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(67) Sammendrag:

Et antigenisk oligopeptid indeholdende indtil 20 aminosy-
rerester og omfattende en eller flere narmere angivne
aminosyresekvenser svarende til de antigeniske omrdder i
peptid-ekspressionsprodukterne af det i retrovirus-
oncogener tilstedevarende RNA, fremstilles ved, at der
syntetiseres en dobbeltstrenget DNA-sekvens, som koder
for oligopeptidets aminosyresekvens, at denne dob-
belststrengede DNA-sekvens indszttes et passende sted i
et kloningsmedium eller en vektor til dannelse af et re-
kombinant DNA~molekyle, hvorefter en egnet vertsorganisme
transformeres med det rekombinante DNA-molekyle til opné-

else af ekspression af oligopeptidet.



DK 174459 B1

Ansagningen vedrarende dette patent er afdelt fra dansk patentansagning nr.
PA 1983 04980 indleveret den 31. oktober 1983.

Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til fremstilling af et anti-
genisk oligopeptid indeholdende op tii 20 aminosyrerester og indeholdende en
eller flere specifikke aminosyresekvenser som er ekspressionsprodukter af re-
trovirale oncogener.

Mekanismen for pattedyrcellers malignitet har veeret og er fortsat genstand for
intens undersegelse. Et af de omréder, som er anset for lovende ved opklaring
af mekanismen er de sakaldte oncogener. Selv om forekomsten af oncogener
ferst blev detekteret hos retrovira, synes det nu rimeligt fastslaet at de virale
oncogener har cellulzere modparter. Betydningen eller virkningen af disse cellu-
leere modparter er ikke opklaret. En udmaerket oversigt over oncogener, deres
egenskaber og isaer src-genet findes i en artikel af J. Michael Bishop, Scientific
American, marts 1982; 81-93. Artiklen indeholder ogsa en liste over forskellige
virale oncogener, hvoraf det fremgar at et antal af dem er involveret i phospho-

rylering.

Det har vist sig, at src-genet ikke blot er aktivt i maligne celler hos kyllinger,
men ogsa i normale celler. Forskellen synes kun at besta i en grads- og ikke en
typeforskel, idet det enzym der udtrykkes af src-genet forekommer i meget he-
jere koncentration i den maligne celle sammenliget med den normale celle.

For at kunne pavise tilstedevaerelsen af tumorceller er det nadvendigt at kunne
skeine mellem normale celler og tumorceller. Den iagttagne egenskab, der skal
benyttes ved diagnosticering af tumorcellen ma derfor kunne differentieres fra
en normal celle eller fra en fysiologisk vaeske fra en normal vaert, hvis det er
vaesken og ikke cellen, der undersages. Endvidere mé egenskaben ikke veere
specifik for individet, men vaere feelles for cellens maligne natur.

Bade ved diagnose og behandling er muligheden for specifik pavisning af ma-
ligne celler meget betydningsfuld. Enhver benyttet teknik m&, nar en hej grad af
malignitet er under mistanke, veere i stand til at skelne maligne celler fra norma-
le celler. Endvidere ber den diagnostiske teknik vaere egnet for et stort antal
medlemmer af befolkningen og ikke veere specifik for en lille befolkningsgruppe.
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Eftersom en cancercelie er afledt af en norma! celle, vil de fleste egenskaber og
bestanddele af den maligne ceile vasre den samme som for den normale celle.
Der er endvidere en mere og mere udbredt opfattelse af, at maligniteten er et
resultat af en naturlig proces, der i visse sammenhaenge resulterer i malignitet.
Under hensyn til, at malignitet kan veere baseret pa normale processer, der pa
det pagasldende tidspunkt far et afvigende resultat, er det ikke overraskende, at
der har vzeret store vanskeligheder med at pavise observerbare forskelle mel-
lem normale celler og cancerceller for et bredt spektrum af allogeniske veerter,

Felgende afhandlinger giver en generel beskrivelse af oncogener og virkningen
af retrovira ved tumorgenese: Bishop, Scientific American, ovenfor, Bishop,
New England J. of Med. (1980) 303: 675-681; Lancet, July 24, 1982, side 195-
196, Cooper, Science (1982) 218; 801-806; Varmus, Science (1982) 216: 812-
820. Artikler vedrarende specifikke oncogener inkluderer: Becker et al.,, PNAS
USA (1982) 79: 3315-3319, Tsuchida et al., Science (1982) 217: 937-938 og
Dhar et al., ibid., (1982) 217: 934-936.

Man har nu fundet at DNA der kan transformere celler hos lavere hvirveldyr til
malignitet, findes i humane celler og har et meget hajere niveau af transcription
og ekspression i maligne celler end i normale celler. Ved at man kan bestemme
det hejere niveau af mMRNA eller ekspressionsproduktet af sddan mRNA, er det
saledes muligt at diagnosticere tilstedeveerelsen af maligne celler. Desuden kan
produktionen af det hgjere niveau af peptider i maligne celler danne grundlaget
for behandling af maligniteten. Hvis polypeptid-ekspressionsproduktet kan fin-
des i fysiologiske vasker, sasom blod, og niveauerne af ekspressionsproduktet
er vaesentligt forskellige i naervaer og fravaer af malignitet, kan den fysiologiske
vaeske screenes som diagnosticum for tilstedeveerelsen af en bestemt tumor.

| det felgende beskrives fremgangsmader og preeparater til evaluering af sand-
synligheden for tilstedevaerelse af maligne celler i en gruppe af celler, isger hu-
mane celler in vivo eller frisk fiernet fra en human vaert. Fremgangsméaden byg-
ger pa celluleere produkter, sasom mRNA eller dens ekspressionsprodukt som
diagnosticum for den mulige tilstedevaerelse af maligne celler. Den mRNA der
udveelges til detektion bliver seedvanligvis udvalgt som resultat af at der fore-
kommer RNA i et retrovirus-genom, hvilket retrovirus er i stand til at transforme-
re pattedyrceller til malignitet. Endvidere er den RNA i retroviruset som udveel-
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ges, en sekvens som ikke koder for en vaesentlig funktion af retroviruset, men
faktisk skal vaere hvilende.

Farst defineres en DNA-sekvens, som er i stand til at forarsage malignitet af
pattedyrceller. Nar denne DNA-sekvens er defineret, kan der tilvejebringes po-
lynucieotid-sekvens, der kan tiene som sonder til bestemmelse af forhgjede
koncentrationer af mRNA som et mél for cellens malignitet. Sekvensen kan og-
sa anvendes til at definere polypeptidsekvenser, der kan definere komplemen-
teere receptorer med hgj specificitet for peptidsekvensen. Receptorerne kan
derefter anvendes til at bestemme tilstedeveerelsen af eller koncentrationen af
peptidet i cellerne eller de fysiologiske vaesker og til behandling, hvis recepto-
rerne kan rettes mod maligne celler. Nar man kender peptidets natur og funkti-
on, kan der ogsa skaffes andre midier til at kontrollere den foregede produktion
af det saerlige peptid.

Det ferste trin af fremgangsmaden er at definere DNA-sekvensen. Forskellige
metoder kan anvendes til at definere DNA-sekvensen for et retroviralt oncogen.
F.eks. er der fundet retrovira, der er i stand til at transformere celler fra lavere
hvirveldyr til malignitet. De retrovira, som er karakteriseret, har vist sig at have
DNA-sekvenser, der kan sammenlignes med vildtypegener i vaerten, og sadan-
ne gener kaldes nu oncogener. | tilfzelde af Rous sarcoma-virus er ekspressi-
onsproduktet for genet isoleret og karakteriseret og har vist sig at vaere en kina--
se. | tilfeelde af denne kinase er det ogsa vist, at kinasen normalt produceres af
cellen, men i en meget lavere maengde, nar src-genet fra Rous sarcoma-virus
indfares. Der er allerede bestemt et stort antal virale oncogener i forskellige ar-
ter af hvirveldyr, og efterfalgende tabel er en liste over oncogenerne og deres
oprindelse.
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TABEL 1

Oncogen Qprindelsesart

V-Src Kyiling
v-fps
v-yes
v-fos
v-myc
v-erb
v-myb
v-rel kalkun
V-mos mus
v-bas
v-abl
v-ras rotte
v-fes kat
v-fms
V-sis abe

Andre eksempler pa kilder til DNA-sekvenser der kan indfere maligne transfor-
mationer i hvirveldyrceller, kan veere isoleret DNA fra en malign celle eller celle-
linie, klonet DNA fra et genomisk bibliotek eller klonet DNA fra et mRNA-
bibliotek hvor den totale mRNA fra den maligne celle er reverstranskriberet til
DNA og klonet. Hvert af disse biblioteker kan undersages for deres evne til at
indfere malignitet. Et raffinement ved undersagelsesteknikken kan opnas ved at
tage den totale mRNA fra en normal celle og fremstille cDNA fra mRNAen. Man
kan derefter anvende den enkeltstrengde DNA som sonde til at fierne mRNA
associeret med den normale celle fra den totale mMRNA fra en malign celie. Den
resterende mRNA vil derpa omfatte mRNA der udtrykkes af gener associeret
med malignitet. Derefter kan man anvende mRNA'en til at screene et genomisk
bibliotek og anvende den klonede DNA som hybridiserer med mRNA ved en
bioassay til bestemmelse af evnen til at transformere til malignitet. Med tiden vil
ogsa andre metoder blive tilgaengelige til at detektere og definere DNA-
sekvenser som er i stand til at transformere normale celler.
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En yderligere analyse kan anvendes til at screene cDNA fra fostre med mRNA
fra maligne celler. Isaer hvis oncogenet er et hvilende gen eller forholdsvis uvirk-
somt i modne hvirveldyr, men staerkt aktivt i fosteret, kan screeningen tjene til
yderligere at indsnaevre det omrade af sekvensen, der skal screenes.

Nar man ferst har isoleret en DNA-sekvens der kan inducere malignitet, kan et
klonet virait oncogen eller korte polynucleotidsekvenser anvendes som sonder
til bestemmelse af produktionsniveauet af mRNA i celler der mistaenkes for at
vaere maligne. Fremstillingen af bade RNA- og DNA-nucleotidsekvenser,
meerkningen af sekvenserne og den foretrukne sterrelse af sekvenserne har
veeret genstand for omfattende beskrivelse og eksemplifikation i litteraturen. En
sekvens ber normalt have mindst 14 nucleotider, saedvanligvis mindst 18
nucleotider, og polynucleotidsonderne kan vaere en eller flere kilobaser. Der kan
anvendes forskellige maerker, saedvanligvis radionuclider, isaer *’P. Der kan dog
0gsa anvendes andre teknikker, sdsom anvendelse af biotinmodificerede
nucleoctider til indferelse i et polynucleotid. Biotinet tiener derefter som site for
binding til avidin eller antistoffer, der kan maerkes med forskellige maerker, sa-
som radionuclider, fluorescerende stoffer, enzymer eller lignende. | stedet kan
anvendes antistoffer, som genkender specifikke duplexer, herunder DNA-
protein-duplexer. Antistofferne kan pa sin side meerkes, og undersegelsen kan
udferes for at finde hvor duplexen er bundet til overfladen, sdledes at man ved
dannelsen af duplex pa overfladen kan bestemme tilstedeveerelsen af det til
duplexen bundne antistof.

Ved at isolere nuclectidsekvensen for hele oncogenet kan sekvensen af baser
bestemmes pa kendt made, f.eks. ifelge Maxam and Gilbert, PNAS USA (1977)
74:560. Sekvensen kan anvendes til bestemmelse af aminosyre-sekvensen af
det af oncogenet udtrykte protein. Ved at identificere codonerne for methionin
efterfulgt af en sekvens der ikke har stopcodoner som forhindrer ekspression,
kan man saedvanligvis finde en enkeit sekvens i ramme med en methionin-
codon til definering af oncogenet.

| stedet kan anvendes hybrid DNA-teknologi til at opna ekspression. DNA-
sekvensen kan restriktionskortlaegges, og de passende sites for spaltning defi-
neres. Pa denne made kan sekvensen udskaeres og indferes i en vektor som
har de passende reguleringssignaler. Efter at der er opnaet ekspression af
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DNA-sekvensen, kan der fremstilles antistoffer over for polypeptidet. Ved an-
vendelse af oocyter til ekspression af mMRNA'en som derefter translateres til
fremstilling af det af oncogenet udtrykte peptid, kan det af mMRNAen definerede
protein produceres. Identiteten af peptidet fra oocytten som det peptid der pro-
duceres ved ekspression af den hybride DNA, kan derefter bestemmes.

Nar farst proteinet er blevet identificeret og verificeret, kan man anvende protei-
net eller peptid-underenheder heraf som antigen til fremstilling af antistoffer til
diagnose og behandling. Antistofferne kan fremstilles pa forskellige mader af-
heengigt af om man ensker monoklonale eller polyklonale antistoffer. Til opnael-
se af polyklonale antistoffer hyperimmuniseres et hvirveldyr, normalt et husdyr,
med antigenet, og kort tid efter gentagne immuniseringer opsamles blod, og y-
globulinet isoleres. Til opnaelse af monoklonale antistoffer hyperimmuniseres
et lille dyr, milten udtages, og lymphocytterne sammensmeltes med en passen-
de fusionspartner. De danne hybridomer dyrkes derefter under begresnsende
fortynding, og der udveelges kioner som giver de enskede antistoffer.

| stedet for at fremstille hele peptidet kan man bestemme forskellige omrader,
der sandsynligvis er determinant-sites, og anvende disse oligopeptider med
mindst 8 aminosyrer, seedvanligvis med mindst 10 og ikke over 20, seedvanlig-
vis ikke over 18 aminosyrer, til at definere et hapten, der kan anvendes til at in-
ducere antistofdannelsen. Oligopeptidet bindes til et passende immunogen og
indferes i et hvirveldyr for at frembringe antistoffer, enten polyklonale eller mo-
noklonale antistoffer som beskrevet ovenfor.

| overensstemmelse hermed er der fundet en serie oligopeptider, der svarer til
antigeniske omrader i peptid-ekspressionsprodukterne af RNA som er til stede |
retrovirus-oncogener. Eksempler pa arter af antigeniske oligopeptider, som er
velegnede, fremgar af efterfelgende liste, ordnet i grupper efter det retrovirale
oncogen (ekspressionsprodukt), som genkendes af antistoffer produceret ud fra
oligopeptidet.
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A. Myb

pro-gin-glu-ser-ser-lys-ala-gly-pro-pro-ser-gly- thr-thr-gly
met-ala-phe-ala-his-asn-pro-pre-ala-gly-pro-leu-pro-gly-ala
pro-pro-val-asp-his-gly-cys-leu-pro-glu-glu-ser-ala-ser-pro-ala
pro-phe-his-lys-asp-gln-thr-phe-thr-glu-tyr-arg-lys-met-his-gly-gly-ala-val
pro-phe-his-lys-asp-gin-thr-phe-thr-glu-tyr-arg-lys-met
asp-asn-thr-arg-thr-ser-gly-asp-asn-ala-pro-val-ser-cys-leu-gly-glu
pro-ser-pro-pro-val-asp-his-gly-cys-leu-pro-glu-glu-ser-ala-ser-pro-ala-arg
leu-gin-glu-ser-ser-lys-ala-ser-gin-pro-ala-val-ala-thr-ser

asn-pro-glu-val-lys-lys-thr-ser-trp-thr-glu-glu-glu-asp-arg

B. Src
arg-leu-ileu-glu-asp-asn-glu-tyr-thr-ala-arg-gln-gly-ala-lys-phe-pro
asn-arg-glu-val-leu-asp-gin-val-glu-arg-gly-tyr-arg-met-pro

tyr-arg-arg-asp-pro-glu-glu-arg-pro-thr

C. Ras®
arg-leu-lys-lys-ileu-ser-lys-glu-glu-lys-thr-pro-gly-cys-val-lys-ileu-lys-lys
asp-leu-pro-ser-arg-thr-val-asp-thr-lys-gin-ala-gin-glu-leu-ala-arg

met-thr-glu-tyr-lys-leu-val-val-gly-ala-ser-gly-val-gly-lys-ser-ala

D. Ras™
glu-asp-ileu-his-gin-tyr-arg-glu-gin-ileu-lys-arg-val-lys-asp-ser-asp-asp
val-arg-glu-ileu-arg-gin-his-lys-leu-arg-lys-leu-asn-pro-pro-asp-glu-ser-gly-pro
met-thr-glu-tyr-lys-leu-val-val-val-gly-ala-arg-gly-val-gly-lys-ser-aia
met-thr-glu-tyr-lys-leu-val-val-val-gly-ala-val-gly-val-gly-lys-ser-ala
met-thr-glu-tyr-lys-leu-val-val-val-gly-ala-gly-gly-val-gly-lys-ser-ala

val-asp-glu-tyr-asp-pro-thr-ileu-giu-asp-ser-tyr-arg-lys-gin-val
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E. Fes
arg-his-ser-thr-ser-ser-ser-glu-gin-glu-arg-glu-gly-gly-arg
ser-arg-glu-ala-ala-asp-gly
asn-gin-gin-thr-arg-glu-phe-vai-glu-lys-gly-gly-arg
pro-glu-val-gin-lys-pro-leu-his-glu-gin
phe-leu-arg-thr-glu-gly-ala-ala-ala-asp-giu-asp-ala-ala-ala
phe-leu-arg-thr-glu-gly-ala-arg-leu-arg-met-lys-thr-leu-leu
ser-ala-pro-arg-ser-ser-pro-ser-thr-ser-ser-trp-ser-ser

ala-ser-pro-tyr-pro-asn-leu-ser-asn-gin-thr-arg

F. Myc

asp-gin-gin-arg-leu-gly-arg-arg-thr-arg-arg-arg-val-arg-lys
glu-arg-gin-glu-ala-glu-arg-his-asn-val-leu-glu-arg-gin-arg-arg-asn-glu
arg-leu-ileu-ala-glu-lys-glu-gIn-leu-arg-arg-arg-arg-glu-gin
arg-lys-lys-asn-lys-lys-lys-ser-glu-glu-ileu-asp
pro-pro-thr-thr-ser-ser-asp-ser-glu-glu-glu-gin-glu
arg-thr-leu-asp-ser-glu-glu-asn-asp-lys-arg-arg
glu-arg-gln-arg-arg-asn-glu-leu-lys-leu-arg
glu-gin-leu-arg-arg-arg-arg-glu-gin-leu-lys
asn-asn-glu-lys-ala-pro-lys-val-val

arg-arg-glu-gln-leu-lys-his

G. Fos

lys-glu-lys-glu-lys-leu-glu-phe-ileu-leu
pro-glu-glu-glu-glu-lys-arg-arg-ileu-arg-arg-glu-arg

Flere aminosyregrupper kan kobles til begge ender af hver af de under afsnit A

~ F ovenfor naevnte oligomere peptidsekvenser, uden at der sker nogen aen-
dring af det dannede peptids antigeniske karakter, op til 50, fortrinsvis 25, ami-
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nosyrerester, der indeholder i det mindste én af de i afsnit A — F naevnte amino-
syresekvenser.

De ovenfor angivne antigeniske oligopeptider indeholdende en eller flere af de i
afsnit A — F angivne aminosyresekvenser kan fremstilles syntetisk eller ved hy-
brid DNA-teknologi. For sadanne polypeptider og oligopeptider med op til 50
aminosyrerester egner sig iszer konventionel fastfase-peptidsyntese. Ved denne
almindelige synteseprocedure til fremstilling af peptider, der f.eks. er beskrevet i
US patentskrift nr. 4 341 761, benyttes kendte sidekeedebeskyttende grupper
og konventionelle beerere, f.eks. polystyrenharpiks, sasom chlormethyleret har-
piks, hydroxymethylharpiks eller benzhydrylaminharpiks, til at opna aminosyre-
koblingen.

Ved udevelse af rekombinant eller hybrid DNA-teknologi, kan sadanne oligo-
peptider indeholdende op til f.eks. 20 aminosyrerester benyttes til at udlede co-
don-sekvensen for det nucleotid {(DNA), som koder for det omhandlede oligo-
peptid. Hvis man bruger denne codon-sekvens som skabelon, kan dobbeit-
strenget DNA syntetiseres pa kendt made og indsaettes i en vektor-DNA eller et
kloningsmedium, sasom E. coli plasmid. Transformering af en egnet veert, f.eks.
en mikroorganisme, sasom E. coli eller f.eks. andre cellelinier, med rekombi-
nante vektorer, giver et middel til at opna ekspression af det snskede oligopep-
tid.

| overensstemmelse hermed tilvejebringer den foreliggende opfindelse en frem-
gangsmade til fremstilling af et antigenisk oligopeptid indeholdende op til 20
aminosyrerester og indeholdende en eller flere af de ovenfor angivne aminosy-
resekvenser, hvilken fremgangsmade er saeregen ved at der syntetiseres en
dobbeltstrenget DNA-sekvens, som koder for cligopeptidets aminosyresekvens,
at denne dobbelststrengede DNA indsaettes i et passende site i et kloningsme-
dium eller en vektor til dannelse af et rekombinant DNA-molekyle, hvorefter en
egnet veertsorganisme transformeres med det naevnte rekombinante DNA-
molekyie til opnéelse af ekspression of oligopeptidet.

| de situationer, hvor det humane gen er forskelligt fra v-onc, f.eks. human ¢-
ras, kan den ovenfor beskrevne teknik anvendes til at isolere genet, mMRNA'en
eller pseudo-genet og opna antistoffer over for det humane ekspressionspro-
dukt. Det humane oncogen forventes at have veesentlig komplementaritet over
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for det beslaegtede v-onc, idet det normalt afviger i mindre end 5 % af baserne,
og almindeligvis afviger med mindre end 5% af aminosyrerne i ekspressions-
produktet.

Antistofferne kan anvendes pa forskellige mader. Iseer kan de benyttes til diag-
nose. | de tilfeelde, hvor antigenet kun kan forekomme i en fysiologisk veaske
ved en hgjere koncentration, nar der forekommer malignitet, kan den fysiologi-
ske veeske, sasom serum, plasma, helblod eller cerebrospinalveeske, underka-
stes en undersegelse. De ved undersegelsen anvendte antistoffer kan veere
meerkede eller ikke-maerkede. |kke-maerkede antistoffer kan anvendes til agglu-
tinering, de maerkede antistoffer kan anvendes i et stort antal undersegelser,
idet der anvendes vidt forskellige meaerkninger, sasom radionuclider, enzymer,
fluorescerende stoffer, enzym-substrater eller cofaktorer. Disse metoder er vel-
definerede i litteraturen og eksempler pa pravningsprocedurer kan findes i US
patentskrifterne nr. 3 817 834, 3 935 074, 4 233 402 og 4 318 980.

Ved nogle teknikker vil det vaere nyttigt at maerke antigenet ¢ller et fragment
deraf i stedet for antistoffet og have en konkurrence mellem det maerkede anti-
gen og antigenet i preven for antistof. | denne situation er det almindeligt at til-
vejebringe kits, som omfatter en kombination af det masrkede antigen eller
meerkede fragment og antistoffet i maengder, der giver optimal sensitivitet og
nejagtighed.

| andre situationer kan det vaere enskeligt at have en fast baerer, som enten er
bundet til et antigen eller et antistof, Et polyepitopisk antigen kan tjiene som en
bro imellem antistof bundet til en baerer og maerket antistof i prevningsmediet. |
stedet kan man konkurrere mellem maerket antigen og ethvert antigen i preven
for en begreenset maengde antistof.

Hvis antigenet ikke findes i en fysiologisk vaeske eller det, hvis det findes der,
ikke diagnosticerer matignitet, ma cellerne isoleres, og cellerne ma underseges
for tilstedeveerelse af mRNA eller antigen. Metoder til bestemmelse af MRNA er
allerede blevet beskrevet. Til detektering af antigenet kan vasvspreven lyseres
pa konventionel made, f.eks. base, detergenter eller lignende, cellerester skilles
fra ved filtrering eller centrifugering, og filtratet eller supernatanten isoleres og
undersages.
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Ved terapeutiske behandlinger kan benyttes enten xenogeniske eller alloge-
niske antistoffer i afheengighed af behandlingens art, og om de fremmede anti-
stoffer inducerer et immunrespons. | litteraturen er beskrevet mange metoder til
at fremstille humane antistoffer, for sa vidt antistoffer fra mus eller andre patte-
dyr ikke er tilfredsstillende. Antistofferne kan anvendes pa mange mader. Ved
anvendelse af den passende IgG (forskellig fra IgG;) kan man inducere lyse via
den naturlige komplementproces. Alternativt kan den lyserende del af et toxin
knyttes til antistoffet, iseer et Fab-fragment. Antistofferne kan vaere bundet til li-
posomer for at dirigere liposomerne til de maligne celler for at blive optaget i
cellerne ved sammensmeltning af membranerne. Andre maerker kan ogsa bin-
des til antistofferne, sasom radionuclider, fluorescerende stoffer eller enzymer.

Ved indferelse af antistofferne in vivo vil antistofferne dirigere maerket til den
maligne celle, hvor tilstedeveerelsen af malignitet kan diagnosticeres eller be-
handles.

Sammensaetningen af antistofferne vil variere bredt, afhangigt af’ meerkets art,

formalet med antistofferne, det site mod hvilket antistofferne er rettet, og lignen-
de. Antistofferne indferes saedvanligvis i en fysiologisk acceptabel baerer, f.eks.
saftoplesning eiler en phosphatpufret saltopi@sning, og injiceres i veerten pa det
pnskede sted, hvis det er muligt, og ellers i et cirkulerende system, sasom blod..

De beskrevne antistoffer kan ogsa anvendes til at isolere celler der udtrykker
oncogenet, og til at fierne celler in vitro fra en heterogen cellepopulation inde-
holdende celler der udtrykker oncogenet. Adskillelse kan opnas med en fluore-
soensaktiveret cellesorterer (FACS). Den samme teknik kan anvendes til at
identificere og isolere celler der udtrykker oncogenet. Til fiernelse af celler der
udtrykker oncogenet fra en blanding af celler kan de omhandiede antistoffer
kombineres med kompiement, sammenfejes med det lyserende fragment (A-
fragment) af et toxin (se EP patentansegning nr. 17 507 og GB patentanseg-
ning nr. 2 034 324), eller cellerne agglutineres og separeres ved fysiske meto-
der.

De feigende eksempler tjener til at belyse opfindelsen.

Tumarer blev skaffet fra friske kirurgiske prover pa tidspunktet for resektion og
var ubehandlet med kemoterapi eller radioterapi. Man sergede for udelukkende
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at fa levedygtige tumorer og at behandle vaavet sa hurtigt som muligt for at
undga nedbrydning af mMRNA. Prgverne blev hurtigt frosset og opbevaret i fly-
dende nitrogen indtil behandlingen for RNA blev udfert. Hvis udopererede pra-
ver omfattede sterre masngder normalt vasv, blev noget af dette taget fra til ana-
lyse som en intern kontrol for meengden af c-onc-genekspression. C-onc-
genekspressionen kunne saledes sammenlignes for normalt og malignt veev fra
samme patient. Sa lidt som 20 pg Maloney-murinsarcoma-virus, gekvivalent
med tilnzermelsesvis én RNA transcript pa 3 kilobaser (kb) pr. celle eller tilnaer-
melsesvis 2 mikrogram poly-A-RNA pafert filteret kunne bestemmes ved denne
metode (Kafatos et al., Nucleic Acids Res. (1879) 7:1541). Ved at anvende
passende kontroller, herunder ubeslaegtede RNA'er, poly-A-negativ-fraktion-
RNA, plasmid-DNA og muse og humant DNA, kunne man i rimelig grad undga
falsk-negative savel som falsk-positive resultater. De afsatte pletter blev kvanti-
tativt evalueret ved hjeelp af et bledlaser-skanningsdensitometer. Hvis der var
tilstraekkeligt materiale tilgaengeligt, blev mRNA yderligere karakteriseret ved
Northern-analyse for at bekreefte tilstedeveerelsen af og omfanget af specifikke
transcripter (Thomas, PNAS USA (1980) 77:5201).

Ekspression af 13 cellulaere oncogener i 14 tumorer blev undersagt ved DNA-
RNA hybridiseringsteknik. Disse data er sammenfattet i tabel 2.
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Der blev iagttaget 3 manstre: 1) ekspression af specifikke c-onc mRNA-
sekvenser i alle eller neesten alle tumorpraver (f.eks. c-myc); 2) pavisning af
c-onc-ekspression i sporadiske tumorer (f.eks. c-fes); og 3) ingen paviselig
ekspression (f.eks. ¢c-mos).

Der maltes ingen vaesentlig ekspression af mRNA-sekvenser, der var homo-
loge til c-erb, c-yes, c-abl, c-mos, c-fms, eller c-sis. Dette var ikke resultat af
manglende homologi mellem den virale gensonde og den humane mMRNA, da
det var muligt at pavise homologer af alle disse sonder i humant genomisk
DNA. RNA fra mikroskopisk normalt vaev indeholdt ikke nogen paviselige
transcripter ved denne analyse.

Fire celluleere oncogener udviste et konsistent ekspressionsmanster i forskel-
lige humane tumorer. Disse var c-myc, c-fos, c-ras™ og c-ras¥. Der foreto-
ges en sammenligning af intensiteten af hybridisering, hvilket var muligt, da
alle sonder var maerket til tiingermelsesvis samme specifikke aktivitet. v-myc
og v-fos viste den hgjeste intensitet af hybridisering til humane tumor-
RNA'er, hvilket antyder tilstedevaerelsen af et stort antal kopier af mMRNA pr.
celle. Ekspression af begge disse gener blev iagttaget ved alle undersegte
maligniteter. c-ras™- og c-ras-sekvenser blev ogsa detekteret i de fleste af
de humane tumorer, men med mindre intens hybridisering.

mRNA-sekvenser relateret til c-fes, blev kun detekteret i 2 af 14 undersegte
tumorer; begge disse var lungecancere.

C-myb-ekspression blev kun detekteret i én af 14 tumorer; denne var ogsa
en lungecancer.

C-src mRNA-sekvenser blev kun iagttaget i cirkulerende tumorceller hos en
patient med lymphosarcoma.

For at undersege, hvorvidt ekspression af celluleere oncogen-sekvenser var
relateret til neoplasi, blev der gjort en anstrengelse for at opna bade stort set
normalt udseende vav og abenbart malignt veev fra samme omrade af pati-
enten pa samme tidspunkt. Hybridiseringsundersegelser blev derefter udfert
pa RNA-prover fra tumoren og fra teet beliggende ikke-involverede veev. | 6
af de 14 patienter var det muligt at gennemfere denne analyse. | ét af disse 6
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tilfaelde blev det senere ved histologisk analyse vist, at det formodede norma-
le veev var infiltreret med tumor. | 4 af de resterende S tilfeelde var der diffe-
rentiel ekspression mellem tumoren og det normale veev idet der blev iagtta-
get lave eller ikke-detekterbare niveauer i de normatle vaev og forhajede ni-
veauer i maligniteten. Tre af renal-celle-carcinomerne og ét colon-carcinom
viste dette faenomen.

Afdupnings-analyse af RNA fra celler i omraderne af tumorpreven og kon-
trolpraven udviste en korrelation mellem tilstedeveerelsen eller fraveerelsen af
tumor og c-onc-genekspression. | én tumor, et adenocarcinom fra tyndtar-
men, blev fundet c-onc-beslaegtede sekvenser i histologisk normalt tilliggen-
de vaev. Analyser af poly-A-RNA fra tumorer og kontrolvaev blev gennemfert
ved Northern-teknikken. To c-mys-relaterede transcripter pa 4,0 og 2,0 kb
blev fundet i alle de undersagte tumorer. Foruden disse transcripter var der
abenlys nedbrydning af noget af mMRNA'en ved disse hybridiseringsanalyser,
hgjst sandsynlig stammende fra nedbrydning under veevs-anoxia i perioden
efter kirurgisk fiernelse af vaevet. Under anvendelse af de ovenfor anfarte
procedurer blev adskillige andre tumor-typer, opnaet fra friske kirurgiske pre-
ver, undersagt for c-onc-genekspression. | denne serie af prevninger benyt-
tedes DNA-RNA-hybridisering til at lede efter ekspression af 10 forskellige
celluleere oncogener i 9 tumorer, De opnaede data er sammenfattet i tabel 3
nedenfor.
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De i tabel 3 angivne resultater korrelerer temmelig godt med de resultater der
tidligere er rapporteret i tabel 2 derved at de celluleere oncogener c-myc, ¢-
fos, c-ras™™ og c-ras® viser et konsistent ekspressionsmenster i de yderligere
undersagte tumor-typer. Yderligere blev c-myb, ¢c-src og c-fes ogsa detekte-
ret i flere yderligere tumor-typer, mens c-rel, c-abl og c-sis ekspression ikke
blev iagttaget i nogen af de yderligere undersaegte tumor-typer. Det er inte-
ressant at ingen af de cellulaere oncogener som der blev segt efter viste sig
at blive udtrykt i noget vaesentligt niveau i det eneste evaluerede uteruscarci-
nom.

For at bestemme om den mRNA som blev vist at veere til stede i maligne cel-
ler i fornejede maengder var knyttet til gener som er involveret | embryogene-
se, blev der udfert forsag generelt som angivet i det felgende. Total RNA
blev isoleret fra embryoer/fetuser af tilfesldigt opdrasttede schweizer-mus ved
daglige intervaller begyndende med svangerskabets 6 dag (dagen for be-
frugtning blev angivet som dag O for praenatal udvikling). Begyndende ved
dag 10 af preenatal udvikling blev selve embryoet adskilt fra de ekstraembry-
onale membraner og placenta, Den lille starrelse forud for dag 10 forhindrede
adskillelse, og derfor repraesenterer embryoerne fra dagene 6 - 9 hele con-
ceptus som dissekeret fra uterusvaeggen.

Aliquoter af poly(A)-indeholdende RNA (poly(A”)-RNA) blev isoleret ved affi-
nitetskromatografi pa oligo(dT)-celiulose-kolonner og anbragt som pletter pa
nitrocellulosepapir (dot blots) (Kafatos et al., Nucl. Acids Res. (1979) 7:1541-
1552). Preverne blev hybridiseret til [**P)-maerkede molekulaert klonede on-
cogen-specifikke sonder. Dot blots blev kontinuerligt evalueret ved hjeelp af
et bled-laser-skanningsdensitometer. Transkriptionsaktivitet af c-onc'er blev
yderligere studeret mere detaljeret i forskellige vaav fra nyfedte og 10 dage
gamle mus. Agarosegel-elektroforese efterfulgt af afdupning pa nitrocellulo-
sepapir (Northern blotting), (Thomas, PNAS USA (1980) 77:5201-5205) blev
anvendt til at bekraefte de opnaede resultater fra dot-blot-analyse og yderlige-
re at bestemme starreisen af de forskellige ¢c-onc-relaterede transkripter.

Mere specifikt blev RNA isoleret fra Swiss-Webster museembryoer pa for-
skellige udviklingstrin under anvendelse af guanidin-thiocyanot-metoden
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(Cox, Methods Enzymol, (1967) 12:120-129; Adams et al., PNAS USA
(1980) 74:3399-3043).

Som ovenfor angivet repraesenterer Swiss-Webster- museembryoer fra da-
gene 6 - 9 hele concepti indbefattet alle ekstraembryonale vaey, sasom
membraner og de celler der giver anledning til placenta pa senere udviklings-
trin. | alle senere stadier blev selve embryoet dissekeret frit fra ekstraembry-
onale vaev. RNA blev selekteret for poly(A™)-RNA ved en cyklus af kromato-
grafi pa oligo-(dT)-cellulose-kolonne (Aviv and Leder, PNAS USA (1972)
69:1408-1412). Poly(A")-RNA blev oplast i vand, kogt, hurtigt afkelet pa is,
0g 3 ng (1,5 ul) blev pafert ark af nitrocellulosepapir som tidligere var blevet
akvilibreret med 20 x SSC (1 x SSC er 0,15 NaCl, 0,015 M natriumcitrat) og
luftterret. Efter bagning i 18 timer ved 80 °C blev afdupningerne (blots) prae-
hybridiseret i mindst 4 timer ved 45 °C i en puffer indeholdende 0,75 M NacCl,
0,05 M natriumphosphat (pH 7,5), 0,005 M EDTA, 0,2 % SDS, 10 mg gly-
cin/ml, 5 x Denhardt's reagens (1 x Denhardt's reagens er 0,02 % hver af fi-
coll, okseserumalbumin og polyvinylpyrrolidon), 0,25 mg denatureret silde-
DNA/mI og 50 % formamid.

Afdupningerne (blots) blev hybridiseret i ca. 20 timer ved 45 °C med 1 x 10°
teellinger/min nick-translateret sonde/ml hybridiseringspuffer (preehybridise-
rings-puffer med Denhardt's reagens ved 1x). De klonende oncogen-frag-
menter oprenset fra vektor-sekvenser ved praeparativ agarosegel-
elektroforese blev nick-translateret (Rigby et al., J. Mol. Biol. (1977) 113:
237-251) i neervaer af [*?P]-dCTP (3200 Ci/mmot) tit specifikke radioaktiviteter
paca. 1 -2 x 10° taellinger/min/ug DNA. Efter hybridisering blev klatterne va-
sket 3 gange i 1 x SSC ved 50 °C i ialt ca. 2 timer og eksponeret pa
foreksponerede rentgenfilm med intensiveringsskeerme ved -70 °C i 72 timer.

Under anvendelse af ovennaevnte procedure blev et antal kendte oncogener
screenet for at bestemme om de var udtrykt i embryoerne. Den falgende ta-
bel 4 angiver de enkelte oncogener og observationerne vedrerende deres
ekspression i embryoniske celler,
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Relativt hoje niveauer af c-fos-relaterede sekvenser blev detekteret i po-
Iy(A™)-RNA preepareret fra 6, 7, 8 og 9 dages concepti indeholdende selve
embryoet og ekstraembryonale veev. Mere end 10 gange lavere fos-
ekspression blev iagttaget i embryoer pa senere udviklingsstadier dissekeret
fri fra ekstraembryonale vaev. Data fra placentaen og ekstraembryonale
rnembraner for feti fra dagene 10 - 18 viste at ekspressionen primaert var i
disse vaev. | postnatalt vaev kunne c-fos-ekspression iagttages i alle under-
sogte vaev med kraftigere hybridisering til fos-specifikke sonder fra knogler.

Hybridisering viste, at for c-ab/ iagttages ca. tre gange hajere niveauer i selve
embryoet end i ekstraembryonale membraner og placenta efter den tiende
dag fra befrugtningen sammenlignet med den koncentration der iagttages i
de 6, 7 og 9 dage gamle concepti. Ekspression af c-ab/ i fatuset viser sig at
formindskes efter den 11. dag af preenatal udvikling. Oncogenet c-ab/ er
transkriptionelt aktivt i alle undersegte postnatale musevaey, idet milt- og thy-
mus-poly(A*)-RNA udviser en lidt staerkere hybridisering end fra andre vaav.

Oncogenet c-ras™ viste sig at blive udtrykt i betydelige, men lignende ni-
veauer i alle stadier af praenatal udvikling, bade i selve embryoet og i ekstra-
embryonale veev. Haje niveauer af c-ras™-ekspression blev ogsa observeret
i forskelligt veev fra nyfedte eller 10 dage gamle mus, isaer i knogle, hjerne,
nyre, hud og milt.

Oncogenet c-myc var detekterbart ved dagene 7 og 8, men meget hajere ni-
veauer blev observeret i sen embryonisk udvikling (dagene 17 og 18).

Oncogenet c-erb havde maksimal hybridisering ved dag 13, mens der ikke
blev iagttaget hybridisering ved dag 6

Oncogenet c-src blev detekteret i dets hajeste niveauer i den sidste halvdel
af museembryonisk udvikling med en foragelse begyndende ved dag 14,
maksimum ved dag 15 og gradvist dalende derefter. For oncogenet c-sis blev
maksimal ekspression observeret ved dag 7 og 16, hvor dag 7-maksimet var
1,5 til 3 gange hejere end alle andre dage, og dag 16-maksimet var 1,5 til 2
gange hojere end ved dagene 9 - 13 og dagene 17 og 18.
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Ved den naeste underspgelse anvendtes nucleotidsekvensen fra det formo-
dede oncogen-omrade af Avian myeloblastosis virus myb (Vister et al. (1982)
ovenfor). Under anvendelse af den offentliggjorte nucleotidsekvens blev et
antal antigeniske oligopeptidsekvenser afledt, og 7 af de saledes afledte po-
lypeptider blev syntetiseret og evalueret som vaerende potentielt antigeniske.
Disse 7 oligopeptider, der ogsa er anfart ovenfor som antigeniske oligopepti-
der, har folgende formler:

(1) pro-phe-his-lys-asp-gin-thr-phe-glu-tyr-arg- lys-met

(2) pro-ser-pro-pro-val-asp-his-gly-cys-leu-pro- glu-glu-ser-ala-ser-pro-ala-
arg

(3) asp-asn-thr-arg-thr-ser-gly-asp-asn-ala-pro-val-ser-cys-leu-gly-glu
(4) pro-gin-glu-ser-ser-lys-ala-gly-pro-pro-ser-gly-thr-thr-gly

(5) met-ala-phe-ala-his-asn-pro-pro-ala-gly-pro-leu-pro-gly-ala

(6) pro-pro-val-asp-his-gly-cys-leu-pro-glu-glu-ser-ala-ser-pro-ala

(7} pro-phe-his-lys-asp-gIn-thr-phe-thr-glu-tyr-arg-lys-met-his-gly-gly-ala-val

Polypeptiderne blev knyttet til albueskael-haemocyanin i overensstemmelse
med konventionel teknik (Dockray, Regulatory Peptides (1980) 1:169), og det
dannede immunogen blev anvendt til at immunise're kaniner ved en ferste
injektion med Freund's complete adjuvant, efterfulgt af injektioner med
Freund's incomplete adjuvant i perioder pa 3 - 4 uger for at hyperimmunisere
kaninerne. Kaninerne blev blodtappet gentagne gange i en periode pa 6 ma-
neder. Af de 7 oligopeptider som resulterede i produktion af antistoffer, blev
der udvalgt antistoffer over for to peptider (5 og 7) til detaljeret analyse. Anti-
stofferne blev omsat med radioaktivt maerkede cellelysater fra en cellelinie
indeholdende multiple kopier af Avian myeloblastosis virus og med lysater fra
passende ikke-inficerede cellelinier. Antistof nr. 5 identificerer et specifikt pro-
tein pa tilnzermelsesvis 58 000 dalton som er tilstede i den virus-inficerede
cellelinie, men ikke | kontrollerne.

Antistof over for polypeptid 5 blev ogsa omsat med plasma fra kyllinger, som
havde tumorer induceret af amv. Et band mage til det der blev observeret
med de ovennaevnte lysater pa tiingermelsesvis 48 000 daiton, blev identifice-
ret.
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Antisera over for polypeptid nr. 5 blev ogsa omsat med lysater af en myeloid
human leukeemi-cellelinie (HL-60), der vides at udtrykke mRNA transkripter

af c-myb-genet (Gallo and Wong-Staal, Blood (1982) 60: 545). Dette antistof
reagerede med et protein pa ca. 90 000 dalton. | frisk isolerede myeloid leu-
keemi-celler identificerer antistofferne en serie proteiner, 14 kd til 70 kd, som
ikke findes i normale hvide blodceller.

De polyklonale antistoffer over for fragmentet nr. 5 af myb-proteinet blev pre-
vet for deres evne til at dreebe normale og leukaemiske celler. Den anvendte

procedure er beskrevet i Tarasaki and McClelland, nedenfor. Dataene er an-
fort i den felgende tabel 5.
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De ovenstaende resultater viser at ekspressionsproduktet af myb-genet kan
reagere med antistoffer til at frembringe lyse med komplement. Det ma séle-
des antages, at myb-proteinet er et overflademembranprotein som er til ra-
dighed for binding til antistoffer. Ved at identificere proteiner, hvortil specifik-
ke antistoffer vil binde, hvilke proteiner har diagnostisk veerdi som indikative
for malignitet, kan de maligne celler identificeres og behandles. | det her be-
skrevne arbejde er der ikke foretaget nogen bestemmelse mht. specificiteten
eller krydsreaktiviteten af antistoffer. Da der kun blev anvendt et fragment til
fremstilling af antistofferne, ma man forvente, at antistoffer med starre bin-
dingsspecificitet og starre bindingsevne kunne fremstilles med hele proteinet,
isaer med hele proteinet i en membran. Antistofferne kan anvendes til at se-
lektere for antistoffer der binder til det samme eller et andet determinant-site.

De angivne data demonstrerer at der kan fremstilles antistoffer som ikke pa-
virker normale B- og T-celler, men er cytotoxiske i kombination med komple-
ment for et antal forskellige maligne celler. Derfor kan antistofferne anvendes
til cancer-terapi uden risiko for i vaesentlig grad at inaktivere immunsystemet.

Det er indlysende pa basis af de ovennasvnte resultater, at man kan pavise
tilstedeveerelsen af malignitet i humane veerter ved at bestemme transkrip-
tions- og/eller ekspressionsprodukterne af oncogenet. Man kan screene re-
trovira eller en anden kilde til nucleinsyrer for transformering af hvirveldyr til
malignitet. Man kan derpa anvende disse nucleinsyrer til at udiede peptid-
sammenszetningen og screene maligne celler for transkripter eller peptider
ved hybridisering i ferstnaevnte tilfaelde og med passende receptorer i sidst-
naevnte tilfeelde, idet der anvendes enhver af en lang raekke forskellige-
diagnostiske assays. Der kan fremstilles antistoffer over for peptiderne, hvilke
antistoffer kan maerkes og derpa anvendes til diagnosticering af tilstedevee-
relsen af et peptid som er diagnostisk for malignitet. De oncogene proteiner
har vist sig at veere tilgsengelige for binding til antistoffer som overflademem-
branproteiner. Antistofferne kan tjene som diagnostiske reagenser til be-
stemmelse af tilstedeveaerelsen af malignitet og bestemmelse af positionen af
maligne celler. Antistofferne kan ogsa tjene til behandling af tumorer in vivo
ved anvendelse af radionuclider, toxiner, i kombination med vaertens kom-
plementsystem eller opsoniner, eller andet antistofafhaengigt lytisk system
eller lignende. Antistofferne finder anvendelse i prae- og postoperative sy-
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stemer, i de sidstnaevnte til bestemmelse af om fuldsteendig fiernelse er sket
eller om der forekommer metastaser. Antistofferne kan anvendes postopera-
tivt til at destruere alle rester af tumoren som eventuelt ikke er blevet udské-
ret.
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PATENTKRAV

Fremgangsmade til fremstilling af et antigenisk oligopeptid indeholdende op
til ca. 20 aminosyrerester og indeholdende en eller flere af de felgende ami-
nosyresekvenser:

(a) pro-gin-glu-ser-ser-lys-ala-gly-pro-pra-ser-gly-thr-thr-gly,

(b) met-ala-phe-ala-his-asn-pro-pro-ala-gly-pro-leu-pro-gly-ala,

(¢) pro-pro-val-asp-his-gly-cys-leu-pro-glu-glu-ser-ala-ser-pro-ala,

(d) pro-phe-his-lys-asp-gin-thr-phe-thr-glu-tyr-arg-lys-met-his-gly-gly-ala-val,
(e) pro-phe-his-lys-asp-gin-thr-phe-thr-glu-tyr-arg-lys-met,

(f) asp-asn-thr-arg-thr-ser-gly-asp-asn-ala-pro-val-ser-cys-leu-gly-glu,

(g) pro-ser-pro-pro-val-asp-his-gly-cys-leu-pro-glu-giu-ser-ala-ser-pro-ala-arg,
(h) arg-leu-ileu-glu-asp-asn-glu-tyr-thr-ala-arg-gin-gly-ala-lys-phe-pro,

(i) asn-arg-glu-val-leu-asp-gin-val-glu-arg-gly-tyr-arg-met-pro,

(j) arg-leu-lys-lys-ileu-ser-lys-glu-glu-lys-thr-pro-gly-cys-val-lys-ileu-lys-lys,
(k) asp-leu-pro-ser-arg-thr-val-asp-thr-lys-gln-ala-gin-glu-leu-ala-arg,

(1) met-thr-glu-tyr-lys-leu-val-vai-gly-ala-ser-gly-val-gly-lys-ser-aia,

(m) glu-asp-ileu-his-gin-tyr-arg-glu-gln-ileu-lys-arg-val-lys-asp-ser-asp-asp,

(n) val-arg-glu-ileu-arg-gin-his-lys-leu-arg-lys-leu-asn-pro-pro-asp-glu-ser-gly-
pro,

(0) met-thr-glu-tyr-lys-leu-val-val-val-gly-ala-arg-gly-val-gly-lys-ser-ala,
(p) met-thr-glu-tyr-lys-teu-val-val-val-gly-ala-val-gly-val-gly-lys-ser-ala,
(q) met-thr-glu-tyr-lys-leu-val-val-val-gly-ala-gly-gly-val-gly-lys-ser-ala,
(r) val-asp-glu-tyr-asp-pro-thr-ileu-glu-asp-ser-tyr-arg-lys-gin-val,

(s) arg-his-ser-thr-ser-ser-ser-glu-gln-glu-arg-glu-gly-gly-arg,

(t) ser-arg-glu-ala-ala-asp-gly,

(u) asn-gIn-thr-arg-glu-phe-val-glu-lys-gly-gly-arg,

(v) pro-glu-val-gin-lys-pro-leu-his-glu-gin,

(w) phe-leu-arg-thr-glu-gly-ala-ala-ala-asp-glu-asp-ala-ala-ala,
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(x) phe-leu-arg-thr-glu-gly-ala-arg-leu-arg-met-lys-thr-leu-leu,
(y) ser-ala-pro-arg-ser-ser-pro-ser-thr-ser-ser-trp-ser-ser,

(z) asp-gIn-gin-arg-leu-gly-arg-arg-thr-arg-arg-arg-val-arg-lys,
(aa) glu-arg-gin-glu-ala-glu-arg-his-asn-val-leu-glu-arg-gin-arg-arg-asn-giu,
(bb) arg-leu-ileu-ala-glu-lys-glu-gin-leu-arg-arg-arg-arg-glu-gin,
(cc) arg-lys-lys-asn-lys-lys-lys-ser-glu-glu-ileu-asp,

(dd) pro-pro-thr-thr-ser-ser-asp-ser-glu-glu-glu-gin-glu,

(ee) arg-thr-leu-asp-ser-glu-glu-asn-asp-lys-arg-arg,

(ff) glu-arg-gln-arg-arg-asn-glu-leu-lys-ieu-arg,

(99) glu-gin-leu-arg-arg-arg-arg-glu-gln-leu-lys,

(hh) asn-asn-glu-lys-ala-pro-lys-val-val,

(ii) arg-arg-glu-gin-leu-lys-his,

(jj) lys-glu-lys-glu-lys-leu-glu-phe-ileu-leu,

(kk) pro-glu-glu-glu-lys-arg-arg-ileu-arg-arg-glu-arg,

(1) leu-gin-glu-ser-ser-lys-ala-ser-gln-pro-ala-val-ala-thr-ser,
(mm) asn-pro-glu-val-lys-lys-thr-ser-trp-thr-glu-glu-glu-asp-arg,
(nn) try-arg-arg-asp-pro-glu-glu-arg-pro-thr, og

(00) ala-ser-pro-tyr-pro-asn-leu-ser-asn-gin-thr-arg,

kendetegnet ved, at der syntetiseres en dobbeltstrenget DNA-sekvens, som
koder for oligopeptidets aminosyresekvens, at denne dobbelststrengede
DNA indsazettes i et passende site i et kloningsmedium eller en vektor til dan-
nelse af et rekombinant DNA-molekyle, hvorefter en egnet vasrtsorganisme
transformeres med det neevnte rekombinante DNA-molekyle til opnaelse af
ekspression of oligopeptidet.
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