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Den foreliggende opfindelse angar rekombinant-DNA-metoder til
fremstilling af immunoglobuliner, genetiske sekvenser, der ko-
der derfor, sivel som fremgangsmader til opnielse af sadanne

sekvenser.

Anvendelse af celle-til-celle-fusion til fremstilling af mono-
klone antistoffer ifslge Kohler og Milstein (Nature {London),
256: 495, 1975) har affedt en revolution inden for biologi som

med hensyn til betydning svarer til opfindelsen af rekombinant-
DNA-kloning. Hybridoma-fremstiliede monoklione antistoffer er
allerede anvendt i stor udstrakning i klinske diagnoser og ved
grundlaggende - videnskablige studier. Anvendelse af human B-
ce11ehybridomafremsti11et monoklone antistoffer er meget lov-
ende fof den kliniske béhandling af cancer, virale og mikro-
bielle infektioner, B-ceTlefimmunofbrstyrre1ser med formind-
sket antistofproduktion og andre éygdomhe og forstyrrelser af

immunsystemet.

Desvaerre er udbytter af monoklone antistoffer fra humane hy-
bridomacellelinier forholdsvis tave (lvug/mI i human x human
sammenliignet med 100 ug/m]li musehybridomaer), og produktions-
omkostninger er heje for antistoffer fremstillet ved hjalp af
human vavskultur i stor madlestok. Mus x mus-hybridomaer er pa
den anden side anvendelige, forbi de fremstiller rigelige
mengder af protein, og disse cellelinier er mere stabile end
de humaﬁe linier. Gentagne injektioner af "fremmede"-antistof-
fer, sisom museantistof, i mennesker kan imidlertid fore ti)

skadelige hypersensitivitetsreaktioner.

Der er derfor foretaget nyere undersogelser af muligheden for
at fremstille antistoffer, der har fordelene ved de monoklone
antistoffer fra mus-mus-hybridomaer, men de humane monklone .

antistoffers artsspécifikke egenskaber.

Et andet problem, som immunologer meder, er, at de fleste hu-
mane monoklone antistoffer (dvs. antistoffer med humane gen-
kendelsesegenskaber) opndet i cellekultur er af IgM-typen. Nar
det er onskeligt at opnd humane monokloner af IgG-typen, har

det imidlertid varet nodvendigt at anvende sadan teknik, som
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celtesortering, fof at skille de fa& celler, som har skiftet
til fremstilling af antistoffer af IgG-typen eller anden type,
fra sterstedelen, der producerer antistoffer af IgM-typen. Der
bestar derfor et behov for en mere bekvem hetode til skift af
5 .antistofklasser for et hvilket som helst givet antistof med en

forudbestemt eller snsket antigenspecificitet.

Den foreliggende forbindelse forener bade hybridomatekn{k og
monoklon antistofteknik og tilvejebringer en hurtig og effek-
tiv metode, savel som produkter hidrorende derfra, til forbed-

10
ret produktion af kimere humane/ikke-humane antistoffer eller

af "klasseskiftede" antistoffer.

Forseg pa at lose problemet med at frembringe kimzre antistof-

fer har varet beskrevet af forskellige forfattere.

F.eks. beskriver Cabilly et al. i EP-A-125023 konstruktionen af en ekspressionsvektor

for en kimar immunoglobulinkzde, der omfatter gentagne trin af fordgjelse med
restriktionsendonuklease, oprensning af fragmenter eller udfyldning med Klenow-
20 polymerase og dNTP'er samt ligering. Det resulterende plasmid bazrer et menne-

ske/muse-hybridgen omfattende en variabel museregion og en konstant human region.

1 GB-A-2137631 beskrives cDNA-kloner, der koder for lette immunoglobulin-lambda-

25  kader og tunge immunoglobulin-p-kader.

Sharon et al., Nafure 309: 364 til 367 (24. maj 1984) beskriver ékspression af kimeare

antistoffer omfattende V-regionen af en tung musekeade og C-regionen af en let muse-

30 K-kade. Konstruktion af genet blev udfert under anvendelse af genomiske DNA-
fragmenter. S
Kudo et al. beskriver i EP-A-184187 (kendt teknik under artikel 54 (3) EPC) konstruk-
tionen af muse-menneske-kimar tung immunoglobulinkzde-DNA, hvitket DNA er iso-
35 ‘

leret fra genomiske DNA'er fra henholdsvis mus og menneske.

Weissman et al. beskriver i WO86/05513 (dokument under artikel 54 (3) EPC) en

plasmidvektor til anvendelse til fremstilling af muse/menneske-«-kade-gener.




10

15

20

25

-30

35

DK 175680 B1

S.L. Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 81:6851-
6855 (november 1984) beskriver fremstillingen af et muse-
human-antistofmolekyle med defineret antigenbindingsspecifi-
citet, fremstillet ved at gener for de variable regioner fra
en muse-antistof-fremstillende myeiomace11e1inie med kendt an-
tigenbindingsspecificitet forenes med gener for humant immuno-
globulins konstante regioner under anvendelse af rekombinant-
DNA-teknik. Kimazre gener blev konstrueret, hvor den tunge ka-
des variable regionexod fra mye1oméce11e1inien S$107 knyttedes
godt til konstante regionexoner i humant IgGl's eller IgG2's
tunge kade, og hvor den Tlette kedes variable regionexon fra
den samme myeloma til human kappa lette kzdeexon. Disse gener

blev transficeret i musemyelomacellelinier og transformerede

. celler, der fremstillede kimare muse-human-antistoffer 'mod

phosphocholin var saledes udviklet,

S.L. Morrison et al., europaisk patentpublikation nr. 173494

(publiseret &5. marts 1986) beskriver kimare "receptorer”
{(f.eks. antistoffer) med variable regioner hidrerende fra én
art og konstante regioner hirgrende fra en anden, Der navnes

anvendelse af cDNA-kloning til konstruktion af generne, selv

om der ikke er anfert detaljer med hensyn til cDNA-kloning

eller priming. (Se side 5, 7 og 8).

G.L. Boulianne et al., Nature, 312:643 (13. december 1984)
fremstiller ogsé& antistoffer, der bestar af muse variable re-
g{oner forenet med humane, konstante regioner. De'opbyggede
immunogﬁobu]ﬁngener, _hvori DNA-segmenterne, der koder for
muse variablie regioner, spedifikke for haptentrinitrophenyl
{TNP), b1ev'forenet med segmenter, der koder for humane mu
og kappa konstante regioner. Disse kimzre gener blev udtrykt

som funktionel TINP-bindende kimar IgM.

Se hos Munro, Nature, 312:597 (13. december 1984), Dickson,
Genetic Engineering News, 5, nr. 3 (marts 1985) eller Marx,
Science, 299:455 (august 1985) for en kommentar pi arbejdet

udfert af Boulianne et al. og Morrison et al..
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M. S. Neuberger et al.,, Nature, 314:268 (25. marts 1985) kon-
struerer ogsa en kimar, tung kade af immunoglobulingen, hvori
et ONA-segment, der koder for en muse variabel region specifik
for hapten-4-hydroxy-3-nitrophenacetyl (NP) blev forenet med
et segment, der koder for den humane €¢-region. Nar dette ki-
mare gen blev transficeret ind i J558L-cellelinien, blev et
antistof fremstillet, som bandt til NP-haptenen og havde hu-

mane IgE-egenskaber.

10 M. S. Neuberger et al. har ogsa publiceret arbejde, der viser
fremstillingen af cellelinier, som secernerer haptenspecifik-
ke antistoffer, hvori Fc-delen er blevet erstattet enten med
en - aktiv enzymdel (6. Williams og M.S. Neuberger, Gene 43:319,
1986) eller med et polypeptid, der udviser p—myc~antigendeter~

15 minanter {Nature, 312:604, 1984).

M. Neuberger et al, PCT-publikation W0B6/01533 (publiceret 13.
marts 1986) beskriver ogsad fremstillingen af kimzre antistof-
fer (se side 5) og foreslaAr blandt teknikkens mange anvendel-

ser begrebet "klasseskift" (se side 6). -

20
M. Taniguchi, i europaisk patentpublikation nr., 171.496 (pub-
liceret 19. februar 1985) beskriver fremstillingen af kimare
antistoffer, der har variable regioner med tumorspecificitet
og hidrerer fra forsegsdyr og konstante regioner, der hidrorer
| 25 '

fra mennesker. De tilsvarende tunge og lette kedegener frem-

stilles i den genome form og udtrykkes i mammale celler.

S. Takeda et al., Nature, 314:452 (4. april 1985) har beskrev-
et en mulig metode til konstruktionen af kimare immunoglobu-

30 lingener, som har intronsekvenser fjernet ved anvendelsen af
en retrovirusvektor. Et uvenfet>sp1ejsedonorsted for&rsagede
imidlertid fjernelsen af V-regionledersekvensen. Dette forseg -
frembragte saledes ikke-fu1dstahdige kimere antistofmolekyler.

S. Cabilly et al., Proc. Natl, Acad. Sci., USA, 81: 3273-3277

(juni 1984) beskriver plasmider, som dirigerer syntesen i E.

35

coli af tunge kader og/eller lette kader af antistof imod

carcinoembryon~-antigen (CEA). Et andet plasmid blev konstrue-
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ret til ekspression af en afkortet form af tung kade (Fd')-
fragment i E. coli. Funktionel CEA-bindingsaktivitet blev op-
naet ved in vitro rekonstitution i E. coli-ekstrakter af en

del af den tunge kade med let kade.

S. Cabilly et al, europaisk patentpublikation 125023 (publice-

"ret 14. november 1984) beskriver kimzre immunoglobulingener 0g

deres formodede produkter savel som andre modificerede for-
mer. PA siderne 21, 28 og 33 diskuteres cDNA-kloning og pri-

ming.

M. A. Boss, europaisk patentansggning 120694 (publiceret 3.
oktober 1984) beskriver ekspression i E. coli af ikke-kimére
immunoglobulinkader med A-nitrophenylspecificitet. Der er en
almen beskriveIée af kimare antistoffer, men ingen detaljer

(se side 9).

C. R. Wood et al., Nature, 314: 446 (april 1985) beskriver
plasmider, som dirigerer syntesen af muse-antistofproteiner
mod NP i gar. Tung kade af mu-antistofproteiner viste sig at
vere glycosyleret i garcellerne. Nar bade tunge og lette kader
blev syntetiseret i den samhe celle, blev noget af proteinet
samlet til funktionelle antistofmolekyler som pavist ved anti-
NP-bindingsaktivitet i opleseligt protein fremstillet fra ger-

celler.

A. Alexander et al., Proc. HNat. Acad. Sci. USA, 79: 3260-3264
(1982) beskriver fremstillingen af en cDNA-sekvens, der koder

'for en abnorm kort human Ig 7y tung kade {(OMM 73 HCD-serumpro-

tein), der indeholder en 19-aminosyreleder efterfulgt af de
ferSte 15 led i V-regionen. En omfattende indre deletion fjer-
ner den tilbagevarende del af V og hele Cyl-omradet. Dette er
cDNA, der kodef for et molekyle med en indre deletion.

T. W. Dolby et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 77: 6027-6031
(1980) beskriver fremstillingen af eﬁ cONA-sekvens og rekombi-
nantplasmider, der indeholder den samme kodning for mu og kap-
pa humane immunoglobulinpolypeptider. En af de DNA-rekombine-
rede molekyler indeholdt codoner for en del af CH3-konstant-

regionomradet og den hele 3'-ikke-kodende sekvens.




DK 175680 B1

6

M. Seno et al., Nucleic Acids Research, 11: 719-726 (1983) be-
skriver fremstillingen af en cDNA-sekvens og rekombinantplas-
mider, der indeholder den samme kodning for en del af den va-

5 riable region og hele den konstanhte region af den humane IgE
tunge kade (e-kade),

T. Kurokawa et al., ibid, 11: 3077-3085, (1983) viser kon-
struktionen under anvendelse af cDNA af tre ekspressionsplas-
mider, der koder for den konstante del af den humane IgE tunge
kede. '

10

F. T. Liu et al., Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 81: 5369-5373
(september 1984) beskriver fremstillingen af en cDNA-sekvens
og rekombinantplasmider, der indeholder den samme kodning af

15 ca. 2/3 af CHz-, og hele CHy3- og Cyd-omraderne af human IgE's
tunge kade.

Y. Tsujimoto et al., Nucleic Acids Res., 12: 8407-8414 (novem-
ber 1984) beskriver fremstillingen af en human V A cDNA-se-

20 kvens fra en Ig A-fremstillende human Burkitt-lymphoma-celle-
linie ved at benytte sig af et klonet konstant region-gen, som
en primer for cDNA-syntese. |

J. Murphy., PCT-publikation WO 83/03971 (publiceret 24, no-
25 vember 1983) beskriver hybridproteiner fremstillet af frag-
menter, der indeholder et toxin og en cellespecifik ligand

(som formodes muligvis varende et antistof).

Tan et al., J. Immunol. 135:8564 (november 1985) opniede eks-
pression af et kimart genomt gen for human-muse-immunoglobu-

30 1in efter transfektion ind i musemyelomaceller.

P. T. Jones et al., Nature 321:552 (maj .1986) konstruerede og
udtrykte en genom konstruktion, hvor CDR-omrader af varjable

regioner fra et monokiont museantistof blev anvendt til at

35 @erstatte de tilsvarende omrader i et humant antistof.
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L. K. Sun et al., Hybridoma 5 suppl. 1 517 (1986) beskriver et

kimert humant/muse-antistof med potentiel tumorspecificitet.
De kimzre tunge og lette kadegener er genone konstruktioner og

g udtrykkes i mammale celler.

Sahagan et al., J. Immun. 137:1066-1074 (august 1986) beskriv-
er et kimert antistof med specificitet over for et humant tu-
morassocieret antigen, for hvilket generne éer sammensatte ud

fra genome sekvenser.

i0
For en nyere oversigt over omrAdet, se ogs&d S. L. Morrison,
Science 229: 1202-1207 (20. september 1985) og V.T. Oi et al.,
BioTechniques 4:214 (1986).

15 0i et al.-beskrivelsen er ré]evant, da den anforer, at frem-

stillingen af kimare antistoffer fra cDNA-konstruktioner i gar

og/eller bakterier ikke nedvendigvis er fordelagtig.
Se ogsa kommentaren pd side 835 i Biotechnology 4 (1986).

20 Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en hidtil ukendt
fremgangsmade til at fremstille genteknologifremstillede anti-
stoffer med ensket variabel régionspecificitet og konstant re-
gionegenskaber gennem genkloning og ekspression af lette og

! tunge kader. De klonede immunoglobulingenprodukter kan freh-
' 25 stilles ved ekspression i gentekno1ogifremsti11ede organis-

mer.

Anvendelsen af kemisk gensyntese, rekombinant-DNA-kloning og

fremstilling af specifikke jmmunoglobulinkader i forskellige
organismer tilvejebringer en effektiv lssning for den effek-

0 tive produktion af humane monoklone antistoffer i stor male-
stok med antigenspecificiteter af enten humane eller ikke-
humane, isar gnavere, monoklone antistoffer. Opfindeisen til-
vejebringer ogsa en 1esning til problemet med klasseskiftende

'35 antistofmolekyler, saledes at det er pekvemt at fremstille im-

munoglobuliner med en hvilken som helst given klasses bestemte

bindingsspecificitet.
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Opfindelsen tilvejebringer vektorer omfattende cDNA-sekvenser, der koder for immu-
5 noglobulinkzder, som omfatter en konstant human region og en variabel, enten human

eller ikke-human, region. Immunoglobulinkzderne kan enten vare tunge eller lette.

Opfindelsen tilvejebringer ogsé gensekvenser, der koder for immunoglobulinkader, der

10 omfatter en variabel cDNA-region af ikke-human origin og en konstant genomregion af

human origin.

Opfindelsen tilvejebringer ogsa sekvenser, som ovenfor, der er
15 til stede i rekombinant-DNA molekyler, isar i bazrere, sasom
plasmxdvektorer, der er i stand til ekspression i snskede pro-

karyote e11er eukaryote varter,

Opfindelsen tilvejebringer ogsa konsensussekvenser'og speci-

fikke oligonucleotidsekvenser, der er anvendelige som sonder

20
for hybridisering og priming af cDNA-syntese af en hvilken
som helst hybridoma-mRNA, der koder for variable regioner med
en hvilken som helst pgnsket specificitet.
Opfindelsen tilvejebringer varter, der er i stand til ved
25 :

dyrkning at fremstille kimazre antistoffer og fremgangsméder

til anvendelse af disse varter.

Opfindelsen ti1vejebrin§er ogsa kimaere individuelle immunoglo-
bulinkader og hele samlede molekyler, der har humane konstante
30 regioner og ikke-humane variable regioner, hvor begge variable

regioner har den samme bindingsspecificitet,

Blandt andre immunoglobulinkader og/eller -molekyler, der til-

vejebringes ved opfindeisen, er:
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(a) et fuldstandigt, funktionelt immunoglobulinmolekyle, der

omfatter
(i) to identiske kimare tunge kader, der omfatter en ikke-
5 human variabel region og en human konstant region, 0gQ
{(ii) to identiske helt (dvs. ikke-kimzre) humane lette ke-
der.
(b) et fuldstendigt, funktionelt immunoglobulinmolekyle, der
10 cmfatter
{1) to jdentiske kimere tunge kader, der omfatter en ikke-
human variabel region og en human konstant region, og
{(id) to identiske helt (dvs. ikke-kimare) ikke-humane lette
15 kader. '
{c) et monovalent antistof, dvs. et fuldstandigt funktionelt
immunoglobulinmolekyle, der omfatter:
20 (i) to identiske kimzre tunge kader, der omfatter en ikke-
" human variabel region og en human konstant region, og '
{ii) to forskellige lette kader, hvoraf kun en har den
samme specificitet som den variable region hos de tunge kader.
Det resulterende antistofmolekyle binder kun til én ende deraf
?
25 og er derfor ude af stand til divalent binding,
(d) et antistof med to forskellige specificiteter, dvs. et
fuldstandigt, funktionelt immunoglobulinmolekyle, der omfatter:
30 A{d) to forskellige kimare tunge kzder, hvoraf den forste
er én, der omfatter en ikke-human variabel region og en human
konstant region og den anden omfatter en fprske]]ig ikke-
human variabel region og en human konstant region, og
(i) td forskellige kimazre lette kader, hvoraf den forste
35 omfatter en ikke-human variabel region, der har den samme
specificitet, som den ferste tunge k=des variable region og en
human konstant region, og den anden omfatter en ikke-human
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10

variabel region, der har den samme specificitet, som den anden

tunge kades variable region, og en human konstant region.

Det resulterende antistofmolekyle binder til to forskellige

antigener.

Genetiske sekvenser, . isar cDNA-sekvenser, der koder for de
fornavnte kombinationer af kimere kader eller af ikke~kimzre

kader tilvejebringes ogsa heri.

10 Opfindelsen tilvejebringer ogsa en genetisk sekvens, isar en
CDNA-sekvens, der koder for den variable region af et anti-
stofmolekyles tunge og/eller lette kade, operabetlt koblet til
en sekvens, der koder for et po]ypeptid; der er forskelligt
fra en immunoglobulinkade (f.eks. et enzym). Disse sekvenser

15 kan samles ved hjzlp af metoder ifelge opfindelisen og udtryk-
kes ti) opnaelse af molekyler med blandet funktion.

Anvendelsen af cDNA-sekvenser er serligt fordelagtigt sammenF
lignet med genome sekvenser (som indeholder infroner) ved at
§ CDNA-sekvenser kan udtrykkes i bakterier eller andre varter,

som mangler RNA-splejsningssystemer.

Blandt foretrukne specifikke antistoffer er sadanne, der har

specificiteter til cancer-besltegtede antigener.

25 F{gur 1 viser DNA-omordninger og ekspressionen af immuneglobu-
lins mu og y tunge kadegener. Dette er en skematisk reprasen-
tation af det humane tunge kzdegenkompleks, ikke vist i de
rigtige forhold. Varijabel-V-regiondannelse hos tung kede fore-
kommer gennem foreningen af VH-., D- o0g Jy-gensegmenter. Dette

30 frembringer et aktivt mu-gen. En anden type DNA-omordning
kaldet "klasseskift" omlokaliserer den bundne VH. D og Jy re-
gion fra den mu konstante C-region til en anden tung kades C-

region {skiftning til y er anfert her}). Der fremhaves skema-
tisk at J-regionen er et almindeligt trzk hos alle udtrykte
35 tunge k®degener. J-regionen er ogsi et almindeligt trazk hos

udtrykte lette kadegener.

Figur 2 viser de kendte nucleotidsekvenser hos humane J-regi-

oner og muse-J-regioner. Consensussekvenser for J-regionerne
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11

er vist nedenfor de faktiske sekvenser. Oligonucleotidsekven-
sen under muse-kappa J-regionconsensussekvensen er et “"univer-
salt immunoglobulingen“-oligonucleotid (UIG), som anvendes i

den foreliggende opfindelse.

Figur 3 fremhaver skematisk anvendelsen af UIG-oligonucleotid-
pr%meren for syntesen af cDNA komplementar til immunoglobulin-
messenger-RNA's variable region, eller anvendelsen af oligo-dT
som en primer for cDNA-syntese efterfulgt af in vitro mutage-

nese.

Figur 4 viser syntesen og analysen af_humane IgGl-gener, om-
fattende tre isolerede kloner (A.b), hvoraf en (pGMH-6) an-
vendes som en kloningsvektor (B). En 1,5 kb deletion af
pBR322-sekvens mellem Bam HI og Pvull er markeret. Ikke i
malestoksforhold.

Figur 5 viser kloningsvektoren pQ23, en modificeret pBR322,
egnet til cDNA-kloning ved KpnI-stedet. Oenne vektor indehol-
der ogsa de anvendelige restriktionsenzymsteder Bgl1ll og Sall.
Ikke i madlestoksforhold.

Figur 6 viser i A. syntesen og analysen af humane lette kade-
kappagener. Figuren viser ogsa i B. (ikke +# malestoksforhold)

konstruktion af en human Cx-region—k1oningsvektor pING2001.

Figur 7 viser primerer konstrueret til syntese af immunoglo-
pbulins V-region. {A) viser J-C—regionef af tung kade og prim-
erer. En DNA-version af hver muse-J-region af tung kade er -
vist direkte over primerer konstrueret fra den sekvens. Muse-
J-regioner er 5' til 3', fra venstre til hejre, mens primerer
er 3; til 5', venstre til hesjre. Primernavne er omfattet af
klammer, og antal nucleotider (N) og antal af forkert matchede

med hver Jy-region er anfert til hejre. Primerer, som indferer

et BstEIl-sted, er understreget. (B) viser J-regionerne af

lette kader og primerer. Det samme som for (A) bortset fra
lette kader. Primerer konstrueret til at indfere et BgllI-sted
er understreget, som Bcll-stedet, der er til stede i

pING2016E. (C) viser UIG-primerer til muse-variable regioncon-
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sensus. Den faktiske primersekvens er vist nedenfor den kon-
sensussekvens. Den humane Cx-HindIII-vektor pGML60 er vist ne-

denfor. (D) viser en muse y 2a J/C-forbindelsesprimer.

Figur 8 viser syntesen af V-regionmodulgener af tung kade under
anvendelse af oligonucleotid primet cDNA-syntese. Ikke i male-
stoksforhold.

Figur 9 viser konstruktionen af hybride muse-humane-immunoglo-
10 bulingener. Del A viser konstruktionen af et gen for tung
kade. Stiplede regioner viser C-regionmoduler, mens skraverede
eller sorte regionef viser V-regionmoduler. Ikke i mAlestoks-
forhold.
15 Figur 10 viser konstruktionen af cBNA-kloningsekspressions-
"pendul”-vektorer for mammale celler. Vektorerne PING2003 og
PING2003E hidrorer fra ptLl, pUC12, pSV2-neo og M8-g-RX12. Stip-
lede regioner indikerer DNA-fremmer til muse tung kade, skra-
verede regioner indikerer SV-40-DNA fra plL1, 0og dobbeltskrave-
rede regioner indikerer SV-40-DNA fra pSV2-neo. I vektorerne
PING2003 og pING2003E reprasenterer tykke linier PBR322-DNA
fra pSV2-neo, mens tynde linier betegner pUC12-ONA. Pile in-
dikerer SV-40 tidlige regionpromotorers lokaliseringer og
retningér, og indikerer en fuldstendig SV-40-intronsekvens.

25 Ikke i malestoksforhold.

Figur 11 viser konstruktionen af det tunge kadeekSpressiéns‘
plasmid pING2006E. Pilene viser SV-40-promotorlokaliseringer
og retninger for transcription. Skraverede og sorte omrader
viser muse-V-regionmoduler, mens stiplede omraAder viser humane
30 C-regionmoduler. Ikke i ma&lestoksforhold,
Figur 12 viser strukturen af de kimazre anti-hepatitis tunge
kadegener i ekspressionsplasmiderne PING2006E og pING2012E.
Del A viser strukturen af kim2re muse-human anti-hepatitis
35 tunge kadegener. Strukturen af humant IgGl-mRNA- og -cDNA er
vist i A.a.. Den humane tunge kades konstante regions cDNA-
klon pGMH-6 o0g cDNA-kloner for muse tung kades variable region

pBS13-1 og pJ3-11 blev anvendt til at fremstille hybridgenet
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anvendt i pING2006E. Skraverede genblokke indikerer muse
variabtle regionsekvenser; mens Aabne genblokke viser humane
IgGl konstante ‘regionsekvenser. Oel B viser den nuc]eot%de
sekvens af anti-hepatitis B tung kedes variable region 1
pING2006E og pING2012E. pING2012E blev konstrueret ved forst
at indsztte et Bglll-sted ved Sall-stedet i pING1202 {se fig.
16) til dannelse af pING1202Bgl1II. Det kimare tunge kadegen
fra dette plasmid blev indsat i ekspressionsvektoren
pING2003€E, hvilket resu]tefer i pING2012€. pING2012E er for-
skelligt fra pING2006E i regionen esjeblikkeligt opstrems for
initiatoren ATG. Understregede nucleotider betegner humane J-
regionsekvenser fra cDNA-klonen pGMH-6. Aminosyre 117 med
stjerne indikerer en enkelt =ndring ved dette sted fra muse
ti1 human sekvens (Ala til Ser) indfert i1 den kimere gen-J-
region. Razkkefplgebestemmelse var ved hjalp af Sanger-metoden
pA plasmidskabeloner (&ben cirkel) og Ml13-skabeloner { Tukket
cirkel).

Figur 13 viser i del A J-C-forbindelsesregionnucleotidsekven-
sen i lette kadekloner hidrorende fra pING2001 (pMACK-3,
pING2013E, PpING2007E, pING2010E-gpt og pING2014E-gpt). J-
regionsekvensen begyndende fra pK2-3 er markeret human-JK4. G-
nucleotidet, ikke forudsagt ved genom razkkefplgebestemmelse,
er markeret med en stjerne. Oligonucleotidprimeren (K2-4BCLI),
som anvendes til at modificere denne sekvens, er vist under
den humane JK4-sekvens. Del B viser fremgangsmaden til sted-.
rettet mutagenese, der anvendes til at fremstille pING2016E-
gpt. Ikke i malestoksforhoid.

Figur 14 genkopinummer af de transficerede sekvenser i to
transformanter. nONA fra 2AES, 2BH10 blev fordejet med de an-
forte enzymer. Koncentrationen af DNA er titreret ned tvars
over banerne med den mangde, der er anfert over dem. Sonden
indeholder humane C-y-1-sekvenser (pmvHc24 Apal-BamHI). Refe-
rencen er kenscelle (eng.: germ-line) eller GM2146 nDNA for-
dejet med Apal. 3' Apal-stedet er 2 bp for stedet for poly(A)-
addition (3).

Figur 15 viser nucleotidsekvensen af V-regionen af L6-VH{-cDNA-
klon pH3-6a. Sekvensen blev bestemt ved dideoxytermineringsme-
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tode under anvendelse af M13-subkloner af genfragmenter (vist
nedenfor). ibne cirkler betegner aminosyrerester bekraftet ved
peptidsekvens. En sekvenshomolog til Dgp,o i CDR3-regionen er

understreget.

Figur 16 viser nucleotidsekvensen af V-regionen af L6-Vg-
cONA-klon pl3-12a. 0Oligonucleotidprimeren anvendt for sted-
rettet mutagenese er vist nedenfor Jx5-segmentet. Abne cir-
kler betegner aminosyrerester, der er bekrzftet ved peptidse-

10 kvens.

Figur 17 viser konstruktionen af kimare L6-VQ- samt humane
C-y-1-ekspressionsplasmider. Del (a) viser sekvenserne af

BAL-31 deletionklonerne M13mp19-CL-6-4 (C1-6-4) og Mi3mpl9-Cl-

| 6-21(C1-6-21). S5'-enden af cDNA-klonen, pH3-6a, er betegnet
med en pil. Ml3-sekvenser er understreget. Den oligonucleotid-
primer, der anvendes til dette eksperiment, er H3-6a
(5'-GACTGCACCAACTGG-3*'), som primer i FR1, nar den fuldt ud-
viklede N-ende. Del (b) viser strategien for sted-rettet mu-
tagenese af 1 ug kloner C1-6-4 og C1-6-21, hver fojet til 20
20 ng af 31-mer-oligonucleotidet MJH2-Apal. Komplementar streng-
syntese med Klenow-fragmentet af DNA-polymerase foregik ved
stuetemperatur i 30 minufter, derefter 15°C i 72 timer. Trans-
ficerede fag-plaquer blev adsorberet til nitrocellulose,
fastnet med NaOH og hybridiseret til 32p-market MJH2-Apal-
oligonucleotid ved 65°C, 18 timer, i 4 x TBS (0,6M NaCl, 0,04M
.tris—HC1 {pH-verdi 7,4), 0,004M EDTA) og 10% dextransulfat.
Afsluttende vask af filtrene foregik ved 65°C, 4 x SSPE, 0,1%
SDS i 15 minutter (T. Maniatis et al., Molecular Cloning: A

25

Laboratory Manual, 1982). Positive plaquer blev pavist ved ud-
30 szttelse for "Kodak" XAR~-film natten over og blev difekte ud-
valgt for vekst og restriktionenzymanalyse af RF-DNA. Forkert
matchede mellem MJH2-Apal-oligonucleotidet og muse-CHyl er an-
fort, hvilket resulterer i de kodningsandringer, som er vist
nedenfor oligonucleotidet. Del (c) viser strategien for sub-

35 . : '
stitutionen af hver af de mutageniserede L6-Vy-moduler for den

residente Vy af det kimzre ekspressionsplasmid pING2012 til
dannelse af pING2111 og pING2112.
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Figur 18 viser konstruktionen af det kimare L6-ekspressions-
plasmid pING2119. Sall til BamHI fragmentet fra pING2100 er
identisk med Sall til BamHI-A fragmentet fra pING2012E.

Figur 19 viser modificering af Vg-genet og dets anvendelse ved
konstruktion af let kmde og tung samt lette kadeekspressions-

plasmider.

(a) Deletion af oligo-d[GC]l-segment 5' af Vx af L6. 0Oligonu-
cleotidet er en 22-mer og indeholder et Sall-sted. De tre for-
kert matchede er vist. Vg-genet bindes efter mutagenese som et
SalI-HindIII-fragment til human-C-K-modul. Det‘sé1edes dannede
ekspressionsplasmid er pING2119.

(b)_ pING2114, et tungt samt let kaedeekspressionsplasmid. Eks-
pressionsplasmidet pINGZlia indeholder det kimare L6 tunge ka-
degen fra pING2111 og den kimare lette kade fra pING2119
(tykke Tinie).

Figur 20 viser en opsummering af de sekvensandringer, der er
foretaget ved konstruktionen af de kimare L6 antistof-ekspres-
sionsplasmider. Understregede rester i den 5' ikke-translate-
rede region hidrerer fra de klonede muse kappa og tunge kade-
gener. Rester med en cfrke] omkring i V/C-gr®@nsen resulterer
fra mutageneseoperationer til fremstilling af restriktionsen-
zymsteder i denne region. Rester betegnet med sma cirkler over
dem i L6 tunge kadekimar resulterer ogsd fra mutagenese. De

er ikke udtrykte {(eng: silent) andringer,

Figur 21 viser 2H7 Vy-sekvensen. Vy-genet indeholder Jul-se-
kvenser og DSP.2-sekvenselementer. Sm& cirkler over aminosyre-

resterne er sadanne, som matcher peptidsekvenser.

Figur 22 viser 2HT V| -sekvensen. Vk-genet indeholder Jk5-se-
kvenser. €t 22-mer-oligonucleotid blev anvendt til at placere
et Sall-sted &' ATG-initiatorcodonet. Sm& cirkler oven over

aminosyreresterne er de, som matcher peptidsekvenser.

Figur 23 viser de kimare immunoglobulingenekspressiohspTasmi-

der med 2H7-specificiteten. pING2101 (VH.neo), pING2106
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{(Vk.,neo) og pING2107 (Vk,gpt) er et-gen-plasmider. De andre er
to-gen-plasmider. Deres konstruktion involverer ligeringen af
de storre Ndel-fragmenter af pING2101 og pING2107 til linea-
riseret pINGZIOG delvis fordojet med NdeI: pHL2-11 og pHL2-26

5 blev opndet ud fra pING2101 og pIN62106;'pLL2—25 blev opnaet
fra pING2107 og pING2106.

Figur 24kviser en opsummering af de nucleotidandringer, der er’
introduceret i Vy og Vg ved konstruktionen af de kimzre plas-
10 mider. De beslagtede Vy- og Vk-nucleotidrester 3§ 5'-enden er
understreget., Rester med cirkler i J-C-forbindelsesstederne

hidrorer fra de humane C-moduler.

Generelt er antistoffer sammensat af to lette og to tunge

kademolekyler. Lette og tunge kader er fordelt i omrader med
15 strukturel og funktionel homologi. De variable regioner i bade
lette (VL) og tunge (Vy4) kader bestemmer genkendelse og speci-
ficitet. Lette (Cy) og tunge (CH) kazders konstante regionsom-
rader giver vigtige biologiske egenskaber, s&som antistof-
kede forening, udskillelse, transplacental mobilitet, komple-

mentbinding og lignende.

En kompleks razkke af begivenheder forer til immunoglobulin-
genekspression i B-celler. V-region gensekvenser givende anti-
genspecificitet og -binding er 1lokaliseret i separate kens-
25 linie-gensegmenter, der benavnes Vy, D og Jy; eller Vi og J..
Disse gensegmenter er forbundne ved hjalp af ONA-omordninger
til dannelse af de fuldstendige V-regioner udtrykt i henholds-
vis tunge og lette kader (fig. 1). De omordnede forbundne
{VL-J og Vy-D-Jy) V-segmenter koder derefter for de fuldstan-
30 dige, variable regioner eller antigenbindingsomrader hos hen-

holdsvis lette og tunge kader.

Visse benavnelser og udtryk anvendes gennem hele beskrivelsen
og kravene. De felgende definitioner anfores med det formal at

35 skabe klarhed og overensstemmelse.

1, Ekspressionsvektor - et plasmid DNA, der indeholder nod-

vendige regulatoriske signaler for syntesen af mRNA, der hid-

rorer fra gensekvenser, som kan indszttes i vektoren.
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2. Modulvektor - et pltasmid DNA, der indeholder et konstant

eller 'variabelt regiongenmodul.

3. Ekspressionsplasmid - en ekspressionsvektor, som indehol-

der et indsat gen, séasom et kimart immunoglobulingen.

4. Genkloning - syntese af et gen, indsattelse i DONA-vektor-

er, og identifikation ved hybridisering og lignende.
§. Transfektion - overferslen af DNA ind i mammale celler.

Opfindelsen tilvejebringer en hidtil ukendt fremgangsmade til
kloning og produktion af humane antistoffer med gnsket speci-

ficitet. Generelt forener fremgangsmaden fem elementer:

(1) Isolering af messenger-RNA (mRNA) fra B-cellehybridoma-
tiner, der producerer monoklone antistoffer mod specifikke an-

tigener, kloning og cDNA-fremstilling derfra.

{2) Fremstilling af universelle immunoglobulingen-oligonucle-
otider (UIG), der er anvendelige som primerer 6g/e11er sonder
for kloning af de variable regiongensegmenter i det lette og
tunge kade mMRNA fra specifikke humane eller ikke-humane hybri-

domacellelinier, og cDNA-produktion derfra.

{3) Fremstilling af konstant regiongensegmentmoduler ved
cDNA-fremstilliing og kloning, eller genom genfremstilling og'

kloning.

{4) Konstruktion af fuldstandige, tunge eller lette kade-
kodende sekvenser ved kobling af de klonede specifikke immuno-
globulin variable regiongensegmenter fra del (2) ovenfor til

klonede humane konstante regiongensegmentmoduler.

{(5) Ekspression og produktion af lette o0g tunge kader i ud-
valgte vaerter, omfattende prokaryote og eukaryote varter, en-
ten i separate fermentationer efterfulgt af samling af anti-
stofmolekyler in vitro, eller gennem produktion af begge kader

i den samme celle.

Opfindelsen anvender klonede hybridoma-B-cellelinier, der

fremstiller monoklone antistoffer med defineret specificitet
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for isolering af mRNA for cONA-kloning. P2 grund af at ‘mange
lymfoide cellelinier indeholder meget aktive nucleaser, som
nedbryder mRNA under isolering, anvendes der ifolge opfindel-
sen metoder til fremstilling af mRNA specifikt udviklet for
5 isolering af intakt mRNA fra celler og vaev, der indeholder ak-

tive nucleaser. £€n sé&dan fremgangsmade giver fremstillinger af
totalt RNA ved celle- eller vaevsedelzggelse i en ethanol-per-
; chlorat-terisblanding, som reducerer nucleasevirkning {(P.M.
i Lizardi et al., Anal. Biochem., 98: 116 (1979)). Denne frem-
i0 gangsmade giver intakt translationsdygtigt mRNA.

Andre fremgangsméader, som er blevet anvendt ifolge opfindel-
sen, omfatter ekstraktion af cellerne med lithiumchlorid samt
urinstof (C. Auffray og F. Rougeon, Eur. J. Biochem., 107: 303
(1980)) eller quaﬁidinthiocyanat (J. M. Chirgwin et al., Bio-
chemistry, 18: 5294 (1979)) til fremstilling af RNA.

15

Et universelt trzk ved alle lette og tunge immunogliobulinka-
degener og messenger-RNA‘er er den sakaldte J-region (dvs.
forbindelsesregion, se fig. 1). J-regioner hos tunge og lette
keder har forskellige sekvenser, men en hej grad af sekvensho-

mologi forekommer (storre end 80%) inden i de tunge kaders Jy-

regioner eller J-regionerne i kappa lette kade. Opfindelsen
tilvejebringer consensussekvenser for J-regioﬁer hos lette cog
- tunge kader, der er anvendelige ved udformning af oligonucleo-
tider (betegnet heri som UIG'’er) til anvendelse som primerer
eller sonder til kloning af lette eller tunge immunoglobulin-
kzder-mRNA'er eller -gener (fig. 2 eller 7). Afhangig af na-
turen af udformningen af en bestemt UIG kan den vere 1 stand
30 til hybridisering til alle immunoglobulin-mRNA'er eller ~-gen-
er, der indeholder en enkelt specifik J-sekvens, sasom UIG-

MJIH3, som kun detekterer muse-Jy3-sekvenser (fig. 7).

En anden anvendelse af en bestemt UIG-sonde kan vare hybridi-
sering til lette kade- eller tunge kade-mRNA'er med en speci-
35 fik konstant region, sdsom UIG-MJK, som detekterer alle muse-
Jk-holdige sekvenser (fig. 7). UIG-udformningen kan ogsa om-

fatte en sekvens til indfering af et restriktionsenzymsted i

et immunoglobulingens cDNA-kopi {se fig. 7). Opfindelisen kan
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f.eks. benytte kemisk gensyntese til frembringelse af UIG-
sonder til kloningen af V-regioner i immunoglobulin-mRNA fra
hybridomaceller, der laver monoklone antistoffer med onskede

antigen-specificiteter.

En multitrinsprocedure anvendes til dannelse af fuldstandige
V+C-region-cDNA-kloner fra lette og tunge kade-mRNA'er fra hy-
bridomacelle. I det ferste trin anvendes der ifeolge opfindel-
sen UIG-sonder som "primerer" for omvendt transcriptase-kopie-
ring af den fuldstandige V-region og tunge og lette kade-
mRNA'ers Jlederkodende sekvenser (fig. 3). Den komplementzre
streng af den primerudstrakte cDNA syntetiseres derefter og
denne dobbeltstrengede cONA klones i passende cDNA-klonings-
vektorer, sisom pBR322 (Gubler og Hoffman, Gene, 25: 263
{1983)) eller pQ23 (fig. 5, T. Maniatis et al., Molecular
Cloning: A tLaboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Publications, New York, side 224 (1982)). Kloner screenes for
specifik hybridisering med UIG-oligonucleotidsonder. Positive
tunge og lette kade-kloner identificeret ved denne screenings-
procedure kortlzgges og rakkefsligebestemmes til udvaligelse af

de, der indeholdgr V-region og lederkodende sekvenser,

En alternativ metode er at fremstille cDNA-kloner under anven-
delse af oligo-dT som en primer, efterfulgt af udvalgelse af
lette og tunge kade~-kloner ved hj2lp af standardhybridise-

ringsmetoder.

I et andet trin anvendes kloning af C-regiongensegmenter til
dannelse af tunge og lette kademodulvektorer. I én fremgangs-
mide fremstilles cDONA-kloner af human tung og let immunoglo-
bulinkade-mRNA. Disse cDNA-kloner omdannes derefter {1 C-
regionmodulvektorer ved sted-rettet mutagenese til placering
af et restriktionssted ved en onsket lokalisering nar en
grense til den konstante region. En alternativ metode anvender

genome C-regionkloner som kilden for C-regionmodulvektorer.

Et tredje trin i cDNA-kloning involiverer frembringelsen af
fuldstaendige, lette og tunge kade-kodningssekvenser med kob-

lede V- 0og C-regioner. De klonede V-regionsegmenter, frembragt
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som ovenfor, udskares og ligeres til lette eller tunge k=des
C-region-modulvektorer. For eksempel kan man klone den fuld-
stendige, humane, kappa lette kades C-region og den fuldstan-
dige humane y-1-C-region. Derudover kan man modificere en hu-

5 man y-l1-region og indfere et termineringscodon, hvorved der
opnis en gensekvens, som koder for den tunge kadedel af et
Fab-molekyle.

Kodningssekvenserne, der operationelt har koblede V- o0g C-
10 regioner, overfores derefter til passende ekspressionssystemer
for ekspression i passende varter, prokaryote eller eukaryote.
Operationelt koblet betyder forening i-ramme af kodningsse-
kvenser til afledning af en kontinuert translationsdygtig gen-
sekvens uden andringer eller forstyrrelser af triplet-laseram-

15 men.

En szrlig fordel ved at anvende genetiske c¢DNA-sekvenser
ifolge den foreliggende opfindelsen er den kendsgerning, at de

3 koder kontinuert for immunoglobulinkader, hvad enten tunge

t eller lette. Ved "kontinuert" menes, at sekvenserne ikke inde-
holder introner {dvs. 1ikke er genome sekvenser, men narmere,
da de hidrerer fra mRNA ved omvendt transcription, er sekven-
ser med nerliggende exoner). Dette karakteristika af cDNA-
sekvenserne tilvejebragt ifelge opfindelsen gor det muligt for
dem at kunne udtrykkes i prokaryote varter, sésom bakterier,

25 eller i lavere eukaryotiske verter, sasom gar.

En anden fordel ved cDNA-kloningsmetoder er den nemhed og sim-

pelhed, hvorved der opna&s V-regiongenmoduler.

30 Udtrykket "ikke-human® som anvendt ifelge opfindelsen er ment
som omfattende et hvilket som helst dyr forskelligt fra et
menneske, hvori en immunreaktion kan frembringes som derefter
ferer til anvendelige B-celler resulterende i tilsvarende hy-
bridomaer eller B-celle-kloner opndet ved viral transformation

35 og lignende. Sidanne dyr omfatter almindeligvis gnavere, sasonm

musen eller rotten. P& grund af at det er nemt at behandle og

opnéd mus, er musen pad nuvarende tidspunkt det foretrukne ikke-

humane dyr. Mus-mus-hybridomaer anvendes s&ledes som de fore-

trukne kilder for tunge og lette kaders variable regioner.
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Fortrinsvis tilvejebringer opfindelsen hele V- og/eller C-re-
gion-cDNA-sekvenser. Dette betyder, at sekvenserne koder for i
alt vezsentligt operable V- og/eller C-~regioner, uden mangel pa

nogen som helst storre strukturelle dele deraf.

Udtrykkene "konstante" og “"variable" anvendes funktionelt til
at betegne sadanne regioner i immunoglobulinkazden, hvad enten
hos tunge eller tette kader, som koder for egenskaber og trazk,
der besiddes af de variable og konstante regioner i naturlige
ikke-kima®re antistoffer. Som bemarket er det ikke nedvendigt
for den fuldst®ndige kodende region for variable eller kon-
stante regioner at vare til stede, sa Jlange som en funktionel

virkende region er til stede og ti]Qange?ig.

En lang razkke kildehybridomaer er tilgangelige til fremstil-
1ing af mRNA. Se f.eks. kataloget ATCC Cell Lines and Hybrido-
mas, december 1884, American Type Culture Collection, 12301
Parkiawn Drive, Rockville, Maryland 20852, U.S.A., side 5-9 og
ECACC Catalogue, 2. udgave; PHLS CAMR Porton Down, Salisbury,
Wills; SP40JG, U.K., side 30-35 o9 40-46. Hybridomaer, der se-
cernerer monoklone antistoffer, der er reaktive over for en
lang razkke antigener, er anfert deri og tilgazngelige fra sam-
tingen og anvendelige ifelge opfindelsen. Af sarlig interesse
af hybridomaer, der secernerer antistoffer, som er reaktive
over for virale antigener omfattende Denque kompleks-specifik
{ATCC HB 114), Denque type 1 virus (ATCC HB 47), Denque type 2
virus (ATCC HB 46), Denque type 3 virus (ATCC HB 48), Denque
type 4 virus (ATCC H8 48), Epstein-Barr receptor (ATCC HB
135), flavivirus-gruppe (ATCC HB 112), hepatitis B overflade-
antigen (ATCC CRL 8017 og 8018), herpes simplex type'I (ATCC
HB 8068), herpes simplex type II (ATCC HB 8067), influenzavi-
rus (ATCC CL 189), influenza A-virus, matrixprotein (ATCC HB
64), influenza A-virus, nucleoprotein (ATCC HB 65), influenza
A Bangkok/1/79HA (ATCC HB 66), influenza AWSN NP (ATCC HB 67),
SV4Q stor T-antigen {(ATCC TIB 115), SV40 stor T-antigen, C-
terminalende (ATCC TIB 117) og SV40 ikke-viral T-antigen (ATCC
TIB 116). Eksempler p& andre hybridomaer omfatter sa&danne, der

secernerer antistoffer til tumorassocierede antigener eller
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til humane lymfocytantigener, sasom sadanne, der er reaktive
med human tumor-associeret CEA, hej mw (ATCC CRL 8019), human
tumor-associeret a-fetoprotein, IgGyK (ATCC HB 134), human B-
lymfocyt HLA-DR, monomorph, IgGyp (ATYCC HB 104), human T-lym-
5 focyt T-celleforstadier, IgGy (ATCC CRL 8022), human T-lymfo-
cyt T-celle-delm®engde, hjzlper, XgGyp (ATCC CRL 8002), T-
delimzngde, suppresser/cytotoksisk, human, 1g67 (ATCC CRL
8013), T-celledelmzngde,suppressor/cytotoksisk, human, 1gGjy,
(ATCC CRL 8014), T-celler, periferal, human, IgGy (ATCC CRL
10 8000), Y-celler, periferal, human IgGza (ATCC CRL 8001), thy-
mocytter, "almindelige”, humane, IgG; (ATCC CRL 8020},

Disse linier og andre af lignende natur kan anvendes til at
kopiere mRNA, der koder for variabel region, under anvendelse
15 af UIG-sonder. Af sarlig interesse har antistoffer med speci-

ficitet over for humane tumorantigener.

Ekspressionsbarere omfatter plasmider eller andre vektorer.
Foretrukne blandt disse er barere, der bzrer en funktionel
fuldstendig human konstant, tung eller 1let kadesekvens, der
har passende restriktionssteder fremstiliet séaledes, at en
hvilken som helst variabel tung eller let kzdesekvens med de
passende cohasive ender let kan dindszttes deri. Humane kon-
stante, tung eller let kadesekvens-holdige barere er siledes
en vigtig udferelsesform for opfindelsen. Disse barere kan an-
25 vendes som mellemprodukter til ekspression af en hvilken som
helst ensket komplet, tung eller let kade i en hvilken son

helst passende vart.

En foretrukken vart-er gar. Gar tilvejebringer i alt vasent-
30 ligt fordele for fremstillingen af lette og tunge immunoglobu-
linkader. B2r udferer post-translationale peptidmodifikationer
omfattende glycosylering. Et antal af DNA-rekombineringsstra-
tegier eksisterer nu, hvori der anvendes starke promotorse-
kvenser og plasmider med hoejt kopiantal, som kan anvendes til
35 abenlys fremstilling af de snskede proteiner i gar. Gar gen-
kender 1ledersekvenser p& klonede mammale genprodukter og se-

cernerer peptider, der barer ledersekvenser (dvs. prazpeptider)

(Hitzman et al., 11th International Conference on Yeast, Gene-
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tics and Molecular Biology, Montpelier, France, September 13-
17, 1982).

Gergenekspressionssystemer kan rutinem2ssigt evalueres for ni-
veauet af tung og let kadeproduktion, proteinstabilitet og
secenering. En hvilken som helst af en rzkke gargenekspres-
sionssystemer, som inkorporerer promotor- og termineringsele-~
menter fra de aktivt bdtrykte gener, der koder for glycoly-
tiske enzymer frembragt i store mangder, nir gzr dyrkes i me-
diumer som er rig pa glucose, kan anvendes. Kendte glycoly-
tiske gener kan ogsa‘tilvejebringe meget effektive transcrip-
tionskontrolsignaler. For eksempel kan promotor- og termina-

torsignaler fra iso-i1-cytochrom-C-{(CYC-1)-gen anvendes,

Den folgende fremgangsmade kan anvendes til evaluering af op-
tima]é'ekspressionsp]asmider til ekspressionen af klonede im-
munoglobulin-cONA'er i gar.

(1) ©Oet klonede DNA-immunoglobulin koblende V- og CFregioner
er bundet til forskellige transcriptionspromotorer og DNA-

terminatorfragmenter.

(2) De kimzre gener placeres pa garplasmider, der anvendes
til protein-overfremstilling (se f.eks. J.D. Beggs, Molecular
Genetics and Yeast, Alfred Benzon Symposium, 16, Kgbenhavn
(1981)).

(3) Supplerende genetiske enheder, s&som et garlederpeptid
kan indbefattes i dimmunoglobulin-DNA-konstruktioner til op-

naelse af antistofsecernering.

(4) En del af sekvensen, ofte de forste 6 - 20 codoner af ge-
nsekvensen, kan modificeres til at reprasentere foretrukne

garcodonanvendelse.

(5) De kimare gener placeres pa plasmider, der anvendes til

integration i gerkromosomer,.

De folgende fremgangsmader kan anvendes til simultant at ud-

trykke bade lette og tunge kadegener i gar.
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(1) De lette og tunge kadegener er hver knyttet til en gar-
promotor- og en -terminatorsekvens og placeret pa det samme
plasmid. Dette plasmid kan udformes til enten autonom replika-
tion i ger eller integration ved specifikke steder i garkromo-

5 somet.

(2) De lette og tunge kadegener er hver knyttet til en gar-
promotor- og ~-terminatorsekvens pa separate plasmider, der 1in-
deholder forskellige selektive marksrer. fFor eksempel kan det
10 Jette kadegen placeres pa et plasmid, der indeholder trpl-
genet som en selektiv marker, mens det tunge kadegen kan pla-
ceres p& et plasmid, der indeholider ura3d som en selektiv mar-
ker. Plasmiderne kan udformes til enten autonom replikation
ger eller integration ved specifikke steder i garkromosomerne.
15 En garstreng, der er mangelfuld for begge selektive markorer
er enten simultant eller sekventielt transformeret med det
plasmid, der indeholder 1let kadegen og med det plasmid, der

indeholder tungt kadegen.

(3) De lette og tunge kzdegener knyttes hver til en garpro-
motor- og -terminatorsekvens pa separate plasmider, der hver
indeholder forskellige selektive marksrer som beskrevet i (2)
ovenfor. En garparringstype "a“-streng, der er mangelfuld i de
selektive marksrer, der findes p& de lette og tunge kadeeks-
pressionsplasmider (trpl og ura3 i det ovenfor navnte eksem-
25 pel) transfbrmeres med det plasmid, der indeholder det lette

kadegen ved selektion for en af de to selektive marksrer (trpl

i det ovenfor navnte eksempel). En garparringstype "a“"-streng,

der er mangelfuld i de samme selektive markerer som "a'-stren-

geﬁ'(dvs. trpl og ura3 som eksempler) transformeres med et
30 plasmid, der indeholder det tunge kadegen ved selektion for
den alternative selektive marker (dvs. ura3 i det ovenfor
navnte eksempel). "a"-strengen, der indeholder det lette kade-
plasmid (phenotype: Trp* Ura- i det ovenfor navnte eksempel)
og strengen, der indeholder det tunge kazdeplasmid (phenotype:
35 Trb‘ Urat i det ovenfor navnte eksempel) parres og diploider

udvalges som er prototrofe for begge de ovenfor navnte selek-

tive markgrer (Trp* Urat i det ovenfor navnte eksempel}.
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Blandt bakterielle varter, som kan anvendes som transforme-
ringsverter, er E. coli Kl2-streng 294 (ATCC 31446) sarlig
anvendelig. Andre mikrobielle strenge, som kan anvendes, om-
fatter E. coli X1776 (ATCC .31537). De fernavnte strenge sé&vel
som E. coli W3110 (ATCC 27325) og andre enterobakterier, sasom
Salmonella typhimurium eller Serratia marcescens og forskel-

1ige Pseudomonus arter kan anvendes,

Generelt anvendes plasmidvektorer, som indeholder replikonsek-
venser og kontrolsekvenser, som hidrerer fra arter, der er
forligelige med en vartscelle i forbindelse med disse varter,
Vektoren bazrer almindeligvis et replikationssted, savel som
specifikke gener, som er i stand til at tilvejebringe phenoty-
pisk selektion i transformerede celler. For eksempel trans-
formeres E. coli nemt under anvendelse af pBR322, et plasmid,
der hidrorer fra en E. coli-art (Bolivar et al., Gene, 2: 95
(1977)). pBR322 indeholder gener for ampicillin- og tetracyklin-
resistens og tilvejebringer sdledes lettemetoder tilatidentific-
ere transformerede celler. pBR322-plasmid eller andre mikro-
bielle plasmider m& ogs& indeholde eller vaere modificeret til
at indeholde, promotorer, som kan anvendes af den mikrobielle
organisme til ekspression af dens egne proteiner. 0Oe promotor-
er, der almindeligvis mest anvendes ved rekombinant-ONA-
konstruktion, omfatter g-jactamasepromotorsystemer (penicilli-
nase) og lactosepromotorsystemer (f-galactosidase) promotorsy-
stemer (Chang et al., Nature, 275: 615 (1978}, Itakura et al.,
Science, 198: 1056 (1977)) og tryptophanpromotorsystemer
{Goeddel et al., Nucleic Acids Research, B8: 4057 (1980), EPO
publikations nummer 0036776). Selvom disse er de mest alminde-
1igt anvendte er andre mikrobielle promotorer blevet fundet og

brugt.

En genetisk konstruktion for en hvilken som helst tung eller let
kimar immunoglobulinkade kan f.eks. placeres under kontrol af
den mod venstre rettede promotor (Pr) af bakteriefag A. Denne
promotor er en af de starkeste kendte promotorer, som kan kon-
trolleres. Kontrol udeves af A-repressoren og narliggende re-

striktionssteder kendes.
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Ekspressionen af immunoglobulinkadesekvensen kan ogs& placeres
under andre regulatoriske sekvensers kontrol, som kan vere
"homologe" til organismen i dens ikke-transfofmerede tilstand.
For eksempel omfatter lactose-afhangigt E. coli-kromosomalt
5 DNA
et lactose- eller lac-operon, som formidler lactosefordsjelse
ved opbygning af enzymet B-galactosidase. lac-kontrolelemen-
terne kan opnas ud fra bakteriofag A pLACS5, som er inficerende
for E. coli. lac-promotor/operatorsystemet kan fremkaldes af

10 IPTG,

Et andet promotor/operator-system eller dele deraf kan lige-
ledes anvendes. For eksempel arabinose, colicin E1, galactose,
alkalinphosphatase, tryptophan, xylose, tac og lignende kan

15 anvendes.

Andre foretrukne verter er mammale celier, der er dyrket in
vitro i vevskultur eller in vive i dyr. Mammale celler tilve-
jebringer post-translationale modifikationer til immunoglobu-
linproteinmolekyler, der omfatter lederpeptidfjernelse, kor-
rekt foldniné og samling af tunge og lette kader, glycosyler-
ing pA& korrekte steder og secernering af funktionelt antistof-

protein fra cellen som HaLa-molekyler.

Mammale celler, som kan anvendes som varter for produktionen
25 af antistofproteiner, omfatter celler af fibroplastorigin, sa-
som Vero (ATCC CRL 81) eller CHO-K1 -(ATCC CRL 61), eller cel-
ler af 1lymfoidorigin, sa&som hybridoma Sp2/0-Agld4 (ATCC CRL
1581) eller myleoma P3X63Ag8 (ATCC TIB 9) og dets derivater.
30 Flere mulige vektorsystemer er tilgengelige for ekspressionen
af kKlonede tunge kade-gener og lette kade-gener i mammale cel-
ler. En klasse af vektorer anvender DNA-elementer, som tilve-
jebringer et autonomt replikerende ekstrakromosomalt plasmid,
der hidrorer fra dyrevira, sasom bovin-papiliomavirus (N.
35 Sarver et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 79: 7147 {(1982)),

polyomavirus (R. J. Deans et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA,

81: 1292 (1984)) eller SV40-virus (M. Lusky og M. Botchan, Na-

ture, 293: 79 (1981)). En anden klasse af vektorer afhanger af
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integrationen af den onskede gensekvens 1 vartscellekromoso-
met. Celler, som stabilt har integreret det introducerede DNA
i deres kromosomer, kan udvalges ved ogsa at introducere lage-
middelresistensgener, sasom E. coli gpt (R. C. Mulligan og P.
Berg, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 78: 2072 (1981)) ellier Tnb
neo (P. J. Southern og P. Berg, J. Mol. Appl. Genet., 1: 327
(1982)). Det udvalgelige markergen kan enten vare direkte ko-
blet til1 DNA-gensekvenserne for at blive udtrykt eller indfert
i den samme celle ved cotransfektion (M. Wigler et al., Cell,

16: 77 (1879)).

Da et immunoglobulin-cDNA kun er sammensat af sekvenser, der
reprasenterer det fuldt udviklede mRNA, der kKoder for et anti-
stofprotein eller dets forstadier, kraves der supplerende ge-
nekspressionselementer, der regulerer transcriptioh af genet
og fremstilling af RNA'et, for optimal syntese af immu-
noglobulin-mRNA. Disse elementer kan omfatte splejsesignaler,
sadvel som transcriptionspromotorer omfattende inducerbare pro-
motorer, fremmere og termineringssignaler.-cDNA—ékspressions—
vektorer, der har inkorporeret sadanne elementer, omfatter s&a-
danne, der er beskrevet af H. Okayama og P. Berg, Mol. Cell
Biol., 3: 280 (1983), C.L. Cepko et al., Cell, 37: 1053
(1984}, og R. J. Kaufman, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 82: 689
(1985).

En fremgangsmade til at eva}uere_ optimale vektorer for ek-
spressionen af immunoglobulin-cDNA i mammale celler involverer
at man forst placerer immunoglobulin-DNA-sekvensen i vektorer,
der er i stand til stabilt at integrere 1ind i cellegenomen
eller replikerer autonomt som et ekstrakromosomalt plasmid.
Vektorerne kan anvendes til at evaluere forskellige genek-

spressionselementer for optimal immunoglobulinsyntese.

En yderligere fordel ved mammale celler, som varter, er deres
evne til at udtrykke kimare immunoglobulingener, som hidrorer
fra genome sekvenser. Mammale celler kan siledes udtrykke ki-
mzre immunoglobulingener, som er sammensat af et variabelt re-
gion-cODNA-modul samt en konstant region, som er sammensat helt

eller delvis af genome sekvenser. Flere genome kloner for hu-
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man konstant region har varet beskrevet (J. W. Ellison et al.,
Nucl. Acids Res., 10: 4071 (1982) eller E. Max et al., Cell,
29: 691 (1982)). Anvendelsen af sidanne genome sekvenser kan
vere hensigtsmassige til den simultane indfering af immunoglo-
5 bulinfremmere, splejsesignaler og transcriptionsterminerings-

signaler sammen med det konstante regiongensegment.

Forskellige fremgangsmader kan fplges til opndelse af fuld-
stendige HoLy-antistoffer.

Forst kan man separat udtrykke de lette og tunge kader efter-
fulgt af in vitro-assembly af oprensede lette og tunge kader
ind i fuldstandige HyLp-IgG-antistoffer. Samlingsmetoderne,
der anvendes til frembringelsen af fuldstzndige HoLp-IgG-mo-
lekyler 1 celler, er blevet underspgt i stort omfang (se
f.eks. M. Scharff, Harvey Lectures, 69: 125 {1974)). In vitro-

reaktionsparametre for dannelsen af'IgG-antistoffer fra redu-

156

ceret, isoleret lette og tunge kader har vare defineret af S.
Beychok, Cells of Immunoglobulin Synthesis, Academic Press,
New York, side 68, 1979.

Dernazst er det muligt at co-udtrykke lette og tunge kader i de
samme celler til opnielse af intracelluter associering og kob-
ling af tunge og lette kader til fuldstendige Hpiz-IgG-anti-
stoffer. Co-ekspressionen kan forekomme ved at anvende enten

25 de samme eller forskellige plasmider i den samme vart.

Fremgangsmaden, der er beskrevet heri, kan ogséd anvendes til

at skifte et hvilket som helst antistofs klasse med en given
specificitet og klasse til et antistof med den samme speci-

30 ficitet, men med en anden klasse, hvad enten human eller
ikke-human. For eksempel kan humane IgM-antistoffer transmu-
teres til humane IgG-antistoffer ved at fremstille konstruk-
tioner, der indeholder human konstant IgG-cDNA eller genome
sekvenser, der er koblet til human variable cDNA-sekvenser,
der er opnaet fra en celle, der producerer det originale IgM-

35
antistof. Disse konstruktioner indfores derefter i passende

varter og udtrykkes.
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Opfindelsen tilvejebringer "kimare" immunoglobulinkader, eﬁten
tunge eller lette. En kimer kade indeholder en konstant re-
gion, der i alt vesentligt ligner den, som er til stede i den
tunge kade hos et naturligt humant immunoglobulin, og en va-
riabel region, der har en hvilken som helst ensket
antigenspecificitet. Den variable region er enten af human

eller ikke-human origin.

opfindelsen tilvejebringer ogsad immunogiobulinmolekyler, der
har tunge og lette kader forenet sidledes, at det samlede mole-
kyle udviser snsket bindings- og genkendelsesegenskaber. Fors-
kellige typer immunoglobulinmolekyler tilvejebringes: monova-
lente, divalente, dispecifikke {(dvs. med forskellige variable
regioner), molekyier med Kkimazre tunge ka&der og ikke-kimare
lette k=zder eller molekyler med variable bindingsomrader

knYttet til peptiddele, der bazrer gnskede funktioner.

Antistoffer, der har kimsare tunge kader med den samme eller
forskellig variabel regionbindingsspecificitet og ikke-kimare
(dvs. helt humant eller helt ikke-humant) TJette kader, kan
fremstilles ved passende forening af de nosdvendige polypeptid-
kzder. Disse k=zder fremstilles individuelt ved hjzlp af de mo-

dulare samlingsfremgangsmader ifglge opfindelsen.

Antistofferne ifolge opfindelsen med human konstant regidn kan
anvendes til passiv immunisering, isar hos mennesker, uden ne-
gative immunreaktioner, s&som serumsygdomme eller anafylaktisk
chock. Antistofferne kan selvfelgelig ogsd anvendes ved kendte
immunodiagnostiske bestemmelser og i analyseszt i market form
til in wvivo afbildning, hvor market kan vazre en radioaktiv
kilde eller et NMR-kontrastmiddel, sasom en carbon-13-kerne
eller et rontgenkontrastmiddel, sdsom en tungmetalkerne. Anti-
stofferne kan ogsd anvendes til in vitro-lokalisering af an-

tigener ved passende markning.

Antistofferne kan anvendes til terapeutiske formal i sig selv
i komplementformidlet lyse eller kan kobles til toxiner eller

andre terapeutiske dele.
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Antistoffers klasseskift er anvendelig, n&r det onskes at &n-

dre sammensatningen, aggregeringen eller andre egenskaber hos

antistoffer, der er opnd3et ved cellefusion eller hybridomatek-

nik. For eksempel er de fleste human-human monoklione anti-

5 stoffer af IgM-klassen og er kendt for at de har nemt ved re-

duktion og aggregering. 4Andring af s&danne antistoffer til

andre antistoftyper, sasom IgG, IgA eller IgE, er saledes en
stor fordel.

10 Blandede antistof-enzym-molekyler kan anvendes til immunodia-

gnostiske metoder, sasom ELISA., Blandede antistof-peptid-

effektorkonjugater kan anvendes til malrettet aflevering af

~effektordelen med en hoj grad af effektivitet og specificitet.

Efter nu generelt at have beskrevet opfindelsen vil den yder-
15 ligere forstas ved henvisning til bestemte specifikke eksemp-~
ler, som er indbefattet heri kun for illustrationsformal og

ikke er ment at vare begrensende, medmindre andet er anfert.

Eksperimenter.

Materialer og metoder.

vevskulturcellelinier,

De humane cellelinier GM2146 og GM1500 blev opnaet fra the
Human Mutant Cell Repository (Camden, New Jersey) og dyrkét i
RPMI1640 samt 10% fotal bovinserum (M. A. Bioproducts). Celle-
linierne Sp2/0 og CRL 8017 btev leveret fra the American Type

25

Culture Collection og dyrket i Dulbecco's Modified Eagle Medi-

um (DMEM) samt 4,5 g/1 glucose (M. A. Bioproducts) samt 10%

‘ fotal bovinserum (Hyclone, Sterile Systems, Logan, Utah). Me-
30 dier blev suppleret med penicillin/streptomycin {(Irvine Scien-

tific, Irvine, California).
Rekombineret plasmid- og bakteriofag-DNA.

35 Plasmiderne pBR322, plLl1 og ptUC12 blev leveret fra Pharmacia P-

L Biochemicals (Milwaukee, Wisconsin). Plasmiderne pSV2-neo og

pSv2-gpt blev leveret fra BRL (Gaithersburg, Maryland) og er

tilgangelige fra the American Type Culture Collection
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(Rockville, Maryland). pHu-y-1 er en subklon af 8,3 Kb frag-
mentet Kb HindIII til BamHI fra det humane IgGl1 kromosomale
gen. En separat isolering af det humane IgGl kromosomale gen
er beskrevet af J. W. Ellison et al., Nucl. Acids Res., 10:
4071 {(1982). M8-a-RX12 indeholder 0,7 Kb fragmentet Xbal ¢ti1l
EcoRI, der indeholder muse tung-kade-fremmer fra J-C-intron-
regionen i M603 kromosomgenet ( M. Davis et al., Nature,
283: T33) indsat i Nlaﬁplo. G6-haledannet pUCS blev leveret fra
Pharmacia P-L. DNA-manipulationer, der -dinvolverede oprensning
af plasmid DNA ved gransedensitetcentrifugering, restriktions-
endonucleasefordesjelise, oprensning af ONA-fragmenter ved aga-
rosegelelektroforese, 1i§ering og transformering af E. coli
blev udfert som beskrevet af T. Maniatis et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, {(1982). Restriktionsendonuclea-
ser og andre DNA/RNA-modificerende enzymer blev leveret fra
Boehringer-Mannheim {(Indianapolis, Indiana), BRL, New England

Biolabs (Beverly, Massachusetts) og Pharmacia P-L.
0ligonucleotidfremstilling.

0ligonucleotider blev enten syntetiseret ved triestermetoden
beskrevet af Ito et al. (Nucl. Acids Res., 10: 1755 (1982))
eller blev leveret fra ELESEN, Los Angeles, California. Tri-
tyleret, afblokerede oligonucleotider blev oprenset pa
Sephadex-G50, efterfulgt af omvendt-fase HPLC med en 0-25%
gradient af acetonitril i 10mM triethylamineddikesyre, pH-
verdi 7,2, pa en C18 uBondapak-sgjle (Waters Associates). AfQ
tritylering blev udfert i 80% eddikesyre i 30 minutter, efter-
fulgt af afdampning tre gange. Oligonucleotider blev market
med [y-32PJATP samt T4-poiynucleotidkinase.

RNA-fremstilling og analyse.

Totalt, cellulart RNA blev fremstilliet ud fra vavskulturceller
ved hjzlp af fremgangsmaden beskrevet af C. Auffray og F. Rou-
geon (Eur. J. Biochem., 107: 303 (1980)) eller 'J. M. Chirgwin
et al. ({Biochemistry, 18: 65294 (1979)). Fremstilling af
poly(A)*-RNA, methylkviksslvagarosegelelektroforese og "Nor-

thern"-overforsel til nitrocellulose blev udfort som beskrevet
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af T. Maniatis et al., supra. Totalt cellulzrt RNA eller
poly(A)*-RNA blev direkte bundet til nitrocellulose ved forst
at behandle RNA'en med formaldehyd (B. A. White og F. C. Ban-
croft, J. Biol. Chem., 257: 8569 (1982)). Hybridisering til
5 filterbundet RNA var med hak-translaterede ONA-fragmenter un-
der anvendelse af betingelser beskrevet af D. H. Margulies et
al. (Nature, 295: 168 (1982)) eller med 32P-mazrket oligonucie-
otid under anvendelse af 4xSSC, 10X Denhardt's, 100 ug/m)
lakssperma-DNA ved 37°C natten over, efterfulgt af vask i
10 4xSSC ved 37°C.

cDNA-fremstilling og kloning.

01igo-dT primede cDNA-biblioteker blev fremstillet ud fra
poly(A)*-RNA fra GM1500- og GM2146-celler ved hjalp af frem-
15 gangsmaden beskrevet af henholdsvis H. tand et al. (Nucl.
Acids Res., 9: 2251 (1881)) og V. Gubler og B. J. Hoffman,
Gene, 25: 263 (1983). cONA-bibliotekerne blev screenet ved in
situ hybridisering (7. Maniatis, supra) med 32P-mzrket oligo-
nucleotider under anvendelse af betingelserne anfert ovenfor,
20 eller med hak-translaterede DNA-fragmenter under anvendelse af
betingelserne beskrevet af Lange et al. (Cell, 34: 891

(1983)).

Oligonucleotid-primerforlangelse og kloning.

25
Poly(A)*-RNA (20 pg) blev blandet med 1,2 ug primer i 40 pl

64mM KC1. Efter denaturering ved 90°C i 5 minutter og derefter
afkeling i is blev 3 enheder human placental ribonucleaseinhi-
bitor (BRL) sat til 3 ul 1M tris-HC1, hH-verdi 8,3. Oligonu-
cleotidet blev fojet til RNA ved 42°C i 15 minutter, .derefter
biev 12 il 0,05M DTT, 0,05M MgClz og 1mM af hver dATP, dTTP,
dCTP og dGTP ti?éat. 2 pl a-32p-dATP (400 Ci/mmol, New England

30

Nuclear) blev tilsat efterfulgt af 3 pl AMV-omvendt-transcrip-
tase (19 enheder/pl, Life Sciences).

35 Efter inkubering ved 42°C i 105 minutter blev 2 ul 0,5M EDTA

og 50 pl 10mM tris, 1mM EDTA, pH-verdi 7,6, tilsat. Ikke-~

inkorporerede nucleotider blev fjernet ved "Sephadex" G6-50
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hvirvelkolonnekromatografi, og RNA-DNA-hybridet blev ekstrah-
eret med phenol, derefter med chloroform og pracipiteret med
ethanol. Syntese af den anden streng, homopolymerhaledannelse
med dGTP eller dCTP og inds=zttelse ind i homopo1ymerhé]edan-
nende vektorer blev udfert som beskrevet af Gubler og Hoffman,

supra.
Sted-rettet mutagenese.

Enke]tstrenge{ M13 subklon DNA (1 ug) blev forenet med 20 ng
oligonucleotidprimer i 12,5 pui Hin-pﬁffer (7TmM tris-HC1, pH-
verdi 7,6 TmM MgClp, 50 mM NaCl). Efter opvarmning til 95°C i
et lukket rer blev primeren fojet til skabelonen ved langsomt
at afkele fra 7T0°C til 37°C i 980 minutter. 2 u!l BNTP {1imM
hver), 1 pl 32p-dATP (10 uCi), 1 pl DTT (0,1M) og 0,4 ul Kle-
now-DNA-Poll (2u, Boehringer Mannheim) blev tilsat og kaderne
forlanget ved 37°C i1 30 minutter. Til dette blev sat 1 ul (10
ng) M13 omvendt primer (New England Biolabs) og opvarmnings/
sammenfojnings- og kadeforlangelsestrinnene blev gentaget. Re-
aktionen blev stoppet med 2 pul 0,5M EDTA, pH-vardi 8 samt 80
1 10mM tris-HC1, pH-verdi 7,6, 1mM EDTA. Produkterne blev
phenolekstraheret og oprenset ved “Sephaqéx" G-50 hvirvelko-
lonnekromatografi og ethanol-pracipiteret for restriktionsen-

zymfordojelse og ligering til den passende vektor.
Transficering af myelomavevskulturceller.

En variation af metoden beskrevet af A. Ochi et al. (Nature,
302: 340 (1983)) blev anvendt til protoplastfusion. 50 ml bak-
terier ved Aggg P4 0,7 blev omdannet til protoplaster ved
hjz1p af metoden beskrevet af R. M. Sandri-Goﬂdin et al. (Mol.
Cell. Biol., 1: 743 (1981)), derefter fortyndet med 20 m1 DMEM
og 10% FBS (endelig volumen er 25 ml). Sp2/0-celler blev hps-
tet, pelleteret ved 2.200 x g, vasket, genpelleteret og gen-
sushenderet i OMEM ved 2-5x106/m1. Bakterielle protoplaster
(10 m1) blev blandet med 10x106 Sp2/0-celler og pelleteret ved
centrifugering ved 4.000 x g ved 22°C i 20 minutter. Efter af-
pipettering af supernatanten blev pelleten suspenderet i den

tilbagevarende drabe af medium ved at ryste roret. 2 ml 10%
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DMSO, 37% (vagt/vol.) PEG6000 (Kodak) i DMEM blev tilsat dra-
bevis under blanding i lebet af 45 sekunder. Efter 15 sekunder
blev 2 ml 42% PEG6000 i OMEM tilsat i lebet af 45 sekunder.
Fuldstandigt DMEM (45 m1) blev langsomt tilsat under blanding.

5' Celierne blev pelleteret ved 2500 x g, derefter vasket og
pelieteret tre gange.

Elektroporationsmetoden beskrevet af H. Potter et al. (Proc;
Natl. Acad. Sci., USA, 81: 7161 (1984) blev anvendt. Efter
transficering fik cellerne lov til at komme sig i fuldstaendig
DMEM i 48-72 timer, hvorefter de blev podet ved 10.000 til
50.000 celler pr. brend i dyrkningsplader med 96 brende i nar-

10

verelse af selektivt medium. G418 (GIBCO)-selektion var ved
0,8 mg/ml, mycophenolisk syre (Calbiochem) ved & pg/ml samt
0,25 mg/ml xanthin og HAT (sigma) var ved standardkoncentra-

15 _
tion.

Bestemmelse af immunoglobulinsyntese og -secernering.

Secerneret immunoglobulin blev mait direkte fra vavskultur-

20 cellesupernatanter. Cytoplasmisk proteinekstrakt blev frem-
stillet ved hvirvling af 1x106-celler i 160 ul 1% NP40O, 0,15M
NaCl, 10mM tris og 1mM €EDTA, pH-verdi 7,6 ved 0°C, i 15 mi-
nutter, efterfulgt af centrifugering ved 10.000 x g til fjer-
nelse af uopleseligt materiale.

25 .
Dobbeltantistof-sandwich ELISA (A. Voller et al., i Manual of

Clinical Immunology, 2. udgave, udgivere N. Rose og H. Friedm-
an, side 359-371, 1980) under anvendelse af affinitetoprenset
antisera blev anvendt til at pavise specif{kke immunoglobuli-
30 ner. Til pavisning af human Ig6 var det pladebundne antiserum
gede-anti-human-1g6 (KPL, Gaithersburg, Maryland) i en
1/1000-fortynding, mens det peroxidasebundne antiserum var
gede-anti-human-1gG (KPL eller Tago, Burlingame) i en 1/4000-
fortynding. Til pavisning af human immunoglobulin kappa var
det pladebundne antiserum gede-anti-human-kappa (Tago) i en

35
1/500 fortynding, mens det peroxidasebundne antiserum er gede-

anti-human-kappa (Cappel) i en 1/1000-fortynding.
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Antistoffer, der binder hepatitis B-overfladeantigen, blev pa-
vist under anvendelse af en kommerciel bestemmelse (Abbott,
AUSAB) .

Eksempler,

De felgende eksempler viser fremstillingen af kimare anti-
stoffer, der hver har en human konstant region og en ikke-
human variabel region. Disse eksempler anviser den trinvise

fremgangsmade til fremstilling af de kimare antistoffer.

Eksempel 1: Humant antistofs konstante region-gen-moduler og

cONA-ekspressionsvektorer.

(1) Fremstilling af cDNA-kloner og bezrere, der indeholder

disse, for tung kades humane konstante region.

Cellelinien GM2146 blev anvendt som kilde ved mRNA-fremstil-
ling og cDNA-kloning. Denne cellelinie secernerer IgGl (J. G.
Simmons et al., Scand. J. Immunol., 14: 1-13, 1981). Underse-
gelser af denne cellelinie viste at den secenerer IgA savel

som IgG.

Cellelinien blev klonet og resultater viste at fem af seks
subkloner kun secernerede IgG, mens en af seks subkloner kun
secernerede IgA. Poly(A)*-RNA blev fremstillet ud fra celleli-
nien og et cDNA-bibliotek belv fremstillet ud fra poly(A)*-RNA
ved hjzlp af fremgangsmaden beskrevet af U. Gubler og B. J.
Hoffman, Gene, 25: 263-269 (1983). En indledende spredning af
cONA transformeret i E. coli-stammer HB101 og RR1 gav et sam-
let antal kolenier p&d 1500, som blev screenet ved hybridise-
ring til fragment af HindIII til BamHI af en genom klon af
human IgG1 (pHu-y-1). Der blev fundet fire positive kloner. Et
fragment, der indeholder den CH3-kodende region af en af disse
kloner, pGMH-3 (fig. 4), blev anvendt til at genscreene det
oprindelige bibliotek samt en ny transformation af ca. 5000
kolonier. To af de storste kloner, pGMH-6 og pGMH-15, blev
anaiyseret ved hjzlp af restriktionsenzymfordejelse (fig. 4).
Begge kloner indeholdt hele den konstante region af human
1gGl, selvom det viste sig, at pGMH-6 havde deleteret ca. 1500
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basepar af pBR322-DNA, tilsyneladende uden at pavirke 1IgG1l

cDNA-sekvenserne.

Klon pGMH-6 tilvejebragte IgGl's konstante regionsmodul i kon-

struktionen af kloningsvektorer til kloning af tung kades va-

5
riable region.
(2) Fremstilling af cDNA-kloner og barere, der indeholder
disse, for human let kades konstante region.
10 En human cellelinie {(GM1500), der producerer IgGsK, blev ud-

valgt til indledningskloningsfasen. Poly{A)*¥-RNA fremstillet
ud fra GM1500 er aktivt i in vitro translation under anven-
delise af kanin-reticu1ocyfekstrakter. Et cDNA-bibliotek blev
fremstillet ud fra dette RNA ved hj2lp éf fremgangsmaden bes-

15 krevet af tand et al., Nucl. Acids Res., 9: 2251-2266 (1981}
under anvendelse af fordejet KpnI og dG-haledannet pQ23 som
kloningsvektoren (fig. 5). Denne vektor indeholder BgllI-,
KpnI- og SstI-steder indsat mellem BamHI- og Sall-stederne hos
pBR322.

! For at identificere cODNA-klonerne frembragt ud fra GM1500 RNA,
som svarer til let kade-mRNA, blev en ONA-sonde, UIG-HuK, syn-
tetiseret og oprenset. UIG-HuK-oligonucleotid har sekvensen
6'-AGCCACAGTTCGTTT-3' og er udfermet til at hybridisere til
25 alle funktionelle humane kappa-mRNA~arter ved J-C-forbin-

deisen. Denne sonde blev anvendt til at prime cDNA-syntese pa
§ GM1500 RNA i narverelse af dideoxynucleotider og omvendt
' transcriptase. PolyfA)*-RNA anvendtes fra 1,2 ug totalt GM1500
i dette eksperiment, hele J-sekvensen og noget af V-regionen
blev aflest, hvilket viser at (1) GM1500 RNA er intakt, (2) at

kappa-sonden har den korrekte sekvens, og (3) GM1500 let kade

30
mRNA indeholder Jg4-sekvenser.

éDNA—kloner, der er positive for hybridisering til sonden for
let kzde, blev udvalgt. ©Da sonden hybridiserer til J-C-
forbindelsen, var det vigtigste punkt at bestemme, om klonerne

havde fuldstandig konstant region-sekvens ud over J-regionen.

Indszttelsessterrelser for de to sterste kappa-cONA-kloner var

0,6 og 0,9 kb, restriktionsenzym-kortlagning viste at hele den
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konstante region-kodningssekvens var til stede i begge kloner
(fig. 6) Den humane kappa-cDNA-klon pK2-3 blev anvendt til at
fremstille let kade konstant regionvektoren pING2001 ved at
inds®ztte Sau3A-fragmentet, der omfatter human kappa konstant

regionen og J-regionen i BclI-stedet hos pBR325 (fig. 6B).

En variant af human kappa cDNA-klonen blev fremstillet ved at
placere et HindIIl-sted i J-regionen. Dette blev udfert ved in

vitro mutagenese under anvendelse af JKHINDITII-

" oligonucleotidprimer (fig. T7c). Det resulterende plasmid er

pGML60O.

En vektor, pING2003, blev konstrueret for at overfere og ud-
trykke cDNA-sekvenser i mammale celler (fig. 10). Denne vektor
blev konstrueret ud fra plC12 og to plasmider, der indeholdt
SV40-sekvenser. pti tilvejebringer en SV40 tidlig-regions-
promotor og en SV40 sen-region-splejsesekvens. pSV2-neo-sek-
venser tilvejebringer en udvalgelig marker for mammal celle-
transformation og SV40 polyadenyleringssignalsekvenser. puUC12

tilvejebringer et multipelt kloningssted for cONA-indsattelse.

pING2003-vektoren har flere anvendelige restriktionssteder for
modifikationer. Disse omfatter et HindIII-sted, der er anven-
delig for indsazttelsen af fremmer-sekvenser, og et HindIII til

Xhol-fragment, der er anvendelig for indszttelsen af skiftende

. promotorsekvenser. DOenne vektor er anvendelig ved ekspression-

en af cONA-gener i mammale celler.

Tils®tning af fremmerelement til pING2003.

Immunoglobulin-fremmerelementer har vist sig at fremme trans-

cription af gener i deres n®rhed i stabilt transformerede muse-
myelomaceller med flere hundrede gange (S. D. Gillies et al.,
Cell, 33: 717, 1983 og J. Banerji et al., Cell, 729, 1983).
For at lette ekspression af muse-human-immunoglobulin-gener i
muse-myelomaceller blev muse-immunoglobulin tung kadefremmer-
elementet sat til cONA-ekspressionsvektoren pING2003 (fig.
10). DNA for muse-tung kazde fremmerregionen blev isoleret ud

fra en M13-subklon af genomt ONA for muse-tung kade (M8-ag-
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RX12, R. J. Deans, ikke publiceret). DNA. isoleret fra en Sall
samt EcoRI fordojelse af denne subklon blev modificeret med
HindIII-koblere og indsat i HindlII-stedet hos pING2003,
hvilket resulterede i den nye cDNA-ekspressionsvektor
5 pING2003E. Denne vektor er anvendelig ved effektiv ekspression
af cDNA-gener i mammale celler, isar muse-myeloma- eller hy-

bridoma-cellelinier.

Eksempel 2: Kimart human-muse-antiantistofkade mod HBsAG.

10 (1) Fremstilling af cDNA-kloner og barere, der indeholder

disse, for tung musek®des variable region.

Cellelinien CRL8B017 blev opnaet ud fra ATCC og subklonet. Sub-
kloner blev dyrket og underssgt for muse IgG anti-hepatitis B-
15 bindingsaktivitet under anvendelse af et kommercielt tilg=ange-
1igt anti-HBsAg-pavisningssat. Der blev fundet tre positive
subkloner. Poly(A)*-RNA blev fremstillet ud fra en af disse
subkloner og blev fraktioneret pad en methylkvikselvagarosegel.
RNA'et indeholdt intakte lette k=de- og tunge k=zde- mRNA’eb
20 hvilket kan sluttes ud fra specifik hybridisering til kappa
UIG~-MJIK~-primer og til muse tung kade UIGMJIH3-sonden (se fig.
7). Derudover blev UIG-MJK-primeren anvendt til specifik pri-
ming af anti-HBsAg-poly(A)*-RNA 1 en dideoxyrzkkefplgereak-
tion. Tilstrakkelig rakkefslge blev aflast til at vise at et
25 storre kappa-RNA af anti-HBsAg-cellelinien indeholder Jx2-sek-

vensehn,

Betingelserne for variabel region cDNA-syntese blev gjort op-

timale under anvendelse af tung og let kade-UIG-primerer pa
30 anti-HBsAg-poly(A)¥-RNA. Dideoxykadeforlizngelseseksperimenter
viste at muse UIG-MJK-primer og UIG-JH3-primer korrekt primede
kappa og tunge kade RNA'er. N&r omvendt transcription blev ud-
fort under fraver af dideoxynucleotider, blev hovedprodukfet
under anvendelse af kappa UIG-MJK-primeren et 410+20 nucleo-
35 tidfragment, mens hovedproduktet under anvendelse af tung kade
UIG-JH3-primeren blev et 430+30 nucleotidfragment. Dette sva-

rer til de forventede 1langder af de variable og &5'-ikke-

transiaterede regioner hos kappa og tunge kade immunoglobulin-
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mRNA'er. Betingelserne for optimal priming af poly(AS)* RNA
fra CRL8O17-celler burde virke godt for poly(A)* RNA, der er
isoleret fra en hvilken som helist cellelinie, der fremstiller

et monokiont antistof.

Efter bestemmelse af optimale betingelser for priming af hy-
bridoma mRNA med oligonucleotid-primere, blev to oligonucleo-
tider.uqformet og anvendt til tung kazde V-region cDNA-syntese.
Oisse to oligonucleotider er UIG-MJHBSTEII(13) og UIG-MJH3
(fig. 7 og 8). Det ber bemazrkes, at primersekvensen blev ud-
formet til at indfofe et BstEIl-genkendelsessted (GGTGACC) i
klonen, s&ledes at det ved dette sted kunne forenes med human
Ig61 konstant modulet ved den analoge position hos sidstnavn-
tes J-region. 1 dette tilfazlde havde primeren en enkelt for-
kert matching mellem G og U med muse-mRNA-sekvensen som anven-
der Jy3-kodningssekvensen. UIG-MJHBSTEII(13)-primeren var 13
baser lang og den forkert matchede rest blev flankeret af 7

matchede 5' og 5 matchede 3' af den. Dette var 13-mer-BstEII-

primeren. For at fastsztte primingseffektiviteten af 13-mer-
BstElI-oligonucleotidet blev der anvendt en 21-mer-primer, der
var specifik for muse-Jy3 (UIG-MJH3). Denne primer havde en

perfekt match for 17-nucleotiderne pa dens 3'-ende.

Disse to primerer og Jy3-kodningssekvenserne er vist i fig. 8.

Forste streng cDNA-produkterne fremstillet via 13-mer-B8BstEII-
og 21-mer-Jy3-primerne omfatter band pa ca. 430 .nucleotider,
som reprazsenterer hele Vy-regionen. Under de anvendte standard
primingsbetingelser var primingseffektiviteten éf 13-mer-Bst-
EI] meget mindre end den af 21-mer-Jy3. 1 overensstemmelse
hermed blev et cDNA-bibliotek frehstillet ud fra ferste streng
syntesen fra hver af disse primerer under anvendelse af meto-

der beskrevet af Gubler og Hoffman, supra.

Ferst blev 21-mer-Jy3-biblioteket screenet méd 21-mer-Jy3-
oligonucleotidet. Fiiterhybridisering blev wudfert ved 30°
natten over som beskrevet af T. de Lange et al., Cell, 34:
891-900 (1983). Filterne blev derefter vasket ved 51° i 6 x
SSC, 0,1% SDS. Oer blev udvalgt fem kolonier. Den storste
havde en indsazttelse p& ca. 460 bp. Mere signifikant indeholdt
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den tre restriktionssteder forudsagt fra den kendte Jy3-sek-
vens, som er til stede opstrems for primersekvensen. ODOenne
klon, pJ3-11, blev rekkefslgebestemt wunder anvendelse af
Jy3-primeren ved kede-afslutningsmetoden (R. B. Wallace et

5 al., Gene, 16: 21-26 (1981)). Den opndede sekvens havde det
tilbagevaerende Ju3-kodningssegment. Lige opstrems matchede et
13-nuclteotidsegment til en D-segmentsekvens (Dsp 2,2), der er
publiceret (Y. Kurosawa et al., J. Exp. Med, 155: 201 (1982),

og S. Tonegawa, Nature, 302: 575 (1983)). Et nonapeptid forud-

10 sagt fra dette omrade viste karakteristisk homologi til de pu-
blicerede V-subgrupper af tung musekade ved aminosyreresterne

86 til 94 omfattende FR3 af de tunge kade-molekyler. Plasmid
plJ3-11 reprazsenterede en omarrangeret VDJ-sekvens og indeholdt
tilsyneladende anti-hepatitis-Vy-sekvensen produceret af cel-

156 telinien.

For at isolere en Vyu-region-cDNA-klon, som havde et BstEII-
sted 1 J-regionen, blev en Alul til Sau%6l, 265 nucleotid
lang, sonde fra pJd3-11 dernast anvendt til at screene CcDNA- .
biblioteket fremstillet ud fra 13-mer-BestEII-primeren. Der
blev isoleret seks positive kloner. Den sterste, pBsi3-1, blev
yderligere analyseret. Indsattelsen var 280 nucleotider 1lang
og dens restriktionskort var i overensstemmelse med pJ3-11's
péd nar det introducerede BstEII-sted. Figur 9 illustrerer
25 hvorledes disse to indsztninger blev genkombineret til frem-
stilling af pMVHCa-13, en VH-klon med det modulforbindende
Bs{EII—sted. Tre yderligere Vy-cONA-kloner blev isoleret fra
et cONA-bibliotek fremstillet ud fra 21-mer oligonucleotid-
UIG~-MJIH3BSTEII-primeren, der indeholdt et BstEII-sted. Disse
kloner kan tilvejebringe, at skiftende V{-cODNA-sekvenser for-

30
enes med humane Cy-sekvenser.

(2) Fremstilling af cONA-kloner og bzrere, der indeholder

disse, for lette musekades variable region mod HBsAg.

35 Da Jgx2-sekvenser er til stede i mRNA, fremstillet.ud fra anti-

hepatitis-hybridomacellelinien, blev oligonucleotid-UIG-JK2-
BGLII (fig. 7B) udformet til at indfere et BgllI-sted ind i
Jx2-regionen. Fordejelse med BglII ville derefter tillade di-
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rekte indsattelse af en Vg-cDNA-kodningsregion i Bcll-stedet
hos den tidligere navnte humane Cg-vektor, pING2001. Denne
indszttelse ville resultere i den pracise forening af et muse
variabelt region-segment {omfattende J-regionen) med et humant
kappa konstante region-éegment, hver i den rigtige kodnings-
ramme og uden nogen andring i aminosyresekvens for hverken

muse variabel region eller human konstant region.

JK2BGLITI-0oligonucleotid b]év anvendt til at prime anti-HBsAg-
mRNA til at danne et cDNA-bibliotek som for tung kade, supra,
i puUC9. cDNA blev stoerrelsesudvalgt ved polyacrylamidgeleiek-
troforese for kloning og 80% af cONA-klonerne blev vist at
have dindsztningssterrelser mellem 300 og 750 nucleotider i
lzngden. Replikafiltre af dette bibliotek blev screenet med to
oligonucleotider, den originale primer og en anden sonde kom-

plementar til Jgx2-sekvens 5' til den originale primer.

Det blev opdaget, at anti-hepatitis-B-monoklion cellelinien
CRL 8017 secernerer immunoglobuliner med mindst to forskellige
lette keder. €t af dem hidrerer fra myeloma-NS-1, som blev an-
vendt som en fusionspartner til at frembringe anti-hepatitis-
B-cellelinen. Da NS-1 hidrorer. fra myeloma-MOPC21, blev mulig-
heden af, at MOPC21-Vk-mRNA kan vare til stede i Vg-cDNA-
biblioteket fra anti-hepatitis-monokloncellelinien undersegt.
Faktisk har en undersegt cDNA-klon (p6D4B) et restriktionsen-
zymkort der er identisk til det af MOPCZi-VK-cDNA, bortset fra
det indsatte Bglli-sted.

Der kan drages to konklusioner fra disse resultater. Den for-
ste er, at det er muligt effektivt at anvende et oligonucleo-
tid til at indfpre et restriktionsenzymsted, mens en Vg-region
klones fra en hybridomacellelinie. Den anden er, at man for-
sigtigt md underscge hybridomacelleliner for tilstedevarelsen
af flere V-region-sekvenser, hvoraf kun én er den onskede

sekvens.

For yderligere at karakterisere J—regioherne i kappa lette ka-
der, der er til stede i cellelinie-mRNA, blev poly(A)*-RNA
bundet til nitrocellulose ved hjalp af formaldehyd-"Dot
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blot"-fremgangsmaden, beskrevet af White og Bancroft, J. Biol.
Chem., 257: 8569 (1982). RNA blev hybridiseret til 32p-market
oligonucleotidsonder specifikke for hver funktionel kappa J-
region. Disse sonder er vist i fig. 7B som UIG-sonderne 5JK1,

5 MJK, 5JK4 og 5JK5. Resultaterne viste at mRNA hybridiserede
kraftigt til bade MJK- og 5JK4-oligonucleotidsonder, hvilket
viste at bade Jg2- og Jg4-sekvenser var til stede. Da Jgx2-mRNA
tidligere var blevet identificeret som det, der hidrorte fra
moderhybridomapartner NS-1, blev det konkluderet, at Jxd4-mRNA

10 koder for anti-hepatitisbindingsspecificitet hos CRL 8017-cel-

lerne.

To forskellige cDNA-biblioteker blev screenet for at isolere.
V-region-kloner, der koder for Jx4-sekvenser. Den forste blev

primed af JK2BGLII, supra. Oen anden blev fremstillet under

’ 15
f anvendelse af oligonucleotidprimeren, JK4BGLII, som er speci-
' fik for Jk4-mRNA og indferer et BglII-sted i J-regionen af
klonede V-regioner. JK4BGLII-primeren blev anvendt til at
prime syntese af den forste streng cDNA til konstruktion af et
20 cDNA-bibliotek ved hjelp af den samme metode der blev anvendt
til at konstruere et JK2BGLII-primet cDNA-bibliotek, bortset
fra at cONA ikke blev sterrelsesudvalgt for kloning.
I fig. 78 vises de forkert matchede, som hver primer har med
andre funktionelle muse-kappa-J-region-sekvenser. Bemark, at
25 Jx4 har fem forkert matchede i 21-nucleotider, nir sammenlignet
med JK2BGLII-primeren, og 3 i 23 med JK4BGLII-primeren.
Begge bibiioteker blev screenet for V-region-kloner, der inde-
holdt Jg4-sekvenser ved hybridisering til en oligonucleotid-
30 sonde specifik for Jxd-sekvenser (5JK4). Resultaterne af scre-
eningen er vist i tabel 1. ‘
Tabel 1 *.
Bibliotek Sondespecificitet.
35 Jk2 Jyxd
JK2BGLII 2% (30/1500) 0,15% (2/1500)

JK4BGLII N/D , 3,5% (31/875)
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*  procentandel af kloner, der indeholder Jg2- eller

Jx4-sekvenser og en V-region. De anvendte sonder var oligonu-
cleotidet 5JK4 (Jgd-specificitet, fig. ?) og p6D4B, som inde-
holder NS-1 (MOPC21) V-region-sekvensen. N/D, ikke udfert. -

Flere Jx4-vV-region-cDNA-kloner isoleret fra begge biblioteker
blev karakteriseret. Disse kloner har idéntiske restriktion-
senzymkort omfattende det frembragte BgllIl-sted resulterende
fra den oligonucleotidprimede cONA-kloningsfremgangsméde. Re-
striktionskortet og sekvensen af en klon, pV17, viser at pV17

indeholder V~-region-gensekvenser.

Disse resultater viser, at JK2BGLII-primer korrekt kunne, selv
om ueffektivt, prime Jgx4-mRNA-sekvenser. Da JK2BGLII-primeren
har ferre forkert matchede med en hvilken som helst anden Jg-
-region-mRNA end med Jx4-mRNA (fig. 7B) forventes det, at de

andre Jx-mRNA'er kan primes pa den korrekte lokalisering med

-bedre effektivitet under anvendelse af JK2BGLII-primeren. Sa-

ledes kan effektiv cDNA-kloning af en hvilken som helst funk-
tionel muse-kappa—vvregfon opnas ved anvendelse af en blanding

af JK2BGLII- og JK4BGLII-primeren.

Placeringen af et BglII-sted i J-regionen under cDNA-kloningen

af V-regionerne tillader forening af det klonede muse-V-

_region-gen—modu] til det humane kappa-konstant-region-gen-

modul (fig. 98B}).

Efter at de fornavnte eksperimenter var udfert viste det sig
at cDNA-klon pV17 manglede en fuldstendig 5'-kodningsregion.
Nucleotid-rzkkefelgebestemmelse viste at A af 1initiator-
codon’'et ATG ikke var kopieret i pV17. Dette var ikke en til-
feldig cONA-kloningsartifakt, da to andre cDNA-kloner havde
den samme fejl. To fremgangsmader blev udformet til opnéaelse

af et let kadegen med en fuldstzndig 5'-kodningsregion.

Ferst blev et nyt cDNA-bibliotek konstrueret ved forst at
prime med et oligonucleotid (5'-ATATTTGCTGATGCTCT-3') komple-
mentar til pVi7-sekvenser 155 baser fra 5'-enden. Fra dette
bibliotek blev kloner, der hybridiserede til1 en pV1T7-DNA-
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| fragment-sonde, udvalgt og nogle af disse nye cDNA-kloner har
initiatoren ATG samt ca. 20 nucleotider af &' ikke-
translateret region. En af disse kloner, p2-12, leverer en 5°'
ikke-transtateret region p& 23 nucleotider og et fuldstandigt
ATG-initiatorcodon. NAr p2-12 blev kombineret med sekvenser

w

hidrerende fra pV17, blev en variabel region med en fuldstan-
dig 5'-ende dannet (pING2013E).

Dernast blev sted-rettet mutagenese p4 den eksisterende lette
10 kede-klon anvendt til simultant at fjerne poly-G-omradet og
placere en ribosom-genkendelsessekvens i narheden af initia-
toren ATG. PstI-fragmentet fra pVv17 blev subklonet dind i
M13mpl18. Et oligonucleotid (V17-IVM; 5'-GTGTCGACTCAGCATGAGGT-

TCCAGGTTC-3') blev derefter anvendt som en primer til at mu-

15 ~tere pV17-sekvensen til at omfatte et Sall-sted og en initia-
tor ATG dind i pV1i7-sekvensen. Det resulterende plasmid
pPV1T7-IVM tilvejebragte em alternativ muse variabel region til

forening til humane konstante regionmoduler.

Oen fuldstendige nucleotidsekvens hos den variable region fra
20 PV17 blev derefter bestemt. Sekvensen viser at pV17 indeholder
en Vk-Jg-forbindelsesregion, der indeholder flere bevarede
éminosyrer og den hybride Jg2/Jk4-region, der er dannet ved-

priming af Jk4-RNA med UIG-JK2BGLII-oligonucleotidet. Vi-

regionen i pV17 er imidiertid ikke-funktionel, forbi Vk- og
Jg-regionen ikke er i den samme kodningsramme. Translation af
pV17-V-regionen ville saledes resultere i en abnerm immunoglo-
bulin-let-kade, hvor J-regionen er translateret i en ukorrekt
ramme. Oenne mangel kan forarsages af aberrerende V-J-
20 forening, resulterende i en ikke-funktionel kappa-mRNA, som er
blevet observeret af D.E. Kelley et al., Mol. Cell. Biol.,

5:1660-1675 (1985).

Da pV17-V-regionen koder for et abnormt immunoglobulin, er det
meget usandsynligt at denne lette kade er del af et funktio-
35 nelt antistofmolekyle mod hepatitis. Disse resultater viser
vigtigheden af, at underseoge hybridomaceller for tilstedeva-

relsen af flere RNA-arter, der koder for V-regioner, hvoraf

kun én er den enskede sekvens.
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Ydér1igere screening af CRL 8017-cONA-biblioteker blev udfert
for at lede efter Vg-cDNA-kloner, som ikke er fra nogen af de
to Vk-cDNA-klasser, der er fundet indtil nu (MOPC21-p6D4B,
pV17). Ferst blev et oligo-dT-primet cDNA-bibliotek, der var
fremstillet ud fra CRLBD1T-RNA, screenet med en DNA-fragment-
sonde specifik for kappa konstant regionen, og separat med
sonder specifik for MOPC21- og pV17-Vg-regioner. En cDNA-klon
(pl1E9L-81), som indeho1der'k;ppa konstant regionen, men har en

anden Vigregion end den hos MOPC21 eller pV17, -blev opdaget.
Denne metode, at screene oligo-dT-primede cDNA-biblioteker, er
et anvendeligt alternativ til oligonucleotid-screening af
cDNA-biblioteker, forbi hak-translaterede sonder med hej spe-
cifik aktivitet anvendes. Denne metode muligger ogsd den si-
multane isolering af flere klasser af V-region-kloner, sasom
alle Vg-kloner, ved hj=1p af passende sondevalg. Dernast blev
det UIG-JK28GLII-primede cDNA-bibliotek, der var fremstillet
ud fra CRL 8017-RNA, screenet med UIG-5JK2-oligonucleotid-
sonden (se fig. 7). Der blev fundet en ny klasse af Vg-cDNA-
kloner, hvis medlemmer er homologe til plE9L-81 og hybridise-
rer til UIG-5JK2-sonden, men ikke til en MOPC21-Vg-sonde.
Restriktionsendonucleasested-kortene o9 nucledtidsekvenserne
hos disse kloner er ogsad forskellig fra MOPC21-homologe V-
-cONA-kloner fra CRLB017-celler. Disse kloner har imidlertid
en aberrerende V-J-forbindelse, som resulterer i1 et ikke-
funktionelt mRNA, og er tilsyneladende identisk til ét beskre-
vet af Cabilly og Riggs (Gene, 40:157 (1985)).

Det blev derfor konkluderet, at anti-hepatitis-B-cellelinien
CRL8017 har mindst tre klasser af Vx-mRNA, der svarer til de
ovenfor beskrevne cDNA-kloner p604B (MOPC21), plE9L og pV17.
pIE9L- og pV17-klonerﬁe hidrerer fra mRNA fra aberrerende om-
dannede kappa-gener, mens p6D4B-klonen hidrerer fra moderhy-
bridoma fusionspartneren NS-1. Ingen af disse kloner ser ud

til at kode for den snskede lette kade mod hepatitis.

{(3) Fremstilling og ekspression af tung kede, der indeholder

human konstan/muse-variable regioner.

V-regionsekvenserne i pMVHCa-13 blev knyttet til den humane

IgGl-konstant-(C)-region-klon pGMH6. Pa grund af tilstedeve-
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relsen af et andet BstEII-sted inden i IgGl CHl-regionen hos

pGMH-6 var en flertrinsligering noedvendig. Ferst blev 220 nu-

cleotid BstEII-fragmentet fra J-CHi-regionen hos pGMH-6 1fger-

et til 1100 nucleotid-IgG-regionen BsStEII til BamHI fragmen-

5 tet hos pGMH-6. I en separat 1ligering blev 420 nucleotid

BstEII til1 BamHI fragmentet hos pMVHCa-13, som omfatter muse-

V-regionen, knyttet til en kalvetarmphosphatase-behandiet

BamHI-plasmidvektor. De to ligeringer blev derefter forenet,

ligase blev tilsat og produkterne blev transformeret ind i

10 HB101, hvilket resulterede i den kimazre muse-V-human-C-klon
pPMVHCc-24 (fig. 9A).

V-regionen af det hybride tunge kade-gen i pMVHCc-24 blev yder-
ligere analyseret ved partiel sekvensanalyse. Denne analyse

viste at den klonede V-region indeholdt en D-sekvens, som mat-

e chede en kendt D-sekvens, DSP2,2 (Kurosawa og Tonegawa, supra).
Sekvensen forudsagde ogsd et lederpeptid med 19 aminosyrer,
der ligner de kendte muse-V-tung-kade-lederpeptidsekvenser, og
en 5' ikke-translateret region p& mindst 3 nucleotider.

20 BamHI-fragmentet, der indeholder de muse-humane hybride tunge
kade-gen af pMVHCc-24 blev klonet i BamHI-fordejet pING2003E-
vektor,' resulterende i ekspressionsplasmid pING2006E (fig.
11). pING2006E-plasmidet bor have en forsget sandsynlighed for
effektiv ekspression af det kimzre muse-human~immunoglobulin-

25 gen i B-lymfoidceller p& grund af tilstedevarelsen af muse-
tung-kade-fremmer-regionen.

En modificering af det kimare tunge kade-gen til stede i
pMVHCc-24 blev udfert for at tilvejebringe et alternativt

30 tungt kade-gen som mangler oligo-dC-regionen forudgaende for
initiatoren ATG. pING2012E- og pING2006E-vektorerne er iden-
tiske pa nar nucleotiderne umiddelbart fer ATG, som vist i
fig. 12.

35 Bakterier{ der gemmer pING 2006E- og pSV2-neo-plasmiderne,

blev omdannet til protoplaster ved hjzlp af fremgangsmaden be-
skrevet af R.M. Sandri-Goldin et al., Mol. Cell. Biol, 1:743

(1981}). Protop1astefne blev derefter separat sammensmeltet til
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SP2/0-Agl4-hybridomaceller (ATCC CRL 1581) ved behandling med
polyethylenglycol (A. Ochi et al., Nature, 302: 340, 1983). De
saﬁmensme1tede celler fik lov til at komme sig i 72 timer i
fuldstendigi medium, fer udspredning med 10.000 eller 50.000
celler pr. brend i en vavskulturplade med 96 brende. Cellerne
blev udvalgt med G418 ved 0,8 mg/ml i to uger, hvorefter vakst
i nogen bronde var ganske tydelig. Under_disse udvalgelisesbe-
tingelser b1e§ Sp2/0-celler fuldstandigt drzbt i lebet af 4-7
dage af G418. Kun celler som havde integreret og udtrykt det i
vektorerne tilstedevarende neo-gén vil vokse under G418-udval-
gelse. Antallet af brende, der var positive for vakst ved

disse integrative transfektanter, er vist i tabel 2.

Tabel 2 *.

Stamme/ 10.000 §0.000
plasmid celler/brend celler/brond
MCIOS]/DINGZOOGE 3 (13%) 12 (50%)
MCIOGI/DSVZ-”QO ‘ T {29%) 4 (171%)
MC1061/1ingen 0 ]

Procentandel af breonde, der viser positiv. vekst ud af 24

brende

Celler transficeret med pING2006E og pSV2-neo blev undersogt
for immunoglobulin-gen-ekspression ved RNA- og proteinni-
veauet. Samlet celle-RNA blev fremstillet ud fra transficerede
celler, der var bundet til nitrocellulose og hybridiseret til
hak-translaterede sonder, specifikke for det muse-humane hy-
bride tunge kade-gen. To kloner blev fundet éom havde et
starkt signal, hvilket reprasenterer ekspression af genet ved
RNA-niveauet. Mazngden af samlet cellular-RNA hybridiseret til
muse-human-sonden viste sig at vere ca. 1/10 af niveauet af
tung kade-RNA i de oprindelige hybridomaceller. Dette repra- -
senterer sandsynligvis ca. 1% af det samlede mRNA af den

transficerede celle.

De- transficerede muse-celler blev ogs& undersegt for produk-

tion af cytoplasmisk humant tung-kade-protein ved hjzlp af en
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ELISA-bestemmelse. ODet viste sig at 3 ud af 7 pING20OBE-
transficerede cellelinier frembragte paviselige mangder af hu-

mant tung-kede-protein. Muse-celle-transformanten, der produ-
cerede det meste muse-human-tung-kade-protein, gav et signal i

5 ELISA-bestemmelsen sammenlignelig til den af en 1/100-f6r—
. tynding af et humant B-cellelinieproducerende dintakt humant
immunoglobulin-IgGl. Denne beskedne mangde af pavist muse-

human tung-kade-protein kan skyldes flere faktorer, omfattende
ustabilitet af tunge kader i narvarelse af lette kader i hy-

10 bridomacller, eller ukorrekt fremstilling af det kimazre gen-

transcript.
(4) Gen-forstarkning af det integrerede kimare gen,

Southern-plet-analyse viste at flere kopier af pING2006E-DNA-
15 sekvenserne var inteéreret dobbelt i muée-genomet. Restrik-
tionsenzymer Apal og BglIl klever begge pING2006E enkeltvis. I
transformanten, 2AE9, blev et bind fra en Apal- eller BglII-
fordejelse af den forventede sterrelse (8,2 kb) fundet at hy-
bridisere til de humane C-y-l-sekvenser (resultater ikke
vist). Et BamHI-band med den korrekte sterrelse (1,6 kb) viste
sig at hybridisere til det humane savel som til 1E9-Vy-sek-
venserne. Gen-kopititreringseksperiment (fig. 14) viste at der
er ca. 5 kopier af pING2006E 1 ZAEQ—genomet. Den kendsgerning,
at kun et enkelt band blev pavist i Apal- eller BglIl-banen
25 viser, at disse individuelle kopier er i en dobbelt-arrangeret
opstilling. Et sat af dobbelt fordsjelser viser at pING2006E-
sekvenser ikke undergik nogen omarrangering ved deres indfo-

ring i muse-DNA (resultater ikke vist).

30 Dernest blev 2AES-celler transficeret med et plasmid, som in-
deholder en anden udvalgelig marker, gpt-genet, og udvalgte
kKloner, der vokser ud i DMEM-~-HAT. En klon, 28H10, har ca. 38
ng opleseligt humant y-1-protein pr. 106-celler. Southern-
analyse viste at 28H10 har ca. 30 kopier af pING2006E (fig.

35 14). De blev forstarket fra de § kopiér i 2AE9 uden omdannelse
af DNA-sekvenserne. (Sammenlign 2AE9-feltet til 2BH10)}. S1-

resultater (resultater ikke vist) viste at denne forsgelise i

skabelon forte til en hojere mazngde IgG-gen-transcripter. Det
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antages, at disse sekvenser blev co-forstarket med nerliggende

cellulzre sekvenser som et resultat af den anden udvalgelse.

Eksempel 3: Et kimeart human-muse-antistof med canceranti-

genspecificitet.
{1) Antistof L6.

Monoklont L6-antistof {(MAb) blev opnaet ud fra en mus, som var
blevet immuniseret med celler fra et human lungecarcinom, hvo-

refter vildtceller blev hybridiseret med NS-1-myse-myeloma-
celler. Antistoffet binder til et tidligere ikke identificeret
carbohydratantigen, som udtrykkes i store mangder ved over-
fladen af celler fra de fleste humane carcinomaer, omfattende
Iungecarcinom {(adeno, squamosus), brystcarcinomer, coloncarci-
nomer og ovariecarcinomer, mens antigenet kun er til stede‘i
spormangder i normale celler fra den voksne vart. MAb L& er en
IgG2a og kan formidle antistofafhangig cellular cytotoksici-
tet, ADCC, i narverelse af humane periferale blodieukocytter
som en kilde for effektorceller, for at lyse L6-positive tu-
morceller, og det kan 1lyse L6-positive tumorceller i narve-
relse af human serum som en kilde for komplement, idet lysen
pAvises som frigivelsen af 51cr fra markede celler i lebet af
en 4 timers inkubationspericde. MAb L6 kan lokalisere L64posi?
tive tumorer, xenotransplanteret pa negne mus, og det kan in-
hibere udvaksten af sadanne tumorer. Mab L6 er beskrevet i
Cancer'Res. 46:3917-3923, 1986 (angaende MAb-specificitet) og
i Proc. Natl. Acad. Sci. 83:7059-7063, 1986 (angéende MAb-

funktion).

(2) Identifikation af J-sekvenser i immunoglobulin-mRNA af

L6.

Frosne celler bTeQ opteet pa is i 10 minutter og derefter ved
stuetemperatur. Suspensionen blev fortyndet med 15 m1 PBS og
cellerne blev centrifugeret ned. De blev gensuspenderet, efter
vask i PBS, i 16 m1 3M LiCl, 6M urinstof og blev revet fra hi-
nanden i en polytronklipper. Fremstillingen af mRNA og udval-
gelsen af poly(A+)-fraktionen blev udfert som beskrevet af C.
Auffray og F. Rougeon, Eur. J. Biochem. 107:303, 1980.
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Poly(A+)-RNA fra L6 blev hybridiseret individuelt med market
Jyl-, Jy2-, Jy3- og Jyd-oligonucleotider under betingelser be-
skrevet af Nobrega et al., Anal. Biochem 131:141, 1983). Pro-
dukterne blev derefter underkastet elektroforese i en 1,7%
5 agarose-TBE-gel. Gelen blev bundet i 10% TCA, suget tsr og ud-
sat for autoradiografi. Reéultaferne viste at L6 V{ indeholder

Jy2-sekvenser.

For analysen af Vg-mRNA blev "Dot-Blot"-fremgangsmaden bes-
krevet af White og Bancroft, J. Biol. Chem. 257:8569, {1982)
anvendt. Poly(A+)-RNA biev immobiliseret p& nitrocellulosefil-

10

tre og blev hybridiseret til mazrket sonde-oligonucleotider ved
40° i 4xSSC. Disse eksperimenter viser at L6 indeholder

Jk5-sekvenser. En svag hybridisering til Jx2 blev iagttaget.
15 {3) V-region-cONA-kloner,

Et bibliotek primet af oligo-(dT) pa L6-poly(A+)-RNA biev
scfeenet for kappa-kloner med en muse-Cx-region-sonde. Fra
L6-biblioteket -blev flere kloner isoleret. En anden screening
20 © med en §' Jg5-specifik sonde identificerede L6 (Jg5) lette
kede-kloner. Tunge kade-kloner af L6 blev isoleret ved screen-

ing med JH2-oligonucleotid.

De tunge og lette kade-gener eller genfragmenter fra cDNA-

55 klonerne, pHs-Gé og pL3-12a, blev indsat i Ml13-bakterio-
fagvektorer for nucleotidsekvensanalyse. De fuldstandige nu-
cleotidsekvenser af den variable region hos disse kloner blev
‘bestemt (fig. 15 og 16) ved hj=lp af dideoxykazdeafslutningsme-
toden. Disse sekvénser forudsiger V-region-aminosyresammensat-
39 ninger, som stemmer godt overens med de observerede sammen-
sztninger, og forudsiger peptidsekvenser, som er blevet be-
kraftet af direkte aminosyrerazkkefolgebestemmelse af dele af

V-regionerne.

cDNA-klonernes nucleotidsekvenser viser at de er immunoglo-

35 bulin-V-region-kloner, da de indeholder aminosyrerester, der

viser V-omrader (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immu-
nological Interest; U.S. Dept of HHS, 1983).
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L6 Vy horer til subgruppe II. cDNA forudsiger en N-endesekvens
p4 24 aminosyrerester, der er identisk til den hos en kendt Vy
(45-165 CRI; Margolies et al., Mol. Immunol. 18:1065, 1981).
L6 V4 har Jy2-sekvensen. L6 Vi er fra Vg-KpnI-familien {Nishi
et al., Proc. Nat. Acd. Sci. USA 82:6399, 1985) og anvender
Jk5. Det klonede L6 V| forudsiger en aminosyresekvens, som
blev bekraftet ved aminosyrerazkkefolgebestemmelse af peptider
fra L6's lette kade, svarende til rester 18-40 og 80-96.

{4) In vitro mutagenese til at frembringe restrikfionsenzym-
steder i J-regionen til forening med et humant C-modul og til

fjernelse af oligo(dC)sekvenser 5' til Vv-modulerne.

gBegge kloner frembragt fra priming med oligo(dT) L6-Vx og
L6-Vy behover at blive modificeret. Ffor L6  Vg: blev J-
region-mutagenese-primeren JgHindIII, som vist i fig. 1178B,
anvendt. Et humant Cg-modul hidrerende fra en cDNA-klon blev
mutageniseret til at indeholde HindIII-sekvensen (se fig. 17A)
Mutagenesereaktionen blev udfert pa M13-subkloner af disse
gener. Frekvensen af mutante kloner 13 i omradet fra 0,5 til

1% af de opndede plaquer.

Det er tidligere blevet iagttaget at oligo(dT)-sekvensen op-
stroms for AUG-codonet i et VH kimamrt gen virker forstyrrende
pé den korrekte splejsning i en sarlig genkonstruktion. Det
blev estimeret at ca. s& mange som 70% af RNA-transcripterne
havde underg2et forkert splejsning, hvori en ukendt 3'-
splejseacceptor i ledersekvensen var anvendt. Derfor blev
oligo(dC)-sekvensen opstrems for initiatoren AUG fjernet i

alle klonerne.

I en fremgangsmade blev et oligonucleotid anvendt som indehol-
der et Sall-restriktionssted for at mutagenisere L6 Vk-klonen.
pen anvendte primer for denne oligonucleotid-rettede mutagen-
ese er en 22-mer, som introducerer et Sall-sted mellem

oligo(dC) og initiatoren met-codon (fig. 19).

I en anden fremgangsmade blev nucleasen BAL-31 anvendt til at
tygge oligo(dC) i L6 Vy-klonen pH3-6a vak. Storreisen af dele-
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tionen i de to mutanter, der blev opnéet, blev bestemt ved
nucleotidrakkefolgebestemmelse og er vist i fig. 17. 1 begge
af disse mutanter (64 og 621) blev hele oligo(dC) 5' for kod-

ningsregionen deleteret.

Disse kloner b]év derefter modificeret ved hjelp af oligo-~
‘nuclectid-rettet mutagenese med MJIH2-Apal-primer (fig. 17).

Denne primer med 31 baser introducerer et Apal-sted i muse-Cy-

genet ved en stilling, der er analog til et eksisterende
10 Apal-sted 1 human-C-y-1-cDNA-gen-modul. Primeren indforer de
passende codoner for human-C-y-1-genet. Det kimzre tunge kea-

degen, fremstillet ved forening af det mutageniserede muse-Vy.

gen-modul med et humant Cy-modul, koder sidledes for et kimart
protein, som ikke indeholder nogle humane aminosyrer for hele

15 VH-regionen,

Det humane C-y~1-gen-modul er et ¢DNA hidrerende fra GM214s8
celier (Human Genetic Mutant Cell Repository, Newark, New
Jersey). Dette C-y-l1-gen-modul blev tidligere forenet med et
muse-Vy-gen-modul til dannelse af det kimare ekspressionsplas-
mid pING2012E. |

{5) L6 kimazre ekspressionsplasmider.

L6 kimare tunge kade-ekspressionsplasmider blev afledt fra om-
25 placeringen af Vy-modulet pING2012E med Vy-moduler af mutanter
621 og 84 til opnielse af ekspressionsplasmiderne pING2111 og
pING2112 (fig. 17). Disse plasmider dirigerer syntesen af ki-
mere L6 tunge kade, nar transficeret ind i mammale celler.
30 For det kimazre L6 lette kade-gen blev fragmentet Sall til
HindIII af muse-Vk-modulet forenet med det humane Cx-modul ved
hjzlp af fremgangsmaden beskrevet i fig. 18 til dannelse af
PING2119. Erstatning af neo-sekvensen med E. coli-gpt-gen hid-
rerende fra pSV2-gpt resulterede i pING2120, som udtrykte ki-
mere L6 lette kade og giver mycophenolisk syremodstand, nar

35
transficeret ind i mammale celler.

Inklusionen af bade kimazre tunge kadegener og kimzre lette ka-

degener i det samme plasmid muligger indforingen ind i trans-
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ficerede celler i et 1:1-genforhold mellem tunge og lette ka-
degener, hvilket forer til en balanceret gendosering. Dette
kan forbedre ekspression og formindske manipulationer af
transficerede celler til optimal kimar antistofekspression.
Til dette formal blev ONA-fragmenterne hidrorende fra de Kki-
mare tunge og lette kadegener af pING2111 og pING2119 forenet
i ekspressionsplasmidet pING2114 (fig. 19). Dette ekspres-
sionsp1asmid indeholdt en udvé]ge1ig neoR-marker og separate
transcriptionsenheder for hvert kimart gen, hver indeholdende

en muse-tung-kadefremmer.

Modifikationerne og V-C-forbindelsesregionerne hos de kimare

L6-gener er opsummeret i fig. 20.

{(6) Stabil transfektion af muse lymfoide celler til produk-

tionen af kimart antistof.

Elektroporation blev anvendt (Potter et al., supra; Toneguzzo
et al., Mol. Cell Biol., 6: 703, 1986) for inferingen af
L6 kimart ekspressionsplasmid-DNA i muse—SpZ/b—cel]er. Elek-
troporationsteknikken gav en trasfektionsfrekvens pa 1-10 Xx
10-5 for Sp2/0-cellerne. »

To-gen ekspressionsplasmidet pING2114 blev lineariseret ved

'Fordzjelse med AatIl-restriktionsendonuclease og transficeret

ind i Sp2/0-celler til opnéelse af ca. 50 G418-modstands-
dygtige kloner, som blev screenet for syntese af human tung o0og
let kade.

Niveauerne for syntese af kimazr antistof kade fra de to frem-

_stillere, D7 og 3E3, er vist i tabel 3. Kimar-L6-antistof blev

fremstillet ved at dyrke D7-transfektantcellerne i 24 timer
ved 2x106 celler pr. ml 3 5 liter DMEM, suppleret med HEPES-
puffer og penicillin og streptomycin. Supernatanten blev kon-
centreret over en Amicon YM30-membran i 10mM natriumphosphat-
puffer, pH-vardi 8,0. Det fremstillede blev hz1dt pa en DEAE-
cellulosesejle, som adskilte immunogliobulinet i ubundne cg
bundne fraktioner. Prever fra DEAE-ubundet, OEAE-bundet og
pr2-DEAE prazparat (fremstillet fra 1,6 pl medium) blev separat
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oprenset ved affinitetskromatografi pa en
protein-A "Sepharose"-sgjle, idet der blev elueret med 0,1M
ratriumcitrat, pH-vardi 3,5. Det eluerede antistof blev neu-
traliseret og koncentreret ved Amicon-centricon-filtrering i

5 phosphatpufret saltoplesning. Udbytterne for de tre praparater
var 12 pug (DEAE-ubundet), 6 pg (DEAE-bundet) o0g 9 ug
(pra-OEAE-saj1e), Western-analyse af antistofkaderne viste at
de var forenet i Holo~-tetramerlignende naturlige
immunogliobuliner.

10
(7) En anden oprensning for kimart L6-antistof secerneret i

vaevskultur,

a. Sp2/0.pING2114.DT-celler blev dyrket i kulturmedium (DMEM
(Gibco nr. 320-1965)), suppleret med 10% feotal bovinserum
(Hyclone nr. A-1111-D), 10mM HEPES, 1xglutamin-Pen-Strep
(Irvine Scientific nr. 9316) til 1 x 106 celle/ml.

15

b. Cellerne blev derefter centrifugeret ved 400 x g og gensu-
; spenderet i serumfri kulturmedium ved 2 x 106 celle/m1 i 18-24

i 20 timer.

¢c. Mediet blev centrifugeret ved 4000 o/min. i en JS-4,2 ro-
tor (3000 x g) i 15 minutter.

d. 1,6 liter supernatant blev derefter filtreret gennem et
25
0,45 mikron filter og derefter koncentreret over et YM30

(Amicon Corp.) filter til 25 m1.

e. Ledeevnen af den koncentrerede supernatant blev indstillet
til 5,7-5,6 mS/cm og pH-vardien indstillet til 8,0.

30
f. Supernatanten blev centrifugeret ved 2000 x g, 5 minutter,

og derefter haldt pd en 40 ml DEAE-sojle, der var =zkvilibreret

i forvejen med 10mM natriumphosphat, pH-vaerdi 8,0.

g. Den gennemstrommede fraktion blev opsamiet og hzldt pad en
35
A-"Sepharose" (Sigma) sejle med 1 ml protein, der var zkvili-

breret i forvejen med 10 mM natriumphosphat, pH-vardi 8,0.

h. Sejlen blev ferst vasket med 6 ml 10mM natriumphosphat-

puffer, pH-vardi 8,0, efterfulgt af 8 ml 0,1M natriumcitrat,
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pH-vardi 3,5, derefter med 6 ml O0,1M citronsyre (pH-vardi
2,2). Fraktioner pa 0,5 ml blev opsamlet i ror, der indeholdt
50 pl 2M tris base (Sigma).

i. Storstedelen af IgG var i elueringen med pH-vardiy 3,5 og
biev forenet og koncentreret over Centricon 30 {Amicon Corp.)
til ca. 0,06 ml.

J. pufferen blev andrét til PBS (10mM natriumphosphat, pH-
verdi 7,4, 0,15M NaCl) i Centricon 30 ved gentagen fortynding

med PBS og genkoncentrering.

k. 1gG-oplesningen blev derefter indstillet til 0,10 ml og
bovint serum albumin (fraktidn v, U.S. Biochemicals) blev sat

til 1,0% som et stabiliseringsreagens.

(8) Produktion og oprensning af kimart L6~-antistof secerneret

i ascitesvaske.

a. Ascitesvaeske blev fsrst centrifugeret ved 2.000 x g i 10
minutter.
b. Ledeevnen af supernatanten blev indstillet ti} 5,7-5,6

mS/cm og dens pH-vardi indstillet til 8,0.

c. Supernatanten blev derefter haldt pa en 40 m1 DEAE-
cellulosessjle, der var skvilibreret i forvejen med 10mM
NazPO4H, pH-verdi 8,0.

d. Det gennemstrommede fra DEAE-ssjlen blev opsamlet og dets
pH-vardi blev indstillet til 7,4 og derefter haldt pa en
"Sepharose“"-sejle med 1,0 m] gede-anti-human-IgG (H+L).

e. Sejlen blev forst vasket med 6 ml 10mM natriumphosphat,
0,5M natriumchlorid, efterfulgt af 8 m1 0,5M NH40H og 3M

natriumthiocyanat.

f. Natriumthiocyanateluatet blev forenet og dialyseret mod 2

1 PBS natten over.

Antistoffet kan yderligere koncentreres ved trinnene j. og k.

i den forudgiende fremgangsmade.
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Tabe] 3.

Niveauer af secerneret kimare-L6-kader fra Sp2/0-transfektan-

ter2,
s Sp2/0.07 Sp2/0.3E3
Oyrkningsbetingelser FBS  kappab  yC kappal yc¢
1. 20 mi, 2d,
podet® 2x105/m1 + 17 77 100 700
10 2. 200 m1, 2d, _
podet@ 2,5x105/m) + 0,9 6 80 215
3. 200 m}, 1d,
podet® 2x106/m) - 1,9 3,8 97 221
4. Balb/c ascites - 5.160 19.170 ND ND
15
2 - gp2/0-celler transficeret ved elektroporation med
PING2114(pL6HL).
b . ng/1 mdlt ved ELISA specifikt for human-kappa-human
Bence-Jones-proteinstandard. ‘
20
€ - pg/) malt ved ELISA specifikt for human-y-human-IgG-
standard.
ND - Ikke bestemt.
25 .
FBS: Feotal bovinserum.
(9) Undersegelser foretaget af det kimare L6-antistof.
Ferst blev preverne undersegt med et bindingsforseqg, hvori
30 celler fra bade en L6 antigenpositiv og en L§ antigennegativ
cellelinie blev inkuberet med standard-muse-monoklonantistof
L6, kimert Lé6-antistof hidrerende fra cellekultur-~-superna-
tanterne og kimert L6-antistof hidrerende fra ascites (som
tidligere beskrevet) efterfulgt af et andet reagens; fluor-
35 escein-isothiocyanat-konjugeret gede-antistoffer (FITC) over

for humant (eller mus for standarden) immunoglobulin.

Da bindingsforssget viste starkt reaktivitet hos det kimazre L6

med den L6 antigenpositive cellelinie og total mangel pd reak-
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tivitet med den negative cellelinie var det naste trin at un-
derspge for det kimare L6's evne til at inhibere bindingen
mellem muse-L6 og antigenpositive celler, sddanne inhiberings-
underssgelser, anvendes rutinemassigt til at etablere identi-
teten af to antistoffers genkendelse af antigen. Disse resul-
tater er diskuteret nedenfor (inhibering af binding). Som del
af disse undersegelser blev der foretaget et groft estimat af
antistofivrighed (aviditet).

Endelig blev to aspekter af antistoffunktion undersegt, nemlig
evnen til at formidle ADCC i narvarelse af humane periferale
b]odleukocytter'og evnen til at drabe L6-positive tumorceller
3 nerverelse af human serum som en kilde for komplement (se

"funktionelle forssg" nedenfor).

Bindingsforseg. Celler fra en human coloncarcinomalinie, 3347,
som tidligere er blevet vist at udtrykke ca. 5 x 105 molekyler
L6-antigen ved celleoverfladen, blev anvendt som mal. Celler
fra T-cellelinien HSB2 blev anvendt som en negativ kontrol,
da de i overensstemmelse med tidligere undersegelser ikke ud-
trykker paviselige mangder af L6-antigenet. Malicellerne blev
forst inkuberet i 30 minutter ved 4°C med enten det kimare L6
eller med muse-lL6-standard, som var blevet oprenset fra
muse-ascites. Dette blev efterfulgt af inkubefing med et andet
FITC-market reagens, som for det kimare ‘antistof var gede-
anti-human-immunoglobulin, opnaet fra TAGO (Burlingame, CA) og
anvendt i en fortynding pa4 1:50. For muse-standarden var det
gede-anti-mus-immunoglobulin, ‘ogsa opnaet fra TAGO og anvendt
i en fortynding p& 1:50. Antistofbinding til celleoverfladen
blev bestemt under anvendelse af en Coulter Model EPIC-C-

cellesorterer.

Som vist i tabel 4 og 4A bandt bade det kimezre L6 og muse-
standard L6 signifikant og ca. i den samme udstrakning til den
L6-positive 3347-1inie. De bandt ikke over baggrundsstej til
den L6-negative HSB2-linie,.

P4 baggrund af den kendsgerning, at de tre forskellige kimare

L6-prover anfeort i tabel 4 opferte sig ensartet i bindingsfor-
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segene, blev de forenet til inhiberingsundersegelserne anfert
nedenfor. De samme inhiberingsundersegeliser blev udfort for

kimer L6 hidrorende fra ascitesvaske anfeort i tabel 4A.
8indingsinhibering.

Som det naste trin blev den udstrazkning, til hvilken trindeilte
doser af det kimare L6-antistof eller standard-muse-L6 kunne
inhibere binding af en FITC-maerket muse-L6 til overfladen af

antigenpositive 3347-coloncarcinomceller.
10 )

Bide det kimzre L6- og muse-standard-L6 inhiberer bindingen af
det direkte markede L6-antistof, idet bindingskurverne er
parallelle. Det kimere antistof var en smule mindre effektivt
end standarden, som indikeret af resultaterne, som viste at 3,4
15 gg/ml1 af det forenede kimare L6 MAb, sammenlignet med 2,0
ug/mt? af standard-muse-t6 MAb, var nedvendigt for 50% bin-
dingsinhibering, og at 5,5 ug/mil af det kimzre L6 (hidrerende
fra ascites) sammenlignet med 2,7 ug/ml af standard-muse-6 MADb

var nedvendigt for 50% bindingsinhibering.

Som en del af disse undersegelser blev et groft estimat fore-
taget af antistofivrighed. Standard-muse-L6-ivrighed var tid-
ligere blevet bestemt til ca. 4 x 108. Resultaterne viste at
der ikke var nogen signifikante forskelle i ivrighed mellem

25 det kimare L6 og muse-L6.

Funktionsforsgeg.

Der blev foretaget en sammenligning mellem de kimazre L6's og
standard-muse-L6's evner til at Iyée L6~antigenpositive celler
30 i nazrvaerelse af humane periferale blodleukocytter som en kilde
for effektorceller (formidlende antistofafhangig cellular cy-
totoksicitet, ADCC) eller humanserum som kilde for komplement
(formidlende komplementafhangig cytolyse, CDC).
35 Som vist i tabel 5 og tabellerne 5A-5D var det kimare L6 over-
legent over for den samtidige undersegte preve af muse-L6
m.h.t. at forarsage ADCC, som malt ved et 4 timers 51lCr-frigi-

velsesforseg.
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1 tabellerne 6 og 6A-6B anfores resultaterne fra undersegelser
pa komplementformidlet mdlcellelysis. I dette tilfalde blev en
hej cytolytisk virkning observeret bade med muse-L6-antistof-
ferne og de kimzre L6-antistoffer.

Konklusioner.

De ovenfor anferte resultater viser et antal vigtige, uven-
tede kvaliteter ved det kimare monoklone L6-antistof ifeige
opfindelsen. For det ferste binder det kimere L6-antistof til
L6-antigenpositive tumorceller i ca. den samme udstrakning som
muse-L6-standarden og med ca. den samme aviditet. Dette er si-
gnifikant af de felgende grunde: L6-antistoffet fastlagger (a)
et overfladecarbohydratantigen, og (b) et proteinantigen med
ca. 20.000 dalton, hvoraf hver er karakteristisk for ingen-1ille
cellelungecarcinomer (NSCLC) og visse andre humane carcinomer.
L6-antistoffet binder ikke signifikant paviseligt til normale
celler, sasom fibroblaster, endotheliale celler eller epithe-
liale celler i de stgrre organer. Saledes bestemmer det kimare
monoklone L6-antistof et antigen, som er specifikt for carci-

nomceller og ikke normale celler.

Ud over evnen hos de kimzre monoklone Ls-antistoffer ifelge
opfindelsen til at binde specifikt til ondartede celler og lo-
kalisere tumorer, udviser det kimzre-L6 indgiende biologiske
virkninger med hensyn til at binde til dets mal, hvilket ger
det kimere antistof til en hovedkandidat for tumorimmunotera-
pi. Resultaterne anfert heri viser, at kimart L6 er 1 stand
til at binde til tumorceller og ved binding drazbe tumorcel-
lerne, enten ved ADCC eller CDC. Sadan tumor-drabs-virkning
blev vist under anvendelse af koncentrationer af kimart

L6-antistof s& lave som 0,01 pg/ml (10 ng/ml).

Selv om udsigten til at forsege tumorterapi under anvendelse
af monoklone antistoffer er attraktivt, idet nogle delvise tu-
mortilbagesliag er blevet . rapporteret, har sadan monoklon-
antistofterapi til dato varet modt med begranset succes
(Houghton, februar 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. 82:1242-1246).

Den terapeutiske effektivitet af monoklone museantistoffer
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(som er de, som er blevet forsggt indtil nu) ser ud til at
vaere for lav for de flieste praktiske formatl. Opdagelsen af den
indg2ende biologiske aktivitet af kimart L6 koblet med dets
spcificitet for et carcinomantigen gor det kimare L6-antistof
5 til et terapeutisk middel, der kan velges til behandling af
tumorer in vivo. PA grund af de "humane" egenskaber som vil
gsre de kimare monoklone Ls-antiétoffer mere resistente over
for clearance in vivo vil de kimare monoklone L6-antistoffer
desuden fordelagtigt anvendes ikke kun til terapi med umodifi-
10 cerede kimzre antistoffer, men ogsa til udvikling af forskel-
lige immunokonjugater sammen med lzgemidlier, toxiner, immuno-
modulatorer, isotoper osv., savel som for diagnostiske formal,
sasom in vivo afbildning af tumorer under anvendelse af pas-
sende markede kimare L6-antistoffer. Sadan immunokonjugations-
15 teknik er kendt for fagmanden indenfor omrédét og kan anvendes
til at modificere de kimare L6-antistofmolekyler ifslge den

foreliggende opfindeise.

To illustrerende cellelinier der udskiller kimart Lé~-antistof
20 blev deponeret for denne anseggnings indleveringsdag hos ATCC,
Rockville Maryland. Disse er transficeret hybridoma-C255
- {svarende til 3€3-celler, supra), ATCC HB 9240 og transfice-
ret hybridoma C256 (C7-celler, supra), ATCC HB 9241. Se bilag
1 og 2.

25 {10) Ekspression i gar af L6-kader.
Genetiske sekvenskodninger for kimert L6-antisofts tunge og
lette kader blev fremstillet og indfert i vektorer. Garceller
biev transformeret dermed, og ekspression af separate tunge og

30 lette antistofkader for L6-antistof blev pAvist.

Den foreliggende opfindelse er ikke ment som varende begranset
i omfang med de deponerede cellelinier, da den deponerede ud-
ferelsesform er ment som en enkelt illustration af et aspekt
35 af opfindelsen og alle cellelinier som er funktionelt ekviva-
lente er inden for opfindelsens omfang. I virkeligheden ads-

killige modifikationer af opfindelsen ud over de, som er vist

inden for omraddet fra den foregidende beskrivelse og tilhorende
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tegninger. Sadanne modifikationer er ment at falde inden for

de vedfpjede kravs omfang.
Tabel 4.

Bindingsforseg med kimart L6-antistof og.monoklont L6-muse-
antistof til en L6-antigenpositiv cellelinie og L6-antigen-

negativ cellelinie.

Bindingsforhold for*
H3347-celler (L6+).

Antistof Portion GAM GAH

Standard L6 56,6 4,2
Kimart L6 a 1,3 ’110,3 ,

1,3 110,3

c 1,3 110,3

Bindingsforhold for*
HSB-2-celler (L6-)

GAM GAH

Standard L6 1,1 1,1

Kimert L6 a 1,0 1,0
b 1,0

c 1,0 1,1

* Alle forsesg blev udfert under anvendelse af en antistofkon-

centration pad 10 ug/ml. Bindingsforholdet er det antal af
gange klarere end prove er end en kontrolprove behandlet med
GAM (FITC-konjugeret gede-anti-mus) eller GAH (FITC konjugeret
gede-anti-human) alene. Et forhold pd 1 betyder at preven er
lige s& klar som kontrollen, et forhold pa 2 mener at prgven

er to gange s& klar som kontrollen osv..

Tabel 4A.

Bindingsforseg med kimert L6-antistof og monoklont museanti-
stof til en L6-antigenpositiv cellelinie og en L6-antigen-

negativ cellelinie.
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|
i Antistofkon- Bindingsforhold for*
: Antistof centration H3347-celler (LB+)
(ug(m1) GAM GAH
| 5 Standard L6 30 38 a
I -
. 10 49 4
3 . 40 3
Kimart L6 30 2 108
{ascites) 10 2 108
10 4 3 1 42
Kimart L6 30 1 105
(cellekultur) 10 1 86
3 1 44
Bindingsforhold for**
1
15 HSB-2-celler (L6-)
GAM GAH
Standard L6 10 1 - 1
Kimart L6 10 1 1
20 {ascites)
Kimart L6 i0 1 1
(cellekultur) '
* Bindinsforholdet er det antal gange klarere en preve er end
25 en kontrolpreve behandlet med GAM (FITC-konjugeret gede-anti-
human) alene. Et forhold pd 1 betyder at preven er lige si
kiar som kontrollen, et forhold mener at preven er to gange si
klar som kontrollen osv.,.
Tabel 5.
30
ADCC af kimere L6 (mus) og standard L6-antistoffer pa& colon-
carcinomcellelinie 3347.
, Antistofkon-~ PBL pr. %
35 Antistof centraktion milcelle cytolysis*
(ng/m1)
Kimart L6 10 100 64

100 70




10

15

25

30

35

DK 175680 B1

63
10 0 2
Standard L6 10 100 24
5 100 17
10 o 2
Ingen 0 100 1

* Malcellerne er blevet market med 51Cr og blev i 4 timer ud-

sat for en kombination af MAb og humane periferale blodleuko-
cytter (PBL), og frigivelsen af 51Ccr blev derefter malt. Fri-
givelsen af 51cr (efter korrektion for vardier for spontan
frigivelse fra ubehandlede celler) er et mdl for procentande-

len af cytolyse.
Tabel S5A.

ADCC af kimare L6 og standard (muse) L6-antistoffer pa colon-

carcinomcellelinie 3347,

Antistofkon- PBL pr. %
Antistof centration malicelle cytolys%s*
{(ng/m1)

Kimart L6 20 100 80
{ascites) 10 100 74
5 100 71
2,5 : 100 71
20 0 0
Kimzrt L6 10 100 84
(cellekultur) 5 100 74
2,5 100 67
10 0 3
Standard L6 20 100 32
| 10 N 100 26
20 0 0

* Malcellerne var blevet merket med 51Cr og blev i & timer

udsat for en kombination af MAb og humane periferale blodleu-
kocytter (PBL), og frigivelsen af 51cr blev derefter malt.
Frigivelsen af S51¢r (efter korrektioner for vardier for spon-
tan frigivelse fra ubehandlede celler) er et mal for andelen

af cytolyse.
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Tabel 5B,

ADCC af kimare L6 og standard (muse) L6-antistoffer pa colon-

carcinomcellelinie 3347,

> Antistofkon- PBL pr, %
Antistof centration malcelle cytolysis*
(ug/m1)
Kimart L6 5 100. 84
10 (ascites) 2,5 _ 100 o 78
1,25 100 85
0,63 ' 100 81
0,31 100 80
0,16 100 71
15 0,08 100 65
‘ 5 0 ‘ 0
Standard L6 5 100 32
5 0 0
Ingen 0 100 19
20 .
*  Malcellerne var blevet mazrket med 51Cr og blev i 4 timer
udsat for en kombination af MAb og humane periferale blodleu-
kocytter (PBL), og frigivelsen af 5lcr blev derefter malt.
Frigivelsen af 51Cr (efter korrektioner for vardier for spont-
25 an frigivelse fra ubehandlede celler) er et mal for andelen af
cytolyse.
Tabel 5C.
ADCC af kimzre L6 og standard (muse) L6-antistoffer pa lunge-
30 carcinomcellelinie H2669. '
Antistofkon- PBL pr. %
Antistof centration médlcelle cyto1ysis*
(rg/m1)
35 Kimert L6 10 100 35
(ascites) 1 100 .31
0,1 . 100 27

0,01 100 15
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0,001 100 ' 13
00,0001 0 15
Standard L6 10 100 ' ]
1 100 15
5 Ingen 0 100 9
Kimart L6 10 10 19
(ascites) ' 1 ’ 10 15
0,1 10 11
0,01 10 13
10 0,001 10 22
00,0001 10 ) 11
Standard L6 10 10 o
1 10 6
Ingen : 0 10 8
15 Kimert L6 10 t] 4
(ascites)
Standard L6 10 0 _ 9

- x Malcellerne var blevet mzrket med 51cr o0g blev i 4 timer

udsat for en kombination af MAb og humane periferale blodieu-

20
kocytter (PBL), og frigivelsen af 51cr blev derefter malt.
Frigivelsen af 51cr (efter korrektioner for verdier for spont-
an frigivelse fra ubehandlede celler) er et mal for andelen af
cytolyse. '
25 Tabel 5D.
ADCC af kimart L6 og standard (muse) L6-antistoffer pa& colon-
carcinomcellelinie H3347.
30 Antistofkon- PBL pr. %
Antistof : centration malcelle cyto1ysis*
|  (ng/m1)
Kimart L6 10 100 62
(ascites) 1 100 66
35 0,1 100 69
0,01 100 26
0,001 100 8
0,0001 0 3
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10 0 0
Standard Ls 10 100 19
1 100 24
0 0
5 Ingen 0 100 - 8

*  Malcellerne var blevet market med 51Cr og blev i 4 timer

udsat for en kombination af MAb og humane periferale blodleu-
kocytter (PBL), og frigivelsen af Slcr (efter korrektioner for

verdier for spontan frigivelse fra ubehandlede celler) er et

10
mal for andelen af cytolyse.
Tabel 6.
Komplementafhangig cytotoksisk effekt af kimart og standard
15 (muse) L6 pa coloncarcinomceller fra linie 3347, som malt ved
et 4 timers 510r~frigivelsesforsag. Humanserum fra en sund
frivillig forsegsperson blev anvendt som komplementkilde.
Antistof Human-komplement % cytolysis
20 .
L6-standard 10 ug/ml ja 90
Lé6-kimart 10 pg/ml ja . 89
L6-standard 10 pg/mi nej 0
L6-kimart 10 pg/ml nej ‘ 1
25 Tabel 6A.
Komplementafhangig cytotoksisk effekt af kimart L6 og standard
(muse) L6-antistoffer pad coloncarcinomcellelinie 3347.
Antistofkon- PBL pr. %
30 Antistof centration malcelle cytolysis®
{ug/m1) '
Kimart L6 20 + ' 29
{ascites) 4 10 . + 23
35 5 + 18
2,5 +
20 inaktiveret 0

10 0 0
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Kimart L6 20 + 29
(cellekultur) 5 + 26
2,5 + 18
20 + 4
5 ' 10 0 a
Standard L6 20 + 55
10 . . + 37
20 inaktiveret 0
20 0 1
10 Ingen 0 + 0

* Komplementformidlet cytolyse blev madlt ved et 4 timers

SICr—frigiveisesforéeg. Humanserum fra en sund forspegsperson

blev anvendt som komplementkilde.

15

Tabel 68B.
Komplementafhangig cytotoksisk effekt af kimart L6 og standard
(muse) L6-antistoffer pA coloncarcinomcellelinie 3347.
20 Antistofkon- PBL pr. %
Antistof centration - malcelle cyto1ysis*
{ug/m1)
Kimert L6 10 + 209
(ascites) 5 + ' 155
25 2,5 + 166
, 1,25 + ' 114
‘ 0,6 + 63
0,3 + 17
10 0 0
30 Standard L6 10 + 96
. 5 ' + 83
: ' 2,5 ‘ + 48
1,25 . 18
0,6 + 7
3% 0,3 + 4
10 ‘ 0 2
Ingen . 0 + 0
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* Komplementformidliet cytolyse blev malt ved et 4 timers
51Cr-frigive1sesforsog. Humanserum fra en sund forsogsperson

blev anvendt som komplementkilde.

Eksempel 4: Et humant kimart museantistof med specificitet

for humant B-celleantigen.

Monoklont 2HT7-muse-antistof (y ,pK) genkender et humant B-
celleoverfladeantigen, Bp35 (E.A. Clark et al., Proc. Nat.
: Acad. Sci. USA, B82:1766 (1985)). Bp35-molekylet spiller en
10 rolle i B-celleaktivering. mRNA blev fremstillet ud fra !
2HT-cellelinien. To cDNA-biblioteker blev fremstillet ~ &n un- ;
der anvendelse af UIG-H-primeren med tung kazde og den anden
oligo{dT). En Vx-klon, pH2-11, blev isoleret efter screening
: med det samme UIG-H-oligonucleotid. For at isolere klonen med
15 1et-kade, blev et muse-kappa-specifikt DNA-fragment anvendt
til at screene oligo(dT)-biblioteket. Kandidatkloner bilev
yderligere screenet med en muse-Jx5-sekvens. ‘En Vg-klon,
pL2-12, blev siledes isoleret. Den lette kade UIG-K blev an-

vendt til at fremstille et restriktionsenzymsted i J-regionen.
20

De to cDNA-kloner blev ogsa modificeret ved 5'-enden ti1l fjer-
nelse af den kunstige oligod[C]-sekvens. I pH2-11 blev dette
udfert under anvendelse af restriktionsenzymet Ncol, som skar-
er en nucleotidrest 5' af ATG-initiatorcodonet. 1 pL2-12 blev
725‘ dette opndet ved hjzlp af et Qligonuc}eotid in vitro mutagen-

~ese under anvendelse af en 22-mer der indeholder et Sall-sted.

DNA-sékvenserne af disse to kloner er>vist i fig. 21, 22. For

at konstruere det kimazre tunge kade-plasmid blev Vy-modulet

30 knyttet til det humane C-y-1-modul (PGMHE) ved Jy BstEII-
stedet, og det kimzre lette kade Vg-modul blev knyttet til det
humane Cx-modul (pGML60) ved Jx HindIII-stedet. Ekspressions-
vektorsékvenserne blev afledt fra pING2012-neo s&vel som
 PING2016-gpt. De konstruerede plasmider er pING2101 (VyC-y-1-
35 neo}), pING2106 (VkCk-neo}, pINGZIO7 (VkCk-gpt). pING2101 og
PING2106 blev ogsa anvendt til at fremstille plasmider, der

indeholdt begge gener. De er pHL2-11 og pHL2-26. Derudover
blev pING2106 og pING2014 forenet til et plasmid med to lette
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kzder, pLL2-25, for at kompensere for den ringere (sammenlig-

net til tung kade) ligevagtsakkumulering af let kade-protein i

transficerede celler. (Se fig. 23). Fig. 24 viser andringerne,
der er foretaget med de variable regionsekvenser under opbyg-

5 ningen,

Plasmidet, pHL2-11, blev lineariseret med AatlIl, og DNA'et
blev anvendi til at transficere Spé/o-ce11er ved
elektroporation. Transformanter blev udvalgt i G418-OMEM. En
transformant, 1C9, frembragte 9,3 ng/ml kimart kappa og 33-72

10
ng/ml kimart y-l1-protein som bestemt ved ELISA. Southern-
analyse af 1C9-DNA viste at der kun er é&n kopi af plasmidet
integreret i Sp2/0-genom.

15

20

25

30

35
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PATENTKRAV

1. Vektor omfattende en cDNA-sekvens, der koder for den fuldstendige, variable
5 region af en immunoglobulinkazde, hvilken kzde omfatter en fuldstendig V-J-
forbindelse i tilfzlde af en let kede, og en fuldstendig V-D-J-forbindelse i tilfelde af
en tung kzde, hvilken vektor mangler enhver konstant region eller hvilke som helst in-

tron-sekvenser.

10 2. DNA-fragment omfattende en cDNA-sekvens, der koder for den fuldstzendige
konstante [gG1-region for en human tung keedes immunoglobulinkede, hvilket frag-
ment mangler en hvilken som helst variabel region og dén konstante region mangler

hvilke som helst intron-sekvenser.

I5 3. Vektor omfattende en kontinuert kodningssekvens, uafbrudt af introns, omfatten-
de:
1) en DNA-sekvens, der koder for den variable region af en ikke-human immunoglobu-
lin-keede omfattende en V-J-forbindelse i tilfzlde af en let kade og en V-D-J-
forbindelse i tilfzlde af en tung kade;

20 i) en DNA-sekvens, der koder for den konstante region af en human immunoglobulin-

kazde.
4. Vekior ifelge krav 1 eller 3, som er et plasmid.

25 5. Bakterie, der er transformeret med vektoren eller fragmentet ifolge kravene 1, 2,

3 eller 4. -

6.  Pattedyrscelle eller ger, der er transficeret med vektoren eller fragmentet ifelge
kravene 1, 2, 3 eller 4.
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7. Polynukleotidmolekyle, der omfatter en konsensussekvens for J-regionen af den
tunge kzde af et immunoglobulin-molekyle, hvori konsensus-sekvensen udviser mindst

80% sekvens-homologi til kendte J-region-sekvenser uden at vere identiske.
8.  Molekyle ifslge krav 7, hvori sekvensen er for en human tung kedes J-région.
9. Molekyle ifolge krav 7, hvori sekvensen er for en tung musekades J-region.

10. Polynukleotidmolekyle omfattende en konsensussekvens for J-regionen af en let
kade af et immunoglobulinmolekyle, hvori konsensussckvensen udviser mindst 80%

sekvenshomologi til kendte J-regionsekvenser uden at vare identiske.

11. Molekyle ifalge krav 10, hvori sekvensen er for et human Kappa-J-region.
12. Molekyle ifolge krav 10, hvori sekvensen er for en muse-Kapi)a-J-region.
13.  Molekyle ifelge krav 10, hvori sekvensen er for en muse-Larpbda-J-rcgion.

14. Fremgangsmade til direkte fremstilling af en gensekvens, der koder for en kimzar
immunoglobulinkede med en konstant human region .og en variabel ikke-human region
af enhver nsket specificitet, hvilken fremgangsmade omfatter: '
a) tilvejebringelse af en cDNA-sekvens, der koder for en fuldstzndig ikke-human vari-
abel region omfattende en fuldstendig V-J-forbindelse i tilfelde af en let kede og en
fuldsteendig V-D-J-forbindelse i tilfzlde af en tung koéde, 0g som mangler hvilke som
helst konstante regionsekvenser,

b) tilvejebringelse af en vektor indeholdende eﬁ gensekvens, der koder for den konstan-
te region,

c) operativ binding af sekvensen a) til vektoren b).

15. Fremgangsmade ifelge krav 14, hvori trin (c) omfatter operativ binding af cDNA-

sekvensen til sekvensen af trin (c) 1 et plasmmd.
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16. Fremgangsmade ifelge krav 15, som yderligere omfatter transformation af

plasmidet i en veert, der er i stand til at udtrykke plasmidet.
17.  Fremgangsmade ifelge ethvert af kravenc>}4-l 6, hvori kaden er en tung keede.
18. Fremgangsmade ifelge ethvert af kravene 14-16, hvori keeden er en let kede.

19. Fremgangsmade ifolge krav 14, hvéri trin a) omfatter:
a') tilvejebringelsc af mRNA, der koder for den variable region fra en celle, der secer-
nerer monoklonale antistoffer af den enskede specificitet og
a") priming af dannelsen, ved revers transkription under anvendelse af dette mRNA
som en skabelon, af cDNA hidrerende derfra med ét polynukleotidmolekyle omfatten-
de en konsensusgensekvens for J-regionen af immunoglobulinkaden, hvori konsensus-

sekvensen udviser mindst 80% sekvenshomologi til de kendte J-regionsekvenser.

20. Fremgangsméde ifolge krav 19, hvén’ konsensusgensekvensen er valgt fra grup-
pen bestdende af: |

(1)  tung human kedes J-region;

(if) tung musekazdes J-region;

(1) human Kappa-J-region;

(iv) muse-Kappa-J-region; og

(v) muse-Lambda-J-region.

21.  Fremgangsmade ifelge krav 19, hvori konsensusgensekvensen er valgt fra grup-
pen bestdende af dem, der betegnes som MJH1, MJH2, MJH3, MJH3-BSTEIL, -MJH-
BSTEII(13), MJH4, 5JK1, 5JK2, JK2BGLII, 5JK4, JK4BGLII, 5JKS, og MJK:

RJH1- GCCAGTGECAGAGGAGTCGGT

MIH2- GAGAGTGTCAGACGAGTCGEY
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MIH3-
MIH3I-BSTEIT-
MJH-BSTEII(13)~-
NI H4-

5JK1-

JK2BGLII~-

SIK2~-

SJK&-

JK4BGLIY

5JK5

RJIK

- 73

ACCAGTGACAGAGACGTCEGT
TCCCTGAGACCAGTGGCAGAG
ACCAGTGGCRAGAG
GTCAGTGGCAGAGGAGTCGGT
GCAAGCCACCTCCGTGG
CCCTGGTTCGACCTCTAGATT
GYGCAAGCCTCCCCCCTEG
GCAAGCCGAGCCCCTGT
6CCCCTGYTTCAACCTCTAGATT
GCAAGCCACGACCCTGE

TEGTTCEACCTTTATTITTG

DK 175680 B1

22. Fremgagnsméade ifelge krav 19, kendetegnet ved, at n@vnte konsensusse-

kvens yderligere omfatter den sekvens, der koder for genkendelsesstedet for et restrik-

tionsendonukleaseenzym.

23. cDNA-ekspressionsvektorer, der har restriktionsendonukleasestedkort som vist 1

fig. 10, indeholdende en SV40-tidlig region-promotor, en SV40-sen region-

splejsningssekvens, den selekterbare marker neo, SV40-polyA-signalsekvenser, et mul-

tipelt kloningssted (pING2003) og eventuelt endvidere en tung musekzdes forsterker- -

element (pING2003 E).

24. Fremgangsmide ifelge krav 19, hvori konsensusgensekvensen er valgt fra grup-

pen bestaende af dem, der betegnes som UIGH, UIGK og MJ,;2-Apal:
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UIG-H AGGGACCACGGTCACCGTCTC

UIG-X - GGGACCAAGCTTEAG

MJHZ-ApaI TETVTCAGAGGAGTCGGTCGTGTTTCCCGGGTA
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FIG. 2

Ig tung.kade J-C-region

human tunqge kade J-region o J | cE}

JH1 CCTCAATACT?CCAGCACTGGGGCCAGCGCACCCTGGTCACCCTCTCC?CAG
JH2 CTACTGCTACTTCGATCTCTGGGGCCG?GGCACCCTCGTCACTGTCTCCTCAG
JE3 ATGCTTTTGATCTCTCGGCCCAACGGACAATGGTCACCGTCTCTTCAG
Ja4¢ ACTAC?TTGACTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG
JBS ACACTCG?ICCACTCCTGGGGCCAAGGAACCCTCGTCACCGTCTCCTCAG
JHée A?(TACJ5GGTATSCRCCTCTGGCGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAG
Consensug TCBACCTCTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTC?CCTCAG

i

tunge musek:edéiJ-—xegioner-- , J | €31

JE1 !ﬁCTGG?ACTTCGATCTCTGGGCCGCAGGGACCACGGTC!CCS?CTCCTCAG
JB2 TACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCC?CAG
JE3 CCTGGT?TGCTTACTGGGGCCAAGCGACTCTGGTCACTGTCTCTGCAG
JBd4 TACTATGCTATGGACTACTCGGGTCAAGGAACCTCACTCACCG?CTCCTCAG
Consensus 'TTTGAC?ACTGGGGCCAAGGGACCACGSICACCCTCTCCTCAG

Ig lette kade J-C-region

human Kappa J region Jl C

JX1 GCACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGCAAATCAAAC
JK2 ACACTTTTGGCCAGGCGACCAAGCTGGAGATCAAAC
JK3 TCACTT?CGGCCCTGGGRCCAAAGTGGATATCAAAC
JK4 ?CACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAAC '
JXS TCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAAC
Consensus TTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAGATCAAAC

: muse Kappa J region J1l ¢

JK1 TGGACGTTCGGTGGAGGCACCAACCTGGAAATCAAAC
JK2 TACACCTTCGGAGCGGGGACCAAGCTGGAAATAAAAC
JK3 TTCACATTCAGTGATGGGACCAGACTGGAAATRAAAC
JK4 TTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTCGAAATAAAAC
JKS CTCACGTTCGGTGCTGCGACCAAGCTGGAGCTGAAAC
Consensus TTCGGTGEGEGGACCAAGCTGGAAATAAAAC

ﬁIGIHJKI ‘sTGCTTCGACCTTTATTTTGS
human Lambda pseudo J-region JlcC

JPSL1 CACATC?TTGGCAGCAACACCCAGCCCAC?CTC?TAG

muse Lambda J-region S I I

JL1 TGCGTGTTCGSTGGAGGAACCAAACTGACTSTCCTAG
JL2 TATGTTTTCGGCGGTGGARCCAAGGTCACTCTCCTAG
JL3 TTTATTTTCOGCAGTGGAACCAAGGTCACTCTCCTAG
Lonsensus TTCGGCGGTGGAACCAAGSTCACTGTCCTAG
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FIG.4

A. Syntese af humane IgGl-gener
a. Human IgGl's tunge kadestruktur
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FIG.6

A. Syntese af humane IgK .gener
a. Human IgK's lette kadestruktur
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Fl g 7 Primere udformet til Ig-V-regionsyntese
A. Ig-tung kede J-C-region —— 61 O hgim —
HUman kG g GEICACCOTCTCCTOS CCTCCACCMGGCCTATE
v B El _

tung musekade J regioner :

og primerer = Forkert matchede
‘ ; : N KOO K
; M TACTOGTACTTCGATOTCTGOGM GCAGOAACCACGOTCACCGTCTE CTEAS

: {UHI| GCCAGTTCACAGGAGTTGGT S T TR TR T |
" TACTTTGACTACTGO03C CAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAG ,

; UK GAGAGTGTCAGACGAGTCGGT 1004 1,1

) m CCTOETTTOCTTACTOOGGC CAAGGGACTE TROTCACTGTCTC TOCAG
Rigy] ACCAGTGACAGAGACGTE ST I I S I
WH-ESTED) TCCCTGAGACCAGTEACAGAG : SRS TR S B
DUHBSTE (N iigtreinty i) 1 [ 1 l
PUY-ESTEZ © Beéd

M TACTATGCTATSGACTACTUOUG TCAAGGAACCTCAGTTAC L GTCTCCTCAG .
| GTCAGTORAGAGGAGTCGGT 4 1 & 5 ¢

B. Ig kappa kade J-C-region
— Iepe————— IgK konstant region

human kappa pK2-3 CTCOAGATOAMAC GAACTGTGOCTACCATE TS TCTIEATCTTC
FNGZHE TCATCAAAC GAACTGTOGCTOCACCATCTGICTTATCTTCCC
il

tung musekappa J—regione%

og primerer Forkert matchede

YOS

X1 TOGACCTTCGOTORMGRKACCAAGCTGOAATTAMAC ’
JXKI GCAAGCQAACCTCCGTGS n 4 3 $ ]

2 TACACGTTC GRAGGTOGOAC CAGCTUGAMTARAAC

pessLn CCCTGGITOGACCTSTACATT VR
JUKY GTGCAMGCCTTCCCLCTE0 Beli

X TCACGTICGOCTEOMGACAMGTIGAAATAARAC

[ GEANGCCGAGECCrTaT Poos 40

JK4BGLIN GCCCCTGTTICANCCICGATT 3 ¢ I
B li

K CTCACGTTCGETOCTOO0ACCANGETOATGAAC _

PG GEAMKCACGACCTES I S SR

K| TGaTICCACCTTTATTTIC ' ' R4 e ;!
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FIG.7B

¢. Variable nméefégionconsensus primexer

tunge musek&devJ-segnénter

JE1 TACTGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCAC |GGTCACT [GTCTCT
c

JE2 TACTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCAC [3dTeach GrerceTea
J83 CCTGGTTTGTTTACTGGGGCCARGGGACEOR | GoTeACd GTCTeTGCA

Jud TACTATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGRACCRX [($GTCACT| CTCTCCTCA

‘
consensus_primer: UIG-H AGGGACCAL GGTCACC GTCT
BStEITX
TCCCTGSTG CLAGTGG CAGAG
3 5
lette musekede J-segmenter
Ix1 TGGACGTTCOGTGGAGGLACE | AAGC T GAEATCAAA
JK2 TACACGTTCGGAGGGGGGACT | AAGE TS| GAiaTAs
Ix4 TTCACGTTCGSCTCSEGGACY GASATAAAA
JKS CTCACGTTCGGTGCTGGGACT GAGCTGAAA
: ¢
consensus’primer: UIG-X GGGACC. AAGCTT GAG
BindIII
CCCTGG TTCGAA CTC
3 o 5
PGMLEO GGAGGGACC AAGGTG GAGATGAAA
Y o JUL, S
HindIIl
D. Muse  y2a J/c-forbindelsesprimer
M3, 2-Apal TGTCAGAGGAGTCGGTCGTGTTTCCCSGETA

3r Apal 5
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FIG.8

Syntese af V-regionmodulgener af tung kade

~
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mAc_c_g_chEcAc:.cs. MJHBSTED(13)
8stEl
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FIG. 11
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