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DNA samt anvendelse af DNA-sekvensen for et pollen allergen protein

Sammendrag:

Det vigtigste allergene protein Lol pI fra pollen fra rajgres Lolium
perenne L. produceres ved rekombinante DNA-metoder. Der beskrives
0gsd den DNA-sekvens, som koder for ovennazvnte protein, ekspres-
sionsvektorer, verter transformeret med cellelinier indeholdende den
kodende sekvens for Lol pl-proteinet. Der beskrives endvidere
anvendelse af ovennevnte DNA-sekvenser og rekombinante protein ved
nukleinsyrehybridisering, vavsspecifik diagnose og pavisning af
specifikke antistoffer i biologiske prever. Der beskrives desuden
den mulige anvendeise af promotersekvensen for Lol pl ved udvik-
lingsmessig regulering af Lol pl-genekspression eller et hvert andet
gen under udvikling af pollen, ved hazmning af pollenudvikling eller
-virkning og induktion af nuklear hansterilitet.
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Den foreliggende opfindelse angar et vigtigt allergen protein Lol pl fra polien
af rajgraes, Lolium perenne L., samt derivater og homologer heraf, og
allergene proteiner, der er immunologisk besleegtet dermed. Den
foreliggende opfindelse angar naermere bestemt en DNA-sekvens, der koder
for et allergent protein fra pollen fra familien Poaceae. Den foreliggende
opfindelse angar ogsa en ekspressionsvektor og cDNA omfattende DNA-
skvens. Den foreliggende opfindelse angar yderligere en fremgangsmade til
isolering og identificering af DNA, der koder for et allergent protein fra graes
samt anvendelse af en DNA-sekvens.

Allergener udger de mest talrige proteiner i graespollen, som er den vigtigste
arsag til allergene lidelser i tempererede klimaer (Marsh, 1975, Hill et al.,
1979). De forste beskrivelser af deres allergene proteiner viste, at de er
immunokemisk forskellige og er kendt som grupperne |, I, Ili og IV (Johnson
og Marsh 1965, 1966). Under anvendelse af den af International Union og
Immunological Societies' (IUIS) for nyligt foreslaede nomenclatur, beneevnes
disse allergener Lol pl, Lol pll, Lol plli og Lol pIV. Det vigtigste allergen Lol pl
er et surt glycoprotein med molekyleveegt pa ca. 32 kD, og omfatter fire
isoallergene varianter. De andre mindre vigtige allergener, som isoleres fra
rajgraespollen, har en molekylevaegt pa fra 10 til 76 kD (jf. oversigt ifeige Ford
and Baldo, 1986). Allergenet Lol pl udger ca. 5% af den totale maengde
extraherede pollenproteiner, og er et glycoprotein (Howlett & Clarke, 1981)
indeholdende en 5% kulhydratenhed. Undersegelser med kuthydratspaltning
har vist, at kulhydratet ikke bidrager til det allergiske svar. Allergenaktivitet
tabes efter proteolytisk fordejelse (if. redegerelsen ifelge Baldo, Sutton &
Wrigley, 1982), men kan modstd varmebehandling, f.eks. 100 °C i 30 min.
ved neutralt pH (Marsh et al., 1966).

Lol pl defineres som et allergen p.g.a. dets evne til at binde specifikt il IgE i
sera fra rajgraesfelsomme patienter, til at virke som et antigen ved IgG-svar,
og ved at udlase T-cellesvar. De allergene egenskaber er blevet fastlagt ved
direkte hudafprevning pa greespollenfalsomme patienter. Resultaterne viste,
at 84% var hudfelsomme overfor Lol pl (Freidhoff et al., 1986), hvilket viser
dette proteins primeere betydning som det vigtigste allergen. Endvidere
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havde 95% af patienterne, som viste sig at veere graespollenfalsomme,
specifikt IgE-antistof, der bandt til Lol pl, hvilket blev vist ved immunoblotting
(Ford & Baldo, 1986).

Vaesentlig allergen krydsreaktivitet mellem graespolien er blevet vist under
anvendelse af en IgE-bindingsanalyse, feks. radioallergo-sorbenttesten
(Rast), som beskrevet af Marsh (1970) og Lowenstein (1978).

Det immunokemiske forhold mellem Lol pl og andre graespollenantigener er
blevet vist under anvendelse af bade polyklonale og monoklonale antistoffer
(jf. Smart og Knox, 1979; Singh & Knox, 1985). Der er blevet fremstillet
antistoffer mod bade oprensede proteiner og IgE-bindingskomponenter.
Disse resultater viste, at det vigtigste allergen, som er til stede i pollen fra
neert beslaegtede greesarter, immunokemisk svarer til Lol pl (Singh & Knox,
1985).

Yderligere baggrundsinformation angéende graespollenallergener kan findes i
falgende redegorelser:

Marsh (1975), Howlett & Knox (1984), Baldo, Sutton & Wrigley (1982) og
Ford & Baldo (1986).

Nylige fremskridt indenfor biokemien og rekombinant DNA-teknologi har gjort
det muligt at syntetisere specifikke proteiner, f.eks. enzymer, under styrede
betingelser uafhaengig af den organisme, hvorfra de normalt isoleres. Disse
biokemiske syntesemetoder benytter enzymer og subcellulzere komponenter
fra proteinsyntesesystemer i levende celler, enten in vitro i cellefri systemer

eller in vivo i mikroorganismer. | begge tilfaelde er det grundliggende element
tilvejebringelsen af en deoxyribonukleinsyre (DNA) med specifik sekvens,
hvilken indeholder den information, der er kreevet for at specificere den
enskede aminosyresekvens. En sadan specifik DNA-sekvens benasvnes et
gen. Kodeforholdet, hvormed en deoxyribonukleotidsekvens anvendes til at
fastleegge et proteins aminosyresekvens, er velkendt og fungerer ifelge et
seet af fundamentale principper (f. f.eks. Watson, 1976).
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Der kan anvendes et klonet gen til at fastlaeegge aminosyresekvenser af
proteiner  syntetiseret af in__ vitro  systemer.  DNA-dirigerede
proteinsyntesesystemerer er velkendte indenfor fagomradet. Enkeltstrenget
DNA kan induceres til at virke som messenger RNA {mRNA) in_vitro, hvilket
medfarer en meget korrekt translation af DNA-sekvensen.

Det er nu muligt at isolere specifikke gener eller dele heraf fra hejere
organismer, sasom planter, og at overfere generne eller DNA-fragmenter til
en passende vektor, sasom en lambda-gt 11-fag, til mikrcorganismer sasom
bakterier, f.eks. Escherichia coli. Det overforte gen replikeres og formeres

nar den transformerede mikroorganisme replikeres. Den transformerede
mikroorganisme er falgelig udrustet med enven til at frembringe det snskede
protein eller gen, som feks. koder herfor, og enzym, og derpé overfere
denne evne til dets afkom, jf. f.eks. Cohen & Boyer, US. Patent nr.
4237224 og 4.468.464. De bakterielle kloner indeholdende den
rekombinante fag screenes for det bestemte genprodukt (protein) ved hjeelp
af specifikke antistoffer.

lfalge den foreliggende opfindelse kiones det gen der koder for Lol pl, og
dermed muliggeres der fremstilling af recombinant allergen i stor skala.

| et forste aspekt tilvejebringer den foreliggende opfindelse en DNA-sekvens,
der udviser mindst 60 % homologi med den i Figur 5 afbildede sekvens og
koder for et allergent protein fra pollen fra familien Poaceae. Neermere
bestemt tilherer graesarterne familien Poaceae (Gramineae), og mere
fortrinsvis slzegten Lolium. Endnu mere fortrinsvis er det allergene protein
ejendommeligt ved at vaare immunologisk krydsreaktivt med antistof mod Lol
pl-protein fra Lolium perenne-pollen, nemlig:

Pooide (festucoide)-graesser. Gruppe 1. Triticanae: Bromus inermis, glat

hejre; Agropyron repens, almindelig kvik; A.cristatum; Secale cereale, rug;
Triticum aestivum, hvede. Gruppe 2: Poanae: Dactylis glomerata,

hundegrees; Festuca elatior, eng-svingel; Lolium perenne, almindelig
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rajgrees; L.multiflorum, [ltaliensk rajgrees; Poa pratensis, engrapgrees,
P.compressa, fladstrdet rapgrees; Avena sativa, havre; Holcus lanatus,
flejisgraes; Anthoxanthum_ odoratum, vellugtende gulaks; Arrhenatherum

elatius, draphavre; Agrostis alba, krybhvene, Phleum pratense, timothe;
Phalaris_arundinacea, rorgraes. Panicoide graesser, Paspalum notatum,

Bahia-grees, Andropogonoide graesser: Sorghum halepensis, Johnson-grees.

Opfindelsen tilvejebringer endvidere en DNA-sekvens, der udviser mindst 60
% homologi med den i Fig. 5 afbildede sekvens og koder for et allergent
protein fra et pollen fra grees, som er allergent krydsreaktivt med et allergent
pollenprotein fra Lolium perenne, som pavist ved IgE-bindingsstudier.

| et andet aspekt tilvejebringer den foreliggende opfindelse en
ekspressionsvektor omfattende en DNA-sekvens som ovenfor defineret.
Naermere bestemt tilvejebringer opfindelsen et rekombinant DNA-molekyle
omfattende en eukaryotisk eller prokaryotisk replikationsorigin, en
detekterbar marker, en DNA-sekvens som ovenfor defineret, og eventuelt en
promotersekvens, som er i stand til at dirigere transkription af det allergene
protein.

| et tredje aspekt tilvejebringer opfindelsen en veaertscelle, der er
transformeret til at udtrykke et protein eller et polypeptid, der kodes af en
DNA-sekvens som ovenfor defineret. Vaertscellen kan vaere E coli.

Den foreliggende opfindelse tillader derfor fremstilling af rekombinant AP, der
er immunologisk reaktivt over for antistoffer mod Lol pl, ved hvilken man
dyrker en veertscelle indeholdende en vektor som ovenfor defineret, hvilken
vektor indeholder en promoter, der er i stand til ekspression i veertscelien,
den ovenfor definerede DNA-sekvens, som er anbragt nedenstrems for og
transkriberes fra promoteren, en selekterbar marker og en DNA-vehikel
indeholdende en prokaryotisk eller eukaryotisk replikationsorigin, under
betingelser og i et tidsrum, som er tilstraekkeligt til at opretholde det
rekombinante DNA-molekyle stabilt og dirigere syntesen af AP.
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| et fierde aspekt tilvejebringer opfindelsen et cDNA omfattende en DNA-
sekvens som defineret i ethvert af kravene 1-3, og som kan opnas ved, at
man:
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ekstraherer RNA fra rajgraespollen og med affinitetschromatografi
udveelger Poly (A+) mRNA, som skal anvendes som template ved
syntese af enkeltstrenget cDNA,;

syntetiserer og isolerer dobbeltstrenget cDNA,
opretter et lambda-gt 11 cDNA-ekspressionsbibliotek;

screener lambda-gt 11 cDNA-ekspressionsbiblioteket efter induktion
med IPTG under anvendelse af monoklone antistoffer karakteriseret
ved Smart et al., Int Archives of Alfergy and Appl Immunol., 72, 243-248
til at afsgge filterlaft in duplo og identificere og isolere positive phag-
plaques;

udplader plaquene ved lav densitet og udferer filterlaft in duplo af
plaguene;

screener phag-plaquene indeholdende kloner, som producerer protein
allergen ved at inkubere filterlaftene med allergiske antisera eller med
de Smart et al monoklone antistoffer og identificere de kloner, der er
positive, nar de screenes med monoklone antistoffer og positive, nar de
screenes med allergiske antisera;

genindvinder cDNA-indfejelsen fra de allergiske antisera og den
antistof-positive phag og ved starrelsesanalyse identificerer indfajelser
pa ca. 1200 basepar,

indseetter indfojelserne i en plasmidvektor til sekventering og
ekspression,
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sekventerer cONA'et; og

sammenligner det sekventerede DNA's restriktionskort med det i Fig. 9
viste cDNA-restriktionskort og identificerer de kloner, der i det
vaesentlige har samme restriktionskort som det i Fig. 9 viste.

Opfindelsen indbefatter endvidere en fremgangsmade til isolering og
identificering af DNA, der koder for et allergent protein fra polien fra graes,
ved hvilken man anvender et cDNA som ovenfor defineret som en heterolog
probe til isolering af de homologe cDNA-kloner af protein allergener fra pollen
fra grees.

| et femte aspekt angar opfindelsen anvendelse af en DNA-sekvens som
defineret ovenfor ved fremstilling af et protein eller polypeptid, der kodes af
DNA-sekvensen.

| et sjette aspekt angar opfindelsen anvendelse af en DNA-sekvens som
ovenfor defineret eller et cDNA som ovenfor defineret som en probe il
isolering og identificering af nukleinsyre, der koder for det allergene protein
eller polypeptid.

Yderligere egenskaber ved den foreliggende opfindelse vil fremga bedre af
den efterfolgende detaljerede beskrivelse af foretrukne udferselsformer for
opfindelsen i forbindelse med de tilherende tegninger.

| neervaerende beskrivelse anvendes biokemisk standardnomenklatur hvor
nukleotidbaserne benaevnes som adenin (A); Thymin (T), Guanin (G) og
cytosin (C). Andre forkortelser omfatter-

BSA Kvaegserumalbumin.

DEPC Diethylpyrocabonat.

DNA Deoxyribonukleinsyre.
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Dithiothreitol.

Dinatriumethylendiamintetra-acetat.
Isopropyl-thio-beta-D-galactopyranosid.
Luria-Bertani-medium (1% (veegt/volumen)

Bactotrypton, 1% (vasgt/volumen) NaCl & 0,5%
(veegt/volumen) Bacto-gaerekstrakt i vand til pH 7,5).

LIGATIONSPUFFER (10 x oplasning)

LiCl

PEG

pfu

PMSF

PROVEPUFFER

SDS

SM PUFFER

SSC

SSPE

066 M Tris Cl (pH 7,5) 50mM MgCl,, 50mM DTT,
10mM ATP.

Lithiumchlorid.
Polyethylenglycol.
Plaquedannende enheder.
Phenylmethyisulfonylfluorid.

50mM Tris-Cl, pH 6,8, 1,5% (vaegt/volumen) SDS,
50mM DTT, 4M Urinstof, 1m MPMSF.

Natriumdodecylsulfat.

Fagopbevaringspuffer (0.1M NaCl, MgSO47H50,
50mM Tris HCI pH 7,5, 2% (vasgt/volumen) gelatine).

20 x oplesning af 3M NaCl, 0,3M Naj-citrate, pH 7,0.

(0,15M NaCl, 10mM natriumphosphat pH 7,7, 1mM
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8
EDTA Ethylendiamintetra-eddikesyre
TBS Tris-pufret saltoplesning (50mM Tris pH 7,5, 150mM
NaCl).
X-gal 5-Brom-4-chlor 3-indolyl-beta-D-galactopyranosid.

Pa den tilherende tegninger viser figurene felgende:

Fig. 1 viser identification af Lol pl som det veesentligste allergen fra
rajgreespolien med SDS-PAGE og Western-Blotting.

Banerne 1-3. SDS-PAGE-analyse af totale rajgraespollenproteiner og isoleret
Lol pl-allergen, farvet med Coomassie-blét for proteiner. Bane 1, totale
pollenproteiner, Bane 2, Lol pl-isoallergen; Bane 3, Lol pl.

Banerne 4-6. Western-blot af proteiner vist i banerne 1-3, hvilket viser
specifik binding af monoklonal antistof FMC-AIl til Lol pl-allergen. Dette
antistof blev anvendt til at screene cDNA-biblioteket for at udvaeige Lol pl-
allergenkloner. Bane 4, molekylvaegtmarkerer; Bane 5, isoallergen; Bane 6,
Lol pl, 32 kD.

Fig. 2 viser screening af cDNA-biblioteket af rajgraespollen for at udveelge de
specifikke kioner som udtrykker Lol pl-protein i lambda-gt 11-vektor. (a.b):
"Plaque-loft" af 102-103 rekombinante fager behandlet med specifikt antistof
FMC-A!, med (a) cDNA-klon 6, (b) cDNA-klon 12; (c.d): Rescreening af
cDNA-klon 12 med (c) monoklonalt antistof FMC-AI, (d) specifikt IgE fra
rajgraespollenfalsomme patientsera. Rekombinant fag indeholdende den
specifikke allergen DNA-indfejelse pavises ved disse metoder. Antistofferne
paviser alle kloner, som indeholder de antigene determinanter af Lol pl,
medens IgE binder til kloner indeholdende de allergene determinanter af Lol
pl. Alle klonerne var positive overfor monoklonait antistof FMC-AI, idet dette
er basis for screeningen, medens en del binder til IgE, som med klon 12 her.
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Fig. 3 viser analyse af E.- coli-fusionsprotein for identitet Lol pl.

Banerne 1-4. SDS-PAGE farvet med Coomassieblat for proteiner; Bane 1,
ikke-rekombinant lysogen lambda-gt 11-ekstrakt; Bane 2, rekombinant
lysogent lambda-12RL8-ekstrakt, Bane 3, beta-galactosidase rent E. coli-
protein; Bane 4, molekyleveegtmarkerer, 96KD markaren er anfert med en
stierne.

Banerne 5-7. Transbiot pa nitrocellulosemembran; Bane 5 og 8,
molekylevaegtmarkarer, Bane 6, rekombinant lysogent lambda-1 2RL8-
ekstrakt, a indikerer et fusionsprotein identificeret ved binding med FMC-AI,
molekyleveegt a>c. Bane 7, rekombinant lysogent lambda-6RL2-ekstrakt, b
antyder fusionsproteinet identificeret ved binding af FMC-AI, molekylevaegt
b>c. Den storre molekylevaegt af a og b i forhold til ¢ antyder indsaettelse af
cDNAi gt 11-genomet ved lacZ-stedet.

Fig. 4 viser analyse af vaevs- og organspecificiteten af Lol pl-genet i rajgrees.
(a) Slot-blot. 2 ng totalt RNA hver isoleret fra pollen (p), blad (I), redder (r) og
hydratiserede fra (s) blev siot-blottet pa nitrocellulosemembran. Hybridisering
med radioaktive prober for klonerne 6 og 12 (p6, p12) forekommer med
pollen, men der er total mangel pa hybridisering med det andet vaevsRNA.
(b) Northern-blot. Totalt RNA isoleret fra disse rajgreesvaev blev adskilt
elektroforetisk pa en denaturerende agarose gel, overfert til nitrocellulose-
membran og proberet med p6. Hybridisering forekommer alene med
pollenpraven, andet vaevsRNA viser mangel pa hybridisering. Dette bevis
viser, at Lol pl-genet kun udtrykkes i pollen.

Fig. 5 viser en DNA-sekvens pa 1240 basepar, som repraesenterer cDNA-
kionen 12R.

Fig. 6 viser reaktionen mellem rekombinant allergen pGEX-12R (Lol pt) med
IgE fra sammenheaeldt “allergisk” sera. Kulturerne pGEX og pGEX-12R blev
dyrket natten over og derpa fortyndet 1:10 i bouillon og dyrket i 2 timer ved
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37 °C. De blev induceret med IPTG og dyrket i 1 time ved 37 °C. Bakterierne
blev pelletteret og resuspenderet i PBS til 1/20 af dyrkningsmediets volumen.
Bakterierne blev lyseret ved frysning, optaning og ultralydbehandling. Efter
dette blev der tilsat et tilsvarende volumen SDS-gelprevepuffer, og preverne
kogte i 3 minutter for de blev sat pa en 10-15% gradient SDS-PAGE. De
fraskilte proteiner blev overfert il nitrocellulosemembran og disse blots blev
bearbejdet med henblik pa identifikation af IgE-bindingsproteiner under
anvendelse af sammemheeldte sera fra allergiske patienter. Der blev anvendt
125 maerket anti-human |gE-antistoffer (Kallestad Labs USA) som probe.
Fig. 6 viser et typisk autoradiografi hvor bane 1 viser en vektorkontrol uden
IgE-binding, medens banerne 2,3 og 4 viser ekspression af rekombinant Lol
pl i bakteriekulturer inficeret med pGEX-12R.

Fig. 7 Ab og C viser antigen og allergenligheder for proteiner, der er
homologe med Lol pi, i et panel med 17 forskellige graesser. Proteiner blev
oplest med SDS-PAGE fra moden pollen som felger. bane a
molekyleveegtsmarkerer; 1, Bromus inermis; 2, Agropyron cristatum; 3,
Secale cereale; 4; Dactylus glomerata; 5, Festuca elatior; 6, Lolium perenne.

7. L. multifliorum; 8, Poa compressa; 9, Avena sativa; 10, Holcus lanatus; 11,

Anthoxanthum odoratum; 12, Agrostis alba; 13, Phleum pratense, 14,
Phalaris_arundinacea; 15, Cynodon dactylon; 16, Sorghum halepensis; 17,
Zea mays. Fig. 7A viser proteiner i SDS-PAGE-gel farvet med
Coomassieblat. Fig. 7B viser Western-blot proberet med monoklonalt antistof
FMC-AI specifikt for Lol pl, og viser antigene ligheder mellem Lol pl og
homologe allergener i beslaegtede graesser, med undtagelse af bane 15,

Cynodon dactylon. Fig. 7C viser Western-blot proberet med sammenblandet
"allergisk” humansera og anti-Igk-antistoffer, og bekraefter, at Lol pl og dets

homologe allergener i andre greesser er det immunodominerende allergen i
greespollen.

Fig. BA viser en sammenligning af allergenaktivitet for naturlig og
rekombinant Lol pl-protein. Sera fra 28 forskellige patienter, hvoraf nogle er
allergiske overfor grasspollen, blev anvendt til at sammenligne IgE-binding af
naturlig og rekombinant Lol pl-protein. For naturligt Lol pl blev en
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referencestandardprove kebt fra The National Institutes of Health (NIAID),
Bethesda, USA. Denne preve blev fortyndet i 1% (vaegt/volumen) BSA-
oplasning, og 0,5 g blev dot-blottet pa nitrocellulosemembran, og blottene
blev anvendt til IgE-bindingsanalyse. For afprevning af IgE-binding til
rekombinant Lol pl-protein blev klonen lambda-gt 11-12R udtrykt i E. coli -
veertceller. Der blev anvendt "plaque-laft" pa samme made som dot-blot for
afpravning af IgE-binding. Bade plaque-laft og dot-blots blev inkuberet natten
over i en 1:10 fortynding af “allergisk" sera, og binding af IgE blev visualiseret
under anvendelse af anti-human-kanin IgE (Dakopatts, Kebenhavn,
Danmark). Denne inkubation blev fulgt med peroxidasekonjugeret anti-kanin-
ged-1gG, og derpa enzymsubstratet for at opna en farvereaktion. Fig. 8B
viser en korrelation mellem allergenaktivitet for naturlig og rekombinant Lol
pl.

Fig. 9 viser restriktionskort for cDNA-infejelsen til lambda-gt 11-12R, og
strategien ved nukleotidsekvensering.

Den oprindelige kilde til det genetiske materiale er frisk rajgreespollen fra
Lolium perenne L., indsamlet pa marker naer Melbourne, Australien, og

indsamlet polien i store portioner fra en leverander (Greer Laboratories,
Lenoir, NC). Disse pollenkilder har ikke til hensigt at begreense opfindelsens
omfang, idet de kun repraesenterer én passende pollenkilde. Den
foreliggende opfindelse kan udaves under anvendelse af pollen fra ethvert
sted. Fig. 1 viser identifikation af Lol pl som det vaesentligste allergen i
rajgraespollen.

Udtrykket "gen" anvendes i dets bredeste betydning og refererer til enhver
sammenhaengende sekvens af nukleotider, hvis transkription forer til et
mRNA-molekyle, hvadenten dette mRNA-molekyle kan translateres til et
polypeptid eller protein. Genet, der koder for Lol pl, betyder den
nukleotidsekvens, der koder for hele polypeptidet eller derivater eller
homologer af polypeptidet, hvilke kan indeholde aminosyreerstatninger,
deletioner elter additioner. | forbindelse med kulhydratdelen af polypeptidet
omfatter derivater ligeledes substitutioner, deletioner eller additioner til
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carbohydratdelen. Lol pl-genet refererer ogsa til et cDNA, som er
komplementeert med det mRNA, som svarer til hele langden eller en del af
laengden af Lol p I-polypeptidet.

For nogle aspekter af den foreliggende opfindelse er det enskeligt at
frembringe et fusionsprotein omfattende Lol pl og en aminosyresekvens fra
et andet polypeptid eller protein, hvor eksempler pa sidstnaevnte er enzymer,
sasom beta-galactosidase, phosphatase, urease o.lign.. Hovedparten af
fusionsproteinerne dannes ved ekspression af et rekombinant gen, hvori 2
kodende sekvenser er blevet forenet, séledes at deres lseserammer er i fase.
Polypeptider kan alternativt binde in vitro med kemiske midler. Alle sadanne
fusionsproteiner eller hybride genetiske derivater af Lol pl, eller dens
kodende nukleotidsekvens er omfattet af den foreliggende opfindelse. Med
homologet eller derivater af Lol pl menes endvidere syntetiske derivater
heraf. Den heri beskrevne nukleotidsekvens kan anvendes til at frembringe et
hvilket som helst antal peptider eller polypeptider ved kemisk syntese, sdsom
fastfasesyntese, ved velkendte fremgangsmader. Alle disse kemisk
syntetiserede peptider er omfattet af den foreliggende opfindelse. Den
foreliggende opfindelse omfatter saledes ogsa ikke-naturligt Lol pl, fremstillet
ved hjeelp af rekombinante metoder eller ved kemisk syntese. Den
foreliggende opfindelse angar endvidere ogsa proteiner, polypeptider eller
peptider, der helt eller delvist svarer til den nukleotidkodende sekvens, der er
anfert i fig. 5.

Det ligger ogsd indenfor den foreliggende opfindelses reekkevidde at
indbefatte Lol pl immunologisk krydsreaktive med antistoffer mod Lol pl.
Udtrykket "immunologisk krydsreaktiv’ anvendes i dets bredeste betydning
og refererer generelt til et protein, der er i stand til at pavise binding til et
antistof, hvor sidstneevnte er specifikt for Lol pl. Et sadant immunologisk
besleegtet allergen omtales heri som en immunologisk slagtning til Lol pl.

Kloning af det cDNA, som koder for Lol pl, var baseret pa genkendelsen af
det protein, der udtrykkes af Escherichia coli transformeret med lambda-gt

11-fag, under anvendelse af bade specifikke monoklonale antistoffer og
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specifikt serum IgE fra greespollenfelsomme patienter. To sadanne kloner
betegnes 6R og 12R. Der blev ogsa isoleret cDNA-kloner pa basis af
differentieret antistofbinding. F.eks. blev cDNA-klon 6R isoleret pa det
grundlag, at det koder for et polypeptid, der er i stand til at binde til
monoklonale antistoffer, men ikke til IgE. Polypeptider af denne type mangler
tilsyneladende den aminosyresekvens, der specificerer allergeneciteten, og
disse cDNA-kloner ma saledes mangle den DNA-sekvens, der koder for
samme. De heri anvendte monoklionale antistoffer er FMC-A1, -AS5 og -A7,
som beskrevet af Knox & Singh (1985).

Med henblik pa kloning af Lol pt-genet eller derivater heraf blev mRNA forst
isoleret fra det modne rajgraespollen. Dette mRNA blev anvendt som en
template ved syntese af dobbeltstrengede komplementasre DNA'er.

Udfra dette cDNA-bibliotek af rajgreespollen blev der pavist en rekombinant
fag indeholdende Lol pl-indfejelsen ved at screene biblioteket med (1)
specifikt monokionalt antistof FMC-A1, (2) specifikt IgE fra sera fra
rajgreesfalsomme patienter (fig. 2).

Derpa blev EcoRl-linkere feaestnet til begge sider af de valgte kloner af ds-
cDNA, og derpa ligeret til EcoRI, lambda-gt 11-vektorarme (skaret og
dephosphoryleret som indkebt fra Promega). Det rekombinante lambda-gt
11-DNA indeholdende cDNA-indfgjelserne blev indpakket i moden fag, og
den rekombinante fag fik lov at inficere E. coli-vaerten.

Syntese af beta-galactosidase-rekombinant genfusionsprotein blev induceret
ved at tiifeje IPTG. Lol p |-beta-galactosidasefusionsproteinet blev derpa
pavist under anvendelse af monoklonale antistoffer, som specifikt genkender
epitoperne pa Lol pl-proteinet.

Dette fusionsprotein blev isoleret i preeparative masngder fra
bakterielysogener, fraktioneret ved SDS-polyacrylamidgelelektrorese, og
proteinerne blev overfert til nitrocellulosemembraner med henblik pa
probering med monoklonale antistoffer (fig. 3). Disse antistoffer genkendte et
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protein, som udviste en molekylevaegt, der var starre end den af E. coli-beta-
galactosidase, hvilket forventes af et allergen-beta-galactosidase-
fusionsprotein.

Den allergene natur af de foreliggende proteiner karakteriseres delvis ved
deres binding af de reagine IgE-antistoffer, som er til stede i hejt niveau i
sera fra allergiske patienter. IgE-bindingen til epitoperne pa allergiproteiner
kan pavises ved en chromogen analyse, hvor allergener immobiliseret pa fast
beerer kan visualiseres ved skiftevis inkubation i (1) serum fra allergiske
patienter og (2) enzymmaeerkede anti-IgE-antistoffer.

Udvalgte cDNA-kloner blev anvendt til at probere total DNA isoleret fra andre
rajgraesplanteorganer for at afpreve hvorvidt Lol pl-allergenet er pollen-
specifikt eller ej. Der blev benyttet slot-blotting og northern-analyser (fig. 4).
Der kunne ikke pavises hybridisering for total RNA fra blade, fre eller
rodprever. Disse resultater antyder, at Lol pl ikke udirykkes i disse andre
organer af rajgraesplanten.

Udvalgte cDNA-kioner blev ligeret i bade M13- og Gamini-vektorer med
henblik pa sekvensering. De DNA-restriktionsfragmenter, der skal sekven-
seres, blev indsat i M13 mp14 (Messing & Vieira, 1982). M13-kloning og
DNA-sekvensering ved dideoxykeedeterminering blev udfert som beskrevet
af Bio-rad Laboratories (1980) og Messing (1983). Der blev anvendt en
tilsvarende fremgangsmade til kloning af allergene proteiner fra pollen fra
andre medlemmer af familien Poaceae (Gramineae), som er immunologisk

krydsreaktive med antistoffer mod Lol pl eller derivater eller homologer heraf.
Sekvensen for cDNA-klon 12R pa 1240 basepar er vist i fig. 5. Det er i
overensstemmelse med den foreliggende opfindelse at indbefatte
degenererede former for sekvensen og/eller nukleotidsekvenser med i al
vassentligt, d.v.s. mindst 60% homologi hermed.

Med den viden kan en lang rackke ekspressionsvektorer konstrueres til
produktion af Lol pl eller derivater heraf Udtrykket "promoter” anvendes i
dets bredeste betydning og betegner almindeligvis den nukleotidsekvens,



10

15

20

30

DK 174706 B1

15

som binder RNA-polymerase og dirigere samme til det korrekte
transkriptionelle startsted, hvorpa et gen eller en anden nukleotidsekvens
heraf transkriberes. | neaervaerende forbindelse siges et gen eller en
nukleotidsekvens at sta i forbindelse med promoteren, hvilket betyder at
promoteren dirigerer transkription af genet eller nukleotidsekvensen.
Promotoren udvasliges ogsa pa grundlag af dets evne til at virke i en bestemt
vaert. Den efterfalgende beskrivelse angar udvikling af prokaryote
ekspressionsvektorer, som er i stand til at udtrykke Lol pl-genet eller et gen,
som koder for et derivat, homolog eller immunologisk sleegtning hertil.
Samme principper galder for konstruktion af eukaryote vektorer. |
naerveerende beskrivelse indbefatter henvisning til Lo! pl-genet ogsa
henvisning til gener, som koder for derivater, homologer eller immunologiske
sleegtninge til Lol pl.

Ved konstruktion af passende prokaryote ekspressionsvektorer er
transkriptionstermineringssekvenser onskelige for at forhindre potentiel
gennemlaesning med RNA-polymerasen. For at undgé enhver interferering
med transkriptionsterminatorerne kan fagfolk indenfor omradet eliminere det
ikke-kodende 3'-omrade af Lol pl-genet. Samtidig kan man substituere andre
kendte transkriptionsterminatorer, f.eks. bakteriofag-lambda-terminatoren.
Den foreliggende opfindelse er saledes pa ingen made begreenset il
anvendelse af en hvilkken som helst prokaryotisk transkriptionsterminator.
Andre transkriptionsterminatorer omfatter f.eks. |pp-terminatorer og fag
SPO1-terminatoren. Alle ovennzevnte terminatorer er tidligere blevet
karakteriseret og er velkendte indenfor fagomradet og kan konstrueres enten
syntetisk eller ud fra kendte plasmider.

Ekspession af Lol pl-aktivitet i E._coli er pa ingen made begraenset il
anvendelse af en bestemt promoter, idet vaiget af en bestemt promoter ikke
er kritisk for virkeevnen af dette aspekt ved den foreliggende opfindelse.
Promotere, som kan seettes i stedet for den tidligere eksemplificerede
lambda-P| -promoter omfatter, men er ikke begraenset til, E. coli-lactose (lac)-
promoteren, E. coli-tryptophan (trp)-promoteren, E_ coli-lipoprotein (lpp)-
promoteren og bakteriofag-lambda P-promoteren. Endvidere kan en eller
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flere promotere anvendes i tandem, sasom f.eks. trp- og lac-promoterne,
eller der kan anvendes hybridpromotere, sasom tac-promotere, til at drive
ekspressionen af Lol pl-genet. Alle ovennaevnte promotere er tidligere blevet
karakteriseret, er velkendte indenfor fagomradet og kan konstrueres enten
syntetisk eller ud fra kendte plasmider.

Den foreliggende opfindelse er ikke begreenset til anvendelse af noget
bestemt prokaryotisk replicon. Der kendes mange repliconer, sasom de fra
plasmider pBR322, pACYC184, pUC-plasmiderne o.lign., og er egnet til
konstruktion af rekombinante DNA-klonings-og-ekspressionsvektorer, der er
udformet til at drive ekspression af Lol pi-kodende DNA-forbindelser ifelge
den foreliggende opfindelse. Den foreliggende opfindelse er helier ikke
begranset til de aktuelle selekterbare markerer, der er tilstede pa de
eksemplificerede plasmider. Der eksisterer en lang raekke selekterbare
markerer, bade for eukaryote og prokaryote vaertsceller, og disse er egnet til
anvendelse pa en rekombinant DNA-klonings-eller-ekspressionsvektor
omfattende en DNA-forbindelse (eller sekvens) ifalge den foreliggende
opfindelse.

Mange modifikationer og variationer af de foreliggende illustrative DNA-
sekvenser og -plasmider er mulige. F.eks. tillader degenerering af den
genetiske kode substituering af nukleotider i de polypeptidkodende omrader,
savel som erstatning af

TAG
ATC

translationsstopsignalet med

TAA eller TGA
ATT ACT
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translationsstopsignalerne. Sadanne sekvenser kan afledes fra aminosyre-
eller DNA-sekvensen af Lol pl og kan konstrueres ved efterfalgende
traditionelle synteseprocedurer.

Udevelse af den foreliggende opfindelse under anvendelse af prokaryote
ekspressionsvektorer samt fremgangsmader beskrevet | naervaerende
opfindeise, kan anvendes i forbindelse med en lang raekke vaertsorganismer,
navnlig Gram-negative prokaryote organismer, sasom Escherichia coli, E.
coli K12, E. coli K12 RV308, E. coli K12 HB101, E. coli K12 C600, E. coli K12
SF8, E. coli K12 RR1, E._coli K12 RR1 M15, E. coli K12 MM294, E. coli
SG936, o.lign.. Escherichia coli SG936 er beskrevet af Buell et al. (1985). To
af de genetiske mutationer, der er indfert i denne stamme, nemlig lon- og
htpR -mutationerne, er kendt for at fremme ekspression af anskede proteiner
(if. f.eks. Goff og Goldberg (1985)). Disse mutationer kan transduceres il
andre stammer af E. coli ved P1-transduktion i overensstemmelse med
beskrivelsen ifelge Miller (1972).

Alternativt kan der let anvendes andre prokaryote organismer, sasom
Bacillus, Pseudomonas o.lign.. Det vil veere nedvendigt med mindre
modifikationer i ekspressionsvektorer alt afhaengig af den anvendte
veertscelle, saledes at vektoren replikeres, promoteren virker og den
selekterbare marker udtrykkes. Sadanne modifikationer er rutine for fagfolk
indenfor omradet.

Lignende overvejelser geelder ved udvikling af eukaryote ekspressions-
vektorer, og mange er opnaelige til anvendelse i pattedyrsceller, geer- 09
svampeceller og insektceller. En passende referenceguide for udvikling af
eukaryote og prokaryote ekspressionsvektorer er beskrevet af Maniatis et al.
(1982).

Lol pl-promoterer kan isoleres fra genomt rajgraes-DNA ved hjeelp af en
raekke procedurer, herunder anvendelse af promoterprobevektorer,
"kromosomvandring" og S1-nukleasekortiaegning og sekvensering som DNA
opstrems for transkriptionsinitieringsstedet. Alle disse metoder er velkendte



10

15

N
w

30

DK 174706 B1

18

for fagmanden. Under anvendelse af den cDNA-klon, som koder for Lol pl
eller et derivat heraf, som probe-DNA for hybridisering, klones et fragment af
DNA, der er neerliggende til, eller omfatter hele eller en del af Lol pl-genet.
Derpd anvendes nukleotidsekvensen af Lol pl, som bestemt ifelge
foreliggende opfindelse, til at udvikle en nukleotidprimer ved den
promoterproximale ende af Lol pl-genet. "Kromosomvandring”, S1-
endonukleasekortlaegning, promoterprober vil let identificere promoteren.

Den foreliggende opfindelse angar felgelig et rekombinant DNA-molekyle
omfattende en rajgrasspollenpromotersekvens og navnlig promoteren for Lol
pl-genet, som er lokaliseret pad molekylet, og yderligere med et eller flere
restriktionsendonukleasesteder nedstrams for promoteren, saledes at den
nukleotidsekvens, der indseettes i et eller flere af disse steder, kan
transkriberes i den rigtige leeseramme. | naervaerende beskrivelse har
udtrykket "den rigtige lseseramme" samme betydning som "i fase".
Fernavnte DNA-molekyle vil fortrinsvis ogsa omfatte en selekterbar marker,
sasom et antibiotika- eller andet laegemiddelresistensgen, som f.eks. genet
kodende for resistens overfor ampicillin, carbanicilin, tetracycline,
streptomycin o. lign.. Det rekombinante molekyle vil yderligere omfatte midler
til stabil nedarvning i en prokaryot og/eller eukaryot celle. Dette kan opnas
ved at det rekombinante molekyle beerer et eukaryotisk og/eller et
prokaryotisk replikationsorigin, som beskrevet ovenfor i forbindelse med
ekspressionsvektorer.

Det rekombinante molekyle vil alternativt baere et middel til integrering i et
veertscellegenom hvorved der tillades replikation af det rekombinante
molekyle, synkront med replikation af vaertscellegenomet. Eksempler pa
foretrukne prokaryote veerter omfatter bl. a. E. _coli, Bacillus og

Pseudomonas. Foretrukne eukaryote vaerter omfatter celler fra geer og
svampe, insekter, pattedyr og planter.

De monoklonale antistoffer, der ifalge den foreliggende opfindelse anvendes
til at screene cDNA-biblioteket for Lol pl-kloner, udviste krydsreaktivitet med
allergene proteiner fra pollen fra forskellige beslasgtede greesarter. Dette
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viser, at der er homologi mellem allergene proteiner frembragt af disse pollen
og Lol pl-allergen, hvilket understetter den foreliggende opfindelses
anvendelighed til alle beslaegtede greesarter. Denne homologi kan f.eks.
udnyttes til at isolere DNA, som koder for andre allergene proteiner uden
behov for proteinmikrosekvensering og oligo-nukleotidprimere. Den
foreliggende opfindelse angdr ogsa antistoffer mod rekombinant Lol pi.
Sadanne antistoffer er patenkt at vaere anvendelige ved udvikling af
pavisningsanalyser (immunoanalyser) for Lol pl, navnlig under overvagning
af et terapeutisk eller diagnostisk regimen, og ved oprensning af Lol pl.
Antistofferne kan veere monoklonale eller polyklonale. Det ligger endvidere
indenfor opfindelsens raekkevidde at indbefatte ethvert andet antistof
(monoklonalt eller polyklonalt), der er rettet mod det ovenfor omtalte farste
antistof. Den foreliggende opfindelse angar endvidere anvendelse af disse
forste eller anden antistoffer i pavisningsanalyser og f.eks. ved overvagning
af virkninger af et diagnostisk eller administreret farmaceutisk praeparat. Det
ligger endvidere indenfor den foreliggende opfindelses raekkevidde at
indbefatte antistoffer mod de glycosylerede omrader af Lol pl (hvor de er til
stede) og mod ethvert molekyle, der er kompleksbundet med Lol pl. Et
antistof mod Lol pl omfatter falgelig antistoffet mod Lol pl eller antigene dele
heraf og mod ethvert associeret molekyle (f.eks. glycosylerede omrader,
lipidomrader, beerermolekyler, sammensmeiltede proteiner o.lign.).

Det heri betragtede Lol p! eller dele heraf oprenses og benyttes derpa ved
antistoffremstilling. Der kan opnas bade polyklonale og monoklonale
antistoffer ved immunisering med Lol pl og begge typer er anvendelige ved
immunoanalyser. Fremgangsmader til opnaelse af begge typer sera er
velkendte indenfor fagomradet. Polykionalt sera er mindre foretrukket, men
fremstilles forholdsvis let ved at et passende laboratoriedyr injiceres med en
effektiv maengde af det oprensede Lol pl eller antigene dele heraf, at serum
fra dyret indvindes og at specifikt sera isoleres ved en hvilken som helst af de
kendte immunoadsorbentmetoder. Selvom antistoffer fremstillet ved denne
fremgangsmade kan anvendes ved naesten en hvilken som helst type
immunoanalyse er de almindeligvis mindre favorable pa grund af den
potentielle heterogenitet af produktet.
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Anvendelse af monoklonale antistoffer ved immunoanalyse foretraskkes
navnlig pa grund af evnen til at producere dem i store meengder, samt pa
grund af homogeniteten af produktet. Fremstilling af hybridomacellelinier til
fremstilling af monoklonale antistoffer, hidrerer ved at sammensmelte en
udedeliggjort cellelinie og lymfocytter, der er sensibiliseret overfor det
immunogene praeparat, ved metoder, som er velkendt for fagfolk indenfor
omradet (jf. f.eks. Douillard og Hoffman (1981) og Kohler og Milstein (1975;
1976)).

Ulig fremstilling af polyklonalt sera afhaenger valget af dyret pé
tilgeengeligheden af passende udedeliggjorte linier, som er i stand til at
sammensmelte med lymfocytter. Mus og rotte har veeret det valgte dyr ved
hybridomateknologi og anvendes fortrinsvis. Mennesker kan ogsa anvendes
som kilde til sensibiliserede lymfocytter, hvis der er passende udedeliggjort
human (eller ikke-human)-cellelinier tilgeengelige. | forbindelse med den
foreliggende opfindelse kan det valgte dyr injiceres med fra ca. 0,1 mg til ca.
20 mg af det rensede Lol pl eller dele heraf. Almindeligvis emulgeres
injektionsmaterialet i Feund's fuldsteendige adjuvans. Det kan ogsa veere
pakraevet med "boosting'-injektioner. Pavisning af antistoffremstillingen kan
udferes ved at teste antisera med passende maerket antigen. Der kan opnas
lymfocytter ved at fierne milten eller lymfekirtler fra sensibiliserede dyr pa
steril made og udfere fusion. Alternativt kan lymfocytter stimuleres eller
immuniseres in vitro, som f.eks. beskrevet af Reading (1982).

Der er blevet udviklet en ragkke cellelinier, som er egnet til fusion, og valget
af enhver bestemt linie til hybridiseringsprotokoller styres af et hvilket som
helst af en reskke kriterier, sasom hastighed, ensartetheden af
vaekstbetingelser, mangel i metabolismen for en komponent i veekstmediet
og potentialet for god fusionsfrekvens.

Hybrider indenfor arter, navnlig mellem ens stammer, fungerer bedre end
fusioner mellem arter. Der er flere cellelinier opnaelige, herunder mutanter,
der er udvalgt for tab af evnen til at secernere myeloma immunoglobulin.
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Cellefusion kan induceres enten med virus, sasom Epstein-Barr- eller
Sendai-virus, eller polyethylenglycol. Polyethylenglycol (PEG) er det mest
virksomme middel til fusion af somatiske pattedyrsceller. PEG kan veere
toxisk for celler og der bor afpreves forskellige koncentrationer for deres
virkning péa levedygtigheden far fusionsforseg. PEG molekylevaegt kan ligge
pa fra 1000 til 6000. Det giver bedst resultater nar det fortyndes til fra ca.
20% til ca. 70% (vaegtivaegt) i saltoplesning eller serumfrit medium. | det
foreliggende tilfeelde foretraskkes udseettelse for PEG ved 37 °C i ca. 30
sekunder og anvendelse af museceller. Der undgdes ekstrem temperatur
(d.v.s. ca. 45 °C) og det kan vaere nyttigt at preginkubere hver komponent i
fusionssystemet ved 37 °C fer fusion. Forholdet mellem lymfocytter og
maligne celler optimeres for at undga cellefusion mellem miltceller, og der
anvendes sadvanligvis et forhold pa fra ca. 1:1 til ca. 1:10.

De vellykkede sammensmeltede celler kan adskilles fra myelomalinien ved
hjselp af enhver metode, der er kendt indenfor fagomrédet. Den mest
almindelige og foretrukne metode er at vaelge en malign linie, som er
hyposanthinguaninphosphoribosyltransferase  (HGPRT)-deficient,  hvilken
ikke vil vokse i et aminopterinholdigt medium, som kun tillader vaekst af
hybrider, og som i det vessentlige bestar af 1x10"4M hyposanthin, 1x107°M
aminopterin og 3x107oM thymidin, hvilket almindeligvis er kendt som HAT-
medium. Fusionsblandingen kan vokse i det HAT-holdige dyrkningsmedium
umiddelbart efter fusionen 24 timer senere. Skemaer for supplering af mediet
fastseetter almindeligvis opretholdelse i HAT-medium i 2 uger og derpé
fodring med enten regulzert dyrkningsmedium eller hyposanthin,
thymidinholdigt medium.

De voksende kolonier testes derpa for tilstedeveerelsen af antistoffer, som
genkender det antigene presparat. Pavisning af hybridomaantistoffer kan
udferes under anvendelse af en analyse, hvor antigenet er bundet til en fast
baerer og far lov til at reagere pa hybridomasupernatanter indeholdende
formodede antistoffer. Tilstedeveerelsen af antistoffer kan pavises med
"sandwich'-metoder under anvendelse af en lang raekke indikatorer. De
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fleste almindelig anvendte metoder er tilstraekkelig felsomme til anvendelse
ved de omfang af antistofkoncentrationer, som secerneres under
hybridvaekst.

Kloning af hybrider kan udferes efter 21-23 dages celleveekst i udvalgt
medium. Kloning kan udferes ved cellebegraensende fortynding i
vaeskeformig fase eller ved direkte udvalg af enkelte celler, som vokser i
halvfast agarose. Ved begreenset fortynding fortyndes cellesuspensionerne
serievis til opnaelse af en statistisk mulighed for kun en celle pr. brend. Ved
agarosemetoden udsas hybrider i et halvfast gvre lag over et nedre lag
indeholdende forsyningsceller. Kolonier fra det everste lag kan opsamles, og
eventuelt overferes til brande.

Antistofsecernerende hybrider kan vokse i forskellige vaevskulturkolber til
opnaelse af supernatanter med varierende koncentration af antistoffer. For at
opnd hejere koncentrationer kan hybrider overferes til dyr til opnaelse af
inflammatorisk ascites. Antistofholdig ascites kan derpa hestes 8-12 dage
efter indtraperitonealinjektion. Ascites indeholder en sterre koncentration af
antistoffer, men omfatter bade monoklonale antistoffer og immunoglobuliner
fra den inflammatoriske ascites. Derpa kan antistofoprensning opnas f.eks.
ved affinitetschromatografi.

Tilstedeveerelse af den foreliggende Lol pl eller antistoffer, der er specifikke
for samme, i en patients serum, plante- eller dyrevaeyv eller vaevsekstrakt kan
pavises ved at anvende antistoffer, der fremstilles som beskrevet ovenfor,
enten monoeklonale eller polyklonale ved faktisk enhver type immunanalyse.
En lang reekke immunoanalysemetoder er opnaelige som det fremgar af
henvisningen til U.S. patentet nr. 4.016.043, nr. 4.424.279 og nr. 4.018.653.
Disse omfatter selvfelgelig bade enkeltsteds- og tosteds- eller "sandwich”-
analyser af den ikke-kompetitive type, saledes som de traditionelle
kompetitive bindingsanalyser. Sandwichanalyser er blandt de mest
anvendelige og aimindeligt anvendte analyser, og favoriseres 1 forbindelse
med den foreliggende opfindelse. Der eksisterer en reekke variationer af
sandwichanalysen, og alle er omfattet af den foreliggende opfindelse. Ved en
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almindelig ligefrem analyse immobiliseres et umaerket antistof kort fortalt pa
en fast baerer, og preven, der skal testes, bringes i forbindelse med det
bundne molekyle. Efter et passende inkubationstidspunkt, som er
tilstraekkelig til at tillade dannelse af et sekundeert antistof-antigenkompleks,
tilseettes et andet antistof, der er mesrket med et rapportarmolekyle, som er i
stand til at frembringe et pavisligt signal, og inkuberes derpa i tilstraekkelig tid
til dannelse af et tertizert kompleks af antistof-antigen-meerket antistof, (d.v.s.
antistof- Lol pl-antistof). Eventuelt uomsat materiale vaskes bort og
tilstedeveerelsen af antigenet bestemmes ved at observere et signal, der
frembringes af rapportermolekylet. Resultaterne kan enten vaere kvalitative
ved simpel observation af det synlige signal, eller kvantificeres ved at
sammenligne med en kontrolpreve, som indeholder en kendt mzengde
hapten. Variationer af den ligefremme analyse omfatter en samtidig analyse,
hvor bade prave og meerket antistof saettes samtidig til det bundne antistof,
eller en omvendt analyse, hvor det meerkede antistof og preve, der skal
testes, forst kombineres, inkuberes og derpa samtidig saettes til bundet
antistof. Disse metoder er velkendte for fagfolk indenfor omradet, og omfatter
enhver mindre variation, som er indIySende.

Selv om den efterfelgende beskrivelse angar pavisning af Lol pl er den
ligeledes anvendelig til pavisning af antistoffer mod Lol pl, og har til hensigt
at vaere en passende beskrivelse heraf. Ved den typiske ligefremme
sandwichanalyse bindes et forste antistof med specifitivitet for Lol pl eller
antigene dele heraf ifeige den foreliggende opfindelse enten covalent eller
passivt til en fast overflade. Den faste overflade er typisk glas eller en
polymer, hvor de hyppigst anvendte polymerer er cellulose, polyacrylamid,
nylon, polystyren, polyvinylchlorid eller polypropylen. Den faste beerer kan
have form af rer, kugler, mikropladeskiver eller enhver anden overflade der
er egnet til at udfere en immunoanalyse. Bindingsprocesserne er velkendte
indenfor fagomradet og bestar almindeligvis i tveerbinding, covalentbinding
elier fysisk adsorbtion, hvor polymer-antistofkomplekset vaskes ved
fremstilling af forsegsproven. En delprove af den prove, der skal
undersages, saettes derpa til det faste fasekompleks og inkuberes ved 25 °C
i et tidsrum, som er tilstraekkeligt til at tillade binding af enhver underenhed,
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som er tilstede i antistoffet. Inkubationstidsrummet vil variere, men vil
almindeligves ligge pa fra ca. 2 til 40 min. Efter inkubationstidsrummet
vaskes antistofsubunitfastfasen og terres og inkuberes med et andet antistof,
der er specifikt for en del af haptenen. det andet antistof er bundet til et
rapportermolekyle, som anvendes tit at indikere binding af det andet antistof
til haptenen.

Med udtrykket “rapportermolekyle”, som det anvendes i neervaerende
beskrivelse menes et molekyle, som p.g.a. dets kemiske natur tilvejebringer
et analytisk identifiserbart signal, som tillader pavisning af antigenbundet
antistof. Pavisningen kan veere enten kvalitativ eller kvantitativ. De hyppigst
anvendte rapportermolekyler ved denne type analyser er enten enzymer,
fluorophorer eller radionuklid-indeholdende molekyler (d.v.s. radioisotoper). |
forbindelse med en enzymimmunoanalyse er enzymet konjugeret til det
andet antistof, almindeligvis ved hjeelp af glutaraldehyd eller periodat. Det vil
imidlertid let forstds, at der eksisterer en lang reekke forskellige
konjugationsmetoder, som er let opnaelige for fagfolk. Almindelig anvendte
enzymer omfatter bl.a. peberrodsperoxidase, glucoseoxidase, beta-
galactosidase og alkalisk phosphatase. De substrater, som skal anvendes
sammen med specifikke enzymer, udveelges almindeligvis med henblik pa
udvikling af en paviselig farvesendring efter hydrolyse med det tilsvarende
enzym. F.eks. er p-nitrophenylphosphat egnet til anvendelse sammen med
alkaliske phosphatasekonjugater. Til peroxidasekonjugater anvendes der
hyppigst 1,2-phenylendiamin, 5-aminocsalicylsyre eller toluidin. Det er ogsa
muligt at benytte fluorogene substrater, som giver et fluoriserende produkt, i
stedet for de ovenfor anferte chromogene substrater. | alle tilfeelde seettes
det enzymmeerkede antistof til det ferste antistof-haptenkompleks, far lov til
at bindes, og derpa vaskes overskydende reagens bort. En opl@sning
indeholdende det passende substrat saettes derpa til det tertizere kompleks af
antistof-antigen-antistof. Substratet vil reagere med det enzym, der er bundet
til det andet antistof, hvilket giver et kvalitativt visuelt signal, som kan
yderligere kvantificeres, sasdvanligvis spektrofotometisk til opnaelse af en
indikation pa den haptenmeengde, som er til stede i preven. Udtrykket
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"rapportermolekyle” omfatter ogsa anvendelse af celleagglutinering eller
heaemning af agglutinering, sasom rade blodlegemer pa latexkugler o.lign..

Alternativt kan en fluoriserende forbindelse, sasom floresein og rhodamin,
kobles til antistoffer uden at eendre deres bindingskapacitet. Ved aktivering
ved belysning med lys med en bestemt belgeleengde adsorberer det
fluorochrommaerkede antistof lysenergien, hvilket inducerer en exciterbar
tilstand i molekyiet fulgt af emission af lyset ved en karakteristisk farve, der er
visuel paviselig med et lysmikroskop. Som ved EIA far det
fluorescensmaerkede antistof lov til at binde til det ferste antistof-
haptenkompleks. Efter fravask af det ubundne reagens, udsasttes det
resterende tertizere kompleks for lys med passende balgeleengde, hvor
observeret fluoreoscens indikerer tilstedeveerelse af haptenen af interesse.
Immunofiuorescens- og ElA-metoder er begge meget etablerede indenfor
fagomradet og foretraekkes navnlig i forbindelse med den foreliggende
fremgangsmade. Der kan imidlertid ogsa benyttes andre rapportermolekyler,
sasom radioisotop-, Chemiluminiscerende eller bioluminiscerende molekyler.
Det vil let fremga for fagfolk indenfor omradet hvordan fremgangsméaden kan
varieres for at passe til det kraevede formal. Det vil ogsd fremga, at
ovennaevnte kan anvendes til direkte eller indirekte (d.v.s. ved hjeslp af
antistoffer) pavisning af Lol pl ifaige opfindelsen.

P.g.a. tilstedevaerelsen af allergener | miljget fortsestter hefeber og
saesonbetonet astma med at have vaesentlige morbiditet og socio-gkonomisk
virkning i de vestlige lande, pa trods af fremskridt indenfor deres farmacologi
og immunology. Selvom det til radighed veerende spektrum af medikamenter,
herunder anti-histaminer og steroider, har medfert en betydelig forbedring i
behandling af allergene lidelser er der stadig beklageligvis bivirkninger
forbundet med langtidsanvendelse. P.g.a. disse problemer er der udvist
fornyet interesse for immunoterapi af allergiske lidelser. Immunoterapi
involverer injektion af potente allergenekstrakter for at desensibilisere
patienter mod allergiske reaktioner (Bousquet & Michel, 1989). Desveerre er
de pollenpreeparater, der anvendes som allergener, polyvalente og af darlig
kvalitet. Folgelig er de anvendte koncentrationer ofte heje for at inducere
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lgG-svar, men de kan vaere lethale p.g.a. udlgsning af systemiske reaktioner,
herunder anafylaksi. Det klonede genprodukt eller syntetiske peptider
baseret pa allergensekvensen tilvejebringer et ufarligt medie for terapi, idet
det kan kvalitetskontrolleres, karakteriseres og standardiseres.

Dem najagtige mekanisme for symptomatisk lindring forbliver hypotetisk. Det
er fastlagt, at desensibiliseringsterapi inducerer dannelse af allergenspecifik
ikke-mastceliebindende IgG, som blokerer kombinationen af mastcellebundet
IgE og allergen. Dette forhindrer mediatorfrigerelse og udlesning af det
allergiske svar. Nylige undersegelser af fslsomhed overfor ambrosiapollen
viste, at der eksisterer en korrelation mellem allergenspecifikke 1gG-niveauer
og lindring for allergisymptomer (Lichtenstein et al., 1983). Anvendelse af
reagenser, som kan udlese allergenspecifik IgG-produktion, kan sge det
vellykkede omfang af denne behandling vaesentligt.

Den for tiden veerende immunterapi er en af de hyppigst anvendte
behandlinger indenfor allergologien, og betragtes i USA som det ferste vaig.
Fordele ved denne behandling for pollenrhinitis er, at behandiingen tager op
til 3 ar, medens pharmacoterapien ma udferes under hele patientens levetid.
Patienter indgivet pollenekstrakter med henblik pa immunoterapi udviste en
kiinisk fordel, som varede 4 ar efter behandlingens afslutning (Grammer et
ai., 1984).

Felgelig er Lol pl, dets derivater, homologer eller immunologiske slegtninge
anvendelig til udvikling af en vaccine til desensibilisering af mennesker mod
allergier forarsaget af greespollen.

De aktive bestanddele i en farmaceutisk sammensaetning omfattende Lol pl
e.lign.,skal udvise fremragende terapeutisk aktivitet, f.eks. med hensyn til
desensibilisering af mennesker, der er allergiske overfor graespollen, nar det
indgives i maengder, som afhaenger af det bestemte tilfaelde. F.eks kan fra
0,5 ug til ca. 20 mg pr. kg legemsvaegt indgives pr. dag. Dosisregimer kan
justeres med henblik pa at tilvejebringe det optimale terapeutiske svar. Der
kan f.eks. indgives flere inddelte doser dagligt, eller dosen kan reduceres
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proportionalt som indikeret af den kritiske terapeutiske situation. Den aktive
forbindelse kan indgives pa traditionel made, sasom oralt, intravenast (nar
den er vandoplegselig), intramuskuleert, subcutant, intranasalt, intradermait
eller med suppositorie eller ved implantering (under anvendelse af langsomt
frigerende motlekyler). Alt afheengig af administrationsvejen, kan de aktive
bestanddele, som omfatter Lol pl elign., kreeves at veere belagt med et
materiale for at beskytte bestanddelene mod virkningerne af syrer og andre
naturlige betingelser, som kan inaktivere bestanddelene. F.eks. vil den lave
lipofilicitet af Lol pl e.lign. tillade at det edelaeges i tarmkanalen af enzymer,
som er i stand til at spalte peptidbindinger, og i maven ved syrehydrolyse.
For at indgive Lol pl e.lign. pa anden made end ved parenteral indgivelse kan
det belaegges med eller indgives med et materiale, som forhindrer dets
inaktivering. F.eks. kan Lol pl elign. indgives i en adjuvans, indgives
sammen med enzyminhibitorer eller i liposomer. Adjuvans anvendes i dets
bredeste betydning og omfatter enhver immunstimulerende forbindelse,
sasom interferon. Adjuvanser til anvendelse i forbindelse med den
foreliggende opfindelse omfatter resorcinoler, ikke-ioniske surfaktanter,
sasom polyoxyethylenoleyl ether og n-hexadecylpolyethylenether.
Enzyminhibitorer omfatter pancreastrypsininhibitor, diisopropylfluorophosphat
(DEP) og trasylol. Liposomer omfatter vand-i-olie-i-vand CGF-emulsioner,
savel som traditionelle liposomer.

De aktive forbindelser kan ogsa indgives parenteralt eller intraperitonealt.
Dispersioner kan ogsa fremstillen i glycerol, vaeskeformige polyethylen-
glycoler og blandinger heraf samt i olier, Under almindelige betingelser for
opbevaring og anvendelse indeholder disse preeperater et konserverings-
middel for at forhindre vaekst af mikroorganismer.

De farmaceutiske former, der er egnede til injicerbar anvendelse, omfatter
sterile vandige oplesninger (nar de er vandoploselige) eller dispersioner og
sterile pulvere til uventet fremstilling af sterile injicerbare oplasninger eller
dispersioner. | alle tilfeelde ma formen vaere steril og veere vaeskeformig i et
sadant omfang, at der eksisterer let sprajtbarhed. Det ma veere stabilt under
betingelseme for fremstilling og opbevaring og ma konserveres mod den
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kontaminerende virkning af mikroorganismer, sasom bakterier og svampe.
Beereren kan vaere et oplesningsmiddel eller dispersionsmedium, der
f.eks.indeholder vand, ethanol, polyol (f.eks. glycerol, propylenglycol, og
vaeskeformig polyethylenglycol o.lign.), passende blandinger heraf og
vegetabilske olier. Den passende fluiditet kan opretholdes ved f.eks. at
anvende en belaegning, sasom licithin, ved opretholdelse af den kraevede
partikelstorrelse i tilfeeldet med dispersion og ved anvendelse af
superfaktanter. Forebyggelsen af mikroorganismers virkning kan ske ved
hjaslp af forskellige antibakterielle og antisvampemidler, f.eks. parabener,
chlorbutanol, phenol, sorbinsyre, thirmerosal o.lign. | mange tilfaelde vil det
foretreekkes at indbefatte isotone midler, feks. sukkerarter eller
natriumchlorid. Laengerevarende absorbtion af de injicerbare sammen-
seetninger kan ske ved i sammensaetningen at anvende midler, der forsinker
absorbtion, f.eks. aluminiummonostearat og gelatine.

Der fremstilles sterile injicerbare opl@sninger ved at inkorporere de aktive
forbindelser i den kraevede maengde i det passende oplesningsmiddel
sammen med forskellige af de andre ovenfor angivne bestanddele, som
kraevet, fulgt af filtersterilisering. Almindeligvis fremstilles dispersioner ved at
inkorporere de forskellige steriliserede aktive bestanddele i en steril vehikel,
som indeholder det basale dispersionsmedium og de kreevede andre
bestanddele blandt de ovenfor anferte. | tilfeeldet med sterile pulver til
fremstilling af sterile injicerbare oplasninger er de foretrukne
fremstillingsmetoder vakuumterring og fryseterring, som giver et pulvere af
den aktive bestanddel samt enhver yderligere onsket bestanddel fra
forudgaende sterilfiltrerede oplasninger heraf.

Nar Lol pl elign er passende beskyttet som beskrevet ovenfor, kan den
aktive forbindelse indgives oralt, f.eks. med et inert fortyndingsmiddel, eller
med en fordejelig spiselig beerer, eller den kan omsluttes af en hard eller
bled gelatinekapsel eller komprimeres til tabletter, eller kan inkorporeres
direkte i levnedsmidiet i kosten. Til oral terapeutisk indgivelse kan den aktive
forbindelse inkorporeres med excipienser og anvendes i form af
nedsveelgelige tabletter, buccale tabletter, pastiller, kapsler, eleksirer,
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suspensioner, siruper, oblater olign. Sadanne sammensatninger og
praeparater bgr indeholde mindst en vasgtprocent af den aktive forbindelse.
Procentdelen af sammensastningerne og prasparaterne kan selvfelgelig
varieres og kan passende ligge mellem fra ca. 5 til ca. 80 vaegtprocent af
enheden. Mangden af aktive forbindelse i sadanne terapeutisk anvendelige
sammenseatninger er saledes, at der vii opnas en passende dosis.
Foretrukne sammenseetninger eller preeparater ifelge den foreliggende
opfindelse fremstilles saledes, at en oral enhedsdosisform indeholder mellem
ca. 10 ug og 2000 mg af den aktive forbindelse.

Tabletterne, pastillerne, pillerne, kapslerne o.lign. kan ogsa indeholde
folgende: Et bindemiddel, sasom gummigragacanth, acacia, majsstivelse
eller gelatine; excipienser sasom dicalciumphosphat; et deintegrerings-
middel, sasom majsstivelse, kartoffelstivelse, alginsyre olign.; et smare-
middel, sdsom magnesiumstearate; og et sedemiddel sasom saccharose,
lactose eller saccharin kan tilsasttes eller et smagsmiddel, sasom
pebermynte, vintergrantolie eller kirsebaersmag. Nar enhedsdosisformen er
en kapsel kan den udover materialer af ovennsevnte type indeholde en
vaeskeformig beerer. Der kan veere forskellige andre materialer tilstede som
beleegninger eller til pa anden made at modificere dosisenhedens fysiske
form. F.eks. kan tabletter, piller eller kapsler belasgges med shellac, sukker
eller begge dele. En sirup eller eleksir kan indeholde den aktive forbindelse,
saccharose som et sedemiddel, methyl- og propylparabener som
konserveringsmiddel, et farvestof og et smagsstof, sasom krisebeer- eller
orangesmag. Selvfelgelig ber ethvert materiale, der anvendes til fremstilling
af en hvilken som helst enhedsdosisform, veere farmaceutisk ren og i alt
vaesentligt ikke-toxisk i de benyttede maengder. Endvidere kan den aktive
forbindeles inkorporeres i prasparater og formulationer med langvarig
frigerelse.

| neerveerende beskrivelse omfatter udirykket “farmaceutisk acceptabel
baerer" ethvert og alle oplesningsmidler, dispersionsmedier, belsegninger,
antibakterielle og antisvanpemidler, isotone og absorptionsforsinkende midler
o.lign. Anvendelse af sadanne medier og midler til farmaceutisk aktive
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forbindelser er velkendt indenfor fagomradet. Med undtagelse af for sa vidt
nogen af de traditionelle medier eller midler er inkompatible med den aktive
bestandel, er anvendelse heraf i de terapeutiske sammensastninger omfattet.
Der kan ogsa inkorporeres supplerende aktive bestanddele i sammen-
seetningerne.

Det er navnlig fordelagtigt at formulere parenterale sammensatninger pa
enhedsdosisform for at lette indgivelsesmaden og dosens ensartethed.
Udtrykket enhedsdosisform som det anvendes i naervasrende beskrivelse,
henviser til fysisk adskilte enheder, som er egnede som enhedsdoser til
pattedyrsindivider, som skal behandles. Hver enhed indeholder en forud
bestemt maengde af aktivt materieale, der er beregnet til at frembringe den
pnskede terapeutiske virkning i forbindelse med den kraevede farmaceutiske
beerer. Specifikationen af de nye enhedsdosisformer ifelge opfindelsen
dikteres af og er direkte afhasngige af (a) det aktive materiales enestaende
egenskaber og den saerlige terapeutiske virkning, som skal opnas, og (b) de
begraensninger der indenfor fagomrader er forbundet med sammensaetning
af et sadant aktivt materiale til behandling af en lidelse i levende individer ved
en sygdomstilstand, hvor legemets sundhed forringes, hvilket er beskrevet
detaljeret nedenfor.

Den vigtigste aktive bestanddel blandes med henblik pa passende og effektiv
indgivelse i virksomme meengder med en passende farmaceutisk acceptabel
basrer pa enhedsdosisform, som beskrevet ovenfor. En enhedsdosisform kan
f.eks. indeholde den vigtigste aktive forbindelse i maengder pa fra 0,5 pg til
ca. 200 mg. Udtrykt i andele er den aktive bestanddel almindeligvis til stede i
fra ca 0,5 g tit ca. 2000 mg pr. ml beerer. | tilfeeldet med sammensaetninger
indeholdende yderligere aktive bestanddele fastleegges doserne under
henvisning ti den sadvanlige dosis og indgivelsesmade for disse
bestanddele.

Den foreliggende opfindelse er yderligere illustreret ved nedenstaende ikke-
begreensende eksempler.
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EKSEMPEL 1

Ekstrahering af RNA.

4 g frisk rajgreespollen (indvundet fra marker nzer Melbourne og opbevaret
under flydende No) blev opsleemmet i 10 ml ekstraktionspuffer (S0mM Tris-
puffer, pH9, 0,2M NaCl, 10mM Mg-acetat) indeholdende 10mM vanadyl-
ribonukleosidkomplekser (Berger & Birkenmeier, 1979) og 0,1% DEPC.
Polienslammet blev malet i en mortor og stadt under flydende No i 10-20 min
for at tilvejebringe et homogenat, hvori alle pollenkorn var edelagt.
Opslaemningen blev overfert il Nalgene-centrifugerer med 1%
(veegtivolumen) SDS, 10mM EDTA og 0,5% (veegt/volumen) N-
lauroylsarcosin. Et tilsvarende volumen varm pufret phenol af haj kvalitet (fra
IBl) behandlet med 0,1% (vaegt/volumen) hydroxyquinoline (Maniatis et al.,
1982) blev tilsat, og blandingen blev rystet i 10 min. Et tilsvarende volumen af
24:1 dele chloroform:isoamylalkohol blev tilsat og rystningen blev fortsat.
Rerene blev centrifugeret ved 15.000 omdrejninger pr. min i 20 min ved 10
°C for at adskille faserne og fierne uoplaseligt materiale og cellerester. Den
vandige fase blev reekstraheret med P:C:| 4 gange indtil phenolfasen forblev
klar { med faseadskillelse ved 2.500 omdrejninger pr. min i 15 min ved
stuetemperatur) og den vandige fase blev overfert til Corex-centrifugerer. 2,5
volumen af 100% (volumen/volumen) ethanol blev tilsat og oplasningen blev
blandet med pipette og fik lov til at preecipitere natten over ved -20 °C, og
roteret ved 15.000 omdrejninger pr. min i 20 min ved 0 °C. Peletten blev
genopsleemmet i 10 ml EDTA for at fierne vanadyi-ribonukieosidkomplekser,
og der blev tilsat LiCl for at opnd en endelig koncentration pa 2M.
Oplasningen blev opretholdt ved 0 °C natten over og centrifugeret ved
15.000 omdrejninger pr. min i 30 min ved 4 °C. Pelletten blev vasket med
koldt 2M LiC! hvor 5mM EDTA (pH 7,3), vaesken blev heeldt fra, og pelletten
blev genopslazemmet i 1 ml vand. Oplesningen blev opvarmet til 65 °C og der
blev tilsat 0,1 ml 3M Na-acetat og 2,2 ml ethanol til preecipitation af totalt
RNA ved -20 °C natten over. Pelletten blev vasket blidt med 70%
(volumen/volumen) ethanol, vakuumterret og genopsieemmet i 0,5 ml vand.
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Opsleemningen blev opbevaret ved -70 °C indtil den skulle anvendes til poly
(A+) RNA-udvaelgelse.

Et gram rajgraespollen indeholdte 1 mg totalt RNA. Poly (A+) mMRNA blev
udvalgt ved affinitetschromatografi pé Poly (U)-Sepharose (Pharmacial) i
henhold til standardmetoder. Integriteten af poly (A+) mMRNA blev undersagt
ved dets evne til at virke som en template for syntese af enkeltstrenget cDNA
savel som for dets transtationelle aktivitet i kaninreticulocytsystemet.

EKSEMPEL 2

Fremstilling af cDNA-kloner.

Syntese af ferste cDNA-streng var ud fra 5 pg (poly A+) RNA i 50 pl
reaktionspuffer (50mM Tris-puffer, pH 8,3) indeholdende 40mM KCI, 10mM
MgCly, SmM DTT, 1mM dATP, 1mM dGTP, 1mM dTTP og 1mM dCTP, 50
enheder human placental ribonukleaseinhibitor (HPRI), 5 pg oligodeoxy-
thymidylsyreprimer, 80 uCi [Alpha-22 P] dCTP (3000Ci/mmol; Amersham) og
100 enheder reverstranskriptase. Blandingen blev inkuberet i 60 min ved 42
°C. Den anden cDNA-streng blev syntetiseret under anvendelse af
mRNA/cDNA hybrider som substrat, 4 enheder E._coli DNA-ribonuklease H
til frembringelse af indskaeringer i mRNA-template, og 115 enheder E.coli
DNA-polymerase 1 til katalysering af erstatningerne af mRNA-strengen med
DNA. Reaktionsblandingen blev inkuberet sekvensvis ved 12 °C 1 60 min og
derpa blev reaktionen standset ved at opvarme ved 70 °C i 10 min. Der blev

tilsat 10 enheder T4 DNA-polymerase for at fierne sma 3'-fremspring fra den
ferste cDNA- streng (Gubler & Hoffmann, 1983). Reaktionen blev standset
ved at tilseette en tiendedel volumen 20mM EDTA og 1% (vaegt/volume)
SDS. Dobbeltstrenget (ds) cDNA blev oprenset ved phenol/chloroform-
ekstrahering fulgt af preecipitation med ethanol.

For at konstruere et lambda-gt 11-cDNA-ekspressionsbibliotek blev 500 ng
dobbeltstrenget cDNA inkuberet med 20 enheder EcoR1-methylase ved 37
°C i 60 min.
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1 ug phosphoryleret EcoR1 linkere (5'd[pGGAATTCC]) blev ligeret til det
dobbeltstrengede cDNA i en ligationspuffer med 5 enheder T4 DNA-ligase
ved 15 °C natten over. Det med EcoR1-linker forsynede cDNA blev fordejet
med 100 enheder EcoR1 linkere gennem en Sephacrylsgjle.

50 ng linkerforsynet cDNA blev ligeret til 1 0g dephosphoryleret EcoR1-
skaret lambda-gt 11-DNA(Promege) med 2,5 enheder T4 DNA-ligase i 20
timer ved 15 °C i et samlet volumen pa 10 ul. Det ligerede lambda-gt 11-DNA
blev preecipiteret med 30 mM Na-acetat og 2,7 volumen ethanol ved 70 °C i 2
timer. Lambda-gt 11-DNA ligeret til cDNA blev indpakket in vitro ved 20 °C i 2
timer under anvendelse af 25 ul lambdaindpakningsbianding (Promega).
cDNA-biblioteket blev titreret pa E. coli-stamme Y1090r pa plader
indeholdende 1 mg/ml X-gal, og 0.4 mg/ml IPTG. cDNA blev forsteerket som
pladelysate pa E. coli-stamme Y1090r- ved en taethed pa 15.000 plaques pr.

150 mm plade.
EKSEMPEL 3

Screening af lambda-gt 11 cDNA-bibliotek under anvendelse af specifikke
monoklonale antistofprober.

Rajgrasspollenallergenspecifikke monokionale antistoffer blev udviklet og
karakteriseret af Smart et al. (1983). Sera fra patienter, der er allergiske
overfor rajgraespollen, blev venligst tilvejebragt fra Dr. David Hill fra Royal
Children's Hospital, Melbourne.

Nedenstdende  procedure til  screening af lambda-gt  11-
ekspressionsbiblioteket er en modification af en tidligere beskrevet metode
(Huynh, Young & Davis, 1985). En enklet koloni af E. coli Y1090r- blev
dyrket ved 37 °C med god gennemluftning to OD600 pé 0,7-0,9 i LB-medium
indeholdende 100 pg/mi ampicillin og 04% (veegt/volumen) maltose.
Cellerne blev pelleteret og genopsieemmet i 10 mM MgSO4 i 40% af
kulturvolumenet. E. coli Y1090r- cellerne (0,3 ml) blev derpa inficeret med
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ca. 18.000-20.000 rekombinante fager ved 37 °C i 15 min, blev udpladet pa
150mB BL-plader i 0,7% (volumefvaegt) agarose og inkuberet ved 42 °C 1 3
timer. Pladerne blev tildeekket med terre 132 mm nitrocellulosefiltre der
forudgaende var gennemvaedet i 10mIPTG, blev derpa inkuberet i 6 timer
ved 37 °C og filtrene blev fiernet. Et andet IPTG-behandlet filter blev anbragt
pa bakteriepleenen og pladerne blev inkuberet natten over ved 37 °C.
Filterplaquelaft blev terret ved stuetemperatur og vasket med TBS i 10 min.
TBS blev fiernet og der blev tisat 10 ml TBS indeholdende 10%
(veegt/volume) ikke-fedt meelkepulver, og filtrene blev rystet blidt i en time,
blev dreenet, skyllet i 30 sekunder med TBS og derpa vasket i 10 min med
TBS samt 0,1% (volumen/volumen) Tween-20 fulgt af yderligere 2 vask med
TBS i hver 10 min. Filtrene blev inkuberet i 3 timer i TBS indeholdende 2%
(veegt/volumen) BSA og monoklonale antistoffer (ascites) mod
rajgraespollenallergener ved fortynding pa 1:500 under blid rystning. Efter
vask i TBS/0,1% (volumen/volumen) Tween-20, blev filtrene inkuberet i 1,5
time i TBS indeholdende 2% (vaegt/volumen) BSA og peroxidasekonjugeret
affinitetsoprenset anti-mus-IgG ved fortynding pa 1:500. Filtrene blev vasket
og udviklet under anvendelse af frisk chromogent peroxidasesubstrat 4-chlor-
[-naphtol, 60 mg oplest i 20 ml iskold methanol, og 80 ml TBS indeholdende
0,03% (volumen/volumen) H,0,. Til hvert filter blev der anvendt 10 ml
udviklingsoplasning. Efter at purpurrede pletter var fremkommet pa filtrene
blev udviklingsoplasningen fiernet og filtrene biev vasket med distilleret vand
for at standse reaktionen.

Det udviklede filter blev anvendt til at lokalisere specifikke ptaqueomrader pa
pladen, svarende til et positivt signal. Positive fag-plaque blev lIzftet fra
pladen som agarosepropper og den eluerede fag blev oprenset til individuelle
antigenpositive lambda-gt 11-kioner ved at genscreene ved lav taethed pa 85
mm petriskdle med 82 mm nitrocellulosecirkler. Efter opnaelse af
plaqueoprensning blev hver af lambda-gt 11-kionerne, som baerer allergen
cDNA, udpladet ved lav teethed og der blev fremstillet filterlaft in dublo. Det
rekombinante allergens evne til at binde med antisera fra allergiske patienter
blev bestemt under anvendelse af samme procedure som beskrevet ovenfor,
med undtaglese af, at filteriaft natten over blev inkuberet i den allergiske
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antisera ved en fortynding pa 1:10, hvorimod det ferste laft blev behandlet
med monoklonale antistoffer.

EKSEMPEL 4

Fremstiling af rekombinante allergenproteiner ud fra lambda-gt 11-
rekombinante lysogener og Western-blot-analyse.

Bakterier (E. _coli stamme Y1089), som skal lysogeniseres med den
rekombinante fag, blev dyrket til meettethed i LB-medium (pH 7.5)
indeholdende 0,2% (vaegt/volumen) maltose ved 37 °C. En mi celler blev
indvundet ved centrifugering og genopsleemmet i 300 pl LB-medium,
indeholdende 10mM MgCi,. Cellerne (ca. 1 x 108 celler) blev inficeret med
ca. 1 x 109 pfu lambda-gt 11-rekombinant fag indeholdende cDNA-
indfejelser, der koder for de allergene proteiner, (f.eks. klon 12R og klon 6R),
ved 32 °C i 20 min. De inficerede celler blev serievis fortyndet og udpladet
ved en taethed pa 100-200 kolonier pr. plade, og inkuberet natten over ved
32 °C. Individuelle kolonier blev afsat som pletter pa LB-kopiplader, hvoraf en
blev inkuberet ved 42 °C og den anden ved 32 °C natten over.
Rekombinante lysogenkloner blev indikeret ved vaekst ved 32 °C, men ikke
ved 42 °C, og forekom med en hyppighed pa 20% for klon 12R og 3-4% for
klon 6R.

For at apna en preeparativ meengde af de rekombinante allergene proteiner,
blev en enkelt lysogen koloni af Y1089 inokuleret i 10 ml LB-medium og
inkuberet ved 32 °C under god gennemluftning, indtii OD600 havde naet 0,5.
Kulturen blev hurtigt overfart til et 42 °C varmt vandbad, og inkuberet i 20 min
under rystning.

lac-operonrepressoren blev inaktiveret ved tilseetning af 100 ul 1M IPTG.
Kulturen blev derpé& inkuberet ved 37 °C i 1 time, hvilket muligger, at lac Z-
genet udtrykkes, og de allergene proteiner syntetiseres som et fusionsprotein
med beta-galactosidase. Celler blev hestet ved rotation ved 3000
omdrejninger pr. min i 10 min ved stuetemperatur, blev genopslammet i 150
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ml prevepuffer, og umiddelbart frosset i flydende nitrogen. Cellerne blev
lyseret ved optening ved stuetemperatur. Til elektroforetisk analyse af
proteiner blev 150 pl SDS-prevepuffer indeholdende bromphenolblat-
sporfarvestof sat til frysning-optaningslysatet. Praver blev kogt i 3 min, og
uopleseligt materiale blev fiernet ved mikrocentrifugering i 3 min.

Proteinerne blev genoplest ved 7-10% (veegt/volumen) SDS-polyacrylamid-
gelelektroforese, og visualiseret ved farvning med Coomassieblat med
dobbelte prever elektroblottet til nitrocellutosefilter under anvendelse af Bio-
Rad Trans Blot- apparatet (0,15 amp natten over). Fusionsproteiner blev
pavist med monoklonale antistoffer, og visualiseret under anvendelse af den
tidligere beskrevne screeningsprocedure.

EKSEMPEL §

Northern analyse.

Totalt RNA blev ekstraheret fra polien, blade, hydratiserde fre og rodprever
som tidligere beskrevet for pollen, og 20 ug RNA/preve blev elektroforetiseret
1 formaldehyd/1,2% (veegt/volumen) agarosegeler (Maniatia et al,, 1982),
gennemigbet ved 70V i 4 timer i gennemlebspuffer indeholdende 20 mM
morpholinopropansulfonsyre, 5 mM natriumacetat og 0,1 mM EDTA, til pH
7,0. RNA'erne blev overfert til nitrocellulose (Hybond C)-filtre, og
praeekvilibreret i 2 timer ved 50 °C i hybridiseringspuffer indenholdende 50%
(volumen/volumen) deioniseret formamide, 2 x SSPE, 7% (vasgt/volumen)
SDS, 0.5% (veegt/volumen) ikke-fedt meelkepulver, 1% PEG 20.000, og 0,5
mg/ml ikke-homologt laksespermbaerer-DNA. Frisk hybridiseringspuffer
indeholdende den tilfeeldigt primede Lol pl-DNA-probe blev tilsat og inkuberet
ved 50 °C natten over for at opna hybridisering. Filtre blev vasket
omhyggeligt i 2 x SSC, 0,1% (veegt/volumen) SDS i 15 min ved RT, derpé
0,5 x SSC, 1% (veegt/volumen) SDS ved 50 °C i 15 min, fuigt af kort skylning
I 0.5 x SSC, 0,1% (veegt/volumen) SDS, blottet let og indhyllet i Glad-
indpakning. Kodakfilm blev eksponeret i 18 timer ved -70 °C.
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EKSEMPEL 6

Ekspression af Lol pl-cDNA-produkter reageret med IgE fra allergisera.

cDNA-indfejelsen fra lambda-gt 11-12R, som koder for Lol pl, blev kioner tif
EcoR1-stedet pa plasmidekspressionsvektoren pGEX, hvor det kan
udtrykkes som et fusionsprotein med glutathiontransferase. E._cali inficeret
med dette plasmid pGEX-12R eller med den ikke-rekombinante vektor alene,
blev dyrket i en kultur med logoritmisk fase, og bakterierne blev pelleteret ved
centrifugering. Disse bakterier blev lyseret , og de totale proteiner blev adskilt
pa SDS-PAGE gel, Et western-blot viste, at kun de bakterier, som indeholdt
rekombinante plasmider, besad en proteinkomponent, der var reaktivt med

specifikt IgE i sera fra donorer, der var allergiske overfor rajgraespollen.
Resultaterne er vist i fig. 6.

EKSEMPEL 7

Krydsreaktivitet af Lol pl med homologe allergener fra andre graespollen.

Lol pl er et protein med molekyleveegt pa 34 kD, og SDS-PAGE viser, at
andre almindelige graesser har et homologt protein med tilsvarnede
molekylevaegt. Resultaterne ifagle den foreliggende opfindelse viser, at disse
proteiner deler en feelles antigen etitop (pavist med monoklonale antistoffer),
og er allergener med hensyn til specifik IgE-binding. Resultaterne er vist i fig.
7. P& grund af denne allergene lighed er Lol pl det immunodominerende
allergen i greespollen. En konsekvens heraf er, at cDNA-klonen 12R kan
anvendes som en heterolog probe til isolering af de homologe cDNA-kioner
for allergener for andre graespollen.
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Patentkrav

1. DNA-sekvens, kendetegnet ved, at den udviser mindst 60 %
homologi med den i Fig. 5 afbildede sekvens og, at den koder for et allergent
protein fra pollen fra familien Poaceae.

2. DNA-sekvens ifelgekrav 1, kendetegnet ved, at pollenet er pollen
fra Lolium perenne.

3. DNA-sekvens, kendetegnet ved at den udviser mindst 60 %
homologi med den i Fig. § afbildede sekvens og, at den koder for et allergent
protein fra et pollen fra graes, som er allergent krydsreaktivt med et allergent
pollenprotein fra Lolium perenne, som pavist ved IgE-bindingsstudier.

4. Ekspressionsvektor, kendetegnet ved at den omfatter en DNA-
sekvens som defineret | ethvert af kravene 1-3.

5. Veertscelle, kendetegnet ved, at den er transformeret til at
udtrykke et protein eller et polypeptid, der kodes af en DNA-sekvens som
defineret i ethvert af kravene 1-3.

6. Veertscelle ifelge krav5 kendetegnet ved, at dener E coli.

7. ¢DNA kendetegnet ved at det omfatter en DNA-sekvens som
defineret i ethvert af kravene 1-3 og kan opnas ved, at man:

ekstraherer RNA fra rajgrasspollen og med affinitetschromatografi
udvaelger Poly(A+) mRNA, som skal anvendes som template ved
syntese af enkeltstrenget cDNA,;

syntetiserer og isolerer dobbeltstrenget cDNA;

opretter et lambda-gt 11 cDNA-ekspressionsbibliotek;
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screener lambda-gt 11 cDNA-ekspressionsbiblioteket efter induktion
med IPTG under anvendelse af monoklone antistoffer karakteriseret
ved Smart et al., Int Archives of Allergy and App! Immunol., 72, 243-248
til at afsege filterleft in duplo og identificere og isolere positive phag-
plaques;

udplader plaquene ved lav tethed og udferer filterleft in duplo af
plaquene;

screener phag-plaquene indeholdende kloner, som producerer protein
allergen ved at inkubere filterlaftene med allergiske antisera eller med
de Smart et al monoklone antistoffer og identificere de kloner, der er
positive, nar de screenes med monoklone antistoffer og positive, nar de
screenes med allergiske antisera,

genindvinder cDNA-indfgjelsen fra de allergiske antisera og den
antistof-positive phag og ved sterrelsesanalyse identificerer indfejelser
pa ca. 1200 basepar;

indseetter indfejelserne i en plasmidvektor til sekventering og
ekspression;

sekventerer cONA'et; og

sammenligner det sekventerede DNA's restriktionskort med det i Fig. 9
viste cDNA-restriktionskort og identificerer de kloner, der i det
vaesentlige har samme restriktionskort som det i Fig. 9 viste.

8. Fremgangsmade til isolering og identificering af DNA, der koder for et
allergent protein fra pollen fra graes, kendetegnet ved at den
indbefatter anvendelse af et cDNA ifelge krav 7 som en heterolog probe til
isolering af de homologe cDNA-kloner af protein allergener fra pollen fra
grees.
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9. Anvendelse af en DNA-sekvens ifelge ethvert af kravene 1-3 ved
fremstilling af et protein eller et polypeptid, der kodes af DNA-sekvensen.

10.  Anvendelse af en DNA-sekvens ifalge ethvert af kravene 1-3 eller et
cDNA ifglge krav 7 som en probe til isolering og identificering af nukleinsyre,
der koder for det allergene protein eller polypeptid.
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