglobulina murina (IgH) que
continha a quarta regifo de jung3o (J4), o intensificador de
IgH (e) e as sequéncias de intr®es 5' para desligar a regizo
foi inserido no sitio 5' de Hind III do gene de gama globulins
1 humana (Figura 2). Esta estrutura foi em seguida linearizade
no Gnico sitio Xba I na sequéncia alvo murinas e transfectada
para a linha de células de mieloma murina descrita em seguida

por meio de electroporagdo como descrito anteriormente,

6.3, TRANSFECCAQO E RECOMBINACAO DE HOMOLOGOS

As expefiéncias e resultados descritos anteriormente
demonstram o éxito da recombina¢3o de homologos entre o »nlas-
midio alvo e o gene de cadeia pesada murino contido no fago
que foi utilizado para a co-transfec¢3o de uma célula hospe-
deira de mieloma murina. A integrag¢3o e recombinac¢fo dos ho-
mologos no cromossoma da célula hospedeira de mieloma murino
resultou na expressdo de uma cadeia pesada de imunoglobulina

humana (IgGl),



6.3.1. CO-TRANSFECCAO DE CELULAS DE MIELOMA MURINO

O plasmidio alvo que continha (a) a sequéncia alvo
murina que codifica a quarta regifo de jung¢3o (J4) o inten
sificador de IgH e as sequéncias 5' de intr®es para a re-
gifo de interrupg¢do e (b) o gene de substituig¢do que codi-
fica a regido estivel de IgGl humana, foi linearizado na
regido da sequéncia alvo e co-transfectado numa proporgdo
equimolar com um clone de DNA fAgico gue continha o gene da
cadeia pesada murino J558 funcional, numa linha de células
de mieloma murino mutante de cadeia pesada, J558L que expri
me apenas cadeias leves, A linha de células transfectada re
sistente a G418 (um marcador selecionivel codificado pela
construgdo plasmidica alvo) foi em seguida sondada para a
presenga de proteina de IgGl humana, Uma vez que a regifo es
tével de gama globulina 1 humana contida nos plasmidios alvo
construidos referidos antes, n3o possuia a sequéncia do »ro-
motor de imunoglobulina, a detecg8o da express3o da nroteina
de IgG humana pela linha de células murina transfectada, te-
ria que ser o resultado de uma recombinag¢®o de homologos en-~
tre as moléculas de DNA transfectado e a integrag¢3o no cro-

mossoma da c¢élula hospedeira.

6,3.2, INDENTIFICACAO DE IMUNOGLOBULINAS QUIMERICAS

SEGREGADAS POR CELULAS

Foram subclonados transfectantes que segregam proteina
de IgG humana e/ou proteina de IgA murina. A confirmac3o da re

combinag¢do de homologos fol fornecida por uma anilise de trang



fer&ncia da mancha de DNA em que se identificou um novo re-
arranjo de um fragmento de restrig¢3o, Este fragmento tinha
a dimensdo esperada (um fragmento de 10,5 kb Bam HI) e con-
tinha as sequéncias de gama globulina 1 humana e as sequén-
cias I "IH3 de murganho, A posterior confirma¢3o foi obti-
da pela analise de manchas de Western das proteinas sobrena
dantes que demonstraram uma cadeia de proteina com cerca de
50 quilodalton (50 kd) procurando determinantes serolbgicos
de IgG humana presentes no sobrenadante de cultura de trans
fectoma.

O reagente de anti-IgG humana n3%o reagiu com IgA mu
rina o gque também se distinguiu mediante a mobilidade elec-
troforética mais lenta,

Os resultados por ELISA também revelaram a presenga
de IgA murina em muitos sobrenadantes de transfectoma, Isto
constitui o resultado da integrag3o do gene de cadeia pesa-
da de J558 funcional intacto, isto é, sem ter sido submeti-
do a recombinag¢do de homologos. Pela compara¢io da taxa de
produgdo e expressdo de IgG humana e de produg¢3o e expres-
sdo de IgA de murganho, avaliou-se a frequéncia de recombi-
nag¢%es de n3do homologos em relagdo com homologos numa gquan-
tidade entre 30% a 80%, dependendo da exveriéncia,

Os resultados anteriormente apresentados demonstra-
ram de uma maneira conclusiva que: (a) o plasmidio alvo fun
ciona como projectado; e (b) que as células de mieloma fo-
ram muito eficazes na sua capacidade para induzirem a recom
bina¢io de homologos.

As sequéncias homologas is regi®es a montante e/ou



a jusante dos segmentos da regifo variivel podem ser utili
zadas na conjugagdo com segmentos do gene de regifo varii-
vel ou suas frac¢les para alterar a afinidade e/ou especi-
ficidade do antigénio.

Além disso, o sistema J558 descrito anteriormente
pode ser utilizado como processo de sondagem para identifi

car a recombina¢3o gue reforga as proteinas.

7. EXEMPLO: PRODUGAO DA CADEIA PESADA DE IMUNOGLOBULINA
QUIMERICA COM ESPECIFICIDADE PARA ANTIGENIOS L20 ASSQ

CIADOS A TUMOR HUMANO

As experiéncias a seguir descritas demonstraram
que as células de hibridoma murino podem ser eficientemen-
te induzidas para recombina¢3o de homologos e que esta ca-
pacidade pode ser explorada para dirigir as reconstruges
principais dos locus de cadeia pesada de imunoglobulina en
dogena, Construiu-se um plasmidio que continha os ex®es da
regido estével de IgG 1 humana flanqueadas velo intensifi-
cador de cadeia pesada murina e o gene de neomicina, Esta
estrutura fol utilizada para orientar a produg¢3o de IgG de
cadeia pesada quimérica de antigénio especifico, alcancgan-
do o sitio especifico para locus de cadeia pesada endogena
da linha de células de hibridoma L20 que produz um anti-
~corpo monoclonal especifico para um antigénio associado
com um tumor humano (pedido de patente de invengio Ne 834 172
requerido em 26 de Fevereiro de 1986 e referémncias aqui in
corporadas). A frequéncia do alcance do alvo observou-se
ser da ordem de 1 em 20 ou 0,5% de células de hibridoma

que integraram o plasmidio.



7.1, CONSTRUGCAO DE VECTOR ALVO E TRANS

FECCAO DE HIBRIDOMA L20

Construiu-se um vector plasmidico que continha os
exd%es da regifo estéavel de IgGl humana (Cgl) flangueada
pelo intensificador de cadeia pesada murino (MHE), e gene
de resisténcia a neomicina (NEO) (Figura 3), O plasmidio
foi linearizado com um sitio Xba I dGnico na regifo de 2,2
kb da identidade de sequéncia partilhada com o locus de
IgH murina, e transfectou-se para a linha de células de
hibridoma L20 que produz um anti-corpo de IgGl murina es-
pecifico para um antigénio expresso principalmente nas cé
lulas de carcinoma humano como se segue: O vector descri-
to na Figura 3 foi linearizado no sitio Gnico Xba I e uti
lizadas 50 pg para transfectar 8 x 10° células de hibrido
ma L20 por electroporag¢io, como anteriormente descrito na
secgdo de materiais e métodos. Colocaram-se em placas as
células viiveis com uma densidade de 1 x lO4 (ou 1 x 103
de acordo com o célculo da frequéncia) células nor cavida
de em placas de 96 cavidades em meio IMDM com 10% FBS con
tendo 2,5 mg/ml de G418, As placas foram alimentadas to-
dos o8 2 ou 3 dias e apds 2 semanas sondaram-se€ todas as
cavidades para a produ¢io de IgGl humana utilizando~se as
técnicas padr3o de ELISA, Como reagente de captura, utili
zou-ze anti-IgG humana desenvolvida em cabra (Cat. Ne 4132
Antibodies Inc., Davis CA) com uma diluig¢3o a 1:10 000 e
anti-IgG humana desenvolvida em cabra/HRP (Cat. N2 HAPOO9
American Qualex, La Mirada CA) com uma diluig3o a 1:6000

destinada a detec¢3o, Todos os sobrenadantes positivos fo-



ram verificados igualmente por sub-sequentes ensaios de
ELISA,

Uma vez que os exdes de IgGl humana n3o estavam
associadas com o segmento do gene da regifo variével, a
produg¢do de proteina de cadeia pesada de IgGl humana po-
dia ocorrer apenas por recombinag¢do do plasmidio com um
promotor funcional, cod3o de iniciag30, e excis3o e re-
paragdo de sequéncias. Portanto, a selecg3o de células
sobreviventes em meio contendo G418 (isto &, todas as que
integraram de um modo satisfatbébrio o plasmidio) foram ve-
rificadas para a produg¢do de IgGl humana pelo método de

ELISA (Quadro I},

QUADRO T
FREQUENCIA DE INTEGRACOES RESULTANTES

NA PRODUCAO DE TgGl HUMANA

INTS POR CAVIDADES TOTAL DE CAVIDADES/
CAVIDADE SONDADAS INTS. IgGl HU FREQ
2,2 480 1056 8 0,75%

A frequéncia de transfecg¢io foi determinada por co-
locagdo em placas a baixa densidade e determinou-se que a
sequéncia de integrag3o que resultou na produgdo de IgGl hu
mana era de 1 em 132 ou 0,75%., Experiéncias mais recentes
com as mesmas células e plasmidios resultaram na »roducfo
de IgG humana com 2 em cada 512 integrag¢des, ou seja, O,39%-

- 0 gue sugere que a frequéncia meta pode estar mais préxima



de 0,5%, B interessante que, mesmo apds clonagem, a malor
parte das linhas de células produziam ambas as imunoglobu
linas, IgGl humana € murina, ainda que clones isolados
produzissem ocasionalmente uma ou outra (Quadro II). As
células das cavidades iniciais que produziam IgGl humana
foram colocadas em placas com uma diluig¢3o limitante e teg
tados 12 clones de cada uma relativamente & produg¢3o de
IgGl humana (huIgGl) (como descrito para o Quadro I) e IgG
de murganho, Os ensaios para IgG de murganho (mIgG) foram
realizados utilizando-se anti-IgG de murganho desenvolvido
em cabra (Cat N2 1070 Southern Biotech, Birmingham AL) e
anti-kapa de murganho desenvolvido em cabra/HRP (Cat We
0B1141-85 Fisher Biotech, Orangeburg NY) como reagentes de
captura e detecgdo respectivamente., Apresentam-se os resul-
tados no Quadro II, Os nimeros fornecidos representam clo-

nes que produzem anti-~corpos humanos, murinos ou ambos,

QUADRQO II
PRODUCAO DE IgG MURINA vs I§Gl HUMANA EM CLONES DE

TRANSFECTANTES L20 PRODUTORES DE IgGl HUMANA

PRINCIPAL hulgGl mIgG hulgGl/mIgG
7C5 0 0 12
TE6 1 a 11
8D6 Q 0 12
8F8 2 2 8
8H12 1 o 11
10G3 ) 2 10
or1ll 0 1 11
9F12 1 0 11
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7.2, CARACTERIZACAO DE CADEIA PESADA

DE _L20 QUIMERICO EXPRESSO

7.2,1, ANALISE DE MANCHAS DE

WESTERN

A cadeia pesada humana demonstrou ser serolégicamen-
te distinta quando se analisaram os sobrenadantes pelas man-
chas de Western a partir de clones seleccionados como se se-
gue: lavaram-se as culturas da fracgdo de crescimento da pla
ca e resuspenderam-se em meio isento de soro, Apbds 24 horas
recolheram-se o0s sobrenadantes, dializaram-se com acetato de
aménio a 0,1 Molar liofilizado e fez-se de novo a suspensio
em 5 mM Tris pH 6,8, As aliquotas destas amostras e a linha
de células 20 inicial mais o anti-corpo 2H9 purificado (uma
proteina de IgGl humana) e IgCGl de L20 murina purificada fo-
ram desnaturadss por ebuli¢3o na presenga de pP-mercapto-etano!
e electroforese por meio de um gradiente de gel de acrilamida
numa concentragdo entre 10% a 20%, O gel foi transferido para
papel de nitrocelulose por meio de electroforese, O filtro
resultante foi blogueado com leite em »p6 magro a 2% em PBS,
corado com anti-IgG humana desenvolvida em cabra/HRP (N2 1050:
CALTAG, S30 Francisco CA) e desenvolvido com 30 mg de 4-cloro-
~l-naftol (Sigma, St. Louis MO) em soluc3o de cloreto de sbébdic

tamponada com Tris,

72,2, ANALISE CITOMETRICA ("FLOW

CITOMETRIC ANALYSIS")

Por andlise c¢itométrica ("flow citometric") as imuno-



globulinas 1 humana e murina demonstraram especificidade
antigénica (Quadro III) do seguinte modo: As amostras
utilizadas para as manchas de Western foram analisadas
por ELISA para determinar a concentrag3o de IgGl humana
e murina. As diluig¢Bes foram feitas para se ajustarem as
concentracgdes em/pg/ml as fornecidas pela anélise citomé
trica., Incubaram-se 5 x 105 células das linhas 2981 ou
3347 de tumor humano (Hellstrom et al.,, Proc, Natl. Acad.
Sci, USA 83:7059~7063, 1986) na presenga de anti-cornos
L20 referidos (ou meio) durante 30 minutos & temperatura
de 4°C, lavados duas vezes e corados com uma diluicdo a
1:50 (no meio) de gualguer das anti-IgC desenvolvida na
cabra humana/FITC (isotiocianato de fluresceina) (CALTAG,
S3o0 Francisco CA) ou anti-IgG de murganho desenvolvido
em cabra/FITC (Tago, Burlingame CA - cadeia leve e cadeia
pesada especificas) durante 30 minutos & temperatura de
4°C. Estas preparag®es foram em seguida lavadas duas vezes,
feita de novo a suspens3o e analisadas por citometria para
determinar a fluorescéncia relativa.

Os resultados representam-se no Quadro III. Os valo
res fornecidos s%o em equivaléncia na fluorescéncia linear

para cada preparacio (LFE),



CLONE
TE6-10
8H12-8
8F8=-8
9Hl2-1
8F8-~10
10G3-5
mL20

meio

TE6-10
mL20

meio

QUADRO III

ESPECIFICIDADE ANTIGENICA DE ANTI-CORPOS

MURINOS E ANTI-CORPOS L20 QUIMERICOS DE

CADEIA PESADA

Ab conc
hulge mIge
1,0 o
1,0 0
1,0 0,5
1,0 0,1
o) 0,4
Q 1,0
0 1,0
o 0
0,4 O
0 0,4
0 o)

2981 Alvo

o=hu %-m_
35 6
38 7
39 11
42 7
2 10
2 31
2 18
2 2
3347 Alvo
%-hu &-m
7 3
2 3
2 2

Portanto, a linha de células L20 principal muito

provavelmente retém duas cbdpias dos alelos de cadeia pe-

sada produtivos,

apenas uma das quais se submete a uma

recombinag¢do especifica com uma dada célula, Determinou-

-se que os niveis de produgSo para os clones que exprimem

apenas O anti-corpo quimérico eram na ordem de 5-101yg/ml

em 10 ml de sobrenadantes de cultura na fase de desenvol-

vimento em placa.



7.2.3. ANALISE POR MANCHAS DE SOUTHERN

A anilise por manchas de Southern utilizando uma
sonda especifica para CIXl humana demonstrou a integracg8o
de fragmentos especificos em comum, entre as linhas de cé
lulas gue produzem IgGl humana com trés enzimas diferentes.
Mapeou-se um sitio Bam HI com 1,4 kb a montante da sequén-
cia alvo numa linha de células principal L20, nortanto, eg
pera-se gue uma inser¢do do vector de recombinag¢do no sitio
alvo produza um fragmento Bam HI de 5,5 kb o qual hibridava
com uma sonda huC)l, Este fragmento foi observado em cada

clone produtor de Iggl humana,

Te2.4, ANALISE DE ADCC

O anti-corpo de IgGl L20 murina fol comparado com
a proteina que incorpora a cadeia pesada guimérica para
determinag¢do da actividade mediante um ensaio de ADCC
(Hellstrom et al,, Proc., Natl, Acad., Sci., USA 82:1499-1502,
1985). Como se pode verificar através dos resultados repre
sentados no Quadro IV a alterag¢3o das regi®es estiveis de
cadela pesada para as de IgGl humana proporcionou uma nova

fung3o efectora para esta especificidade.



QUADRO IV

ADCC DE CELULAS ALVO 2981 INDUZIDAS POR MAD

L20 MURINA E L20 DE CADEIA PESADA QUIMERICA

Cone. ADCC._
Imunoglobulina (ng/ml) 2981 Alvd Células
L20 8F8-8 4 58%
L20 7E6-10 8 53%
MAb L20 10 | 31%-
None® 0 31%

Apenas células efectoras (linfocitos)

7.3, PRODUGAO DE CADEIA PESADA DE L20
QUIMERICO POR MEIO DE UM VECTOR

ALVO DIFERENTE

Noutros exemplos utilizou-se outro plasmidio descri
to na Figura 4A para introduzir ex®es de CXl humana em L20
de células de hibridoma murinas produzindo proteinas de ca-
deia pesada quimérica de IgGl humana. O plasmidio 4A foi
transfectado para a linha de células de hibridoma 1L.20 resul
tando na produ¢do de hulgG de 4 cavidades de acordo com o

ensaio por ELISA de aproximadamente 700 integracgdes.

8. CONSTRUCAO DE CADEIAS PESADAS DE G28.1 OUIMERICO

Noutro exemplo utilizou-se o plasmidio representado

na Figura 3 para converter a linha de células de hibridoma



murina G28,1 (Ledbetter et al,, Leukocyte typing III, A. J.
McMichael, ed., Oxford Univ, Press pp.339-340, 1987) para

a produg¢do, pelo mesmo método da cadeia pesada de IgG huma-
na de antigénio especifico, Numa Gnica experiéncia de 864
integrag¢gles resultaram 4 produtores de hulgGl. Estas linhas
de células foram identificadas por ELISA, verificadas e em
seguida determinada a sua capacidade de ligac¢8o a células

B tonsilares do seguinte modo: incubaram-se células B ton-
silares com sobrenadante proviniente da linha de células
referida (ou meio), lavaram-se e contaram-se »or coloracg3o
com anti-IgG humano desenvolvido em cabra (¢hu) ou anti-

-1gG de murganho desenvolvido em cabra (ee m) como descrito
anteriormente e analisaram=-se por citometria ("flow citometry'
Os resultados estdo representados no Quadro V. Os sobrenadan-
tes foram quantificados por ELISA para IgC humana € murina

e os valores est3o referidos em ng/ml. Os dados da fluorescén
cia estdo expressos sob a forma de equivalentes de fluorescén

cia linear,

QUADRO V
ESPECIFICIDADE ANTIGENICA DE SOBRENADANTES DE

CADETA PESADA QUIMERICA G28,1

LINHA DE CELULAS hulgG mIgG %"z_'%g
11F10 C 87 9
1F1l 97 89 93
4AF5 86 91 38
3D2 90 86 77
3D11 56 85 16
meio 0 0 9
Rom
G28.1 0 83 53
meio 0] 0 3



Mais uma vez os resultados demonstraram a preserva-—
¢30 da especificidade antigénica para moléculas de anti-

-corpo incorporando uma cadeia pesada guimérica de IgGl hu-

mana.

9. CONSTRUCAO DE CADEIAS PESADAS QUIMERICOS DE L6

O plasmidio alvo recombinante representado na Figu-
ra 4B foli transfectado para a linha de células de hibridoma
murino L6 resultando numa Gnica linha de células que deu
origem a clones que produziam estivelmente a cadeia pesada
gquimérica (na auséncia da cadeia pesada murina). Os anti-
-cOorpos mostraram ligar-se a células tumorais humanas e in-
duzirem a destruigfo via ADCC com células efectoras humanas
de um modo mais eficaz do que a L6 murina (Quadro IV), com-—
parativamente a cadeia quimérica leve ou pesada L6 produzi-
da por técnicas de recombinag¢do convencionais (pedido de pa-
tente de invengdo Ne 684 759, requerido em 21 de Dezembro de
1984 e pedido de patente de invengdo N2 776 321, requerido

em 18 de Outubro de 1985 e referéncias aqui incorvoradas).
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QUADRO VI
ADCC DE CELULAS ALVO 2981 INDUZIDAS POR MAb

Lo MURINA E CADETA L6 PESADA QUIMERICA

Conc. ADCC de
Imunoglobulina (pg/ml) Células Alvo 3347
L6 7B7.16 0,01 83%
L6 7B7.7 0,01 82,5%
MAb L6 0,01 58%
Nenhuma™ a,01 53%

* Apenas células efectoras (linfocitos)

Manchas de Southern confirmaram a presenc¢a de um
fragmento com 10 kb Ava I, e de um fragmento com 8 kb Bgl
I, cue hibridaram com uma sonda huCgl., Estes fragmentos
eram consistentes com a inserg¢3o do vector nlasmidico no
sitio alvo baseado na mapeag¢3o prévia do segmento do gene
da regido variavel de cadeia pesada de L6 genbmico clonado.

A presente invencg3o n3o é limitada no seu Ambito
pelos aspectos descritos nos exemplos que tém que ser en-
tendidos apenas como simples esclarecimentos de aspectos
diferentes desta inven¢g3o e quaisquer métodos que sejam fun
cionalmente equivalentes est3o incluidos no seu &mbito, Evi
dentemente, que diversas modifica¢®es da presente invencg3o
além daguelas mostradas e descritas aqui s3%0 de um modo evi
dente familiares para os técnicos a vartir da descricfo an-
terior, Estas modificac®es entendem

—-5€ que s§0 abrangidas

A ] » . 0]
pelo ambito das reivindica¢des apenas,



Reivindicacoes
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1.~ Processo para a producao de moléculas de anticorpos
quiméricos, caracterizado pelo facto:
a) de se submeter a transfecgao uma linha de células produ-
tora de anticorpos com um vector alvo gue incorpora: .

i) um gene de substituigao para modificar a sequéncia

que codifica uma frac¢ao do anticorpo produzido pela linha
- de células; é

ii) uma sequéncia alvo homdloga de uma segunda sequéncia

de DNA adjacente & sequéncia de anticorpos que se pretende

modificar;

de tal modo que o gene de substituicao modifica a sequéncia
do anticorpo via recombinagao in vivo de homdlogos de

- . - -
sitio especifico; e

b) de se escolher um transfectante que produz a molécula de



anticorpo quimérico.

2.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracte-
rizado pelo facto de se modificar a sequéncia do anticorpo que

incorpora o gene da regiao estavel, ou uma sua fracgao.

3.~ Processo de acordo com a reivindicagéo 2, caracte-
rizado pelo facto de o gene de substituicao codificar uma segunda

regido estdvel do anticorpo, ou uma sua fracgao.

4.- Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracte-
rizado pelo facto de o gene de substituigao codificar um enzima,

toxina, hormona, factor de crescimento ou adaptador.

v

5.- Processo de acordo com a reivindicagéo 1, caracteri-~
zado pelo facto de a sequéncia de anticorpo a ser modificada

abranger o gene de regido varidvel, ou uma sua fracgao.

6.- DProcesso de acordo com a reivindicagao 5, caracte-
rizado pelo facto de o gene de substituigdo codificar uma segunda

regido varidvel de anticorpo, ou uma sua fracgao.

7.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracte-

rizado pelo facto de a sequéncia de anticorpo a ser modificada



abranger um gene de cadeia pesada.

8.- Processo de acordo com a reivindicagéo 7, caracteri-
zado pelo facto de a sequéncia alvo ser homdloga de regioes

Vv, D, J, ou regiao de desvio ou adjaceﬁfes de introes do gene

de cadeia pesada que se pretende modificar.

9.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo facto de a sequéncia de anticorpo a ser modificada incorporar

o0 gene de cadeia leve.

10.- Processo de acordo com a reivindicagao 9, caracteri-
zado pelo facto de a sequéncia alvo ser hombloga das regices

V, D ou J ou adjacente de introes do gene de cadeia leve qué se

pretende modificar.

11.- Processo para a producao de moléculas de anticorpos

quiméricos, caracterizado pelo facto:

a) de se cultivar uma linha de células produtora de anti-
corpos quiméricos obtida mediante transfecgao de uma
linha de células produtora de anticorpos com um vector

alvo constituido por:

i) um gene de substituicdo para modificar uma sequéncia
que codifica uma fracgao do anticorpo produzido por a

linha de células; e



ii) uma sequéncia alvo homdéloga de uma segunda sequén-

cia de DNA adjacente 3 sequéncia de anticorpo a ser

modificada;

de tal modo que o gene de substituigao modifica a sequén-
cia do anticorpo via recombinagéd de homdlogos de sitio

especifico in vivo e o anticorpo quimérico & expresso
s pela linha de células transfectada; e

(b) de 'se isolar a molécula do anticorpo quimérico do meio

de cultura.

12.- Processo de acordo com uma qualquer das reivindica-
¢oes 1 ou 11, caracterizado pelo facto de a molécula de anticorpo

quimérico incorporar uma regiao variadvel de origem murina e uma

regidao estavel de origem humana.

13.- Processo de acordo com uma gqualquer das reivindica-
¢oes 1 ou 11, caracterizado pelo facto de a molécula de anticorpo

quimérico incorporar uma regidao variavel ligada a um enzima, toxi-

na, hormona, factor de crescimento ou adaptador.
14.- Processo de acordo com a reivindicagao 12, caracte-

rizado pelo facto de a linha de células produtora de anticorpos

a ser submetida a transfecgao produzir anticorpos monoclonais L6.

15.- Processo de acordo com a reivindicagao 13, caracte-



rizado pelo facto de a linha de células produtora de anticorpos
a ser submetida a transfecgao produzir anticorpos monoclonais

L6'

16.~ Processo de acordo com a reivindicagao 14, ca-
racterizado pelo facto de a linha de células produtora de anti-

corpos compreender HB 8677 tal como depositada na ATCC.

17.- Processo de acordo com a reivindicagao 15, ca-

racterizado pelo facto de a linha de cé&lulas produtora de anti-

corpos compreender HB 8677 tal como depositada na ATCC.

18.- Processo de acordo com a reivindicagéo 12, carac-

terizado pelo facto de a linha de células produtora de anticorpos
a ser submetida a transfecgdo produzir anticorpos monoclonais

L20.

19.- Processo de acordo com a reivindicagao 18, ca-

racterizado pelo facto de a linha de células produtora de anticor-

pos compreender HB 8913 tal como depositada na ATCC.

20.- Processo de acordo com a reivindicagdo 13, ca-
racterizado pelo facto de a linha de células produtora de anti-

corpos a ser submetida a transfecgao produzir anticorpos mono-

clonais L20.



2l.- Processo de acordo com a reivindicagdo 20, ca-
racterizado pelo facto de a linha de células produtora de anti-

corpos compreender HB 8913 tal como depositada na ATCC.

Lisboa, 26 de Outubro de 1988
Q Agente Oficial da Propriedade Industrial
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RESUMO

"Processo para a produgao de anticorpos quiméricos mediante

recombinagao de homdlogos"

Descreve-se um processo para a produgao de anticorpos gqui-
méricos utilizando novos vectores de DNA recombinante e recombina-

¢do de homdlogos in viva.

As instrucdes de DNA recombinante da presente invengao po-
dem ser utilizadaspara submeter a transfecgéo células produtoras
de anticorpos, de tal modo que a recombinacdao de hdmologos alveja-
dos ocorre nas células transfectadas que conduzem & modificagdo

de genes e & produgao de moléculas de anticorpos quiméricos pelas

células transfectadas.

.Lisboa, 26 de Outubro de 1988
© Agente Oficial da Propriedade Industrial
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