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Den foreliggende opfindelse angar fremstilling af et anti-
stof mod HBsAg fremstillet i gar ved immunisering af et

dyr med HBsAg og udvinding af antistof fra dyrets serum.
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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til
fremstilling af et antistof mod HBsAg. Fremgangsmaden er
ejendommelig ved, at man immuniserer et dyr med Hepatitis
B virus HVB-fri HBsAg syntetiseret i ger og renser HBV-

frit antistof fra dyrets serum.

I det feglgende beskrives biosyntese af et antigen af
humant Hepatitis B virus (HBV) ved hjelp af gar, tilveje-
bragt ved anvendelse af rekombinant DNA teknik. Hepatitis
B virus betragtes som et st¢rre, verdensomspandende al-
ment sundhedsproblem. Foruden den udbredte forekomst af
viral hepatitis og persistensen af asymptomatiske barer-
stadier har Hepatitis B virus varet impliceret i etiolo-
gien af hepatocellular carcinom. Se Tiollais, P., et al.,
Science 213, 406 (1981) for en nyere oversigt over den

molekylazre biologi for Hepatitis B virus.

Et storre forsgg i den lgbende forskning er at fremstille
en egnet vaccine til tilvejebringelse af bekyttende immu-
nitet mod viral infektion. En indgangslinje til fremstil-
ling af en egnet vaccine har involveret forsepg pd at ren-
se den antigene hovedkomponent i viruset, overfladeanti-
genet. Herefter anvendes symbolet HBsAg til at identifi-
cere HBV-overfladeantigen opndet fra praparater af intakt
virus (Dane-partikler) eller renset fra serum af hepati-
tisbarere. Skelly, J. et al., Nature 290, 51 (1981) har
rapporteret rensningen af vandoplgselige proteinmiceller
af renset HBsAg. En betydelig begraznsning i denne tilnzr-
melse har varet, at mangden af materiale, som kan frem-
stilles, afhanger af tilgengeligheden af dononer. Der
kendes ingen teknik til at dyrke viruset i kultur; derfor
er der foruden begransninger i mengden af kildemateriale
en risiko for kontaminering eller forurening af vaccinen
med aktivt virus eller andre komponenter fra donorserum,

og der er mulighed for heterogenitet. i produkter opnaet

fra forskellige dononer.
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En anden tilnzrmelse har varet forsgget pa at syntetisere
peptider, der frembringer antistoffer mod HBsAg baseret
pad aminosyresekvensen i proteinet udg¢rende overflade-
antigenet (S-protein) og modulstudier forudsigende de
mest sandsynlige antigene determinanter. Se f.eks. R.A.
Lerner et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 78, 3403 (1981).
Et sd&dant arbjde er pa et yderste indledningsvist sta-
dium, og det kan vare vanskeligt at bedgmme, hvorvidt
tilnzrmelsen kan give antigener med en praktisk grad af

immunogenicitet til en rimelig pris.

En tredie tilnzrmelse, der g¢r brug af rekombinant-DNA-
teknik, er syntesen af S-protein, HBsAg eller et immuno-
logisk reaktivt &kvivalent med en mikroorganisme, hvorved
en mikroorganisme udstyres med en genetisk evne til at
danne S-protein, HBsAg eller et immunologisk reaktivt
&kvivalent i store mangder i fravaer af andre virale gen-
produkter. Denne tilnzrmelse eliminerer muligheden for
kontaminering af virus eller andre virale komponenter og
tillader produktion i stor skala pd ¢konomisk forsvarlig
made. Det er endvidere muligt ved passende manipuleringer
af det genetiske materiale at modificere sekvensen i det
protein, der udgg¢r vaccinen, for at modificere dets bi-
virkninger eller g¢re vaccinen polyvalent. Dertil er hele
genomet af HBV blevet klonet 1 E. coli, og hele dets
nukleotidsekvens er bestemt (Charnay, P. et al., Nucl.
Acid Res. 7, 335 (1979); Galibert, F. et al., Nature 281,
646 (1979); Valenzuela, P. et al., Animal Virus Genetics
(red. B. Fields, R. Jaenisch og C.F. Fox) Academic Press,
New York, N.Y. (1980) side 57). Et enkelt omrdde af dette
genom viste sig at indeholde koden til S-protein og ogsa
til en lang forsekvens pa 163 aminosyrer. Strukturen af
HBsAg menes at bestd af to S-protein-kader knyttet sammen
med intermolekylere disulfidbindinger og holdt i en be-
stemt stadfastelse med yderligere intramolekylzre di-
sulfidbindinger. En af de to kader synes at vare glyco-
syleret. I bzrernes serum forekommer HBsAg ofte i form af
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sferiske partikler med en middeldiameter pa 22 nm, hvil-
ket menes at vare aggregater af de netop beskrevne S-pro-
tein-dimere, og som muligvis indeholder lipider. I den
virale kappe er HBsAg forbundet med den lipidholdige vi-
rale kappe, som menes at vere afledt fra membrankomponen-

ter i vartscellen.

HBsAg's antigenicitet og immunogenicitet afhenger af
adskillige faktorer, der ikke alle er sarlig godt forsta-
et. Det er blevet iagttaget, at reduktion af disulfidbin-
dingerne reducerer antigeniciteten og immunogeniciteten
merkbart (Mishiro, S. et al., J. Immunol. 124, 1589
(1980)). Derfor menes den tertizre konfiguration, der bi-
drages af de intramolekylare og intermolekylare disulfid-
bindinger, at bidrage til antigenicitet og immunogenici-
tet. Bidraget fra andre faktorer, sasom udstrazkningen og
naturen af glycosylering og associering med lipid, er
uklart, sk¢nt alt menes at bidrage i nogen grad. Aggrege-
ring i partikler, sasom ovennavnte 22 nm partikler, menes
at bidrage vasentligt til forggelse af immunogeniciteten.

S-proteinet er blevet syntetiseret i E. coli i form af et
fusionsprotein (Edman, J.C. et al., Nature 291, 503
(1981)). Produktet indeholdt 183 aminosyrer af pra-beta-
lactamase, 5-10 glycinrester og 204 aminosyrer af S-pro-
tein manglende 22 aminosyrer af aminoterminalenden. Fu-
sionsproteinet var immunoudfzldeligt med anti-HBsAg IgG.

Da det er kendt, at S-protein-dimere (Mishiro et al.,
supra) og 22 nm partikler med indhold af HBsAg (Cabrall,
G.A. et al., J. Gen. Virol. 38, 339 (1978)) er mere anti-
gene end det associerede S-protein, ville det vere yderst
¢nskeligt at finde et biologisk system, der er i stand
til at producere HBsAg eller et dermed immunologisk reak-

tivt akvivalent direkte i vasentlige mangder.
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Trinene til konvertering af S-protein til HBsAg eller til
22 nm partikler forstds ikke fuldt ud, og det vides
heller ikke, i hvilken grad de er vartscellespecifikke.
Endvidere synes S-protein-genet at kode for en usadvanlig
lang prasekvens pa 163 aminosyrer, hvis funktionelle
betydning, hvis den har nogen, er ukendt. Det er faktisk
uvist, hvorvidt presekvensen rent faktisk translateres i
den virusinficerede celle. Gar (Saccharomyces cerevisiae)
blev wvalgt som vartscelle, i hvilken man ville forse¢ge
ekspression af HBsAg, af fglgende grunde: Gar dyrkes let
i kultur i store mangder. Teknologien af gerkultur i stor
skala forstas faktisk godt. Endvidere er gar eukaryotisk,
sd8 man haber, at nogle af de posttranslationale proces-
trin, som udfgres i en normal vartscelle, kan udfgres i
ger. P& grund af de komplekse posttranslationale begiven-
heder, som konverterer S-protein til HBsAg, hvoraf nogle
kan vere vertscellespecifikke, er den heri anvendte
nomenklatur beregnet til at skelne forskellige antigene
former, der iagttages fra det heri omhandlede arbejde.
Det ubearbejdede translationsprodukt af strukturgenet for
overfladeantigen kaldes S-protein. Det antigen, der
isoleres fra plasma af inficerede dononer, fra Dane-
partikler og fra humane hepatoma-cellekulturer, benzvnes
HBsAg. Ekspressionsproduktet fra overfladeantigen-genet i
ger kaldes Y-HBsAg. Udtrykket immunologisk reaktivt akvi-
valent af HBsAg er en generel betegnelse for et vilkar-
ligt immunologisk krydsreaktivt praparat omfattende S-
protein eller en del deraf, hvorpa Y-HBsAg er et eksem-

pel.

Gar har aldrig tidligere vaeret anvendt til ekspression af
generne fra et virus, som normalt mangfoldigg¢res i en
derfra forskellig organisme. Til teknikkens stade hgrende
forspg pa& at udtrykke heterologe proteiner i ger har
givet blandede resultater. Et fors¢gg pa at udtrykke
kaninglobin, under kontrol af dets egen promoter, synes
at have veret uden held ved translation af proteinet
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(Beggs, J.D. et al., Nature 283, 835 (1980)). Et gen ko-
dende for et Drosophila-gen har varet rapporteret som va-
rende i stand til at komplementere en gar-ade-8-mutant
under betingelser med selektivt tryk til genetisk komple-
mentering. Isolering af et funktionelt protein fra ger-
stammen har ikke veret rapporteret. Genet for human leu-
kocyt-interferon er blevet udtrykt i gar, under kontrol
af g®r-ADH1 (alkoholdehydrogenase) promoteren. I dette
tilfalde kravede vellykket dannelse af et aktivt protein
ikke posttranslational behandling eller samling af kompo-

nenter.

DNA-overfgringsvektorer egnede til overf¢ring og replika-
tion i ger er blevet udviklet (Broach, J.R. et al., Gene
8, 121 (1979); Hartley, J.L. et al., Nature 286, 860
(1980)). De fleste garvektorer, der for tiden er i anven-
delse, er afledt fra E. coli vektorer, sasom pBR322,
hvori der er blevet indsat et gar-replikationsstartomré-
de. To typer gaer-replikationsstartomrdder er tilgangeli-
ge. Det forste, afledt fra et ubikvitert, naturligt fore-
kommende garplasmid, der almindeligvis betegnes som 2~
mikron-cirklen, tildeler evnen til at replikere uafhan-
gigt af garkromosomalt DNA. En anden Kklasse vektorer
indeholder en replikationsstartomradesekvens benzvnt arsl
(autonomous replication sequence), afledt fra det gerkro-
mosomale replikationsstartomrade, som ogsda giver autonom
replikationskapabilitet. Fordi der forefindes bade bakte-
rie- og garreplikationsstartomrdder i samme vektor, kan
de anvendes i begge organismer. Selektion kan foretages
for bakterielle systemer ved indf¢ring af antibiotiske
resistensgener, sdsom ampicillin- og tetracyclinresi-
stensgenerne fra pBR322. Selektion i garsystemer kan ty-
pisk tilvejebringes ved indf¢ring af et gargen, der kom-
plementerer en mutation i en egnet auxotrof vartsstamme.
De studier, der er rapporteret heri, g¢r hensigtsmassigt
brug af gervektorer indeholdende en promoter isoleret fra
gergenet, der koder for alkoholdehydrogenase (ADH1)
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(J.L. Bennetzen et al., J. Biol. Chem., 257, 3018
(1982)).

ADH1l-promoteromradet blev isoleret fra 5'-sideregionen af
ger-ADHl-genet. Et fragment indeholdende ca. 1600 basepar
af ADHl-sekvensen strzkkende sig ud fra stilling -1550
til +17 i kodeomradet blev fusioneret med ger-CYCl-kod-
ningssekvensen. Studier af transkription af den tilknyt-
tede CYCl-kodningssekvens viste, at transkriptionsstart-
specificitet kunne overfgres fra ét gargen til et andet.
Mindre fragmenter, der mangler hele ADH-kodningsomradet,
har derefter varet konstrueret og har vist sig i stand
til at udtrykke human interferon. Et sddant fragment, be-
tegnet 921, afsluttes efter stilling -9 og blev anvendt
ved de foreliggende studier.

Fordi der findes stoffer, der er reaktive med anti-HBsAg-
antistof pa flere former, er der heri blevet anvendt en
nomenklatur for at skelne mellem disse former. Transla-
tionsproduktet af HBV-overfladeantigen-gen er benavnt S-
protein. S-protein har 226 aminosyrer, hvis sekvens er
blevet udledt fra nukleotidsekvensen af dets gen og ved
delvis sekvensanalyse. HBsAg som anvendt heri omfatter
hoved-overfladeantigenkomponenten af HBV, der findes i
inficerede patienters serum og i Alexander-celler, en
hepatocellular carcinom-cellelinje, som syntetiserer og
udskiller 22 nm HBsAg-partikler (J.J. Alexander et al.,
S. Afr. Med. J. 50, 1124 (1976)). Bade S-protein og HBsAg
er antigene, men sidstnavnte er mere reaktivt mod anti-
HBV-antistof og betragtes som mere immunogent. Da struk-
turen af HBsAg ikke er fuldt ud karakteriseret, og bi-
dragene til antigenicitet og immunogenicitet af forskel-
lige modificerende trin ikke forstas fuldt ud, omfatter
det heri anvendte udtryk HBsAg enhver modificeret form
for S-proteinet, som bidrager til dets antigene og
immunogene egenskaber, herunder, men ikke udelukkende,

demerisering, glycosylering og partikelsamling.
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HBsAg kan syntetiseres i gar. Garudtrykkelsesvektorer om-
fattende en gerpromoter, ADH1, har veret konstrueret. Om-
radet af HBV-genomet, der koder for S~-proteinet, bortset
fra en mulig prasekvens pa 163 aminosyrer, er blevet

overfort til gerudtrykkelsesvektoren.

Under anvendelse af den beskrevne garvektor har man opna-
et vellykket syntese af HBsAg med gar. Produktet er anti-
genisk (reaktivt med anti-HBsAg), og en vasentlig del
forekommer ifgplge elektronmikroskopet associeret med par-
tikler identiske med de, der findes i serum hos HBV-infi-
cerede patienter og i Alexander-celler, men med mindre
partikelst¢rrelsesdiameter. HBsAg syntetiseret med ger
sedimenterer pd samme mdde som renset, naturligt forekom-
mende HBsAg-partikler renset fra Alexander-celler som
malt ved saccharose-gradientsedimentation. Den forelig-
gende opfindelse viser syntese og udformning af en multi-
komponent struktur af he¢jere orden resulterende fra ud-
trykkelse af et heterologt DNA-kodningssegment i en mi-

kroorganisme.

De heri prazsenterede data viser, at Y-HBsAg er en parti-
kular, immunologisk krydsreaktiv zkvivalent af HBsAg, som
afviger fra sidstnzvnte pad flere médder, sk¢nt dens morfo-
logiske udseende i elektronmikroskopet ligner HBsAg's
udseende. Endvidere viser data, at Y-HBsAg kan vare i det
mindste lige s antigent pr. vagtenhed, som HBsAg, og Y-
HBsAg kan vare mindst lige s& effektivt som HBsAg ved
udlaesning af antistof, der er reaktivt over for HBsAg i

gnavere og primater.

Udtrykkelseshastigheden for S-protein-kodningssegmentet
kan forbedres ved en rakke forskellige midler. Disse om-
fatter modificering af udtrykkelsesvektorerne til optime-
ring af mellemrummet mellem promoteren og startcodonen i
kodningssegmentet for at optimere hastigheden for trans-

lationsinitiationen. Additionen af en terminatorsekvens,
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som dirigerer terminering af transkription ved et punkt i
den 3'-utranslaterede region efterfulgt af stopcodonen af
kodningssegmentet forbedrer udtrykkelse, sandsynligvis
ved at stabilisere mRNA-transkripterne. I fravaret af et
termineringssignal er det blevet iagttaget, at optimering
af lengden af den 3'-utranslaterede region i sig selv
forgger udtrykkelse.

Tilpasningen af midler til forbedring af vektorstabilitet
forgger ogsa udbyttet af udtrykkelsesproduktet fra en
kultur. Mange vektorer tilpasset til kloning i gar om-
fatter genetiske marke¢rer for at sikre vakst af trans-
formerede garceller under selektionstryk, f.eks. ved at
indfgre et TRPl-gen for at tillade vaksten af en trpl -
vert i medium manglende tryptophan. Vartscellekulturer
indeholdende sé&danne vektorer kan indeholde store antal
utransformerede segreganter, nar de dyrkes under ikke-
selektive betingelser, specielt ndr de dyrkes til hg¢je
celletatheder. Derfor er det fordelagtigt at anvende ud-
trykkelsesvektorer, som ikke kraver vakst under selek-
tionsbetingelser, for at muligg¢re vakst til stor tathed
og for at minimere andelen af utransformerede segregan-
ter. Vektorer, som indeholder en vasentlig del af det na-
turligt forekommende 2-cirkel-plasmid, er i stand til at
replicere stabilt med minimal segregation af utransforme-
rede celler, selv ved stor celletzthed, nar der transfor-
meres i vartsstammer, der hidtil har manglet 2-mikron-
cirkler. Sadanne vartsstammer betegnes cirkel nul (ciro)
stammer. Desuden kan hastigheden for cellevaksten ved lav
celletathed forbedres ved inkorporering af regulerende
kontrol med promoteren, sd& at udtrykkelsen af S-protein-
kodningsregionen minimeres i fortyndede kulturer, sdsom
den tidlige log-fase til mellem-log-fasen, og derpd an-
vendes til maksimal udtrykkelse ved h¢j celletzthed. En
sddan kontrolstrategi forgger effektiviteten af celle-
vaksten i fermenteringsprocessen og reducerer yderligere

frekvensen af segregation af utransformerede celler.
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I de efterfglgende eksempler er mange af teknikkerne,
reaktionerne og separationsprocedurerne allerede velkend-
te i teknikken. Alle enzymer er, med mindre andet er an-
givet, tilgengelige fra én eller flere kommercielle kil-
der, sdsom New England Biolabs, Beverly, Massachusetts;
Collaborative Research, Waltham, Massachusetts; Miles
Laboratories, Elkhart, Indiana; Boehringer Biochemicals
Inc., Indianapolis, Indiana og Bethesda Research Labora-
tory, Rockville, Maryland, for at nzvne nogle fa repra-
sentative kilder. Puffere og reaktionsbetingelser for re-
striktionsenzymnedbrydning blev anvendt ifplge anbefalin-
ger givet af fremstilleren for hvert enzym. Delvise ned-
brydninger med restriktionsenzymer blev udf¢rt under an-
vendelse af en reduceret enzymkoncentration, som var for-
udbestemt ved indledende fors¢g for hver enzymportion.
Standardmetodologi for andre enzymreaktioner, gelelektro-
forese-adskillelser og E. coli transformation findes i
Methods in Enzymology, bind 68, red. Ray Wu, Academic
Press (1979). Transformation af garprotoplaster blev ud-
fort i det vasentlige som beskrevet af Beggs, (Nature
275, 104-109 (1978)).

Stammer af E. coli, der er nyttige til transformation,
omfatter X1776; K12 stamme 294 (ATCC nr. 31446); RR1 og
HB10l. Garstammer XV610-8c med genotypen (a ade?2 adeb
leu2 lysl trpl canl) og GM-3C-2, G. Faye et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 78, 2258 (1981) Genotype: (a Leu2
Trpl His4 CYCl-1 CYP3-1), blev anvendt til gertransfor-
mationer. Bakterier blev dyrket og valgt efter procedurer
beskrevet af J.H. Miller, Experiments in Molecular Gene-
tics, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
N.Y. (1972). Ger blev dyrket pa fg¢lgende medier: YEPD
indeholdende 1% (vagt/volumen) garekstrakt, 2% (vagt/vo-
lumen) pepton og 2% (vagt/volumen) glucose; og i tilfalde
af plademedier 3% (vagt/volumen) agar. YNB plus CAA inde-
holdt 6,7 g ger-nitrogenbase (Difco Laboratories, Minnea-

polis, Minnesota), 10 mg adenin, 10 m uracil, 5 g casami-
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nosyrer (CAA) (Difco), 20 g glucose; og i tilfalde af
plademedier 30 g agar pr. liter. Selektion for trypto-
phan-prototrofi blev foretaget pa plader indeholdende 6,7
g ger-nitrogenbase (manglende aminosyrer) og supplemente-
ret for alle vaekstkrav for stammen, der skulle overfgres,

bortset fra tryptophan.

P& den tilh¢rende tegning, hvortil der henvises i de

efterfplgende eksempler viser:

fig. 1 et kort af pFRP-921,

fig. 2 konstruktionen af pMA56,

fig. 3 en elektronmikrograf af HBsAg syntetiseret i ger,
fig. 4 konstruktionen af pHBS5-3,

fig. 5 et diagram af konstruktionen af pHBS16-3, pHBS16-4
og pHBS16-5,

fig. 6 et restriktionskort af pCl/1 og dens anvendelse

ved konstruktion af pHBS56, og

fig. 7 konstruktionen af to vektorer af pHBSS56-razkken,
pHB56-3 og pHBS56-5.

Opfindelsen forklares nazrmere ved hjzlp af de efterfol-

gende eksempler.
EKSEMPEL 1

Konstruktion af garvektorer

To garvektorer er blevet konstrueret, en med arsl-repli-
kationsstartomrdde, den anden omfattende et 2 u cirkel-

replikationsstartomrade.
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Plasmidet pFRP-921 er tidligere beskrevet af Hitzeman et
al., Nature 293, 717 (1981). Vektoren indeholder ampicil-
lin~- og tetracyclinresistensgenerne og replikationsstart-
omrdde fra bakterielt plasmid pBR322, ger arsl-replika-
tionsstartomrdde og trpl-gen sammen med ADHl-promoter-
fragmentet, betegnet 921, afsluttet efter stilling -9 i
nukleotidsekvensen. Fig. 1 viser et kort af pFRP-921.

Plasmid pMA56 indeholdt sekvensen af bakterieplasmidet
pBR322, et gar trpl-gen for selektion i gar, gar 2 u cir-
kel-replikationsstartomraddet og et ADH1 promoterfragment
betegnet 906 afsluttet efter nukleotid -15 ved 3'-enden.
Trin og konstruktion af pMA56 er skitseret som fglger og
afbildet i diagrammet i fig. 2.

Plasmid YRp7' (D.T. Stinchcomb et al., Nature 282, 39
(1979)) indeholdende gar trpl- og arsl-sekvenser indsat
ved EcoRI-stedet i pBR322 blev anvendt som udgangs-
materiale. Som fglge af indsatning af gersekvensen inde-
holdt plasmidet to EcoRI-steder (fig. 2). Et af disse
steder blev fjernet ved delvis nedbrydning med EcORI-
endonuklease til nedbrydning i gennemsnit af kun to af
stederne pr. molekyle. De resulterende uparrede ender af
de linezre molekyler blev udfyldt ved reaktion katalyse-
ret med DNA polymerase I (Klenow fragment), og de resul-
terende afstumpede ender blev genforenet ved en DNA-
ligasekatalyseret reaktion til genoprettelse af et lukket
cirkulart DNA-molekyle. Et af de resulterende plasmider,
betegnet pFRT, blev valgt, da det havde bibeholdt EcoRI-

stedet ved siden af arsl-omrddet.

Som vist pa fig. 2 blev arsl-replikationsstartomrédet
omgivet af et PstI-sted og et EcoRI-sted. P4 samme tid
indeholdt plasmidet YEpl3 (Broach et al., supra) 2 u
cirkel-replikationsstartomrdde tilsvarende omgivet af et
PstI-sted og et EcoRI-sted. Derfor gav spaltning af pFRT
og YEpl3 med PstI- og EcoRI-endonukleaser et stort line-
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@rt fragment manglende et gerreplikationsstartomrade fra
PFRT og et lille DNA-fragment omfattende 2 u cirkel-
replikationsstartomradet fra YEpl3. Plasmid pFRT blev
nedbrudt med PstI-endonuklease under partielle nedbryd-
ningsbetingelser til reduktion af hyppigheden af spalt-
ning ved Pstl-stedet inde i ampicillinresistensgenet. De
¢nskede fragmenter blev renset ved preparativ gelelektro-
forese, blandet sammen og covalent knyttet sammen i en
DNA-ligasekatalyseret reaktion. Det resulterende plasmid,
betegnet pMW5, blev valgt for dets evne til at udvise

ampicillinresistens.

ADH1-fragment 906 blev indsat i pBR322 mellem stederne
BamHI og EcoRI. Promoterfragmentet blev frigjort ved ned-
brydning med BamHI- og EcoRI-endonukleaser. Et fragment
pd 1,5 kilobaser (kb), ADH1-906 fragmentet, blev isoleret
ved preparativ gelelektroforese. Plasmid MW5 blev til-
svarende nedbrudt med EcoRI- og BamHI-endonukleaser. Det
store fragment, der havde en EcoRI-specifik ende og en
BamHI-specifik ende, blev isoleret ved preparativ gel-
elektroforese, blandet med ADH1-906 fragmentet og co-
valent samlet ved en DNA-ligasekatalyseret reaktion. Det
resulterende plasmid, betegnet pMA56 og vist i fig. 2,

blev valgt ved ampicillinresistens i E. coli.

Plasmider pFRP-921 og pMA56 er strukturelt lignende, idet
de primaert afviger ved at have et arsl-replikationsstart-
omradde (pFRP-921) eller et 2 u cirkel-replikationsstart-
omrade (pMA56). Desuden afviger ADHl-promoterfragmenterne
1idt som beskrevet. Begge er hinanden 1lig ved at have
bakterielt replikationsstartomrade og selektionsmark¢rer
for vaekst i E. coli. Begge indeholder et ger TRPl-gen til

at tillade selektion i gar trpl-vartsstammer.
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EKSEMPEL 2

Konstruktion af et gerplasmid indeholdende det S-protein-

kodende omrade

Analyse af nukleotidsekvensen i HBV DNA rapporteret af P.
Valenzuela et al. i Animal Virus Genetics, Academic
Press, New York, N.Y. (1980), pp. 57-77, viste beliggen-
heden af S-protein-kodningsomrddet. Omradet er indeholdt
i TacI-HpaI-fragmentet af 835 basepars langde. Dette
fragment indeholder 26 basepar forud for AUG-codonen for
det N-terminale methionin i S-proteinet. (Det meste af
omradet kodende for den formodede prasekvens beskrevet
supra savel som de f¢rste to AUG-codoner mangler fra
TacI-Hpal-fragmentet). Fragmentet indeholder ogsa& hele
det S-protein-kodende omrade (678 bp), en TAA-stopcodon
og 128 bp efter stopcodonen.

S-protein

Ca. 500 ug af DNA fra plasmid pHBV-3300 (P. Valenzuela et
al., Nature 280, 815 (1979)) blev nedbrudt til fuldendel-
se med en kombination af restriktionsenzymerne ECORI og
Hpal. Ca. 60 ug af fragmentet EcoRI-Hpal pad 965 basepar
blev isoleret ved preparativ gelelektroforese i agarose.
Dette fragment blev derpd nedbrudt til fuldstendighed med
restriktionsenzymet TacI. Ca. 30 ug af det 835 basepar
TacI-Hpal-fragment blev isoleret ved praparativ gelelek-

troforese i agarose.

835 bp fragmentet blev behandlet til tilvejebringelse af
EcoRI-specifikke ender ved tilsatning af EcoRI-linker-
oligonukleotider (tilgazngelige i handelen fra Collabora-
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tive Research, Waltham, Massachusetts). Linker-oligonu-
kleotiderne blev knyttet sammen til ca. 3-5 ug af frag-
mentet ved stump-endeligering katalyseret med T4 DNA-
ligase. Fragmentet blev derpa nedbrudt med EcoRI-endo-
nuklease til spaltning af uomsatte og selv-ligerede lin-
kere og til fremstilling af EcoRI-specifikke uparrede

("klaebrige") ender.

Plasmid pFRP-921 blev nedbrudt med EcoRI-endonuklease og
behandlet med alkalisk phosphatase til undgéelse af selv-
ligering (J. Shine, US Patentskrift nr. 4 264 731). En
blanding af Tacl-Hpal-fragmentet med EcoRI-ender og
EcoRI-nedbrudt pFRP-921 blev inkuberet med DNA-ligase til
dannelse af covalent lukket cirkulart DNA med S-protein-
kodningsfragmentet indsat i gervektoren. De resulterende
plasmider blev anvendt til transformation af E. coli
selekterende for ampicillinresistens. Begge mulige orien-
teringer af S-protein-kodningssekvensen med hensyn til
gerpromotoren blev isoleret og Kkarakteriseret ved de
spaltningsprodukter, der resulterede fra behandling med
et restriktionsenzym virkende pa et asymmetrisk lokali-
seret sted inde i HBV-insertionen. Plasmider pHBS-11 (i
korrekt orientering) og pHBS-12 (modsat orientering) blev

valgt og forsterket i E. coli.

Foregdende procedure blev anvendt som beskrevet under
anvendelse af pMA56 i stedet for pFRP-921 til indsztning
af TacI-Hpal S-protein-kodningsfragmentet i pMA56 ved
EcoRI-stedet. To plasmider blev isoleret og karakterise-
ret, pHBS-16 indeholdende det virale gen i den korrekte
orientering med hensyn til ADHl-promoteren, og pHBS-20

med S-protein-genet i den modsatte orientering.
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EKSEMPEL 3

Syntese af HBsAg i gar

Protoplaster af garrecipient stammen XV610-8C eller GM3
C-2 blev separat inkuberet med DNA fra hver af fire plas-
mider,'pHBS—ll, pHBS-12, pHBS-16 og pHBS-20, under de be-
skrevne transformationsbetingelser og anbragt pa agar-
plader i medium uden tryptophan. Overlevende kolonier,
transformeret til tryptophan-prototrofi, blev isoleret.
Til pr¢ve for HBsAg-syntese blev garstammer transformeret
med hver af de fire plasmider separat dyrket i vaske-
formige kulturer, i medium uden tryptophan, og hgstet i
mellem-log-fasen. Cellerne blev samlet ved centrifuge-
ring, og celleekstrakter blev fremstillet ved formaling
af cellerne med glasperler i puffer af 0,01 M natrium-
phosphat (pH 7,4) indeholdende 0,01 M beta-mercapto-
ethanol og 0,1 vol-% NP-40 detergent [polyoxyethy-
len(9)octaphenol]. Tilstedevarelsen af HBV-overflade-
antigen blev afprgvet under anvendelse af et radioimmun-
forsgpgsudstyr, der er tilgangeligt i handelen fra Abbot
Laboratories, North Chicago, Illinois. Kvalitativt gav
plasmiderne indeholdende overfladeantigen-kodningsfrag-
mentet i korrekt orientering, pHBS-11 og pHBS-16, let de-
tekterbare mengder af overfladeantigen, hvorimod der ikke
blev fundet noget detekterbart overfladeantigen i eks-
trakter af celler transformeret ved pHBS-12 eller pHBS~
20. Kvantitativt gav en 200 ml kultur af XV-610-8C inde-
holdende pHBS-16 1-2 ug overfladeantigenprotein. Celler
indeholdende pHBS-11 gav 1/2 - 1/3 sa meget overflade-
antigen, muligvis pd grund af et lavere kopital pr. celle
af plasmider med arsl-replikationsstartomrade.

Alle celleekstrakter blev analyseret ved saccharosegradi-
entsedimentering. Foruddannede saccharosegradienter pa 5-
30% (vagt/volumen) blev lagdelt med en ekstrakt af XV-
610-8C/pHBS-16-celler fremstillet som beskrevet, og kon-
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trolgradienter blev lagdelt med en fremstilling af HBsAg
renset fra en Alexander-cellekultur. Gradienterne blev
centrifugeret i en svingende beholderrotor i 8 timer ved
27000 omdr./min. Efter centrifugering blev der opsamlet
fraktioner, som blev afprgvet ved den i det foregaende
beskrevne radioimmunpr¢ve. Overraskende viste det sig, at
HBsAg syntetiseret ved hjalp af ger havde n¢jagtig samme
sedimentationsegenskaber som HBsAg isoleret fra Alexan-
der-celler. En sedimentationsverdi pa ca. 60 S blev be-
regnet for begge HBsAg-praparater.

HBsAg syntetiseret med gar blev renset ved en kombination
af ligevagtscentrifugering i cesiumchlorid og sedimenta-
tion i en saccharosegradient. 100 ml celler dyrket til en
0.D. pd 2,0 ved 650 nm blev hgstet ved centrifugering til
opnaelse af 0,150 ml pakkede celler. Celleekstrakterne
blev fremstillet ved formaling af cellerne med glasperler
(som beskrevet i det foregdende) sdledes, at efter cen-
trifugering ved 6000 omdr./min i 15 minutter til fjer-
nelse af cellerester dannedes et totalvolumen pa 0,5 ml
ekstrakt. Ekstraktet indeholdt ca. 30 mg/ml protein og
ialt ca. 1 ug HBsAg. Ekstraktet blev lagdelt pa en dis-
kontinuerlig casiumchloridgradient fra 1,1 g/cm3 til 1,4
g/cm3 og centrifugeret i en svingende beholderrotor (SWl,
Beckman Instrument, Fullerton, California) wved 30000
omdr./min i 24 timer. Efter centrifugering blev der som
for opsamlet og afpr¢vet fraktioner. Et kontrolrgr inde-
holdende Alexander-celle-HBsAg blev behandlet identisk,
som en marke¢r. Gaer-HBsAg vandrede med Alexander-celle-
HBsAg-spidsen, med en aerometer-massefylde pad 1,19 g/cms.
Fraktioner indeholdende gar-HBsAg blev samlet, dialyseret
og anbragt péd en 5-30% (vagt/volumen) foruddannet saccha-
rosegradient og centrifugeret ved 30000 omdr./min i 36
timer. Igen faldt spidsen for gar-HBsAg som tidligere
observeret ngjagtigt sammen med spidsen for HBsAg fra
Alexander-celler. Samlede spidsfraktioner havde en total
proteinkoncentration pa 0,01 mg/ml og et totalt udbytte
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pd 15% HBsAg.

Det fremgik af sedimentationsdata, at HBsAg blev synteti-
seret i ger i form af partikler eller aggregater. Naturen
af disse partikler blev yderligere karakteriseret wved
elektronmikroskopi. HBsAg-partikler syntetiseret fra gar
og renset som beskrevet blev adsorberet pa kulfilmgitre
og fremkaldt med uranylacetatfremkalder (2% efter
vegt/volumen i 7 minutter). Under elektronmikroskopet
blev det iagttaget, at partikler af HBsAg syntetiseret i
ger havde et udseende identisk med Alexander-celle-HBsAg,
men en mindre diameter. Ved disse studier havde Alexan-
der-celle-HBsAg-partikler en diameter pa ca. 20 nm, hvor-
imod Y-HBsAg-partikeldiameteren var ca. 16 til ca. 17 nm
(se fig. 3). Disse resultater menes at vere den f¢rste
demonstration af udformningen til en hgjere ordens struk-

tur af heterologt protein i en mikroorganisme-vert.

Hpjere udbytter, op til det femdobbelte, er blevet opnaet
under anvendelse af gaerstamme GM3C-2 som vert. Stammen er
en lille stamme, hvis forggede afhangighed af kulhydrat-
metabolisme kan resultere i en hgjere aktivitet for ADH-
promotoren. Det hgje udtrykkelsesniveau opnaet i GM-3C-2
kan ogséd vare resultat af anvendelse af en modificeret
vektor, pHBS-25, indeholdende S-protein-kodningsfragmen-
tet flankeret af et ADHl-promotorfragment og et ADH~-ter-
mineringsfragment. TacI-Hpal HBV-kodningssegmentet blev
udstyret med HindIII-oligonukleotid-linkere og sammen-
knyttet ved 5'-enden til ADH1-promoterfragmentet ADH1-906
termineret i en HindIII-linkersekvens ved dets 3'-ende.
3'-enden af HBV-segmentet blev Kknyttet til et 450 bp
HindIII-BamHI-fragment af ADHl-genet indeholdende kod-
ningsomradet for de 43 C-terminale aminosyrer af ADH,
stopcodonen TAA og en del af den 3'-uoversatte del (se
Bennetzen et al., J. Biol. Chem., bind 257, p. 3018
(1982), sa& begge fragmenter blev opndet i samme tran-

skriptionsretning. Det resulterende sammensatte segment,



10

15

20

25

30

35

DK 169152 B1

18

ADH-H-5-S-protein-ADH-terminator, var flankeret af BamHI-
steder, hvilket tillod indsatning ved BamHI-stedet af
pMA56. Efter indsatning, s& ADH-terminatorsektionen var
ved siden af ADH1-906-promoterfragmentet, blev den resul-

terende vektor betegnet pHBS-25.

Konstruktionen af vektorer af 25-serien analoge med
pHBS56-3 og pHBS56-5 (eksempel 6) opnas let under anven-
delse af de sammensatte gener for S-protein flankeret af
ADH-promoteren og terminatorsegmenterne som beskrevet i
eksempel 6. Det sammensatte gen afledt fra pHBS16-3 ind-
settes ved Sphl-stedet i pMA56, lineariseret wved SphI-
nedbrydning og behandlet med alkalisk phosphatase til
undgéelse af rekonstituering af pMA56 i fraver af det
indsatte sammensatte gen som beskrevet af Shine, US
patentskrift nr. 4 264 371. I denne Kkonstruktion afviger
pHBS25-3 og pHBS25-5 fra pHBS25 derved, at det sammen-
satte gen er indsat ved SphI-stedet i pMA56 i stedet for
i det nzrliggende BamHI-sted i pMA56.

Overfgringsvektoren pHBS-16 og en garstamme omfattende
stammen XV610-8C transformeret af plasmid pHBS-16 er
blevet deponeret i American Type Culture Collection,
12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland.

EKSEMPEL 4

Dette eksempel viser fjernelse af et 5'-utranslateret
segment af HBV-DNA. DNA-segmentet omfattende S-protein-
omradet isoleret som beskrevet i eksempel 2 indeholdt et
utranslateret 26-baseparsegment ved 5'-enden af kodnings-
regionen, liggende mellem promoteren og ATG-startcodonen.
Fplgende procedurer blev udviklet til fjernelse af alle
eller alle pd& nar én af baserne af det 5'-utranslaterede
omrade af HBV-DNA foran S-protein-kodningsomradet.
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Plasmidet pHBS-5 blev nedbrudt med EcoRI-endonuklease,
hvilket gav et fragment med ca. 850 basepar indbefattende
S-protein-kodningsomrddet og flankerende 3'- og 5'-
utranslaterede omrader afsluttet af EcoRI-sammenkadede
oligonukleotidsegmenter. HBV-DNA-segmentet blev genisole-
ret ved praparativ gelelektroforese, elektroelueret og
opdelt i pr¢ver, som blev nedbrudt med exonukleasen Bal-
31 i forskellige tidsrum fra 0,5 - 30 minutter ved 37 °C.
Graden af exonukleasenedbrydning blev karakteriseret kva-
litativt ved nedbrydning af en del af hver prg¢ve med
XbaI-endonuklease. S—protein—kodningsomrédet indeholder
et XbaI-sted begyndende 92 basepar fra fo¢rste base af
startcodonen. Derfor giver pre¢ver, hvori Bal-31 ned-
brydning var gdet ud over Xbal-stedet, kun ét fragment
ved gelelektroforese efter inkubering med Xbal-endo-
nuklease, mens pr¢ver med farre baser fjernet ville give
to fragmentklasser: et homogent stort fragment og et
heterogent lille fragment. Pre¢ver givende kun ét Xbal-
fragment blev bortkastet. Pr¢ver, der gav fragmenter med
to storrelsesgrupper, blev gjort stump-endet ved
inkubering med DNA-polymerase I (Klenow-fragment, se H.
Klenow et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 65, 168 (1970) i
nervarelse af alle fire deoxynukleotid-triphosphater.
Linker-oligonukleotider indeholdende EcoRI-genkendelses-
stedet blev sat til ved stump-ende ligering under an-
vendelse af T4 DNA-ligase. EcoRI-specifikke kohasive en-
der blev dannet ved nedbrydning med EcoRI-endonuklease.
Det modificerede DNA blev isoleret ved gelelektroforese,
elektroelueret og knyttet til EcoRI-nedbrudt, alkalisk
phosphatase-behandlet pBR322, i en DNA-ligasekatalyseret
reaktion. Rekombinantplasmiderne blev derpa anvendt til

at transformere E. coli HB-101.

Der blev anvendt to strategier til frasortering og karak-
terisering af kloner med forkortede 5'-utranslaterede
segmenter. I den f¢rste blev individuelle kolonier sorte-

ret for tilstedevarelsen af S-protein-kodningsomrade ved



10

15

20

25

30

35

DK 169152 B1

20

in situ koloni-hybridisering under anvendelse af market
S-protein-kodende DNA som sonde. Kolonier, der blev fra-
sorteret positivt for tilstedevarelsen af S-protein-
kodningsomrdde, blev anvendt til at starte kulturer,
hvorfra wvektor-DNA blev fremstillet. Vektor-DNA blev in-
kuberet med EcoRI-endonuklease for at udskare S-protein-
kodningsregionen. S-protein-kodnings-DNA fremstillet pa
denne made blev analyseret enten ved bestemmelse af
st¢grrelsen af dannede fragmenter ved XbaI-endonuklease-
nedbrydning eller ved DNA-sekvensanalyse af de 5'-termi-
nale sekvenser (A. Maxum et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 74, 560 (1977)).

En anden sorteringsstrategi blev anvendt til detektering
af kloner, hvori det 5-utranslaterede omrade wvar blevet
fuldstendig fjernet eller afsluttet én base f¢r start-
codonen. Metoden udnyttede den iagttagelse, at de fo¢rste
fire baser i S-protein-kodningssekvensen, ATGG, nar de
knyttes sammen  til et EcoRI-linker-oligonukleotid
(GGAATTCC) dannede et genkendelsessted for restriktions-
endonukleasen Ncol: CCATGG. Ncol-stedet, der dannes pa
denne made, ville vare enestdende i vektoren, da hverken
pBR322 eller S-protein-kodningsomradet indeholder et
NcoI-sted. Derfor ville ethvert S-protein-kodningsseg-
ment, hvori Bal-3l-nedbrydningen var afsluttet pracis ved
ATG-startcodonen, vare karakteriseret ved dannelsen af et
nyt Ncol-sted, ndr det blev knyttet til et EcoRI-linker-
oligonukleotid. I HBV-DNA er der tilfsldigvis en C-rest
ved siden af ATG-startcodonen i S-protein-regionen, i den
5'-utranslaterede region. Derfor vil Bal-31l-nedbrydnin-
ger, der kun bevarer det sidste carbonatom i den 5'-
utranslaterede region, ogsd danne et Ncol-genkendelses-
sted, ndr det knyttes til et EcoRI-linker-oligonukleotid.
Disse to specifikke konstruktioner blev frasorteret ved
inkubering af Kklonerne med en kombination af Ncol- og
Xbal-endonukleaser efterfulgt af gelelektroforese af de

dannede fragmenter, hvis der var nogen. De kloner, der
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gav et 96 basepar-fragment, blev derfor udvalgt, da de
havde alle eller alle panar én af de 5'-utranslaterede
baser fjernet, men bibeholdt ATG-startcodonen. Den negj-
agtige sekvens blev derpd bekraftet ved DNA-sekvens-
analyse under anvendelse af proceduren efter Maxam et al.
Det resulterende plasmid, der kombinerede pBR322 med et
modificeret HBV-segment med hele den 5'-utranslaterede
region af S-protein-genet fjernet, indsat ved EcORI-
stedet, blev betegnet pHBS5-3. (Se fig. 4). HBV-DNA-
segmentet i pHBS5-3 blev ogséd tilfazldigt modificeret ved
fjernelse af ca. 40 basepar fra den 3'-utranslaterede
region pd& grund af ledsagende pavirkning af Bal-31

exonuklease ved 3'-enden.

Udtrykkelsesvektorkonstruktion analog med pHBS16, be-
skrevet i eksempel 2, blev udfgrt ved indsatning af det
modificerede HBV-DNA-segment i pHBS5-3 i stedet for det
tilsvarende segment i pHBS16. Til dette formal blev der
fremstillet en vektor af "l6-typen" ved nedbrydning med
EcoRI-endonuklease og religering efterfulgt af valg af en
vektor, hvori HBV-DNA blev fjernet. Udtrykkelsesvektorer
konstrueret ved indsatning af modificerede HBV-DNA-seg-
menter ved EcoRI-stedet i vektortype 16 blev karakterise-
ret ved betegnelsen pHBS16-X, hvor X er et tal, der ka-
rakteriserer modifikationen af HBV-DNA indsat ved ECORI-
stedet. Saledes dannede HBV-DNA-segmentet overf¢rt f£fra
pHBS5-3 til 16-vektoren et udtrykkelsesplasmid betegnet
phHBS16-3. (Se fig. 4). Alle konstruktioner blev under-
spgt for korrekt orientering af S-protein-kodningsregio-
nen med hensyn til ADHl-promoteren ved Kkombineret ned-
brydning med BamHI- og XbaI-endonuklease. Korrekt orien-
tering gav et Bam-Xba-fragment med en langde pa ca. 1600
basepar, hvorimod ukorrekt orientering gav et langere

fragment.

Vaertsstammen for l16-serie-udtrykkelsesvektorerne var Sac-
charomyces cerevisiae AB 35-D3-D a, leu2-3, leu2-112,
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ura3-52, +trpl-289, his4-580, ade2 eller Saccharomyces
cerevisiae AB 35-14-D. Pr¢vekulturer for vartsstammen
transformeret med enten pHBS16 eller pHBS16-3 blev dyrket
under &kvivalente betingelser, og Y-HBsAg blev pr¢gvet
kvalitativt ved radioimmunpr¢gve som beskrevet i eksempel
3. Celler transformeret med pHBS16-3 gav ca. 2,2 gange s&
meget Y-HBsAg pr. celle som de transformeret med pHBS16.

EKSEMPEL 5

Der blev foretaget en yderligere modifikation af den vek-
torkonstruktion, der er beskrevet i eksempel 4, i hvilken
den 3'-utranslaterede region fjernet ved Bal-3l-nedbryd-
ning blev genskabt. Strategien ved denne konstruktion var
at kombinere, ved XbalI-stedet inde i S-protein-kodnings-
regionen, et fragment af den kodningsregion, der er af-
ledt fra pHBS5-3, modificeret som beskrevet i eksempel 4,
sammen med et umodificeret fragment fra pHBS5 med en
intakt 3'-utranslateret region.

HBV-DNA-segmenterne af pHBS5 indeholdende den 5'-utrans-
laterede region og den promoter-proximale del af S~
protein-kodningsregionen blev fjenet ved sekventiel ind-
virkning af ClalI-endonuklease og Xbal-endonuklease. Plas-
midet blev f¢rst spaltet med Clal-endonuklease. De resul-
terende uparrede ender blev udfyldt under anvendelse af
DNA-polymerase I Klenow-fragment i n®rvarelse af fire de-
oxynukleotid-triphosphater til tilvejebringelse af en
linezr vektor med stumpe ender. DNA blev derpd nedbrudt
med XbaI-endonuklease og alkalisk phosphatase. Sidst-
navnte behandling var beregnet til at sikre, at de ved
foregdende razkke trin dannede ender ikke kun genforenes
med hinanden i narvarelse af DNA-ligase (J. Shine,

supra).

Modificeret HBV-DNA af pHBS5-3 indeholdende den promoter-
proximale del af kodningsregionen for S-protein blev ogsa
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fremstillet ved sekventiel endonuklease-nedbrydning.
Plasmid pHBS5-3 blev f¢rst spaltet med EcoRI-endonukle-
ase og gjort stump-endet ved DNA-polymerase I Klenow-
fragment i nervaerelse af fire deoxynukleotid-triphospha-
ter. DNA blev derpd spaltet med Xba-endonuklease. Det
lille fragment, der dannedes ved Xbal-spaltning (ca. 100
basepar) med en stump EcoRI-ende og en Xbal-ende, blev
isoleret ved gelelektroforese og elektroeluering. Forma-
let med sekventiel endonuklease-behandling i begge til-
fzlde var at sikre, at fragmentet med de 100 basepar vil-
le blive tilknyttet i korrekt orientering med den spalte-
de vektor DNA. Fragmentet pa 100 basepar afledt fra
pHBS5-3 blev blandet med modificeret vektor DNA afledt
fra pHBS5 i narverelse af DNA-ligase under betingelser,
der tillod stump-endet binding eller ligering savel som
sammenknytning af parrede ender afledt fra XbaI-snittene.
Transformanter blev valgt og identificeret ved eksisten-
sen af et Ncol-sted afledt fra det 1lille fragment fra
pHBS5-3 (se eksempel 4).

Det forventedes, at EcoRI-stedet ved siden af Ncol-stedet
ville regenereres ved den anvendte konstruktionsstrategi.
Et basepar i det udfyldte EcoRI-sted blev imidlertid ikke
regenereret af DNA-polymerasebehandlingen. Fglgelig var
EcoRI-stedet ikke regenereret som ventet. De gensamlede
sekvenser gendannede imidlertid tilfaldigvis Clal-stedet.

DNA-nukleotidsekvensanalyse af den resulterende vektor,
betegnet pHBS6, afbildet i fig. 4, bekraftede, at HBV-
DNA-regionen af vektoren indeholdt hele S-protein-kod-
ningsregionen og den 3'-utranslaterede region sammen med
en deletion af den 5'-utranslaterede region som beskrevet
for pHBS5-3. HBV-DNA-segmentet modificeret som pHBS6 blev
overfeort til en udtrykkelsesvektor for 1l6-serien som
f¢lger: HBV-DNA-regionen i pHBS6 blev isoleret ved kom-
bineret indvirkning af NcoI- og EcoRI-endonukleaser og
gjort stump-endet ved inkubering med DNA-polymerase I
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Klenow-fragment i narvaerelse af fire deoxynukleotid-
triphosphater. Det resulterende 820 basepar-fragment blev
isoleret ved gelelektroforese og elektroeluering. Udtryk-
kelsesvektoren pHBS16 eller "l6-vektoren" som beskrevet i
eksempel 4 blev spaltet ved EcoRI-endonukleasepdvirkning,
gjort stump-endet under anvendelse af DNA-polymerase I
Klenow-fragment i narvarelse af de fire deoxynukleotid-
triphosphater og behandlet med alkalisk phosphatase. HBV-
DNA-fragmentet blev derpd knyttet til den behandlede 16-
vektor ved stump-endeligering under anvendelse af T4 DNA-
ligase. Korrekt orientering af fragmenterne gendannede et
EcoRI-sted mellem ADH-promoteren og startcodonen i S-pro-
tein-kodningsregionen. DNA-nukleotidsekvensanalyse blev
udfgrt og bekraftede strukturen af den resulterende kon-
struktion, betegnet pHBS16-5, afbildet i fig. 5.

Den relative udtrykkelseshastighed for Y-HBsAg for ger-
celler transformeret med pHBS16-5 blev madlt under samme
betingelser som for pHBS16-3, beskrevet i eksempel 4.
Udtrykkelse af Y-HBsAg med Saccharomyces cerevisiae AB-
35-D3-D transformeret med pHBS16-5 var ca. 2,8 gange
stgrre pr. celle som mdlt ved radioimmunpr¢gve end ud-
trykkelse med celler transformeret med pHBS16.

En beslegtet konstruktion under anvendelse af HBV-DNA-
segmentet af pHB56 blev udfgrt under anvendelse af en
identisk procedure med undtagelse af, at HBV-DNA-fragmen-
tet blev fjernet eller udskaret med et EcoRI-endonukle-
aseprazparat med nogen EcoRI* aktivitet. Efter ligering
med 1l6-vektoren, fremstillet som tidligere beskrevet,
viste udtrykkelsesvektoren sig at have mistet EcoRI-ste-
det sdvel som NcoIl-stedet ved siden af ATG-startcodonen i
S-protein-kodningsomrddet. Det resulterende udtrykkelses-
plasmid blev betegnet pHBS1l6-4. Nukleotidsekvensen ved
siden af S-protein-startcodonen var

5'...ACTATCTGGCATGG...3'. Udtrykkelsesgraden i garceller
transformeret med pHBS16-4 var sammenlignelig med graden
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for pHBS16-5-transformerede celler, inden for den eks-
perimentelle n¢jagtighed. Strukturen af pHBS16-4 er af-
bildet i fig. 5.

Nukleotidsekvensen ved siden af S-protein-startcodonen af
PHBS-16-3 var 5'...ACTATCTGGAATTCCCATGG...3'. Sekvensen
for pHBS-16-5 var 5'...ACTATCTGGAATTCATGG...3'. Sekvens-
differencen mellem 16-3 og 16-5 var en f¢plge af afstump-
ning af DNAet efter EcoRI-nedbrydning af pHBS-6.

EKSEMPEL 6

Dette eksempel beskriver detaljer ved konstruktionen af
en razkke vektorer til udtrykkelse karakteriseret ved at
have hele DNA-sekvensen for 2-mikron-cirkel-plasmidet i
deres sekvens sammen med DNA-segmenter omfattende promo-
ter- og transkriptionsterminatorsekvenserne for gar-ADH-
genet, med S-protein-kodningsregionen sandwichlagt mellem
ADH-promoter- og ADH-terminatorregionerne. Disse vektorer
blev betegnet som "56"-serie-vektorer, og deres nomenkla-
tur er i overensstemmelse med nomenklaturen for l6-serien
af udtrykkelsesvektorer. Saledes indeholder udtrykkelses-
vektoren pHBS16-3 S-protein-genet modificeret som beskre-
vet for pHBS16-3, mens pHBS56-5 indeholder HBV-DNA modi-
ficeret som beskrevet for pHBS16-5, som beskrevet i
eksempel 4 og 5. 2-mikron-cirkel-DNA giver i sin fulde
lengde stabil replikation i en cirkel nul vertsstamme i
fraver af metabolisk selektionstryk. ADH-terminatoren
blev tilvejebragt for at forbedre stabiliteten af S-pro-
tein-mRNA~-transkripterne.

Forzldreplasmidet for konstruktion af vektorer af 56-
typen var pCl/l, som var et hybridplasmid mellem pBR-322
og et 2-mikron-cirkelplasmid knyttet sammen ved deres
EcoRI-steder. 2-mikron-cirkeldelen var forud modificeret
til at indeholde et indsat LEU2-gen af g®r og opndet fra
plasmidet pJBD219 beskrevet af Beggs, J. et al., Nature
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275, 104 (1978). Restriktionskortet for pCl/l er vist pa
fig. 6.

Det kan ses fra fig. 6, at nedbrydning af pCl/l1 med endo-
nuklease Sphl slettede en del af plasmidet strakkende sig
over 2-mikron-pBR-322 samlingen. Det blev observeret, at
den aktive del af ADHl-promoterregionen var indeholdt i
et SphI-HindIII-fragment med en lengde pa ca. 300 basepar
(se sekvens af ADHl-genet, af J.L. Bennetzen og B.D.
Hall, J. Biol. Chem. 257, 301 (1982)). Genkendelsesse-
kvensen for SpHI er GCATGC, og en sddan sekvens findes 1
ADH-promoteren begyndende ved stilling -413. Pa lignende
made var gar-terminatorsekvensen indeholdt i et HindIII-
Sphi-fragment pa ca. 330 basepar. I begge tilfalde var
SphIl-stedet distalt til kodningsregionen, sdledes at HBV
S-protein-kodningsregionen Kkunne indsattes mellem dem,
hvis den tilvejebragtes med HindIII-steder i enderne.
Przkursorkilden for ADH-promoter- og -terminatorsegmen-
terne var plasmid pAAHS5 indeholdende et 1500 basepar
ADHl-promoterfragment afsluttet ved stilling -9 i nukleo-
tidsekvensen (R.A. Hitzeman et al., supra), og en ca. 450
basepar terminatorenhed fra nukleotid 913 til 1368 i ADH-
gennukleotidsekvensen, forbundet ved et HindIII-sted mel-
lem fragmenterne og klonet i BamHI-stedet af vektoren
YEpl3 (J. Broach og J. Hicks, Gene 8, 121 (1979)). HBV-
DNA-segmenterne af pHBS5 blev fjernet ved EcoRI-nedbryd-
ning. De udstdende ender blev udfyldt ved anvendelse af
DNA-polymerase I Klenow-fragment og knyttet sammen ved de
to ender med HindIII linker-oligonukleotider med sekven-
sen CAAGCTTG. Efter HindIII-endonuklease-nedbrydning for
at blotlzgge uparrede HindIII-specifikke ender pé& HBV-
DNA-segmentet blev segmentet knyttet til HindIII-frak-
tionsplasmid pAAH5, hvorved HBV S-protein-kodningssekven-
sen blev anbragt mellem ADH-promoter- og -terminatorfrag-
menterne. Et plasmid med S-proteingenet i korrekt orien-
tering med hensyn til promoter- og -terminatorfragmenter-
ne som bestemt ved restriktionsanalyse blev betegnet
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pHBS-22. ADH-promoter- oOg -terminatorsekvenserne blev
hver fundet at indeholde et SphI-sted (genkendelsesse-
kvens GCATGC), hvilket gjorde det muligt at fjerne hele
det sammensatte gen omfattende ca. 400 basepar af ADH1l-
promoter, HBV S-proteinregion og ca. 330 basepar af ADHl1-
terminator ved nedbrydning med Sphl-endonuklease. Ned-
brydning af pHBS22 med Sphl-endonuklease gav det intakte
sammensatte gen i et fragment p& ca. 1500 basepar. Frag-
mentet blev sammenknyttet med Sphl-skadret vektor pCl/1.
E. coli HB101l transformanter blev undersg¢gt for ampicil-
lin-resistens og f¢lsomhed for tetracyclin, da det seg-
ment, der blev udskaret ved SphI-endonuklease-nedbrydning
af pCl/l, fjernede en del af tetracyclinresistensgenet
for pBR322-segmentet. Strukturen af den resulterende
vektor, betegnet pHBS56, blev yderligere bekraftet ved
restriktionsanalyse. E. coli HB10l transformanter opnaet
fra produkterne af ligasereaktionen blev klonet pa plader
indeholdende ampicillin. Plasmid DNA fra enkeltkoloni-
isolater dyrket i kultur blev ved restriktionsendonuklea-
seanalyse unders¢gt for indsatningen og korrekt oriente-
ring af S-protein-kodningsregionen. Det valgte plasmid
pHBS-56 indeholdende HBV S-protein-kodningsregionen i
korrekt orientering med hensyn til ADH-promoter- o0g

-terminatorsegmenterne er vist pa fig. 6.

To yderligere vektorer af 56-typen blev konstrueret under
anvendelse af et promoterfragment og promoter-proximalre-
gionen af S-protein-kodningssegmentet opnadet fra pHBS16-3
og fra pHBS16-5. Disse konstruktioner blev betegnet
pHBS56-3 og pHBS56-5. I begge tilfzlde blev et Sphl-Xbal-
fragment ved en DNA-ligasekatalyseret reaktion forbundet
med det steorre af de to SphI-XbaIl-fragmenter opnaet wved
nedbrydning af pHBS56. Det st¢rre fragment pa ca. 1080
basepar strakker sig fra XbaI-stedet i S-protein-kod-
ningsregionen til Sphl-stedet i ADH-terminatorregionen.
Dette fragment blev isoleret ved gelelektroforese oOg
elektroeluering f¢r tilknytning til SphI-XbaI-fragmentet
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af enten pHBS16-3 eller pHBS16-5 i en DNA-ligasekatalyse-
ret reaktion. De to sammensatte gener, der saledes blev
konstrueret, wvar identiske med undtagelse af sekvensen af
den 5'-utranslaterede region mellem ADH-promoteren og S-
protein-startcodonen, hvilke forskelle skyldtes forskelle
i kildevektorerne, pHBS16-3 og pHBS16-5. Begge sammensat-
te gener blev subklonet, i adskilte reaktioner, ved SphI-~
stedet af pBR322 beliggende mellem BamHI-stedet og Sall-
stedet af pBR322, til opndelse af stgrre mengder sammen-
sat gen DNA. Subkloningsvektorerne blev valgt ud fra
deres evne til at give ampicillin-resistens- og tetracyc-
lin-sensitivitet-fenotype til E. coli HB101l transforman-

ter.

I det sidste trin blev det store fragment fremstillet ved
Sphi-spaltning af pHBS56 behandlet med alkalisk phospha-
tase og isoleret ved gelelektroforese og elektroeluering.
Tilsvarende blev de sammensatte gener fjernet fra deres
subkloningsvektorer ved SphI-spaltning og isoleret ved
gelelektroforese og elektroeluering, men uden phosphata-
sebehandling. De blev i separate reaktioner kombineret
med det store SphI-fragment fra pHBS56 og samlet i DNA-
ligasekatalyserede reaktioner givende pHBS56-3 og pHBS56-
5. E. coli HB1l0l transformanter blev valgt ved ampicil-
lin-resistens og tetracyclin-sensitivitet og yderligere
karakteriseret wved restriktionsanalyse. Et diagram over
konstruktionstrinene og kort over de relevante vektorer
er vist i fig. 7. Sk¢nt nomenklaruren for vektorer af 56-
typen svarer til nomenklaturen for vektorer af 16-typen,
vil det forstds, at forskellene i tilfazlde af 56-serie-
vektorer kun refererer til den 5'-utranslaterede region i
hvert tilfelde, og at den 3'~utranslaterede region er den
samme i hvert medlem af serien. Specifikt mangler pHBS56-
3 den 40 basepars deletion i den 3'-utranslaterede regi-
on, som forekommer i pHBS16-3.
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Efter kloningsselektion og karakterisering blev vektorer
af 56-serien anvendt til at transformere en cirkel nul
gerstamme betegnet 2150-2-3. Stammen blev afledt fra
en genetisk krydsning mellem stamme Y379-5-D cyh2 nibl
(rho”) (D. Livingston, Genetics 86, 73 (1977)) og DC 04 a
AdeI AdeX leu2-04 (ciro) (J. Broach, Cell 21, 501
(1980)). Den diploide stamme, der dannes fra krydsningen,
fik lov at sporulere, og der blev udskaret tetrader ved
en standardprocedure. En af de haploide sporer var arsag
til dannelsen af stamme 2150-2-3 a AdeI Leu2-04 (ciro).
Gartransformanter blev valgt for Leu+-fanotype tilfort
ved tilstedevarelse af plasmider af pHBS-56-serien.

De relative grader af Y-HBsAg-udtrykkelse i forskellige
plasmid-vaert-kombinationer blev sammenlignet pa f¢lgende
médde. En liter cellekultur blev dyrket til dets begran-
sende celletzthed, cellerne blev hgstet i rd lysater,
analyseret for totalt opl¢seligt protein og for Y-HBsAg
under anvendelse af radioimmunpr¢ve som beskrevet supra.
Resultaterne blev udtrykt bade som mikrogram Y-HBsAg pr.
liter kultur og Y-HBsAg som vegt-3 af det totale op-
lg¢selige garprotein. Sidstnavnte giver et mal for mangden
af cellemetabolisme pa grund af Y-HBsAg-produktion, mens
forstnavnte giver et mdl for det totale udbytte af
Y-HBsAg opndeligt ved vekst af kulturer til begrznsende
tethed. Forskelle forekommer isazr i tilfzlde af 56-serie-
vektorer, fordi de celler, der bzrer disse vektorer, kan
dyrkes i rige medier uden selektionstryk, hvorimod 16- og
25-serie-vektorerne kraver vakst i et defineret medium
uden tryptophan til undgdelse af akkumulering af utrans-
formerede segreganter. Resultaterne er vist i den efter-
fplgende tabel. Vagtmengderne af Y-HBsAg angivet i tabel-
len blev bestemt ved en tilgengelig radioimmunpr¢ve under
anvendelse af antistof dannet mod HBsAg. Derfor kan de
mazngder Y-HBsAg, der er rapporteret, ikke vare et absolut
madl for masse, men kan betragtes som verende indadtil

konsistent til sammenligningsformdl.
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Y-HBsAg-udbytter
Kultur- Total gazrop- Y-HBsAg

Vektor tethed l¢selig pro- ug pr. li-
pHBS- Vert O.D.660 tein, vagt-% ter kultur
16-3 AB-35-14D 2,0 0,1 20
16-4  AB-35-14D 2,0 0,1 20
16-5 AB-35-14D 2,0 0,1 20

25 GN-3C-2 4,0 0,5 200

56 2150-2-3 12,0 0,3 300
EKSEMPEL 7

Fremstilling af en vaccine omfattende HBsAg syntetiseret
med gar.

Y-HBsAg-partikler renses fra celleekstrakter ved metoden
ifglge eksempel 3 eller ved egnede metoder, der er kendt
i teknikken, f.eks. som beskrevet i US patentskrifterne
nr. 4 088 748 eller 4 181 713. Rensede HBsAg-partikler
dialyseres mod fysiologisk saltvand eller phosphatpufret
saltvand og indstilles til 100 pg protein/ml slutkoncen-
tration. Marsvin underkastes subcutant med mellemrum pa
9, 14 og 56 dage 1 ml af HBsAg-prazparatet. Serum fra
testdyrene indsamles pa dagene 0, 28, 56 og 84 og pro¢ves
for antistoftiter mod Dane-partikler eller HBsAg renset
fra Alexander-celler. Radioimmunpr¢ven beskrevet i eksem-
pel 3 anvendes, eller ogsd radioimmunprgven af F. Hollin-
ger et al., J. Immunol. 107, 1099 (1971). Stg¢rstedelen af
dyrene udviser antistoffer, der er krydsreaktive med
HBsAg 84 dage efter administrering af partiklerne. Lig-
nende resultater opnas efter injektion i aber. Fg¢lgelig
er det ved hjalp af ger syntetiserede HBsAg immunogent og
i stand til at udlg¢se antistoffer, der er Kkrydsreaktive

med naturligt forekommende HBsAg.
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HBsAg syntetiseret med ger har den fordel, at det er til-
gengeligt i betydeligt st¢rre mangder end opndelige fra
Dane-partikler eller bzrerserum. Der kan opnas et mere
ensartet produkt ved en fordelagtig omkostning pr. enhed,
som kan forventes at falde med stigende produktion.
Endvidere er der ingen fare for tilfeldig infektion, da
der ikke er noget intakt HBV og ikke kan vare noget HBV i
det overfladeantigen, der er fremstillet ud fra gar. I
modsaztning hertil er der ved virale proteiner renset fra
serum eller andre naturlige kilder altid fare for viral

forurening.
EKSEMPEL 8

Som vist i eksempel 7 er HBsAg syntetiseret med gar i
stand til at fremkalde antistoffer, der er Krydsreaktive
med naturligt forekommende HBsAg. Deraf f¢lger, at sddan-
ne antigener og antigen-aggregater, nar de renses som be-
skrevet og administreres i et fysiologisk acceptabelt
medium, udggr en vaccine til beskyttelse mod infektion

mod hepatitis B virus.

Seksten chimpanser blev opdelt i tre grupper. Gruppe A
(seks dyr) inokuleres intravengst med 1 ml af et standard
Hepatitis B viruspraparat fra Bureau of Biologics; grup-
pe B (fire dyr) inokuleres intravengst med 1 ml indehol-
dende 200 ug HBsAg syntetiseret i ger og renset som be-
skrevet i eksempel 3, i fysiologisk saltvand; gruppe C
(seks dyr) er kontrolgruppen og modtager ingen inokule-
ring. Alle chimpanser i gruppe A har tegn pd Kklinisk
hepatitis B (enten antigenemia, enzymforggelser og/eller
antistofrespons) i lgbet af 40 uger. Ingen af dyrene i
gruppe B eller C udviser tegn pa Kklinisk hepatitis B in-
fektion i lgbet af samme 40 ugers periode. Chimpanserne
fra gruppe B g¢res immune for efterfglgende smitte, nar
de inokuleres intravengst med 1,0 ml BOB hepatitis B vi-

rus.
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EKSEMPEL 9

Y-HBsAg afveg i adskillige henseender fra plasma-afledt
HBsAg. Diametrene af HBsAg og Y-HBsAg partikler blev malt
fra negativt fremkaldte eller farvede elektronmikrogra-
fer. Det gzr-afledte antigen havde et diameterinterval pa
ca. 14 til ca. 18 nm, medens plasma-afledt antigen havde

et diameteromrdade pa ca. 20 til ca. 24 nm.

Y-HBsAg var ustabilt ved pH 2 og mod pepsin ved pH 2,
hvorimod plasma-afledt HBsAg var stabilt under samme be-
tingelser. Til 1 ml suspension af renset Y-HBsAg blev der
sat 0,03 ml 1 N HCl for at nedsatte pH til 2,0. Pr¢ven
blev halveret, og til den ene halvdel blev der sat 1 ug
pepsin, medens der ikke blev sat noget pepsin til den
anden halvdel. Begge pr¢ver blev holdt ved 37 °C i 16
timer, og derpd blev der tilsat 0,03 ml 1 N NaOH til hver
for at forgge pH til 7,0. De to prgver blev malt for
antigenbindende aktivitet i et kvantitativt radioimmun-
forsgg (RIA). Over 95% af RIA-aktiviteten blev tabt i
hver pr¢ve. Under samme betingelser opretholdt det fra
plasma afledte HBsAg hele sin antigenbindende aktivitet.

En pr¢gve af renset Y-HBsAg blev opvarmet i natriumdode-
cylsulfat (SDS) og 2-mercaptoethanol ved 90 °C i 5 minut-
ter. Den blev derpad elektroforoseret gennem en 10%'s
polyacrylamidgel indeholdende 0,1% SDS. Efterfglgende
farvning af gelen med proteinfarvestof afsl¢grede et
enkelt badnd ved en molekylvagtzkvivalens-lokation pa ca.
25000. En pr¢ve af renset HBsAg fra plasma behandlet pa
samme made udviste to ba&nd efter farvning: ét band ved
ca. 25000 Dalton og et andet band ved ca. 28000 Dalton.

Ulig plasma-afledt HBsAg bandt Y-HBsAg ikke til et mono-
klonalt antistof (HBsAb) valgt mod HBsAg. Et rat ekstrakt
af garceller indeholdende overfladeantigen blev passeret
gennem en affinitetsadsorberende s¢jle fremstillet wved
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kemisk kobling af monoklonalt HBsAb til en agarosegel.
Maling af spjleeffluentet afslgrede, at 90% af Y-HBsAg,
der blev sat til s¢jlen, var til stede i effluentet. Et
plasma-afledt HBsAg passeret gennem samme s¢jle af
monoklonalt HBsAb afsl¢rede mindre end 10% af det til
spjlen tilfgrte antigen i effluentet.

Y-HBsAg udviste hgjere aktivitet i muse-styrkeforsgg. Y-
HBsAg blev adsorberet til en aluminiumhydroxidgel £f¢r
administrering og blev fortyndet til at indeholde 10,
2,5, 0,62, 0,15 og 0,0375 ug/ml. Portioner pa 1 ml af de
forannazvnte koncentrationer blev injiceret intraperito-
nealt i hver af fem grupper pa 4 uger gamle hunmus. Hver
af disse koncentrationer blev anvendt til injektion i en
af de fem grupper, hvor hver gruppe indeholdt ti mus. Det
ger-producerede antigen havde en EDSO—vardi pa ca. 0,05
ug/ml (hvilken vardi star for. koncentrationen af antigen,
der behgves til at danne antistof i halvdelen af musene),
medens plasma-afledt antigen ved samme procedure havde en

ED_.-verdi pa ca. 0,5 ung/ml.

50
Y-HBsAg renset som beskrevet var i alt vasentligt frit
for kontaminerende kemikalier. Maling af Lowry-proteinet
i Y-HBsAg viste 53 ug/ml, medens maling af RIA-antigen-
bindingsevnen for dette antigen indikerede en koncentra-
tion pa 12 ug/ml. Maling af Lowry-proteinet og RIA-anti-
genbindingsevnen for et rent preparat af plasma-afledt
HBsAg afsl¢rede en proteinkoncentration pa 44 ug/ml og en
bindingsaktivitet pd 50 ug/ml.

Der blev ikke iagttaget nogen forskel i de f£fysiske,
kemiske eller antigene egenskaber for Y-HBsAg fremstillet
ud fra celler transformeret med pHBS-16, -25 eller -52.
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EKSEMPEL 10

Sammenlignende studie af styrke i mus for ger-afledt

antigen med plasma-afledt antigen.

Ialt firs 5 uger gamle hunmus blev opdelt i to grupper pa
hver fyrre, og hver gruppe blev yderligere underopdelt i
fire undergrupper p& ti mus. De ti mus fra hver under-
gruppe blev injiceret intraperitonealt med enten det
antigen, der blev fremstillet ifg¢lge eksempel 3 under an-
vendelse af vektor pHBS-25, eller plasma-afledt antigen i
en koncentration pé& henholdsvis 10, 2,5, 0,625 eller
0,156 ug/ml. Saltvand/alun-placebo blev anvendt som for-
tyndingsmiddel til fortynding af antigenkoncentrationen,
hvor det var n¢dvendigt for at opnd de f¢rnevnte koncen-
trationer. Musene blev individuelt tappet for blod og
sldet ihjel efter 28 dages forlgb. Antistofbestemmelser
blev foretaget ved Ausab (Abbott) radioimmun-prg¢ve. De
serolgiske egenskaber er samlet i efterfglgende tabel,
hvor titere er udtrykt som "sk¢nnede Ausab-enheder”.
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Anti-HBs-titer
skennede
Ausab-enheder

I ger-afledt 10 10/10

antigen

II

IiI

v

(RIA)

2,5  10/10

5400, 7200, 800,
13 500, 7200, 183,
800, 136 000,

15 800, 23 500

18 300, 5400, 800,
7200, 5400, 800,
5400, 1600,

135 000, 72

800, 8, 1600,

16 000, 158 000,

1600, 3600, 8,
8, 8000

8, 800, 800,

32 200, 5400, 8,
112 000, 18 300,
477, 412

v plasma-
afledt
antigen

VI

VII

VIII

0,625 8/10
0,125 8/10
10 9/10
(Lowry)

2,5 10/10
0,625 4/9
0,125 0/10

292 000, 20 800,
8, 38 200, 16, 16,
13 500, 36, 54, 512

36, 38 200, 15,800,
800, 8006, 800, 7200,
18 300, 208, 15 800

8, 8, 8, 800,
512, 512, 8,
158, 8

8' 8[ 8! 8' 8
8, 8, 8, 8, 8
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Sammenlignende studie af styrke i afrikanske gr¢gnne aber

for gazr-afledt antigen med plasma-afledt antigen.

Ialt 32 afrikanske gr¢gnne aber blev opdelt i to grupper
pd 16, og hver gruppe blev yderligere opdelt i fire
undergrupper pad 4 aber. Hver undergruppe blev injiceret
intramuskulaert pa dag 0 og dag 28 med gzr-afledt antigen
eller plasma-afledt antigen med en koncentration pa 10,
2,5, 0,625 eller 0,156 ung/ml under anvendelse af salt-
vand/alun-placebo som fortyndingsmiddel til fortynding af
antigenkoncentrationen, hvor det er n¢dvendigt til opna-
else af navnte koncentrationer. Blod blev opsamlet med
ugentlige intervaller i 14 uger, og antistofbestemmelser
blev foretaget ved Ausab (Abbott) radioimmunpr¢ven med
titere udtrykt som "sk¢gnnede Ausab-enheder". Resultaterne
er samlet i de fglgende tabeller.
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Fplgende plasmider og transformerede gerstammer blev de-

poneret i American

10.

11.

12.

13.

14.

Beskrivelse
Plasmid pHBS-16

S. cerevisiae
XV610-8C/pHBS~-16

Plasmid pHBS56

Plasmid pHBS16-3

S. cerevisiae
AB35-14D/pHBS16-3

S. cerevisiae
AB35-14D/pHBS16-4

S. cerevisiae
2150-2-3/pHBS56

Plasmid pHBS16-4

Plasmid pHBS16-5

S. cerevisiae
AB35-14D/pHBS16-5

Plasmid pHBS56-3

Plasmid pHBS56-5

S. cerevisiae
2150-2-3/pHBS56-3

S. cerevisiae
2150-2-3/pHBS56-5

Type
Parklawn Drive, Rockville, MD 20852, USA.

Culture

Collection, 12301

Deponeringsdato Deponeringsnr
4., august 1981 40043
4. august 1981 20619
7. juli 1982 40047
7. juli 1982 40048
7. juli 1982 20647
7. juli 1982 20646
7. juli 1982 20648
7. juli 1982 40046
7. juli 1982 40045
7. juli 1982 20645
14. juli 1982 40051
14. juli 1982 40052
14. juli 1982 20649
14. juli 1982 20650
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Deponeringsstedet blev bedt om at behandle de ovennavnte
deponerede organismer i overensstemmelse med bestemmel-
serne og betingelserne i Budapest Treaty on the Inter-
national Recognition of the Deposit of Microorganisms for

the Purposes/Patent Procedure.

Patentkrav:

- ———— " ———— - ———

Fremgangsmdde til fremstilling af et antistof mod HBsAg,
kendetegnet ved, at man immuniserer et dyr med
Hepatitis B virus HBV-fri HBsAg syntetiseret i ger og
renser HBV-frit antistof fra dyrets serum.
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