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A taldlmany targya, eljdrds kiméra ellenanyag-lancok
expresszaldsdra transzfektdlt vagy transzformdlt sejtekben. Az
eljdras sordn a CSP-hez ko6tdd56 nehéz illetve kdonnyG lancok vari-
4dbilis régidit k6dold, a megadott szekvencaval jellemzett géneket
tartalmazé expresszids vektorokat juttatjuk be transzfekcidval
vagy transzformdcidéval a recipiens sejtbe. A kiméra-ellenanyago-
kat alkotd fehérjéket kiilon-kiilon is kdédolhatjédk az expresszids
vektorok, de egyiitt is kifejezbdhetnek egyetlen vektorrdl. A re-
kombindns DNS vektorokba beépitett gének, az expresszidjuk szdma-
ra megfeleld korilmények kd6zott tenyésztett SP2/0 emlds gazdasej-

tekben fejezbddnek ki.
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A taldlmény GUj DNS molekularészeket és rekombindns DNS
k1ldnozdé vektorokat nyuijt, amelyek a 9. 2. 27-es monoklondlis el-
lenanyagbdl szadrmazé egér/ emberi ellenanyagokat kédolnak. A vek-
torok lehetbdvé teszik az Gj DNS részek eukaridta sejtekben torté-
nd expresszidéjdt. A taldlmany szintén szolgdltatja ezekkel a k16—
nozé vektorokkal transzformdlt gazdasejteket. A transzformilt
gazdasejtek expresszdljak a 9. 2. 27.-es kiméra ellenanyagot,
vagy annak szdrmazékait. A taldlmadnyban haszndlt DNS részek kodziil
tobb olyat is haszndltunk a 9. 2. 27 sziarmazékok elballitdséra,
amelyet ezelb6tt sem természetes korilmények kozodtt, sem a labo-
ratériumban még nem szintetizdltdk. A taldlmdny szintén tartal-
mazza ezeket az egyedi molekulakat.

A 9. 2. 27 monoklondlis ellenanyag egy murin ellena-
nyag, amely specifikusan kot6dik egy 250,000 dalton molekulato-
megll gliikkoproteinhez, a kondroitin-szulfat proteogliikdn corepro-
teinjéhez. Ez a fehérje nagy mennyiségben taldlhaté a melandma
sejteken és mas, véredények simaizomsejtjeit tartalmazé szdvetek-
ben. Az ellenanyag j6l haszndlhatd a betegség in vitro megdllapi-
tdsara, éppigy mint a melandéma in vivo diagnosztizdldsdra és ke-
zelésére. A murin ellenanyagok embereknél tdrténd alkalmazasakor
folléphet egy probléma, mégpedig akkor ha a ridkos beteg immun-
rendszere ellenanyagot termel a murin immunglobulinok ellen. Ez
az immumvdlasz nem minden paciensnél fordul el6, de ha igen akkor

a kezelés hatékonysaganak csokkenését eredmidnyezi fokozott diéta



®eee 26 cver ve o0
. . .

mellett is. A beteg immunvdlasza a murin ellenanyagnak a vérébél
torténd gyors kiliriilését okozhatja. Egy ilyen valasz komolyabb
reakcidékhoz is vezethet, mint példdul az anafilaxia vagy
szérumbetegség. Ez az immunogenitds eleve kizdrja az ellen-anyag
adminisztrdlasat és ezzel csokkenti a kezelés klinikai ér-tékét.

Emberi monoklondlis ellenanyag készitése meglehet6sen
nehézkes, ezért kiméra ellenanyagokat dllitanak eld, hogy mege-
16zzék az immunoldgiai problémdkat. A kiméra ellenanyagok tartal-
maznak egy, az egyik fajbdél szdrmazd, antigénspecifikus vagy va-
ridbilis régidét, ami kapcsolddik egy, a masik fajbél szarmazéd
konstans régidéhoz. Egy ilyen konstrukcidét Oi és Morrison irtak
le a BioTechniques 4:214-221 (1986) szdmdban. Amenyiben az immun-
vdlasz gyakran irdnyul a konstans régié ellen a humdn és a murin
konstans régidk atrendezbdése jelentbdsen csdkkenti a beteg immu-
noldégiai reakcidéjat. Ezek alapjdn a kiméra ellenanyagok nagyon
jél tervezhetbek a betegség kezelésére.

A kiméra ellenanyagok dltaldnos fogalmidt mar leirtdk,
de egy adott specifitdssal rendelkezd§ kiméra ellenanyagok fej-
lesztésére még sziikség van. A jelen szabadalmi bejelentés rekom-
bindns DNS molekuldkat és azok aminosav szekvencidit teszi kdzzé,
amelyek tartalmazzdk a 9. 2. 27 monoklondlis ellenanyag molekula
varidbilis régiéjat. Ezeket a szekvencidkat gy alakitottuk
ki, hogy ugyanolyan szovetspecifitdssal rendelkezb kiméra ellena-
nyagot expresszdljanak, mint a 9. 2. 27, de tartalmazzanak embe-

ri eredetf konstans régidkat is. A taldlmany ezdltal lehetb§séget



biztosit a 9. 2. 27 monoklondlis ellenanyaggal azonos specifitédsu
terdpidra az immunoldgiai mellékhatdsok jelentbds csdkkenése mel-
lett.

A jelen szabadalmi bejelentésben haszndlt szakkifejezé-

seket az aldbbiakban definidljuk.

A —-- deoxiadenozin
Ala -- alanin szarmazék
Ap? -- ampicillin rezisztens fenotipus vagy az azt

biztositd gén

Arg -- arginin szarmazék

Asp —-— aszparaginsav szarmazék

C —- deoxicitozin

Kiméra ellenanyag -- egy olyan ellenanyag, amelynél az

egyik fajbdél, tipikusan az egérbdl szarmazd, va-
riabilis régidt kapcsoljdk Ossze egy eltérd fajbol
tipikusan az emberbdl szdrmazé konstans régiéval

CSP -- kondroitin szulfat proteogliikan

Cys —— cisztein szarmazék

Dhfr -- dihidrofolat reduktdz fenotipus vagy az azt

biztositd gén

G -- deoxiguanozin

Gln -- glutamin szarmazék
Glu -- glutaminsav szarmazék
Gly -- glicin szarmazék

G418® -- G418 rezisztens fenotipus vagy az azt



His

HmR

Ile

IVS

Leu
Lys
Met
MoA

9.

9.

Nas

“eee e seev s sess
“ e .« e
"o . . e e

-

LR ] .
en .o ..

.
000 ose

biztosité gén (Kmf-ként is azonosithatd)

-—- hisztidin szdrmazék

~- higromicin rezisztens fenotipus vagy az azt
biztositd gén

—- izoleucin szdrmazék

—-—- intront k6doldé DNS szakasz, szoktdk kozbeéke-

16d4ott szekvencidnak is nevezni

—-- leucin szarmazék

-- lizin szarmazék

—-—- metionin szarmazék
B -- monoklondlis ellenanyag (antibody)

2. 27 antigén -- megkozelitbdleg 250,000 dalton mo-

lekulatomegi glikoprotein, amely a kondroitin
szulfat proteoglikdn core proteinje és megtaldlha-
t6 4gy az M21 emberi melanoma sejtvonalon, mint
mas, emberi melanoma sejtvonalakon és melanoma tu-
mor szoveten

2. 27 -- egy hibridéma sejtvonalbdél szdrmazdé murin
monoklondlis ellenanyag, amely a megkdzelitdleg
250,000 dalton molekulatdmegli gliikoproteint ismeri
fel, amely a kondroitin szulfat proteoglikan core
glikoproteinje és megtaldlhatdé az M21 emberi me-
lanéma sejtvonalon

zcens fehérje —- a messenger RNS transzlaciédés ter-

mékeként termelddott fehérje mindenféle poszt-
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transzlacidés médositds eldtt

Phe -- fenilalanin szarmazék
Pro —-- prolin szarmazék
Promdéter -- egy olyan DNS szekvencia, amely irdnyitja

DNS &tirasat RNS-sé

Rekombindns DNS klOnoz0 vektor -- barmilyen 6ndlléan
replikdlddé egység, beleértve, de nem korlatozva
csak rdjuk, a plazmidokat és fagokat, amelyek o-
lyan DNS molekulat tartalmaznak amihez egy vagy
tobb DNS darabot kapcsolhatnak vagy kapcsoltak

Rekombindns DNS expresszidés vektor -- barmilyen re-
kombindns DNS kldénozdé vektor, amelybe egy promd-
tert épitettek be

Replikon -- egy olyan DNS szekvencia, amely szabdlyozza
és lehetbvé teszi egy plazmidnak vagy egyéb mas
vektornak az ©6ndllé replikdciéjat

Restrikciés fragment —- egy vagy tobb restrikcids endo-
nukledz hatdsara keletkezett linedris DNS szekven-
cia

Erzékeny gazdasejt -- olyan gazdasejt, amely nem képes
novekedni egy adott antibiotikum vagy mds, szadmdra
mérgezd komponens jelenlétében a veliik szembeni
rezisztencidt biztosité DNS szakasz nélkiil

Ser -- szerin szdrmazék

Struktirgén -- egy olyan DNS szekvencia, amely miko-
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dbdképes polipeptidet kédol és tartalmazza a
transzlaciét elindité és ledllitd jeleket is

T —- deoxitimidin

Tc® -- tetraciklin rezisztens fenotipus vagy az azt

biztositdé gén

Thr -- threonin szarmazék

Trp -- triptofdn szarmazék

Tyr -- tirozin szarmazék

Val -- valin szarmazék

1. abra -- a pMLCE-10 plazmid restrikciés helyeit és

funkciéit bemutatd térkép. A taldlmany jelen sza-
badalmi bejelentését szolgdld 1. és azt kdvetd ab-
radk nem pontos méretek szerint késziltek

2. abra -- a pHKF-1 plazmid restrikciés helyeit és
funkcidéit bemutatd térkép

3. adbra -- a pHKCE-10 plazmid restrikcidés helyeit és
funkcidéit bemutatéd térkép

4. &bra -- a pGCEMK plazmid restrikciés helyeit és
funkcidéit bemutatd térkép

5. dbra -- a pMHCE-30 plazmid restrikciés helyeit és
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funkcidit bemutatd térkép

6. &bra -- a pHG1lZ plazmid restrikciés helyeit és
funkcidit bemutatd térkép

7. dbra -- a pHGCEM-30 plazmid restrikciés helyeit és
funkcidéit bemutatéd térkép

8. &bra -- a pNCEMG1 plazmid restrikciés helyeit és
funkcidit bemutatd térkép

9. 4bra -- a pTKZK910 plamid restrikcidés helyeit és
funkcidéit bemutatd térkép

10 abra -- a pG9. 2. 27K plazmid restrikciés helyeit
és funkcidit bemutatéd térkép

11. abra -- a pG4G21 plazmid restrtikciés helyeit és
funkcidit bemutatd térkép

12. abra -- a pN9. 2. 27G1 plamid restrikciés helyeit

és funkcidit bemutatd térkép
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A jelen szabadalmi bejelentés tdrgya egy rekombinadns
DNS konstrukcid, amely tartalmazza egy kiméra ellenanyag konny@G
lancat, ami az egyik emlds fajbdl szarmazik és egy masik fajbdl
szdrmazd konstans régidét. A konnyG lanc varidbilis régidja az a-

1labbi aminosav szekvenciat tartalmazza:

Asn-Ile-Val-Leu-Thr-Gln-Ser~Pro-Ala-Ser
Leu-Ala-Val-sSer-Leu-Gly-Gln-Arg-Ala-Thr
Ile-ser-Cys-Arg-Ala-Ser-Glu-Ser-vVal-Asp
Ser-Tyr-Gly-Asn-Ser-Phe-Met~-His-Trp-Tyr
Gln-Gln-Lys-Pro-Gly-Gln-Pro-Pro-Lys-Leu
Leu-Ile-Tyr-Leu-Ala-Ser-Asn-Leu-Glu-Ser
Gly-Val-Pro-Ala-Arg-Phe-Ser-Gly-Ser-Gly
Ser-Arg-Thr-Asp-Phe-Thr-Leu-Thr-Ile-Asp
Pro-val-Glu-Ala-Asp-Asp-Ala-Ala-Thr-Tyr
Tyr-Cys-Gln-Gln-Asn-Asn-Glu-Asp-Pro-Leu
Thr-Phe-Gly-Ser-Gly-Thr-Lys-Leu-Glu-Ile
Lys-Arg
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Mivel a DNS bazispdrok egymassal komplementerek elegen-
db meghatarozni a dupla szald DNS egyik szaldnak a szekvenciéjét,
mivel ezzel mar meghatdrozzuk a mdsik szdlat is. A 9. 2. 27-es
monoklonalis ellenanyag varidbilis régidéjanak a kdvetkez&8 a

nukleinsav szekvencidja:

AAC-ATT~-GTG-CTG-ACC-CAA-TCT-CCA-GCT-TCT
TTC-GCT-GTG-TCT-CTA~-GGG-CAG~-AGG-GCC-ACC
ATA-TCC-TGC-AGA-GCC~AGT-GAA-AGT-GTT-GAT
AGT-TAT-GGC-AAT-AGT-TTT-ATG~CAC-TGG~TAC
CAG~-GAG-AAA-CCA-GGA-CAG-CCA-CCC-AAA-CTC
CTC~-ATC-TAT-CTT-GCA-TCC-AAC-CTA-GAA-TCT
GGG-GTC-CCT-GCC-AGG-TTC~AGT~GGC-AGT-GGA
TCT-AGG~ACA-GAC-TTC-ACC~-CTC-ACC-ATT-GAT
CCT-GTG-GAG-GCT-GAT-GAT-GCT~-GCA-ACC-TAT
TAC-TGT-CAA-CAA-AAT-AAT-GAG-GAT-CCT-CTC
ACG-TTC~-GGC-TCG-GGG~ACA-AAG~-TTG-GAA~-ATA
AAA-CGG.
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Tovabba a talalmany szintén magdban foglalja azt rekombinans
DNS konstrukcidt, amely tartalmazza egy kiméra ellenanyag egyik
emlbds fajbdl szdrmazd varidbilis régidét hordozé nehéz lancat és
egy masik emlés fajbdl szdrmazé konstans régidt. A nehéz lanc va-
riabilis régiéjanak fehérje részét az aldbbi aminosav sorrend

jellemzi.

Gln-Val-Gln-Leu-Gln-Gln-Ser-Gly-Pro-Glu
Leu-Val-Lys-Pro-Gly-Ala-Ser-Val-Lys-Ile
Ser-Cys-Lys-Ala-Ser-Gly-Tyr-Ala~Phe-Ser
Arg-Ser-Trp-Met-Asn-Trp-Val-Lys-Gln-Arg
Pro-Gly-Gln-Gly-Leu-Glu-Trp-Ile-Gly-Arg
Ile-Tyr-Pro—Gly-Asp—Gly-Asp-Thr-Asn—Tyr
Asn-Gly-Lys-Phe~Lys-Gly-Lys-Ala-Thr-Leu
Thr-Ala—Asp—Lys-Ser—Ser-Ser-Thr—Ala—Tyr
Met—Gln-Val-Ser—Ser-Leu-Thr-Ser-Val—Asp
Ser-Ala-Val-Tyr-Phe-Cys-Ala-Arg-Gly-Asn
Thr—Val—Val—Val-Pro—Tyr-Thr-Met-Asp-Tyr
Trp-Gly-Gln-Gly-Thr-Ser-vVal-Thr-vVal-Ser
Ser
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A 9. 2. 27 ellenanyag nehéz lancanak variabilis régidja

az aldbbi nukleinsav sorrendb8l épiil fel:

CAG-GTC-CAG-CTG-~-CAG-CAG-TCT-GGA-CCT-GAG
CTG-GTIG-AAG-CCT-GGG~-GCC-TCA-GTG-AAG-ATT
TCC-TGC~AAA-GCT-TCT-GGC-TAC~GCA-TTC-AGT
AGG-TCT-TGG-ATG-AAC-TGG-GTG-AAG-CAG-AGG
CCT-GGA-CAG-GGT-CTT~-GAG-TGG-ATT-GGA-CGG
ATT-TAT-CCT-GGA-GAT-GGA-GAT-ACT-AAC-TAC
AAT~-GGG~AAG-TTC-AAG~GGC-AAG~-GCC-ACA-CTG
ACT~GCA-GAC-AAA~-TCC-TCC-AGC-ACA-GCC-TAC
ATG-CAG-GTC~-AGC-AGC-CTG~ACC-TCT-GTG-GAC
TCT-GCG~GTC-TAT-TTC-TGT-GCA-AGA-GGG-AAT
ACG-GTA-GTA-GTT-CCC-TAT-ACT~-ATG~-GAC-TAC
TGG-GGT-CAA-GGA-ACC-TCA~-GTC-ACC-GTC-TCC
TCA.

A taldlmany szerinti nehéz és konnyf lancok molekuldit
kilin szigndlpeptidekkel kapcsoltuk 6ssze. A kénny@ lanc szignal-
peptidjének az aminosav sorrendje:

Met-Glu-Thr-Asp-Thr-Leu-Leu-Leu-Trp-Val

Leu-Leu-Leu-Trp-Val-Pro-Gly-Ser—-Thr-Gly.

A fenti ko6nnyG 1lanc szigndlpeptidjét koédolé DNS
nukleinsav szekvencidja a kovetkezd:

ATG-GAG-ACA-GAC-ACA-CTC-CTG-CTA-TGG-GTG

CTG-CTG-CTC-TGG-GTT-CCA-GGT-TCC-ACA-GGT.



SReP ea e%e9 ey eesa
- L4 LY . o

. s . v ese
. .

. . .
oo .o ®a esse see

13

A nehéz lanc szigndlpeptidjének aminosav sorrendje:
Met-Gly-Trp-Ser-Arg-Ile-Phe-Leu-Phe~Leu
Leu-Ser-Ile-Thr-Ala-Gly-Val-His-Cys.
A fenti nehéz lanc szignadlpeptidjét kédold DNS
nukleinsav szekvencidja a kovetkezb:
ATG-GGA-TGG-AGC-CGG—ATC-TTT-CTC-TTC-CTC

CTG-TCA-ATA-ACT-GCA-GGT-GTC-CAT-TGC

A taldlmdny Uj DNS Osszetétele 9. 2. 27. monoklondlis
ellenanyagot termeld hibridéma sejtekbdl tisztitott mRNS-bS1
nyert cDNS klénokbél szdrmazik. A pTZK910 plazmid tartalmazza a
9. 2. 27 monoklondlis ellenanyag konny lancdnak belsbd kédold
szekvencidjat, a konnyG lanchoz kapcsolt szigndlpeptid kédold
szekvencidjat, valamint a molekula 5 és 3 nem transzlalédd
régidéit. A 5’ nem transzlal6dé rész szekvencidja a kovetkezb:

5'-AGTTCCAGGACAGCTAGGGCTATACAGAGAAACCCTGTCTCGAAAAACCAAAAA

AAAAAAAAAACCAGCTCTCAGAG-3’

A pTZK910 plazmid a szokdsos médon izoldlhatdé az E. ¢oli
K12/pTZK910 torzsbbdl, melyet 1989. aprilis 7.-én letétbe helyez-
tink a Norther Regional Research Laboratory-ndl (NRRL), Peoria,
Illionis, és megtaldlhaté az NRRL B-18478 raktdri szam alatt. A
PTZK910 plazmid restrikcidés helyeit és funkcidinak térképét a

csatolt rajzok kozil a 9. dbrdn mutatjuk be.
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plazmidokbdl készitettiik, amint azt Beidler és munkatdrsai az El-
jards emberi karcinoembriondlis antigén elleni kiméra ellenanya-
gok elballitdsdra cimfi, EP 0332424 lajstomszami eurdpai szabadal-
mi leirdsban leirjak.

A PMLCE-10 hordozza az emberi karcinoembriondis anti-
gént f6lismerd CEM monoklondlis ellenanyag kdnnyG lancédnak vari-
dbilis régidéjat kédold genomi szekvencidjat. A pMLCE-10 plazmidot
letétbe helyeztiik az American Type Culture Collection-nél 1988.
mdrcius 1.-én és ott megtaldlhaté az ATCC 67639 raktdri szam a-
latt. A pHKF-1 plazmid hordozza a humdn ellenanyag koénnyf léanc
konstans régidéjdnak genomi szekvencidjdt. A pHKF-1 plazmidot
letétbe helyeztiik az American Culture Collection-nél 1988.
madrcius 1.-én és ott megtaldlhaté az ATCC 67637 raktari szam
alatt. A pMLCE-10 és pHKF-1 plazmidok restrikcidés helyeit és
funkcidinak térképét a csatolt rajzok koéziil az 1. és 2. &abran
mutatjuk be.

A pHKCE-10 plazmidot a kovetkezbdbképpen készitettiik: a
PMLCE-10-b&61 izoldltuk a CEM konnyG lanc varidbilis régidjat
tartalmazd, megkdzelitbleg 3.8kb nagysdgu HindIII fragmentet és
ezt ligaltuk a HindIII-mal emésztett pHKF-1 plazmidba. A pSV2gpt
prlazmidot megemésztettiilk EcoRI restrikcids enzimmel és miutdn a
ClaTl linkert (a szekvencidja: dACATCCGATG) ligdltuk erre az ECoORI
helyre, megkaptuk a pSV2gpt-Cla plazmidot. A kdvetkezbd lépésben
a pHKCE-10 plazmidot emésztettiik Clal és BamHI restrikcids enzi-

mekkel és izoldltuk a "9.0kb méretf ClaI/BamHI restrikcids frag-
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mentet, amely az emberi konny(G lanc konstans régidéjanak génjéhez
kapcsolt CEM konny( lanc varidbilis régidnak a génjét tartalmaz-
za. A pSV2gpt-Cla plazmidot szintén megemésztettiik a Clal és
BamHI restrikcids enzimekkel majd izoldltuk a koriilbeliil 4.5kb
nagysagui ClaI/BamHI fragmentet. A pHKCE-10 plazmidbdl szarmazd
“9.0kb méret fragmentet ligdltuk a pSV2gpt-Cla plazmid ~4.5kb-
nyi vektor fragmentjébe és megkaptuk a pGCEMK expresszids plaz-
midot. A pHKCE-10 és pPGCEMK restrikciods helyeit és funkcidit be-
mutaté térképeket a csatolt rajzok kodzil a 3. és 4. &brdan mutat-
juk be.

Azt kévetben a pTZK910 plazmidot a DdeI és BamHI rest-
rikcidés enzimekkel megemésztettiik, majd izoléltuk~a korilbeliil
357bp-nyi DdeI/BamHI fragmentet, amely tartalmazza a 9. 2. 27
kappa varidbilis régidéjdnak nagy részét kédold gént. Ezutdn szin-
tetizdltuk az aldbbi BglII-Ddel linkert:

5'GATCTGAATTCC -3
3= ACTTAAGGAGT-5"

Szintén szintetizdltuk a BamHI-SgtII linkert, amely a 9. 2. 27
kappa variabilis régiéjanak NH, termindlis végér6l 15 aminosavat
kédold szakaszt, plusz egy eukaridta splicing-helyet tartalmaz.
A linker szekvencidja a kovetkezb:
5'=-GATCCTCTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAACGTAAGTACCGC -3-

3= GAGAGTGCAAGCCGAGCCCCTGTTTCAACCTTTATTTTGCATTCATGGCGCC-5
BamHT SsStIT




*es9 ev @
- sog e Soee
. [ 1] . ? eay
’

v LN ) L ]
oo oo s ssee sve

17

A kovetkezd 1épés ennek a két linkernek a pTZK910 plazmid ~357bp-
nyi fragmentjéhez torténd ligdlasa. BglII és SstII restrikcids
enzimekkel vald emésztés utdn izoldltuk és tisztitottuk ezt kod-
riilbellil 420bp-nyi fragmentet. A pGCEMK plazmidot megemésztettiik
BglIT és SstII enzimekkel, hogy eltdvolitsuk az anti-CEA ellena-
nyag konnyG lancdnak varidbilis régidéjat ké6doldé gént. A pTZK910
plazmid "420bp méretl BglIT/SstIT restrikcidés fragmentjét ligal-
tuk a pGCEMK plazmid BglII és SstII enzimekkel kivdgott nagy vek-
tor-fragmentjébe és igy jutottunk a pG9. 2. 27K plazmidhoz, amely
a pGCEMK plazmid kappa prométerét, a 9. 2. 27. ellenanyag konnyf
lancénak varidbilis régiéjat kédold gént, az emberi kappa lanc
konstans régiéjat kodold gént és a gpt rezisztencidt biztosité
gént tartalmazza. A pG9. 2. 27K plazmid restrikcidés helyeit és
funkcidéit bemutatd térképet a csatolt rajzok koziil a 10. &bran
mutatjuk be.

Hasonldé mdédon készitettiilk el a 9. 2. 27 nehéz 1lanc
varidbilis régiéjat eukaridétdban expresszald vektort. A 9. 2. 27
nehéz lanc varidbilis régiéjdnak a génjét egy olyan vektorba épi-
tettik be, amely hordoz egy eukariéta prométert és egy emberi ne-
héz lanc (gamma 1) konstans régiét kédoléd gént. A murin varidbi-
lis régidét - amely fOlismeri az emberi CEA-t kédold gént - tar-
talmaz6 pNCEMG1 plazmidot hozzdkapcsoltuk egy eukariéta prométer—
hez és az emberi nehéz lanc konstans régiéjénak a génjéhez. A
PNCEMG1 plazmid nehéz lanc varidbilis régid génjének fdlcserélése

a 9. 2. 27 ellenanyag nehéz lanc varidbilis régié génjével a pN9.
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2. 27G1 expresszids vektort eredményezi. A pNCEMG1 plazmidot a
PMHCE-30, pHG1Z és a pSV2neo plazmidokbdl készitettiik, ahogyan
azt Beidler és munkatdrsai az EP 0332424 lajstromszdmi eurépai
szabadalmi leirdsban k6zzé teszik.

A pMHCE-30 plazmid hordozza a CEM monoklondlis ellen-
anyag nehéz lanc varidbilis régidéjdnak genomi szekvencidjat, a-
mely félismeri az emberi karcinoembriondlis antigént. A pMHCE-30
plazmidot letétbe helyeztiik az ATCC tdrzsgyGjteményben 1988. mar-
cius 1.-én és ott hozzaférhetd az ATCC 67640 raktdri sz&m alatt.
A pHG1Z plazmid a humdn ellenanyag nehéz lanc varidbilis régiéja-
nak genomi szekvencidjat tartalmazza. A pHG1Z plazmidot is elhe-
lyeztiik az ATCC-nél 1988. mdarcius 1.-én az ATCC 67638 raktari
szam alatt. A pMHCE-30 és pHG1Z plazmidok restrikciés helyeit és
funkcidinak térképét a csatolt rajzok kdziil az 5. és 6. 4Abran mu-
tatjuk be. A pHGCEM-30 plazmidot gy készitettiik, hogy a pMHCE-
30-bSé1 izol&ltuk a korlilbeliil 5.3kb nagysagd ClaI/HindIII frag-
mentet, amely a CEM nehéz ldnc varidbilis régidnak a génjét tar-
talmazza, majd ezt a fragmentet ligaltuk a ClaI/HindIIT emésztett
PHG1Z vektorba. Mivelhogy a pMHCE-30 plazmid t&bb mint egy BamHI
helyet tartalmaz, a pMHCE-30 plazmid 5.3kb méretd ClaI/HindIIT
restrikcidés fragmentje nagyon kdnnyen izol&lhaté egy ClaI teljes
emésztést kdvetd részleges BamHI emésztés utdn. A pSV2neo plaz-
midot (ATCC 37149) EcCORI enzimmel emésztettiik, ClaIl linkereket
(dCATCCGATG) ligaltunk az EcQRI helyre és igy kaptuk a pSvV2neo-

Cla plazmidot. Ezutdn teljesen megemésztettiik a pSV2neo-Cla plaz-
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midot BamHI és Clal restrikcids enzimekkel és izoldltuk a kOril-
belll 4.5kb méretld vektor-fragmentet. A pHGCEM-30 plazmidot
teljesen megemésztettilk Clal, majd részlegesen BamHI restrikciés
enzimekkel és izoldltuk az emberi nehéz lanc konstans régiét ké-
dold génhez kapcsolt CEM nehéz lanc varidbilis régiét kodoléd gént
tartalmazé ~15.7kb nagysdgu restrikcidés fragmentet. A pHGCEM-30
plazmid korilbellil 12.7kb-nyi ClaIl/BamHI restrikciés fragmentjét
ligdltuk a pSvV2neo-Cla plazmid “4.5kb méretd ClaI/BamHI vektor-
fragmentjébe és megkaptuk a pNCEMGl expressziés vektort. A
PHGCEM-30 és pNCEMG1 plazmidok restrikciés helyeit és funkcidinak
térképét a csatolt rajzok koziil a 7. és 8. abran mutatjuk be.

A pNCEMG1 plazmidot oly médon kezeltiik, hogy bizonyos
helyek kiessenek belble. El6szd6r megemésztettiik NotI restrikcéds
enzimmel, Klenow enzimmel kezeltiik, dnmagdval lig&ltuk, hogy ki-
ejtsik a NotI helyet és igy megkaptuk a pNCEMG1AN plazmidot.
Azutdn ezt a plazmidot részlegesen emésztettiik BamHI restrikcids
enzimmel, Klenow-val kezeltilik, Onmagdval ligdltuk, hogy a harom
BamHI hely koziil kettdt kiejtsiink és ily médon megkaptuk a
PNCEMG1AB2 plazmidot. A kiejtett két BamHI hely koéziil az egyik
kdzvetlenlil a CEM struktirgén 5 végénél a masik pedig az emberi
gamma 1 gén és a neomicin rezisztencidt biztosité gén kodzdtt ta-
lalhat6é. A CEM struktdrgén 3' végénél taldlhatd BamHI hely meg-
maradt. A pNCEMG1ANAB2 plazmidot ezutédn Sall restrikciés enzimmel
megemésztettiik, Klenow-val kezeltlik, o6nmagaval ligaltuk, hogy

kiejtsik a két Sall helyet, amelyek az emberi gamma 1 gént8l 5-
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irdnyban taldlhatdéak. fly médon hozzdjutottunk egy djabb plazmid-
hoz, a pNCEMG1ANAB2AS2-hdz.

Ezt kovetbden a pG4G21 plazmidot ECORI és MaeIII
restrikcidés enzimekkel emésztettiik és izoldltuk belble a megkod-
zelitbleg 421bp méretl EcoRI/MaeIII restrikcidés fragmentet, amely
tartalmazza a 9. 2. 27 gamma varidbilis régiéjat k6dolé gén nagy
részét. Szintetizdltuk a BclI/EcoRI linkert, melynek a kdvetkezb

a szekvenciaja:

5=-GATCAGGGTCCG -3’
3= TCCCAGGGCTTAA-S5-
BclT ECORI

Ezutan szintetizdltuk a MaeIII-BamHI linkert, amely tartalmazza
a 9. 2. 27 gamma varidblilis régid NH,-termindlis végén levé 6t
aminosavat k6d016 szekvencidt plusz egqgy eukaridéta splicing-he-
lyet.
A szekvenciaja a kovetkezb:

5'-GTCACCGTCTCCTCAGGTAAG -3

3- GCAGAGGAGTCCATTCCTAG-5

MaeTII BamHI

A két linkert ezutdn a pG4G21 plazmid, kdriilbeliil 421bp-os ECORI-
MaeIITI restrikcidés fragmentjéhez ligdltuk. BclI és BamHI restrik-
cidés enzimekkel tortént emésztés utdn izoldltuk és tisztitottuk
ezt a kb. 462bp hosszisdgi fragmentet. A pNCEMG1ANAB2AS2 plazmi-
dot az anti-CEA ellenanyag gamma ldnca varidbilis régiéjat kédoléd
gén eltdvolitdsa céljdbol megemésztettiik BclI és BamHI enzimek-
kel. A BclI/BamHI emésztett pNCEMG1ANAB2AS2 plazmid vektor-frag-

mentjébe ligdltuk a koriilbeliil 462bp-nyi BclI/BamHI fragmentet
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és igy megkaptuk a pN9. 2. 27 plazmidot, amely hordozza a pNCEMG1
plazmid gamma prométerét, a 9. 2. 27 ellenanyag nehéz lanc varia-
bilis régidjat kédold gént, az emberi gamma ldnc konstans régi-
6jat kédoldé gént és a neomicin rezisztencidt biztosité gént. A
PN9. 2. 27G1 plazmid restrikcidés helyeit és funkcidinak térképét
a csatolt rajzok koOzil a 12. &bran mutatjuk be. A bemutatott DNS
konstrukcidk, amelyek a rekombindns 9. 2. 27 immunglobulinokat
és azok szdrmazékait kédoljédk, elsbdsorban olyan vektorok eldalli-
tdsara alkalmasak, amelyek emlds vagy egyéb eukaridta sejtekbe
transzformdlva, ott expresszdljdk a kiildnbdzb ellenanyaglancokat.
Szamos emlds gazdasejt rendelkezik a taldlmanyban leirt kiildnbdz6
ellenanyag lancok végein taldlhatd szigndlpeptidek felismeréséhez
és megfeleld kezeléséhez sziikséges sejten beliili mechanizmusok-
kal. Néhany emlds gazdasejt az ellenanyag molekuldkndl megfigyelt
olyan poszt-transzldcidés médositdsokra is képes, mint példaul a
glikozilalds. Az eukaribéta gazdasejtek transzformdldsdra szolga-
16, és az alabbi példakban bemutatandé vektorok széles kdrével
nem kivanjuk korlatozni a jelen szabadalmi leirds korét.

A taldlméany kilonbozbd expresszids vektorai transzfor-
malhatdk a kiilénbdz6 eukariéta, killondsen az emlds gazdasejtekbe
és ott expresszdlnak is. Az expresszidés vektorok hordozzdk azo-
kat a szekvencidkat is, amelyek lehet6vé teszik a replikaciéjukat
E. coliban is. Az ellenanyagok expresszidéja azokban a gazdasej-
tekben valésul meg, ahol az ellenanyag struktirgénjével ésszekap-

csolt prométer mikoédik. A szakemberek szamdra nyilvanvald, hogy
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a taldlmany kiilonbozb ellenanyag lancainak expresszdltatdsara az
eukaridéta gazdasejtek széles kore haszndlhatd. Az SP2/0-Agld
sejtvonal egy mieloma sejtvonal, amely rendes koriilmények koézodtt
nem valaszt ki ellenanyagot.

Az SP2/0 sejtvonal a pG9. 2. 27K és pN9. 2. 27G1 vektorokkal tor-
tént transzfektalast kovetben 9. 2. 27 kiméra ellenanyagot va-
laszt ki a tdpkdzegbe. Részkisérletek, melyekben a szekretdld
sejtek konverzidéjat kovettiik nyomon a szérummentes taptalajban,
mutattdk, hogy az ellenanyagok még a 15ug/ml/10% sejt szinten is
expresszdlédhatnak. Mialatt az SP2/0 gazdasejtek a leginkéabb
haszndlatosak a taldlmany vektorainak expresszaltatdsara, a szak-
emberek jél tudjdk, hogy a sejteknek ezen kiviil még széles va-
lasztéka haszndlhatd a jelen szabadalmi leirds bifunkciondlis ki-
méra ellenanyagainak és szarmazékaiknak expresszidjadra. A taldl-
manyban haszndlt gazdasejtek transzformdlhatdk a szakteriileten
joél ismert, kiilonbdzb standard transzfekcids eljarasokkal. Az al-
kalmazhaté, standard transzfekcidés eljdrdsok kozé tartoznak az
elektropordcidés médszerek, a protoplaszt fizid és a kalcium-fosz-

fatos kicsapasi technikdk. Ezeket a technikdkat mar leirtdk Tone-

guzzo, F. és munkatdrsai a Mol, and Cell. Biol., 6:703-706
(1986); Chu, G. és munkatarsai a Nuclejc Acid Res., 15:1311-1325
(1986); Rice, D. és munkatdrsai a Proc., Natl. Acad. Sci., USA,

79:7862-7865 (1979); és 0i, V. és munkatdrsai a Proc. Natl. Acad.

Sci., USA, 80:826-829 (1983) megjelent kozleményekben.
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A taldlmdny szerinti kiméra konstrukcidkat tartalmazéd
rekombindns expresszids vektorokat egymds utdn transzfektaltuk
a gazdasejtekbe. El6szdr a kappa lanc konstrukcidit tartalmazéd
expresszidés vektort transzfektdltuk a gazdasejtekbe és a kappa
lancot expresszdald transzformdlt gazdasejteket a szakterilileten
joél ismert eljarasokkal kivdlogattuk. A nehéz lanc génjeinek
konstrukcidit tartalmazd vektorokat ezt kdovetbden transzfektdltuk
a kivadlogatott gazdasejtekbe. Az is 1lathatdé azonban, hogy a nehéz
és konny@ lancok konstrukcidi egyszerre és forditott sorrendben
is bevihet8k a gazdasejtekbe. Egy mdsik lehet6ség, hogy a nehéz
és konnylG lancok kombindcidjdt egyetlen expresszids vektor tar-
talmazza, vagy a két DNS linearizdlhatd és egyitt ligdlhatéd koz-
vetlenilil a transzformdlds eldtt. A transzfekcibét és a szelekcidt
kovetben vizsgdlatokat végeztiink a CEP elleni ellenanyag kimuta-
tdsdra és a taldlmdny 9. 2. 27 kiméra ellenanyagdt expresszald,
transzformdlt sejtek azonositdsdra. Ilyen vizsgdlatokat Bumol és
munkatdrsai kozoltek a Proc, Natl. Acad. Sci. USA, 79:1245-1249
és a J, Biol. Chem., 259:12733-12741 kozleményeikben amelyekre
a leirdsunkban hivatkozunk.

A gének expresszidja utdn a transzfektdlt gazddbdl az
érett 9. 2. 27 ellenanyagok a sejtek feliiliszéjaba keriilnek. Mi-
vel tdébb, rekombindns DNS technikdval elbdllitott ellenanyag nem
kivadnatos heterogenitdst mutat (az idegen amino savakbdél, vagy
néhdany gamma lanc C-termindlis régiéjdn megjelend aminosavakbdl

eredben) a tapfolyadékot Osszegyfijtdottik és karboxipeptiddz ol-
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dattal kezeltiik. A 9. 2. 27 kiméra ellenanyag ezutdn a szakterili-—
leten jél ismert technikdk szerint tisztithaté.

A szabadalmi leirdsban bemutatott DNS szekvencidknak
és plazmidoknak szamos varidciéja és médositott formdja létez-
het. Példaul a genetikai kéd degenerdltsdaga lehetbdvé teszi nukle-
otidok kicserélbdését a polipeptidet k6dold régid teljes hossza-
ban. Ilyen szekvencidk levezethetbek a 9. 2. 27 ellenanyag
jelenleqg ismert aminosav vagy DNS szekvencidjabél és elballit-
haték a hagyomdnyos szintetizdldsi eljardsokat koévetve. Ilyen
szintetizdlasi médszer alkalmazhatd Itakura és munkatdrsai, Sci-—
ence, 198:1056 (1977) valamint Crea és munkatdarsai Proc. Natl,
Acad. Sci. USA, 75:5765 (1978) kOzleményeiben leirt eljdrdsok
kdvetkezetes megvaldésitdsdval. Tovdbbd a szintetikus gének és
linkerek szintetizdlhatdék akdr a Systec 1450A (Systec. Inc., 3826
Chandler Drive, Minneapolis, MN) akar az ABS 380A (Applied Bio-
systems, Iﬂ;., 850 Lincoln Center Drive, Foster City, CA 94404)
DNS-szintetizdtor sgitségével. Tobb mds DNS szintetizdld késziilék
is ismert a szakterilileten és azok is haszndlhatdk a szintetikus
fragmentek elballitaséra.

Ezért a taldlmadny semmiképpen sem korldtozddik a példdkban speci-
fikusan megadott DNS szekvencidkra és plazmidokra.

A szakemberek szdmdra nyilvdnvald, hogy a taldlminy ex-
presszids vektorait eukaridéta gazdasejtek transzformialdsdra hasz-
ndljuk és a kapott transzformdnsok a kiilonbozd kdnnyG és nehéz

lancokat alkoté polipeptideket a gazdasejtek expresszaljék.
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Amennyiben a gazdasejtet egy olyan vektorral transzformaljuk,
amely tartalmaz egy, a gazdasejtben mikédd és az immunglobulin
struktirgének transzkripciéjat irdnyité prométert, és ha a gazda-
sejt rendelkezik a szigndlpeptidek folismeréséhez sziikkséges sejt-
mechanizmusokkal, akkor az igy lérehozott sejtek kivalasztjdk az
érett ellenanyagokat vagy ellenanyag lancokat. Mas koériilmények
k6zétt, amikor az immunglobulinoknak csak a konny@ lancait exp-
resszdlja a gazdasejt, ezeket a konnyG lancokat magdbdl a
gazdasejtbbdl kell izoldlni.

Amint azt fontebb 4llitjuk a taldlmany szerinti vekto-
rok, médszerek, transzformdnsok és ellenanyagok jelentbds hatassal
vannak a rak elleni kiizdelemre. A 9. 2. 27 monoklondlis ellena-
nyag egy hatdsos szer az emberi melanéma felismerésében prognosz-
tizdldsdban és a kezelésében. Biokémiai és immunolégiai vizsgdla-
tok kimutattdk, hogy a 9. 2. 27 ellenanyag rekombindns, kiméra
molekuldi ugyanolyan antigén elleni aktivitdssal rendelkeznek,
mint a hibridéma sejtekbdl szdrmazd 9. 2. 27 molekuldk.

Bar a murin ellenanyagok haszndlatdandl van egy problé-
ma, mégpedig az, hogy ezek az ellenanyagok emberben gyakran meg
nem engedett immunoldégiai vadlaszokat valtanak ki. Ez a probléma
megkeriilhetd ezen taldlmdny kiméra ellenanyagainak alkalmazasa-
val. Ha a 9. 2. 27 ellenanyag konstans régiéjat egy emberi ere-
detfi konstans régidéra cseréljiik £6l akkor a kezelt beteg immun-
rendszere a kiméra ellenanyagot sajatjaként ismeri fel. Tovabba

az emberi konstans régid hasznalata segitséget nyijt a komplement
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rendszer és egyéb sejtmechanizmusok aktivalasahoz.

Szakemberek szamdra nyilvdnvald, hogy a 9. 2. 27 ezida-
ig ismeretlen aminosav és DNS szekvencidi haszndlhatdak Gj ala-
csonyabb vagy magasabb affinitdsi szdrmazékok elballitdsdra. Az
ellenanyag kiildnbdz6 részei kiejthetbdek vagy mutdltathatdk 4j el-
lenanyagok készitése érdekében vagy az egyik lanc barmely darabja
folcserélhetd egy masik 1lancbdl szdrmazd darabbal. Réntgen krisz-
tallografias vizsgdlatok ki fogjak mutatni, hogy az ellenanyagnak
mely aminosav szdrmazékai jelennek meg azon antigén epitépjainak
kézvetlen kdzelében, amelyhez a 9. 2. 27 k6tb6dik. Fehérje terve-
zési médszerek alkalmazdsdval a 9. 2. 27 médosithaté olyan "ter-
vezett" ellenanyaggd, amely a rdkos betegek szervezetében megval-
tozott affinitdst mutat a sejtfelszini antigénnel szemben.

A kovetkezb példéak részletesen iemertetik a taldlmanyt.
A példakban leirjuk a taldlmény konstrukcidéit eredményezb eljara-
sokat és az eljardsokhoz kapcsolédd magyardzatokat a megfeleld
helyeken k6z6ljlik. Mivel az itt kdzzétett aminosav és nukleinsav
szekvencidk tartalmazzdk a 9. 2. 27 kiméra ellenanyag Osszedl-
litott alkotérészeit érthetd, hogy a szekvencidk csekély valtoz-
tatasai az antigén kotbhely vdltozatlanul hagydsadt eredményezhe-

tik a varidbilis régidn beliil.
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MLCE- mid j 414

A E. colj K12 HB101/pMLCE-10 torzs liofolizdlt tenyé-
szetét az American Type Culture Collection-t61 kaptuk (12301
Parklawn Drive, Rockville, MD 20852), raktdri szama ATCC 67639
(a letétbe helyezés iddépontja:1988 marcius 1). A lifilizdlt te-
nyészetet 10ml folyékony LB tdptalajt (10g Bacto-tripton, 5g Bac-
to élesztd kivonat és 10g NaCl literenként, pH=7.5) tartalmazd
csbvekbe oOntdottik és két o6ran 4t inkubdltuk 37°C-on, majd 50
pg/ml ampicillint tartalmazé tdptalajban éjszakdn 4t folytattuk
az inkubdlast ugyancsak 37°C-on. A pMLCE-10 plazmid tartalmazza
az emberi karcinoembriondlis antigént felismer6 CEM231. 6. 7
monoklondlis ellenanyag konny@ lancdnak varidbilis régidjat
kédold gént.

A reggelre folnbtt baktérium tenyészetbbdl egy keveset
50 ug/ml ampicillint tartalmazé LB-lemezre (LB-folyadék plusz 15
g/l Bacto-agar) kentilink és a szokdsos médon izoldltuk az E. ¢coli
K12 HB101/pMLCE-10 kiiléndlld telepeit. Egy ilyen telepet 10 ml,
50 ug/ml ampicillint tartalmazd LB taptalajba inokuldltunk és e-
rb6s razatds mellett éjszakdn &t 37°C-on inkubdltuk. Az igy kapott
tenyészetet 500 ml LB taptalajba (plusz 50 ug/ml ampicillin) to-
vabb oltottuk és 37°C-on folytattuk az inkub&dliast mindaddig amig

a tenyészet el nem érte a staciondri ndvekedési fazist.
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A kovetkezbd eljarast Maniatis és munkatdrsai 4&ltal
1982-ben a Molecular Cloning (Cold Spring Harbor Laboratory) cimf
kézikonyvben leirt médszer szerint végeztiik. A sejteket centrifu-
gadlassal gyGjtottiik 6ssze (4000 g, 10 perc, 4°C) és a feliiliszét
ledntottiik. A lelilepitett sejteket 100 ml jéghideg STE-pufferben
(0.1 M NaCl; 10 mM Tris-HCl, pH=7.8; és 1 mM EDTA) mostuk. A mo-
sds utdn a sejteket 10 ml 5 mg/ml lizozimot tartalmazé l-es ol-
datban (50 mM gliikéz; 25 mM Tris-HCl, pH=8.0; és 10 mM EDTA)
szuszpendaltuk fel és szobahSmérsékleten hagytuk 10 percig. Hisz
ml 2-es oldatot adtunk a lizozimmal kezelt sejtekhez és &vatos
forgatassal Osszekevertiik az elegyet. Ezt a keveréket 10 percig
inkubaltuk jégen.

Otven ml jéghideg 5 M kdlium acetdtot, pH=4.8 adtunk
a 1lizdlt sejteket tartalmazé elegyhez és forgatdssal Osszekever-
tiik majd 10 percig jégen inkubdltuk. Az 5 M kdlium acetdt oldatot
60 ml k&dlium acetdt, 28.5 ml viz és 11.5 ml jégecet Osszekeveré-
sével Aallitottuk eld; az igy keletkezett oldat 3 M-os volt a
kdliumra és 5 M-os az acetdtra nézve.

A foltart sejteket lecentrifugdltuk Beckmann SW27 (vagy
ezzel ekvivalens) rotorban 20000 ford./perc sebességgel, 10 per-
cig, 4°C-on. A kromosz6émdlis DNS-t és a sejttdrmeléket tartalmazéd
csapadék a csb faldra tapadt. A feliiliszé 36 ml-éhez 0.6 térfo-
gatnyi izopropanolt adtunk, jo6l 6sszekevertiik és szobahbmérsékle-
ten hagytuk 15 percig. A plazmid DNS-t centrifugdldssal gyfijtot-

tiik 6ssze (12000 g, 30 perc, szobahbmérsékleten). A feliiliszdét
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elontottik és a csapadékot 70%-0s etanollal mostuk szobahbmérsék-
leten. A mosé alkohol ledntése utdn a csapadékot vakum—-exikkator-
ban szaritottuk. Ezutdn a csapadékot 8 ml TE-pufferben (10 mM
Tris-HCl, pH=8.0; 1 mM EDTA) folszuszpendaltuk.

Nyolc gram CsCl-ot adtunk a DNS-oldathoz. Korilbelil
0.8 ml 10 mg/ml koncentrdcidéji etidium-bromid oldatot tettiink a
CsCl-DNS oldat minden 10 ml-éhez. Az oldat végsd slirsége koril-
beliil 1.55 g/ml, az etidium-bromid koncentrdcidéja pedig 600 ug/ml
volt. Ezt az oldatot atontottik Beckman Type 50 tipusud ultracent-
rifuga csbbe, tetejéig toltottlik parafin olajjal, lezdrtuk és
450000 ford./perc sebességgel 20°C-on centrifugdltuk 24 6ran at.
A centrifugdlas utan két DNS csik volt lathaté normdl fényben.
A csb tetejének eltdvolitdsa utdn az alsé DNS csikot leszivattuk
a csb falan Atszirt injekcids tG és fecskendd segitségével.

Az etidium bromidot néhanyszor ismételt vizzel telitett
l1-butanollal végzett extrakcidéval tavolitottuk el. A CsCl sé6t TE-
pufferben, dializissel tavolitottuk el. Fenollal majd kloroform-
mal végzett extrahdlas utdn a DNS-t kicsaptuk, 70%-0os etanollal
mostuk és szaritottuk. Korilbelil 1 mg pMLCE-10 plazmid DNS-t
kaptunk, melyet 4 °C-on taroltunk TE-pufferben ~1 ug/ul koncent-
rdciéji oldat formadjaban. A pMLCE-10 plazmid funkcidit és rest-
rikcidés helyeit bemutaté térképet a csatolt rajzok koziil az 1.

dbran mutatjuk be.
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2. Példa

Koriilbeliil 10 pl, az elsbd példaban preparalt pMLCE-10
plazmid DNS-t Osszekevertiink 20 pl 10 X HindIII restrikcids puf-
ferrel (500 mM NaCl; 500 mM Tris-HCl, pH=8.0; 100 mM MgCl,; és 10
mM DTT), 20 pl 1 mg/ml BSA oldattal, 5 pul HindIII restrikciéds
enzimmel (750 Unit, ahogyan azt a Bethesda Research Laboratories
(BRL) meghatdrozta, egyébként valamennyi a taldlmanyban haszndlt
restrikcids enzim innen szarmazik), és 145 ul vizzel és a kapott
reakcidé elegyet 37°C-on inkubdltuk két 6rdn keresztiil. Az enzim
reakcidét rutinszerfien fenol majd kloroformos extrahdlassal 411i-
tottuk le, amit a DNS kicsapdsa, alkoholos mosdsa és felszuszpen-
dalasa TE-pufferben kdvetett. A HindIII emésztés fenti mdédon le-
irt ledllitdsa utdn a HindITII-emésztett pMLCE-10 plazmid DNS-t
kicsaptuk és 5 ul TE-pufferben folszuszpenddltuk.

A pMLCE-10 plazmid megkOzelitbéden 3.8kb méret HindIII
fragmentjét, amely tartalmazza a CEM 231. 6. 7 belsd§ variadbilis
kappa régiéjat izoldltuk a pMLCE-10 plazmid HindIII-mal emésztett
DNS-ének elektroforézise utan. Az elektroforézist 0.75% agardzt
és 0.5 pg/ml etidium bromidot tartalmazé TBE gélen 30 V fesziilt-
séggel egy éjszakdan at végeztilk. UV-fényben tdrtént fényképezést
kovetben a "3.8kb-nyi HindIII fragmentet DEAE 81 papirra (Schlei-

cher és Schuell, Keene, New Hampshire) futtattuk, amit 1 M NaCl-
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dal végzett eludlds és alkoholos kicsapas kovetett. Az eludlt
fragmentet ezutdn 5 ul TE-ben folszuszpenddltuk.

A liofilizdlt E. ¢oli K12 HB101/pHKF-1 az ATCC-té6l
szdrmazik, ahol az ATCC 67637 raktdri szdm alatt taldlhatd (a
letétbe helyezés napja 1988. marcius 1.). A pHKF-1 plazmidot,
amely tartalmazza az emberi kappa konstans régiét ké6dold gént az
1. Példa-ban leirt médszer kdvetkezetes alkalmazdsaval izoldltuk
az E. ¢oli K12 HB101/pHKF-1 tenyészetéb§l. A pHKF-1 plazmid funk-
cidit és restrikcidés helyeit bemutatd térképet a csatolt rajzok
kozil a 2. abran mutatjuk be.

Egy mikrogram pHKF-1 plazmid DNS-t megemésztettiink HindIII rest-
rikcidés enzimmel és a linearizdlt plazmidot agardéz gélbdl vissza-
izolaltuk és tisztitottuk, ahogyan azt fontebb tanitottuk.

Korilbeliil 1 pug (2 pl) ~3.8kb méretfi, pMLCE-10-b6l izo-
141t HindIIT restrikcidés fragmentet ligdltunk koriilbeliil 600 ng
(0.5 pl) HindIII-mal emésztett pHKF-1 plazmidba 2.5 ul 10X ligaz
puffer (300 mM Tris-HCl, pH=7.6; 100 mM MgCl, és 50 mM DTT), 2.5
u#l 1 mg/ml BSA oldat, 7 ul 5 mM ATP, 2.5 pul (kb. 2.5 egység a P-L
Biochemicals alapjan) T4 DNS-ligdz és 18 ul viz keverékében. Ezt
az elegyet 12°C-on inkubdltuk egy éjszakdn at. A ligdlt DNS ké-

pezte a tervezett pHKCE-10 plazmidot.
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Az E. coli K12 HB101 torzs liofilizdlt formdban megkap-
hatdé a Northern Regional Research Laboratoties-t61 Peoria, Illio-
nis, raktari szadma NRRL B-15626 (a letétbe helyezés id6pontja
1983 szeptember 28.). A liofilizalt kultirat folélesztettiik, kii-
16ndllsé telepeket izoldltunk és egy éjszakan at ﬁbvesztett 10 ml-
nyi HB101 tenyészetet készitettiink az 1. Példdban leirt médon,
azzal a kiulonbséggel, hogy a tapfolyadékban nem haszndltunk am-
picillint.

Otven ul tenyészetet haszndltunk arra, hogy inokulal-
junk 5 ml LB folyadékot, ami 10 mM MgSO,-ot és 10 mM MgCl,-ot is
tartalmazott. Egy éjszakdn 4t inkubdltuk 37°C-on erbsen rdzatva.
A kovetkezd reggelen 200 ml-re higitottuk a tenyészetet 10 mM
MgSO,-ot és 10 mM MgCl,-ot tartalmazé LB tdpfolyadékkal. A higi-
tott kulturat 37°C-on razattuk amig az 550 nm-en mért abszorban-
cia (A, el nem érte a 0.5 kOriili értéket, ami 1x10%® sejt/ml
sejtslrGséget jelentett. Ekkor 10 percig hitdttiik a tenyészetet
jeges vizfiirdbben, majd centrifugaldssal (4000 g, 10 perc, 4°C-
on) osszegy(Gjtottiik a sejteket. A sejtekbbl 4116 csapadékot fol-
szuszpenddltuk hideg, 10 mM MgSO, oldatban és azonnal udjra le-
centrifugdltuk. Ezutdn djra felszuszpenddltuk 100 ml hideg, 30

mM CaCl, oldatban és jégen inkubdltuk 20 percig.

.
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A sejteket centrifugdldssal ismét Osszegyfijtottiik, majd
félszuszpenddltuk 10 ml 30 mM CaCl,-ban. Ebb6l a sejt szuszpenzi-
Ob6l masfél ml-t adtunk a 2. Példdban készitett ligdlt DNS-hez,
amelyet elb6zb8leqg szintén 30 mM-os CaCl,-ban vettiink fel. A sejt-
DNS keveréket jégen inkubdltuk fél 6rdig, 90 masodpercig h&sok-
koltuk 42°C-on és ismét jégre tettiik kb. két percre. Ezt a
keveréket 10 ml LB-ben higitottuk egy 125 ml-es palackban és egy
6raig inkubdltuk 37°C-on. Egy szdzad pl-nyi egységet ampicillint
tartalmazé LB-agar lemezre kentiink és 37°-on inkubdltuk a telepek
megjelenéséig. Egy masik lehet6ség, hogy a DNS-t a kereskedelem-
ben kaphaté (BRL, P.O.Box 6009, Gaithersburg, MD 20877) E. coli
K12 HB10l1 kompetens sejtekbe transzformdljuk.

A telepeket kildn folndvesztettilk és a kiildondlld tele-
pek plazmid DNS-eit restrikcidés enzim analizissel és gélelektro-
forézissel vizsgaltuk. A plazmid DNS-t az 1. Példdban leirt médon
izolaltuk, de kisebb léptékben és a CsCL-grddiens lépést elhagy-
tuk amig a keresett E. coli K12 HB101/pHKCE-10 transzformianst meg
nem taldltuk. A pHKCE-10 plazmid funkcidit és restrikcids helyeit
tartalmazé térképet a csatolt rajzok koziil a 3. abrdn mutatjuk

be.
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Az emberi kappa konstans régié génjéhez kapcsolt murin
kappa lanc varidbilis régiéjat kédolé gént tartalmazd eukaridta
expresszids vektort a pSV2gpt vektor félhaszndldsdval készitet-
tiik.A pSV2gpt bdarki szdmdra hozzaférhetd az ATCC-t81 az ATCC-
37145 raktari szam alatt. Koriilbellil 1 ug pSvVgpt plazmid DNS-t
a 2. Példa tanitdsa szerint megemésztettliink EcoRI restrikcids en-—
zimmel, azzal a kiilonbséggel, hogy 10X EcoRI puffert (500 mM
NaCl; 1 M Tris—-HCl, pH=7.5; 50 mM MgClz) hasznaltunk emésztd puf-
ferként. Etanolos kicsapds és tisztitds utdn az EcoRI végeket
f61to1tottik 10 pul, a dezoxiribonukleotidokat (4ATTP, 4AGTP, dCTP,
dATP) 5 mM-os koncentrdcidban tartalmazé oldat, 2 egység Klenow
enzim és 5 pul 10X Klenow puffer (500 mM Tris-HCl, pH=7.5; 100 mM
MgCl, és 10 mM DTT) hozzdaddsaval 50 ul végtérfogatban. A reakci-
6t 30 percig hagytuk lejdtszédni szobahbémérsékleten, majd a keve-
réket fenol/kloroformmal extrahdltuk, etanollal kicsaptuk a DNS-t
és végiil 5 ul vizben djra feloldottuk.

Ezutdn a feltdltdtt vektorhoz hozzdadtuk a linkereket.
A Clal linkerek a d(pCATCCGATG) szekvenciat tartalmazzak és a
NEB-t61 vasdroltuk (Beverly, Massachusetts). Alternativ megoldas-
ként a linkereket szintetizdlhatjuk is a kereskedelemben megvasa-

rolhaté késziilékekkel, mint példaul az Applied Biosystems (850
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Lincoln Center Drive, Foster City, CA 94404) &ltal forgalmazott
foszforamidok kémidjdt folhaszndld 380A DNS szintetizator. DNS
szintetizdldsra szolgdld egyéb eljdrasok is ismertek a szakterii-
leten. A hagyomdnyos, foszfotriésztert médosité, egyszalui DNS
szintézisére szolgdld médszert Itakura és munkatarsai 1977-ben
a Science 198:1056 valamint Crea és munkatdrsai 1978-ban a Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 75:5765 szdmdban irtak le. Tovabbi, kiildndsen
kedvelt DNS szintetizdld eljards olvashatd a Hsiung és munkatar-
sai, 1983, Nukleic Acid Research 11:3227 valamint Narang és mun-
katarsai, 1980, Methods in Enzimology 68:90 4ltal irt publikdci-
6kban.

Korilbeliil 2 pg ClaIl linkert kapcsoltunk egy 10 ul 5X
Kindz puffert (300 mM Tris-HCl, pH=7.8; 50 mM MgCl,; 25 mM DTT),
5 p#l 5 mM ATP-t, 24 ul H,0-t, 0.5 pul T4 polinukleotid kindzt
("2.5 egység a P-L Bichemicals meghatdrozdsa szerint), 5 ul 1
mg/ml BSA-t, és 5 pl 10 mM spermidint tartalmazdé keverékben 30
perces 37°C-on végzett inkubdldssal. Kérililbeliil 12.5 pl kapcsolt
Clal linkert adtunk kb. 500 ng EcoRI-gyel vagott és feltdltodtt
pSV2gpt vektorhoz és a l1ligdldsi reakcidét a 2. Példa tanitdsanak
nmegfelelben végeztlk. A vektort elektroforizdltuk, DEAE 81 papir-
ré6l visszaizoldltuk és tisztitottuk, majd Onmagdval lig&ltuk és
transzformdltuk E. goli HB101 sejtekbe a 3. Példa tanitasanak
megfelelden. Az ampicillin rezisztens telepekbdl izolalt plaz-
midokat ellenbriztik és a megfeleld ClaTl restrikcidés helyet tar-

talmazdak voltak a kivant pSv2gpt-Cla plazmidok.
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Koériilbeliil 1 ug pSV2gpt-Cla plazmidot megemésztettiink
a 2. Példaba tanitdsa alapjan, azzal a kiildnbséggel, hogy Clal
és BamHI enzimeket haszndltunk, majd a megkdzelitbleg 4.5kb
BamHI-ClaT restrikciés fragmentet agaréz gélb&6l DEAE 81 papiron
visszaizoldltuk és tisztitottuk. A pHKCE-10 plazmidot azonos mé-
don megemésztettiik, a 9kb BamHI-Clal fragmentet visszaizolaltuk
és tisztitottuk. Ezt a "9kb méretf restrikciés fragmentet, amely
tartalmazza az emberi kappa ldnc konstans régiét kédold génhez
kapcsolt CEM 231. 6.7 ellenanyag murin kappa ldnc varidbilis ré-
gidénak a génjét, ligaltuk a pSV2gpt-Cla vektor kodriilbeliil 4.5kb
méret ClaT-BamHI fragmentjébe. A 1ligalt keveréket E. ¢oli HB101-
be transzformdltuk és az ampicillin rezisztens telepekb&l izol4dlt
plazmidokon ellendriztiik a megfeleld restrikciés hely meglétét.
A megfeleld helyet tartalmazé plazmid volt a keresett pGCEMK. A
PGCEMK plazmid funkcidit és restrikciés helyeit bemutaté térképet

a csatolt rajzok kozil a 4. dbran mutatjuk be.
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A CEM 231. 6. 7 murin ellenanyag gamma varidbilis régi-
6jat kédolé gént hordozé pMHCE-30 plazmid az E. ¢oli K12 HB101/
PMHCE-30 torzsb6l izoldlhatd, amelyet az ATCC-nél 1988 marcius
1.-én helyeztink letétbe és barki szdmdra hozdférhet§ a ATCC
67640 raktdri szam alatt. Az emberi gamma ldnc konstans régidjat
k6dolé gént hordozdé pHG1Z plazmid az E. g¢oli K12 HB101/pHG1Z
tdrzsb6l izoldlhatéd, amelyet szintén letétbe helyeztink 1988 mar-
cius 1.-én az ATCC-nél és hozzaférhetd az ATCC 67638 raktari széam
alatt. A pMHCE-30 és pHG1Z plazmidok funkciébit és restrikciés he-
lyeit tartalmazé térképeket a csatolt rajzok kozil az 5. és 6.
abrdn mutatjuk be.

A murin varidbilis nehéz lanc gént a kovetkezd mbédon
kapcsoltuk az emberi gamma-1 génhez. Korilbelil 10 ug pMHCE-30
plazmidot megemésztettiink Clal restrikcids enzimmel (1 egység/
#g DNS) majd ezutdn HindITI-mal részleges emésztést végeztiink,
hogy megkapjuk a megkdzelitbdleg 5.3kb méreti ClaI-HindIII rest-
rikcidés fragmentet, amely a nehéz lanc varidbilis régidé génjét
hordozza. A részleges emésztést 0.1 egység/ug DNS adasdval és
minddssze 1 6éra 37 C-on valéd inkubdlassal végeztiik. Kdrililbeliil 1
ug, emberi gamma-1 gént tartalmazé pHG1Z plazmidot szintén meg-

emésztettiink ClaT és HindITI enzimekkel. A pMHCE-30 plazmid 5.3kb
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korili restrikciés fragmentjét gélbdl és DEAE 81 papirrél vissza-
izoldltuk a 2. Példaban leirt médon. Az igy kapott fragmentet li-
galtuk a pHG1Z vektor ClaI-HindIITI helyére 500 ng inszert és 200
ng emésztett vektor DNS folhaszndldsdval 10 ul végtérfogati liga-
16 elegyben a 2. Példa tanitdsdanak megfeleld médon. A kapott E.
¢oli K12 HB101 transzformdnsokbél a plazmidok restrikcids térké-
peinek segitségével azonositottuk a humdn gamma-1 konstans régié
génjéhez kapcsolt murin nehéz lanc varidbilis régiét kédold gént
tartalmazé plazmidokat, amelyek a kivant pHGCEM-30 plazmidok vol-
tak. A pHGCEM-30 plazmid funkcidit és restrikcids helyeit tartal-

mazé térképet a csatolt rajzok koéziil a 7. abrdn mutatjuk be.

6. Példa

mid készité

A kiméra Ig gént beépitettiik egy eukaridta expresszids
vektorba a 4. Példdban részletezett médon. Az alkalmazott vektor
a pSv2neo plazmid volt, amely barki szdmdra hozzaférhetd az ATCC-
t6l az ATCC 37149 raktari szdm alatt. Ehhez a vektorhoz a 4. Pél-
da tanitdsdnak megfeleld médon kapcsoltuk a Clal helyet és igy

jutottunk a pSV2neo-Cla plazmidhoz. 1 ug koriili pSv2neo-Cla plaz-
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mid DNS-t magemésztettiink Clal és BamHI restrikcids enzimekkel

1 egység/ug DNS—-t haszndlva belbliik. A pHGCEM-30 plazmidot szin-
tén teljesen megemésztettiik Clal restrikcids enzimmel BamHI en-
zimmel (0.1 egység/ug DNS) pedig részlegesen, hogy hozzdjussunk
a megkodzelitbleg 12.7kb méretf ClaI-BamHI restrikcidés fragment-
hez, amely tartalmazta a kiméra varidbilis és gamma-1 régidkat
k6édold géneket. Ezt a fragmentet DEAE 81 papiron izoldltuk és 10
ul TE pufferben eludltuk. A ligdldast 50 ng vektor DNS és 400 ng
“12.7kb méretl inszert DNS felhaszndlasaval végeztiik 10X 1ligicids
puffer, 10 mM ATP és T4 DNS ligdz enzim hozzajuk addsdval 12°C-on
egy éjszakan 4t a 2. Példa tanitdsdnak megfeleld médon. E. coli
K12 HB101 sejteket transzformdltuk és restrikcids térképezéssel
azonositottuk a kivant pNCEMGf plazmidot. A pNCEMG1 plamid funk-
cidit és restrikcids helyeit tartalmazé térképet a csatolt rajzok

koézil a 8. abrdn mutatjuk be.
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1. Példa
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A pTZK910 plazmid hordozza a 9. 2. 27 kappa varidbilis
régiot kédold gént a pTZ218U plazmidba épitve. A pTZK910 plazmid
izolalhatd az E. coli K12 JM109/pTZK910 az NRRL-nél 1989. &prilis
7.-én letétbe helyezett tdOrzsbdl, amely az NRRL B-18478-as rak-
tdri szdmon barki szdmdra hozzdférhetd. A pTZK910 plazmid funkci-
6it és restrikcids helyeit tartalmazé térképet a csatolt rajzok
ko6zlil a 9. dbran mutatjuk be. A pTZK910 plazmidot az 1. Példa ta-
nitdsdban leirt médon tisztitottuk, azutdn ebbdl izolaltuk a 9.
2. 27 kappa varidbilis régidét koédold gént , hozzdkapcsoltuk a
linkereket és igy beépitettiik a pGCEMK expressziés vektorba.

Koriilbeliil 2 pug pTZK910 plazmid DNS-t a 2. Példaban le-
irt médon megemésztettiink azzal az eltéréssel, hogy a DdelI rest-
rikcidés enzimet és a hozza valdé 10X DdelI puffert ( 1.5 M NaCl;
60 mM Tris-HCl, pH=7.5; 60 mM MgCl,) haszndltuk. A kdvetkez6 1é-
pésben a DdeI-gyel emésztett plazmidot tisztitottuk és BamHI
restrikciés enzimmel megemésztettiik 10X BamHI puffert (1.5 M
NaCl; 60 mM Tris-HCl, pH=7.5; 60 mM MgCl,) hasznadlva. A plazmidot
ezutdn elektroforézis gélen mgfuttattuk, DEAE 81 papirt haszndlva
izolaltuk és tisztitottuk a megkdzelitbdleg 357bp hosszi DdeI-
BamHI restrikcidés fragmentet, amely tartalmazza a 9. 2. 27 kappa

varidbilis régiéjat k6dold gén tdbbségét.
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A pTZK910 plazmid DdeI-BamHI fragmentjének expresszids
vektorba torténd ligdldsdnak megkdénnyitése érdekében egy linker-
készletet készitettilink. Az oligonukleotidokat a tudomanyteriileten
jél ismert eljardsokkal Allitottuk eld és a 4. Példdban ezt le
is irtuk. E16sz6r elkészitettiink egy olyan linkert, amely az
egyik végén BglII felismerd helyet, a madsik végén Ddel felismerd

helyet tartalmaz és a kovetkezd nukleotid szekvencidbél &ll:

5:~GATCTGAATTCC  -3-
3'—____ ACTTAAGGAGT-5-
BgllI DdeI

A két szdlat kilon szintetizdltuk majd mindkettd6bS1 koriilbeliil
100 pmélt Osszekevertiink 5 yl TE pufferben, fdlmelegitettiik 70°C-
ra és egy éjszakdn &t hagytuk lassan leh@lni 12°C-ra, hogy a sz&-
lak onmaguktdél Osszekapcsolédjanak.

Hasonld médon szintetizdltunk egy masik linkert is ami
az 5 végén BamHI hellyel a 3' végén pedig egy SstII hellyel ren-
delkezik. Ez a linker tartalmazza a 9. 2. 27 kappa varidbilis ré-
gidé NH, termindlis végének 15 aminosavat k6dold szekvencidt plusz
egy eukaridéta splicing-helyet. A linker szekvencidja:
5'=-GATCCTCTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAACGTAAGTACCGC -3
3= GAGAGTGCAAGCCGAGCCCCTGTTTCAACCTTTATTTTGCATTCATGGCGCC~5"

BamHI SstIT
Mindkét sz4lbdl koriilbeliil 100 pmélt dsszekapcsoltunk, azutédn ezt
a BamHI-SstIT linkert, az Osszekapcsolt BglII-Ddel linkert és kb.
0.5 pg—-ot a pTZK910 plazmid DdeI-BamHI fragmentjébdl Osszeligal-

tunk a 4. Példa tanitdsdnak megfeleld médon. A ligdlast kdvetben

az elegyet BglII és BamHI enzimekkel kezeltiik. Az ily médon ka-
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pott 420bp-nyi BglII-SstITI restrikciés fragmentet, amely a 9. 2.
27 kappa varidbilis régiét kédold szekvencidt hordozza, a 2.
Példa tanitdsdanak megfelelbden gélbdl tisztitottuk.

Korlilbeliil 1 ug pGCEMK plazmidot megemésztettiink BglII
és SstIT restrikcidés enzimekkel és a nagy vektor-fragmentet gél-
b6l tisztitottuk. Ez a vektor tartalmazza a humdn kappa l&nc
konstans régiéjanak a génjét és a gpt rezisztencia gént, de nincs
rajta a CEM kappa varidbilis régiénak a génje. A 9. 2. 27 varia-
bilis régidét hordozé “420bp méreti BglII-SstII restrikcidés frag-
mentet beligdltuk a BglII/SstII emésztett pGCEMK plazmidba. A
transzformdlast és a visszaizoldlast kovetden azok a plazmidok,
amelyek a megfeleld restrikcidés helyeket tartalmaztdk a kivant
pG9. 2. 27K plazmidok voltak. A pG9. 2. 27K plazmid funkcidit és
restrikcidés helyeit tartalmazé térképet a csatolt rajzok koziil

a 10. abran mutatjuk be.

oooooo
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A DN9, 2, 27G]1 plazmid készitése

A. A_DPNCEMG1ANAB2AS2 plazmid készitése

Annak érdekében, hogy megvaldsitsuk a 9. 2. 27 kiméra
gamma-1 gén expresszidjat eukaridétdban elbszdr egy NotI helyet,
kettd BamHI helyet és kettd Sall helyet kellett eltavolitanunk
a pNCEMG1 plazmidbdél. Koriulbeliil 1 ug pNCEMG1 plazmid DNS-t mege-
mésztettiink NotI restrikcidés enzimmel 10X NotI puffert (1.5 M
NaCl; 100 mM Tris-HCl, pH=7.9; 100 mM MgCl,) hasznalva. Etanolos
kicsapds utdn a NotI végeket foltoltottiik 10 ul a ATTP, d4GTP,
dCTP és dATP nukleotidokat 5 mM koncentrdcidéban tartalmazé elegy,
két egység Klenow enzim és 5 ul 10X Klenow puffer (0.5 M Tris-
HCl, pH=7.5; 0.1 M MgCl, és 10 mM DTT) hozzaadasaval 50 pl reak-
cidé térfogatban. 30 perc utdn a reakciét fenol/kloroform extrak-
ciéval ledllitottuk, és ligalt DNS-t E. ¢oli K12 HB101-be transz-
formdltuk. A plazmidok, amelyek a NotT hely, ami tulajdonképpen
a struktirgén 5'vége, delécidjdt mutattdk a pNCEMG1AN plazmidok
voltak.

A fentiekhez hasonld médon, a pNCEMG1AN plazmidot rész-
legesen megemésztettiik BamHI restrikcidés enzimmel, azutadn Klenow-
val kezeltiik, hogy kiejtsik a plazmidon taldlhatdé két BamHI he-

lyet. A random plazmidok transzformacidéja és visszaizoldlas utan
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a CEM struktirgén 5°'végén levd egyik BamHI hely és a human kappa-
1 gén és a neomicin rezisztencidt biztositd gén kodzott 1évd masik
BamHI hely delécidéjat mutatd plazmidok a kivdnt pNCEMG1ANAB2
plazmidok. Meg kell jegyezniink, hogy a pNCEMG1ANAB2 plazmidon még
maradt egy BamHI hely koézvetleniil a CEM varidbilis réginak a 3’
végénél.

Végiil a pNCEMG1ANAB2 plazmidon kozvetlenil az emberi
gamma 1 gén 5° végénél taldlhatd két SalTl helyet tavolitottuk el.
Korilbeliil egy mikrogram pNCEMG1ANAB2 plazmidot emésztettiink Sall
restrikcidés enzimmel, autdn Klenow-val kezeltiik, hogy kiejtsiik
a SalTl helyeket. A plazmidok transzformdldsa és visszaizoldlés
utdn azok, amelyek a két Sall hely deléciéjat mutattdk a kivant

PNCEMG1ANAB2AS2 plazmidok voltak.

B. A pN9, 2, 27G]1 plazmid készitése

A pG4G21 plazmid a pGEM4 plazmidba beépitett 9. 2. 27
gamma varidbilis régiét kédold gént hordozza. A pG4G21 izoldlhatéd
az E. ¢oli K12 DH5/pG4G21, 1989. dprilis 7.-én letétbe helyezett
tdrzsbbl, amely barki szamdra hozzaférhetd az NRRL B-18479 rak-
tari szdm alatt. A pG4G21 plazmid funkcidit és restrikcids helye-
it bemutatd térképet a csatolt rajzok koziil a 11. abran szemlél-

tetjik. Az 1. Példa tanitdsa szerint izoldltuk a pG4G21 plazmi-
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dot, azutdn ebbdl a 9. 2. 27 gamma varidbilis régidét kédold gént
izolaltuk, hozzdadtuk a linkereket és beépitettiik a
PNCEMG1ANAB2AS2 expresszids vektorba.

Koriilbeliil 2 ug pG4G21 plazmidot emésztettiink a 2. Pél-
da tanitdsdnak megfeleld médon azzal az eltéréssel, hogy ECORI
restrikcids enzimet és 10X EcCQRI puffert haszndltunk. A kdvetkezbd
lépésben az ECQRI-gyel emésztett plazmidot tisztitottuk és MaeIIll
restrikcids enzimmel megemésztettilk 10X MaeIII puffert haszndlva.
A plazmidbél elektrofézis utan DEAE 81 papirral izoldltuk a meg-
k6zelitbleg 421bp méreti ECORTI-MaeIII restrikcidés fragmentet, a-
mely tartalmazta a 9. 2. 27 gamma varidbilis régidét kédold gén
tobbségét.

Hogy megkonnyitsik a pG4G21 plazmid EcoRI/MaeIlIIl frag-
mentjének expresszids vektorba torténd klénozdsdt néhany linkert
készitettlink. A egyik végén BglII helyet a masik végén EcCoRI
helyet tartalmazdé linkrt szintetizdltunk, a szdlait oOsszekap-
csoltuk és az EcoRI/MaeIIII restrikciés fragmenthez ligdltuk a
7. Példa tanitdsa szerint.

A linker szekvenciaja:

5'-GATCAGGGTCCG -3
3= TCCCAGGCTTAA-5"
Belr ECORI

Hasonlé médon szintetizdltunk egy masik linkert, amelyik az 5-
végén egy MaeIII, a 3 végén egy BamHI hellyel rendelkezik. Ez a
linker tartalmazta a 9. 2. 27 gamma varidbilis régid NH, ter-

mindlis végének 5 aminosavat plusz egy eukeridéta splicing-helyet.
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A szekvencidja a kovetkezb:

5'=GTCACCGTCTCCTCAGGTAAG -3
3= GCAGAGGAGTCCATTCCTAG-5
MaeIlTI BamHI

A linker szdlait Osszekapcsoltuk, azutdn ezt a MaeIITI-BamHI lin-
kert, az Osszekapcsolt EcoRI-MaeIII linkert és a koriilbeliil 0.5
ug pG4G21-bbl szdrmazd EcoRI-MaelIII restrikcids fragmentet dssze-
ligdltuk 4. Példa tanitdsanak megfelelb4en. A ligdlast kovetbden
az elegyet BclT és BamHI restrikcidés enzimekkel kezeltiik, azutan
a megkozelitbleg 462bp-nyi BclI-BamHI restrikcids fragmentet gél-
b6l tisztitottuk a 2. Példa tanitasanak megfelelben. Ez a rest-
rikcidés fragment tartalmazta a 9. 2. 27 gamma varidbilis régiét
kédolé szekvenciat.

BclI és BamHI enzimekkel megemésztettiink koriilbeliil 1
pg DNCEMG1ANAB2AS2 plazmid DNS-t és a vektort gélbbl tisztitot-
tuk. Ez a vektor tartalmazta a neomicin rezisztenciat biztositd
gént és az emberi gamma 1 konstans régié génjét, de nincs rajta
a CEM gamma varidbilis régié génje. A korilbelil 462bp nagysagi
9. 2. 27 gamma varidbilis régid génjét tartalmazé BclI-BamHI
restrikcidés fragmentet beligdltuk a BclI/BamHI emésztett
pPNCEMG1ANAB2AS2 plazmidba. A transzformldldst és visszaizoldlast
kovetben a megfeleld restrikcidés helyeket mutatdé plazmidok a
kivant pN9. 2. 27G1l plazmidok. A pN9. 2. 27G1 plazmid funkciédit
és restrikciés helyeit tartalmazé térképet a csatolt rajzok koziil

a 12. abran mutatjuk be.
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9., Példa
A kiméra 9, 2. 27 ellenanvag expresszidja eukaridta
sejtekben
A A kimé O 2 n 414134 imér

konstrukcidval

A transzfektdlasra hasznalt kénnyd lanc immunglobulin
plazmid, amint azt a 7. Példaban leirtuk, a pG9. 2. 27 plazmid.
A kiméra varidbilis konnyG lanc (V,) génjét a humdn kappa génhez
kapcsolva hordozd pG9. 2. 27 plazmidot elbszor az SP2/0 hibriddma
sejtekbe transzfektdltuk elektropordacidés technikdkkal, dgy aho-
gyan azt Toneguzzo és munkatdrsai, (1986) Molecular and Cellular

Biology 6:703, Chu és munkatarsai, (1987) Nucleic Acid Research
15:1311 leirtdk. A kiméra gének recipiense az SP2/0-Agl4 hibridé-

ma sejt. Az SP2/0-Agl4 sejtek barki szadmdra hozzaférhetbdek az
ATCC-t61 az ATCC CRL 1581 raktdri szam alatt. Az SP2/0-Agl4 sej-
tek 5% FCS-t tartalmazé taptalajban nbnek és hdrom napig a loga-
ritmikus novekedési fadzisban tartva végrahajhaté az elektropora-
cié. Hisz mikrogram pG9. 2. 27 plazmid vektort Pvul (1 egység/ug
DNS) restrikciés enzimmel linearizdltunk Pvul puffert haszndlva
(Gibco-BRL, Gaithersburg, Maryland). A transzfekcidé eldtt az
SP2/0 sejteket Oszegyfjtottiik IEC klinikai centrifugdn végzett

centrifugdldssal (10 perc szobahfmérsékleten). Ezutdn a sejteket
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hiromszor mostuk 6 mM dextréz tartalmi Hanks féle pufferelt séol-
datban (Gibco Laboratories, Grand Island, New York) és udjra
szuszpenddltuk az egészet, uUgy hogy a sejtsfrfiség 3.0 x 107 sejt/
ml legyen. 0.3 ml-es egységeket (1 x 107 sejt) kivesziink és a kii-
vettidban hozzdadjuk a linearizalt DNS-t. Ezt a keveréket 10 per-
cig jégen tartjuk. Az elektropordciét 0.8 mm-es elektréddal (P/N
472) és a BTX 100 Transzfektorral (BTX, Inc. San Diego, CA.) vé-
geztik 3 impulzus, 100 psec. 300 V fesziiltség bedllitdsa mellett.
Az elektropordlt sejteket tdaptalajban szuszpendaltuk 2 x 10°
sejt/ml sGr(iségre és igy tartottuk 72 6rd&n &t 37°C-on, 5% co,
koncentrdcidé mellett T75-6s csdvekben. Ezutdn a sejteket 24 he-
lyes lemezre szétraktuk 4 x 10* sejt/ml-es sfiriséggel; a pG9. 2.
27 plazmidot tartalmazé SP2/0 sejteket a Sigmatél (St. Luis, Mis-
souri) beszerezhetd 1 ug/ml-es HMAX 1.0 médiumba (50 ng/ml Hipo-
xantin; 250 ng/ml mikofenol sav; 50 ug/ml Xantin) tettiik 4t. 200
ul fellliszét Osszegyijtottiink minden HMAX rezisztens koldéniat
tartalmazé mintahelyb8l. Ezt a feliiliszét megvizsgaltuk az emberi
kappa konstans régié génjének a jelenlétére, ami jelzi a pG9. 2.

27 plazmidon 1évd gének expresszidjat.

teny o
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B. A kiméra 9. 2. 27-et kivdlaszté SP2/0 seitek azonositésa

A human kappa gént expresszald, transzfektdlt SP2/0 sejteket
a standard ELISA-teszttel (gzyme-linked immunogorbent assay) azo-
nositottuk ahogyan azt Engvall, E. és Perlmann, P., Immunoche-
mistry, 8:871-874 (1971) koOzleménylkben az emberi kappa léancra
leirték.

A tesztnek az volt a célja, hogy azonositsuk vele
azokat a sejteket, amelyek szekretdljdk az emberi kappa 1 génhez
kapcsolt, és a 9. 2. 27 murin hibridéma sejtekbdl izoldlt murin
varidbilis régidbdl dsszedllitott pG9. 2. 27 plazmid dltal kédolt
polipeptidet. Tiz mM ndtrium foszfat oldatbdél (pH=7-8) készitet-
tiink 5 pg/ml koncentrdciéjui, kecskébdl izoldlt humdn kappa lanc
ellenanyag (Tago # 4106) oldatot. A 96 helyet tartalmazé lemez
valamennyi helyére tettiink 50 pl-t ebbb6l az oldatbdl. Azutdn a
lemezt 37°C-on inkubdltuk egy éjszakan a&t, majd atdblitettiik viz-
zel és PBS+0.1% Tween (w/v) oldattal. A feliiliszébdl dtven ul-t
adtunk valamennyi mintahelyre és két 6rdt inkubdltuk szobah&dmér-
sékleten. Ismét Atoblitettiik a lemezt a fentebb részletezett
médon. A kecske emberi kappa ldnc elleni ellenanyag alkalikus
foszfatdz konjugdtumdt (Tago # 2496) 1:1000-re higitottuk ugyan-
abban a felliiliszéban. Mintahelyenként 100 pl-t adtunk és egyérdig
hagytuk allni szobahbmérsékleten. Az alkalikus foszfatdz szubszt-
rdtjat a csomagon levd itmutatds alapjan készitettiik; egy tablet-

tdt oldottunk 3 ml desztilldlt vizben és ennek a szubsztrdtnak
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150 pul-ét tettiikk a mintahelyekre, majd 30 percig inkubaltuk 37°C-
on. A reakcidét 50 ul 300 mM EDTA hozzdaddsaval allitottuk le és
405 nm-en megmértik az abszorpcidkat. A kappa expresszié legma-
gasabb értékeit mutatd feliiliszdkat azonositottuk és a sejteket
a megfeleld helyekrdl tovabb vittik, hogy bejuttassuk a pN9. 2.

27G1 kiméra konstrukciét.

cC. kimé k 1an m i kcidj
imér hé 3 k

A 8. Példaban részletezett konstrukcidébél szdrmazd pN9.
2. 27 nehéz lanc immunglobulint kédolé plazmidot hasznaltuk az
SP2/0 sejtek transzfektdldsdra. A kiméra 9. 2. 27-humdn kappa
lancot expresszdld sejtek populdciéjat elektropordltuk a kiméra
9. 2. 27 nehéz lanc gént hordozd plazmid konstrukciéval. A kiméra
kappa lancot termeld SP2/0 sejtek (SP2/0-K) elektropordcidéjahoz
a logaritmikus ndvekedési fazisban tartottuk a sejteket hdrom na-
pig és ugy végeztiikk az elektropordciét. Hisz mikrogram pN9. 2.
27G1 plazmid DNS-t linearizaltunk Pvul enzimmel megfeleld puffer-
ben. Osszegyfijtéttik a sejteket, mostuk, ijra szuszpenddltuk 3x
107 sejt/ml sfrfiségfire, amint azt a 9A. Példaban részleteztik.
Hozzdadtuk a DNS-t és elektropordlds alatt 10 percig jégen tar-
tottuk. Az elektropordlast 250 V-tal 5 msec.-ig tarté impulzusok-
kal végeztiik. A sejteket 2.5 x 107 sejt/ml koncentraciéban eml8s

szovettenyésztd folyadékba, példaul HH2 (vagy ehhez hasonlé DMEM
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illetve RPMI) plusz 5% FCS, plusz HMAX 1.0 tettik 72 érara 37°C-
ra és 5% CO,~ba. A kovetkezd lépésben ezeket a sejteket raktuk
4t 5 x 10*/ml koncentrdciéban HMAX 1.0 és G418 antibiotikumot
(Geneticin, Gibco-BRL, Gaithersburg, Maryland) 500 ug/ml kon-
centraciéban tartalmazdé 24 mintahelyes lemezre. A szelekcidt 14
napig tartottuk fenn mialatt azonositottuk a HMAX/G418 rezisztens
telepeket tovabbi elemzések céljara.

A tudomanyteriileten jaratosak el6tt nyilvanvalé, hogy
a taldlmdny médositdsa és valtoztatdsa lehetséges anélkiil, hogy
eltérnénk a taldlmdny lényegi aspektusatédl. Szandékaink szerint
a kovetkezd szabadalmi igénypontok magukban foglaljdk az Osszes

médositast és valtoztatast.
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zabadalmi igénypontok

Eljards kiméra ellenanyag lancok expresszalasara

transzfektalt és transzformdlt sejtekben azzal jellemezve, hogy

az ellenanyag lancok a CSP-hez ko6t6dd a varidbilis régidkat tar-

talmaznak és

a, olyan rekombindns DNS vektort készitiink, amely

a kovetkezb aminosav szekvenciaval rendelkezd

kénny@ lanc varidbilis régiét kédold gént

hordozza:

Asn—Ile—Val—Leu—Thr-Gln-Ser-Pro-Ala—Ser
LeunAla—Val—Ser—Leu-Gly—Gln—Arg—Ala-Thr
Ile-Ser—Cys—Arg—Ala—Ser—Glu—Ser—Val—Asp
Ser—Tyr—Gly—Asn—Ser—Phe—Met-His—Trp—Tyr
Gln~Gln—Lys—Pro—Gly—Gln—Pro-Pro-Lys—Leu
Leu—Ile—Tyr—Leu—Ala—Ser—Asn—Leu—Glu—Ser
Gly—Val-Pro-Ala—Arg-Phe—Ser-Gly—Ser—Gly
Ser—Arg—Thr—Asp-Phe—Thr—Leu—Thr—Ile-Asp
Pro—Val-Glu—Ala-Asp-Asp—Ala-Ala—Thr—Tyr
Tyr—Cys—Gln-Gln—Asn-Asn—Glu—Asp-Pro—Leu
Thr-Phe—Gly—Ser—Gly-Thr—Lys—Leu—Glu—Ile
Lys-Arg
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b, a vektort emlds gazdasejtbe transzfektdljuk vagy

transzformdljuk

c, a gazdasejtet a konny@ lanc gén expresszidjanak

megfeleld korilmények kozott torténd tenyésztijiik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemezve,
hogy a rekombindns DNS vektorként a 10. abrdn bemutatott pG9. 2.
27K plazmidot alkalmazzuk.

3. A 2. igénypont szerinti eljards azzal jellemezve,
hogy a transzfektdlt vagy transzformdlt sejtként az SP2/0 sejtet
alkalmazzuk.

4. Eljards kiméra ellenanyag lancok expresszdlasdra
transzfektdlt vagy transzformdlt sejtekben, azzal jellemezve,
hogy az ellenanyag lancok CSP-hez ko6t6d6 varidbilis régidkat
tartalmazna