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Benaevnelse: Selektivt reaktivt antistof eller funktionelt fragment deraf , konjugat omfattende antistoffet eller dets
funktionelier fragment, fremgangsméde til fremstilling af konjugatet, DNA-sekvens kodende for mindst én selektivt

reaktiv del af antistoffet,

Sammendrag:

En familie af kimere antistoffer med heoje affiniteter over for
et hejmolekylart tumor-forbundet sialyleret glyc&proteinanti-
gen (TAG72) af human oprindelse. Disse antistoffer har (1)
dyre-V4- og -V -sekvenser med hej affinitet, €§!h_fornidler
TAG72binding og (2) humane Cy- og C_-regioner. De menes at
frembringe signifikant farre bivirkninger, nar ?Egaq3vet til
mennesker i kraft af deres humane CH~ Sb CL-antistofomrader.
Nukleotid- og aminosyresekvenser af VHGTAG Vy, CC46 V4, CCa9y,
CCB3 V4 og CC92 Vy og CC49 Vi -, CC83 V- og CC92 V| -idiotypse~
kvenser er beskrevet sivel som in vivo-setoder til behandling
0g diagnostisk analyse under anvendelse af disse kimare anti-~
stoffer.
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Den foreliggende opfindelse angir hidtil ukendte, selektivt reaktive antistoffer eller
funktionelle fragmenter deraf, konjugater omfattende sddanne antistoffer eller funktio-
nelle fragmenter deraf, DNA-sekvenser, som koder for i det mindste selektivt reaktive
antistofdele, ekspressionsvehikler indeholdende sidanne DNA-sekvenser, en fremgangs-
made til fremstilling af ekspressionsvehikler og celler transformeret med disse vehikler,
midler omfattende de selektivt reaktive antistoffer eller funktionelle fragmenter deraf

samt en fremgangsmade til fremstilling af transformerede verter.

Antistoffer er specifikke immunoglobulinpolypeptider (Ig-poly-
peptider), som fremstilles af hvirveldyrs immunsystem, som
reaktion pad udfordringer af fremmede proteiner, glycoprotei-
ner, celler eller andre antigene fremmede stoffer. Den sekvens
af begivenheder, som muligger, at organismen kan overkomme in-
vasion af fremmede celler eller fad renset systemet for fremme-
de celler, er i det mindste delvis forstdet. En vigtig del af
denne fremgangsmidde er fremstillingen af antistoffer, som spe-
cifikt binder til et bestemt fremmed stof. Bindingsspecifici-
teten af saddanne polypeptider til et bestemt antigen er meget
forfiret og den rakke af specificiteter, som det individuelle
hvirveldyr er {1 stand til at danne, er bemarkelsesvardigt med
hensyn til dets kompleksitet og varjationsevne. Millioner af
antigener er i stand til at fremkalde antistofreaktioner, hvor
hvert antistof nasten udelukkende er rettet mod det bestemte
antigen, som fremkaldte det.

To hovedkilder for hvirveldyrs antistoffer benyttes for tiden
- dannelse in situ af mammale B-lymfocytter og dannelse i
cellekultur af B-cellehybrider. Antistoffer dannes in situ som
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et resultat af differentieringen af ikke fuldt udviklede B-
lymfocytter i plasmaceller, som forekommer som reaktion P4 som
stimulering med specifikke antigener. I de jkke-differentiere-
de B-celler er delene af ONA, som koder for de forskellige
regioner pa immunoglobulinkaderne, adskilt i det genome DNA.
Sekvenserne samles sekventielt for ekspression. Et resume af

denne proces er blevet givet af Gough, Trends in Biochenm. Sci.
6, 203 (1981).

Det opnaede omlejrede gen er 1 stand til ekspression i den
fuldt udviklede B-lymfocyt til fremstilling af det onskede
antistof. Selv ndr et bestemt pattedyr udsattes for et enkelt
antigen, opnas der imidlertid ikke en ensartet antistofpopula-
tion. In situ-immunreaktionen over for ethvert sarligt antigen
defineres af den mosaik af reaktioner over for forskellige
determinanter, som er til stede pi antigenet. Hver undergruppe
af homologe antistoffer bidrages af en enkelt population af B-
celler - s&ledes er in situ-dannelse af antistoffer "poly-
klon",

Denne begransede, men iboende heterogenitet, er blevet over-
vundet i adskillige bestemte tilfmide ved brug af hybridoma-
teknologi til dannelse af "monoklone" antistoffer i cellekul-
tur af B-cellehybridomaer {["se Kohler og Milstein, C., Nature
256, 495-497 (1975)].

Ved denne proces sammensliuttes de relativt kortlivede eller
dedelige splenocyter eller lymfocyter fra et pattedyr, som er
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blevet injiceret med antigen, med en udedelig tumorcellelinie,
hvorved der siledes fremstilles hybridceller eller "hybrido-
maer”, som er bade udedelige og 1 stand til at fremstille B-
cellens genetisk kodede antistof. De sdledes dannede hybrider
segregeres i enkelte genetiske stammer ved udvelgelse, fortyn-

5 ding og vakst igen, og hver stamme representerer saledes en
enkelt genetisk linie. De producerer derfor antistoffer, som
der er sikkerhed for er homogene over for et onsket antigen,
Disse antistoffer kaldes "monoklone", idet der henvises til
deres rene genetiske herkomst.

10

Monoklone antistoffer med monospecificitet har i hej grad haft
indflydelise pa immunologi, og deres anvendelighed er allerede
blevet vist inden for sadanne videnskaber som biologi, farma-
kologi, kemi og andre. Sadanne monoklone antistoffer har fun-
det udbredt anvendeise i{kke blot som diagnostiske reagenser

I5 [se f.eks. Immunology for the 80's, udgiver Voller, A., Bart-
lett, A., og Bidwell, D., MTP Press, Lancaster, (1981), men
0gsa terapi (se f.eks. Ritz, J. og Schlossman, S.F., Blood 59,
1-11, (1982)].

20 monoklone antistoffer, som er fremstillet af hybridomaer, har
en vigtig ulempe, selvom de teoretisk er effektive som beskre-
vet ovenfor, og klart er at foretrekke sammenlignet med poly-
klone antistoffer pa grund af deres specificitet. Til mange
anvendelser er brugen af monoklone antistoffer, som er frem-
stillet i ikke-humane dyr, il#orlig begranset, nar der er tale

25 om, at monoklone antistoffer skal anvendes i mennesker. Gen-
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tagne injektioner af et "fremmed" antistof i mennesker, sdsom
et museantistof, kan fere til skadelige hypersensitivitets-
reaktioner. Et s&dant monoklont antistof, som hidrerer fra en
ikke-human kilde, fordrsager, nadr det indgives til mennesker,
en antistofreaktion mod ikke-humant antistof (ANHA). Se f.eks.
Shawler et al., Journal of Immunology 135, 1530-1535 (1985)
for en diskussion om en specifik ANHA-reaktion for&rsaget af
anvendelse af murint afledte antistoffer, human anti-muse-

antistofreaktion {(HAMA-reaktion).

Det menes, at dyreimmunoglobuliner med humane konstante regio-
ner vil give en mindre ANHA-reaktion, nar indgivet til menne-
sker, end dyreimmunoglobuliner med ikke-humane konstante re-
gioner. Som s&danne menes monoklone antistoffer med gode bin-
dingsaffiniteter for udvalgte antigener og med humane konstan-
te regioner at have stor potentiel anvendelighed til immunolo-
gisk diagnose og behandling af menneskepatienter med cancer.

Der er indtil nu blevet gjort forskellige forseg pa at frem-
stille human-afledte monoklone antistoffer ved anvendelse af
humane hybridomaer. F.eks. er der blevet fremstillet humane/
humane hybridomaer [Olsson, L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA), 77, 5429 (1980)]); humane/murine hybridomaer [{(Schlom,
J., et al., (ibid) 77, 6841 (1980)) og flere andre xenogene
hybridkombinationer. Humane monoklone antistoffer er ogsa ble-
vet fremstillet ved transformation af lymfocytter under anven-
delse af Epstein-Barr-virus. Sadanne hybridomaer kan imidler-
tid potentielt indeholde patogene humane viruser. Alternativt
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er primere antistofproducerende B-celler blevet udedeliggjort
in vitro ved transformation med viralt DNA. Uheldigvis er ud-

bytter af monoklone antistoffer fra humane hybridomacelleli-
nier relativt lave (1 ug/ml1 i humane hybridomaer sammenlignet
med 100 ug/ml1 { musehybridomaer), og produktionsomkostninger
er heoje.

Selvom humane immunoglobuliner i hej grad er enskede ved immu-
nologisk diagnose og behandling af menneskecancerpatienter,
har humane hybridomateknikker endnu ikke ndet et stadie, hvor
der let kan opnads humane monoklone antistoffer med onskede
antigene specificiteter. Endvidere kan forskere af indlysende
etiske grunde ikke immunisere humane individer med udvalgte
toksiske eller pA anden made skadelige antigener for at danne
antistoffer mod det specifikke antigen. Dette 1lmgger store

restriktioner pa {mmunologisk diagnose og behandling af menne-
skepatienter.

Fremstillingen af human-afledte monoklone antistoffer er be-
stemt mulig, men er stadig ikke effektiv pa baggrund af dens
lave reproducerbarhed og de andre ovenfor beskrevne problemer
[se endvidere Nature 300, 316-318 (1982)). Som en konsekvens
heraf hidrerer de fleste monoklone antistoffer fra ikke-humane
dyr.

Et monoklont antistof, som reagerer med hoj bindingsaffinitet
over for humane tumorantigener, men som ikke genkendes som et
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fremmed stof af mennesker, er i hej grad enskeligt. En frem-
gangsmade til overvindelse af denne vanskelighed, er kunstigt
at danne et antistof, som meget ligner et humant antistof og
ikke genkendes som et fremmed stof inden 1 menneskelegemet,
dvs. et kimart eller "menneskeliggjort"” antistof.

Typisk for kimare antistoffer efterligner den variable region
i bade lette og tunge kader de variable regioner i antistoffer
hidrerende fra en pattedyrsart, mens de konstante dele er ho-
mologe med sekvenserne i antistoffer hidrerende fra mennesker.
En klar fordel ved sAdanne kimare former er, at de variable

regioner f.eks. hensigtsmessigt kan hidrere fra for tiden

kendte kilder under anvendelse af let tiigangelige hybridomaer
af B-celler fra ikke-humane vartsorganismer i kombination med
konstante regioner hidrerende fra f.eks. humane celleprapara-
ter. Mens specificiteten af den variable region ikke pAvirkes
af dens kilde er det mindre sandsynligt, at den konstante
region varende human ville fremkalde en immunreaktion fra et
humant individ, ndr antistofferne injiceres, end den konstante
region fra en ikke-human kilde.

Et kendt humant tumorantigen er tumorassocieret glycoprotein
(TAG72). TAG72 er associeret med overfladen af visse tumor-
celler af human oprindelse, specifik LS174T-tumorcellelinien.
LS174T [American Type Culture Collection (heri ATCC) nr. CL
188] er en variant af LS180-tarmadenocarcinomlinie (ATCC nr.

CL 187).
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Karyotypen aF_L8174T ligner den hos LS180, idet der mangler
et X-kromosom i en sterre del af cellerne. Der er blevet pre-
senteret data, som beskrevet i Johnson V.B. et al., Cancer
Res. 46, 850-857 (1986), ti1 karakterisering af TAG72-moleky-
let som et mucin. Denne konklusion er baseret pd de felgende
fjagttagelser: (a) TAG72 har en hej molekylvagt (>1 x 105), som
vist ved dens udelukkelse fra en Sepharose® CL-4B-sajle; (b)
massefylden af TAG72 bestemt ved ligevegtscentrifugering 1
CsCl var 1,45 g/ml, hvilket indikerer et kraftigt glycosyleret
glycoprotein; (c) TAGT72 har en e#ndring i vandring efter neura-
minidasefordejelse, hvilket indikerer, at det er et kraftigt
sfalyleret molekyle med en righed af 0-glycosidikalt koblede
oligosaccharider, som er karakteristiske for muciner; (d)
blodgruppeantigener, som almindeligvis findes pi muciner, fin-
des pad affinitets-oprenset TAGT2; 0g (e) Chondrofitinase ABC-
fordejelse havde ingen virkning p& TAG72, hvilket viser, at
TAG72-epitopet ikke udtrykkes pa en chondroitinsulfatproteo-
glycan. )

Der er blevet udviklet adskillige murine monoklone antistof-
fer, som har bindingsspecificitet for TAG72. Et af disse

monoklone antistoffer betegnet B72.3, er é&t murint IgGl, der
er fremstillet af hybridoma B72.3 (ATCC nr. HB-8108). B72.3 er
et monoklont ferste generationsantistof, som er udviklet under
anvendelse af et humant brystcarcinomekstrakt som immunogenet
(se Colcher, D. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 178,
3199-3203 (1981); og US patentskrifterne nr. 4.522.918 og nr.
4.612.282). Som anvendt her{ menes der med betegnelisen "mono-
klont forstegenerationsantistof" et monoklont antistof, som er
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fremstillet under anvendelse af som immunogenet, et racelle-
ekstrakt.

Andre monoklone antistoffer rettet mod TAG72 betegnes "CC"
(coloncancer). Monoklone CC-antistoffer er en familie af
murine monoklone andengenerationsantistoffer. Som anvendt heri
menes der med udtrykket "monoklont andengenerationsantistof"
et monoklont antistof, som er fremstillet under anvendelse af
som immunogenet, et antigen, der er oprenset med et monoklont
forstegenerationsantistof. Monoklone CC-antistoffer blev
fremstillet under anvendelse af TAG72 oprenset med B72.3. En
diskussion af metoden til fremstilling af CC-antistofferne er
anfert i1 US patentansegning 7-073.685 (USPA 7-073.685), idet
ansegningen blev indleveret af Schlom et al. 15. juli 1987 og
er tilgangelig for offentligheden fra the National Technical
Information Service. Pa grund af deres relativt gode bindings-
affiniteter for TAG72 er de feolgende CC-antistoffer blevet
deponeret hos ATCC, idet der er blevet anmodet om begranset
adgang: CC49 (ATCC nr. HB 9459); CC83 (ATCC nr. HB 9453); CcC46
(ATCC nr. HB 9458); CC82 (ATCC nr, 9454); CC30 (ATCC nr. HB
9457); CC11 (ATCC nr. 9455); og CC15 (ATCC nr. HB 9460).

Inden for den kendte teknik er der ikke blevet isoleret noget
humant antistof, som binder relativt starkt til TAG72. Passen-
de antistoffer ma derfor blive udformet.

Det er kendt, at funktionen af et Ig-molekyle er afhangig af
dets tredimensionelle struktur, hvilket pé& sin side er afhan-
gig af dets primare aminosyresekvens. SAledes kan andring ff

aminosyresekvensen { et Ig pavirke dets aktivitet i ugunstig
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retning. Endvidere kan en andring 1 DNA-sekvensen, som koder
for Ig'et pAvirke evnen hos cellen indeholdende ONA-sekvensen
til at udtrykke, secernere eller samle Ig.

I USPA 7-073.685 beskrives, at CC-antistofferne kan andres 1
deres kimare form ved at erstatte f.eks. konstante museregio-
ner med humane konstant region-(Fc)-omrader ved DNA-rekombi -
neringsteknikker, som er kendt inden for omradet. Det menes,
at de forslag, der er anfert i USPA 7-073.685 ikke forte ti)
et faktisk forseg pa at udtrykke nogle som helst kimere Ig-po-
lypeptidkaeder, heller ikke til at fremstille Ig-aktivitet og
heller ikke til at secernere 0g samle Ig-keder til de onskede
kimare Ig'er.

Det er derfor overhovedet 1kke klart ud fra den kendte teknik
at kendte DNA-rekombineringsteknikker rutinemassigt vil frem-
bringe et kimert dyre-humant antistof udfra udvalgte DNA-kil-
der, som frembringer funktionelle kimere antistoffer, der bin-
der specifikt til udvalgte humane carcinomaer, og som redu-
cerer fremkomsten af ANHA-bivirkninger, nar indgivet til men-
nesker.

Ifelge den foreliggende opfindelse er der mu overraskende tilvejebragt et hidtil ukendt
antistof af den i krav 1 angivne art eller et fragment deraf, der er i stand til selektivt at

reagere med et s@rligt antigen eller en sarlig antigenfamilie.

Ifelge opfindelsen er der ogsi tilvejebragt hidtil ukendte antistof- eller antistoffragment-
konjugater af den i krav 2 omhandlede art ti] diagnostiske formal samt af den i krav 4
angivne art til terapeutiske formal. Ligeledes ifelge opfindelsen anvises en fremgangsma-

de af den i krav 15 angivne art til fremstilling af sidanne konjugater.
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Den foreliggende opfindelse angar endvidere DNA-sekvenser af den i krav 8 angivne
art, hvilke sekvenser i det mindste koder for en selektivt reaktiv del af et antistof ifolge
opfindelsen, og biologisk funktionelle ekspressionsvehikler ifelge krav 10 indeholdende
sadanne DNA-sekvenser og anviser ogs4 en fremgangsmade af den i krav 16 angivne art

til fremstilling af rekombinante ekspressionsvehikler.

Ydermere angir opfindelsen celler ifelge krav 11 som veart transformeret med det
omhandlede biologisk funktionelle ekspressionsvehikel samt anviser en fremgangsmade

som angivet i krav 17 til fremstilling af en transformeret vart.

Endelig angdr opfindelsen et middel af den i krav 13 angivne art omfattende et antistof
eller antistoffragment ifelge opfindelsen eller et middel af den i krav 14 angivne arn

omfattende et antistof- eller antistoffragmentkonjugat ifelge opfindelsen.

Fig. 1 illustrerer en grundlazggende immunoglobulinstruktur,
idet de enzymatiske klevningssteder er vist.

Fig. 2 illustrerer nukleotidsekvenserne af VyaTAG Vi, CC46 Vy,
CC49 Vy, CC83 V4 og CC92 Vy.

Fig. 3 1llustrerer aminosyresekvenserne af VyaTAG Vy, CC46 Vy,
CC49 vy, CCB3 Vy og CC92 Vy. '

Fig. 4a illustrerer nukleotidsekvensen, og fig. 4b illustrerer
den tilsvarende aminosyresekvens af CC49 V.

Fig. 5a illustrerer nukleotidsekvensen, og fig. 5a illustrerer
den tilsvarende aminosyresekvens af CC83 V.
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Fig. 6a illustrerer nukleotidsekvensen, og fig. 6b illustrerer
den tilsvarende aminosyresekvens af CC92 V.

Fig. 7 illustrerer nukleotidsekvensen af HindIII-PstI-fragmen-
tet isoleret fra plasmidet pGD1.

Fig. 8 i{llustrerer plasmidkortet for pBLUESCRIPT SK(-).

Fig. 9 illustrerer plasmidkortet for pRL101.

Fig. 10 illustrerer et restriktionsenzymkort for genom CC49 L-
kade-DNA-indsattelse i PRL101.

Fig. 11 illustrerer pPlasmidkortet for pRL200.

Fig. 12 illustrerer et restriktionsenzymkort for genom CC83
L-kade DNA-indsattelse i pPRL20O.

Fig. 13 illustrerer nukleotidsekvensen af EcoRI-BamHI-fragmen-
tet, som er isoleret fra plasmidet pNP9.

Fig. 14 illustrerer pPlasmidkortet for pHH49.

Fig. 15 {llustrerer plasmidkortet for pHS83,

Fig. 16 viser nukleotidsekvensen af CC49 vy, idet de under-
stregede segmenter viser de sekvenser, som er udledt under an-
vendeise af oligonukleotidprimere P& mRNA.

Fig. 17 viser nukleotidsekvensen af CC83 V4, idet de under-
stregede segmenter viser sekvenserne, som er udledt under an-
vendelse af oligonukleotidprimere paA mRNA.

Fig. 18 viser aminosyresekvensen af CC49 V4., idet de under-
stregede segmenter viser sekvenserne, som er bestemt ved pro-
teinsekvensbestemmelse.
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Fig. 19 viser aminosyresekvensen af CC83 Vy, idet de under-
stregede segmenter viser sekvenserne, som er bestemt ved pro-

teinsekvensbestemmelse.

Fig. 20 viser resultaterne af en SDS-polyacrylamidgel med re-
sultaterne af PNGase F-behandling af CC83-antistof.

Fig. 21 illustrerer restriktionsenzymkortet for human gamma

1, gamma 2, gamma 3 og gamma 4.

Fig. 22 illustrerer plasmidkortet for pSV2gpt/R/B.

Fig. 23 illustrerer plasmidkortet for pSvV2gpt-y1-7,8.

Fig. 24 illustrerer plasmidkortet for pSVv2gpt-v1-2,3.

Fig. 25 illustrerer plasmidkortet for pSva2gpt-y2.

Fig. 26 illustrerer plasmidkortet for pSV2gpt-7y3.

Fig. 27 illustrerer plasmidkortet for pSvV2gpt-v4.

Fig. 28 illustrerer plasmidkortet for p49y1-7,8.

Fig. 29 illustrerer plasmidkortet for pd49y1-2,3.

Fig. 30 illustrerer plasmidkortet for p49-7y2.

Fig. 31 1llustrerer plasmidkortet for p49-y3.

Fig. 32 illustrerer plasmidkortet for p438-y4.

Fig. 33 illustrerer plasmidkortet for p38y1-7,8.

Fig. 34 {llustrerer plasmidkortet for p83y1-2,3.

Fig. 35 §l1lustrerer plasmidkortet for p83-y2.
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Fig. 36 illustrerer plasmidkortet for p83-y3.

Fig. 37 illustrerer Plasmidkortet for p83-y4.

Fig. 38 illustrerer den samlede reaktion ti} dannelse af hy-
bridgener baseret P& metoden beskrevet af Horton et al., Gene
77, 61 (1989).

Figurerne 39A, 39B og 39C viser biofordelingen og fuldstandig
legemsretention af CH44-1.

Fig. 40A og 40B viser biofordelingen og fuldstandig legems-
retention af CHB84-1.

Immunoglobulinet ifelge opfindelsen er blevet udviklet for at
lose problemerne med murine monoklone antistoffer, som er be-
skrevet { den kendte teknik. Det er karakteriseret ved at have
en kimer struktur Sammensat af en tung kaede varijabe] region,
som kodes af DNA hidrerende fra V4aTAG.

Definitioner

Som anvendt heri refererer "immunoglobulin" til et tetramer
eller aggregat deraf, uanset om specifik immunoreaktiv aktivi-
tet er en egenskab. "Antistoffer" refererer til sddanne sam-
linger, som har signifikant kendt specifik immunoreaktiv akti-
vitet over for et antigen, 09 som omfatter Jette 0g tunge ka-
der med eller uden kovalent binding mellem dem. "Ikke-speci-
fikt immunoglobulin"” ("NSI™) betyder sadanne immunoglobuliner,
som ikke har kendt specificitet over for et antigen,

Den grundlazggende innunoglobulinstrukturenhed i hvirveldyr-
Systemer er relativ godt forstdet. [Edelman, G.M., Ann. N.v.
Acad. Sci., 190, & (1971)]. Som det ses i fig. 1 er enhederne
sammensat af to identiske lette polypeptidkader med molekyl-
vagt pa ca. 23.000 dalton 0g to f{dentiske tunge kader nmed
molekylvagt 53.000-70.000. De fire kader er forbundne ved
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hje#lp af disulfidbindinger i en "Y"-konfiguration, hvor de
lette kader er sammenstillede med de tunge k®der startende ved
Y'ets mund og fortsazttende gennem forskellighedsregionen.

Tunge kader er klassificeret som gamma (y), my (u), alpha (a),
delta (&) eller epsilon (e), med nogen underklasser blandt
dem. Denne kades natur, idet den har en lang konstant region,
fastlagger antistoffets "klasse", som IgA, IgD, IgE, IgG eller
IgM.

Lette kader er klassificeret som enten kappa {kx) eller lambda
{A). Hver tung kadeklasse kan bindes med enten en let k- eller
A-kade. Generelt er de lette og tunge kader kovalent bundet
til hinanden og "hale"-delene af de to tunge kader er bundet
til hinanden ved hj2lp af kovalente disulfidbindinger, nar
immunoglobulinerne dannes enten af hybridomaer eller af B-cel-
ler. Hvis jkke-kovalent forbinding af kaderne kan gennemfores
i den korrekte geometri, vil aggregatet af ikke-disulfid-for-
bundne kader imidlertid stadig vare i stand til reaktion med
antigenet.

Aminosyresekvenserne 1lgber fra en N-ende ved de forgrenede
granser af Y'et til C-enden ved bunden af hver kade. Ved N-
enden er der en variabel region og ved C-enden er der en kon-

stant region.

udtrykkene "konstant" og "“variabel" anvendes funktionelt. De
variable regioner i badde lette (V_)- og tunge (Vy)-kader afger
bindingsgenkendelse og specificitet over for antigenet. De
konstante regionsomradder i lette (C_)- og tunge (Cy)-kader
giver vigtige biologiske egenskaber, sidsom antistofkadeforbin-
ding, sekretion, transplacental mobilitet og komplementbin-
ding.

Den variable region er koblet i hver kade til den konstante
region ved en bindingsdel, som forbinder V-gensekvensen og C-
gensekvensen. Denne forbindingsdel forekommer ved det genome
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niveau og forbinder nukleotidsekvenser via rekombineringsste-
der. Forbindingssekvensen er kendt for tiden som en "J"-se-
kvens i det lette kzdegen, som koder for ca. 12 aminosyrer og
som en kombination af en "D"-sekvens og en "J"-sekvens { det
tunge kadegen, som sammen koder for ca. 25 aminosyrer.

"Kimare antistof" refererer for denne opfindelses formal til
et antistof, som i den tunge kede har en variabel regionamino-
syresekvens, som kodes for af en nukleotidsekvens hidrerende
fra et murint kimliniegen og en konstant regionaminosyrese-
kvens, som kodes for af en nukleotidsekvens hidrerende fra et
humant gen.

Den foreliggende opfindelse er imidlertid ikke ment snavert at
vare begranset til blot at erstatte murine C-gensekvenser, som
koder for konstante immunoglobulinregioner med humane C-gense-
kvenser, som koder for konstante immunoglobulinregioner. Den
foreliggende opfindelse er sidledes ikke begranset til, hvor-
vidt sammenslutningspunktet er ved den variable/konstante-
granse.

Ved hjalp af forskellige teknikker er det nu muligt at frem-
stille #ndrede kimare antistoffer, kima#re kompositantistoffer
og fragmenterede kimare antistoffer, som der kodes for af nu-
kleotidsekvenser beskrevet heri.

"Komposit"-immunoglobuliner omfatter variable polypeptidregio-
ner, som ikke tidligere er fundet forbundet med hinanden i
naturen. Det er {kke afgerende, hvorvidt nogle af de ovenfor
nevnte er kovalent eller {ikke-kovalent aggregeret, sd lange at
aggregeringen er i stand til selektijvt at reagere med et be-
stemt antigen eller antigenfamilie.

"£ndrede antistoffer" betyder antistoffer, hvor aminosyrese-
kvenserne isar i den var{able region, er blevet varieret. Pa
grund af betydningen af DNA-rekonbineringsteknikker for denne
opfindelse behover man ikke at vare begranset til aminosyre-
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sekvenserne af antistoffer valgt fra naturlige kilder, idet
aminosyresekvenser af antistofferne kan omudformes til opndel-
se af onskede egenskaber. De mulige variationer er mange og
gar fra endring af blot en eller f& aminosyrer til fuldstandig
omformning af en variabel og/eller konstant antistofregion.

Andringer 1 den variable region vil blive foretaget for at
forbedre antigenbindingsegenskaberne. Andringer i den konstan-
te region vil almindeligvis blive foretaget for at forbedre de
cellulere procesegenskaber, sdsom komplementfiksering, veksel-
virkning med membraner og andre effektorfunktioner. &ndringer
kan foretages ved standardrekombineringsteknikker og ogsi ved
oligonukleotidrettet mutageneseteknikker [Dalbadie-McFarland,
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 79, 6409 (1982)].

"Fragmenter" af immunoglobuliner omfatter segmenter af proteo-
lytisk-klevede eller rekombinant-fremstillede dele af et anti-
stofmolekyle, som er 1 stand til selektivt at reagere med et
bestemt antigen eller antigenfamilie. Ikke-begrznsende eksemp-
ler pa sadanne proteolytiske og/eller rekombinerede fragmenter
omfater "Fab", "F(ab')," og "Fab'", idet deres proteolytiske
klevningssteder er vist i fig. 1 sdvel som "Fv" og "Vyu". Med
et "Fv"-fragment menes, at dele af let kades variable regioner
og tung kades variable regioner er koblet sammen generelt ved
deres carboxyender. Rekombineringsteknikker til fremstilling
af Fv-fragmenter er anfert i WO 88/01649, WO 88/06630, WO
88/07085, WO 88/07086 og WO 88/09344. Med et "vy"-fragment
nenes, at den variable region har i det mindste en del af en
tung kades variable region, som er i stand til at blive an-
vendt som en antigenbindingsfunktionalitet. Fremstillingen og
brugen af en let kades variable region (V| ) som en antigenbin-
dingsfunktionalitet er anfert i en artikel med titlen
"Development of biologically active peptides based on antibody
structure” af Williams et al. som findes i Proc. Natl. Sci.
(USA) 86, 5537-5541 (1989).

I forbindelse med denne opfindelse er "dyr" ment at omfatte
bovine dyr, porcine dyr, gnavere og primater, omfattende men-
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nesker, og andre.

"Ekspressionsvektor" er givet en funktionel definition af en-
hver DNA-sekvens, som er i stand til at udove ekspression af
en bestemt DNA-kode i en passende vert, er indbefattet i dette
udtryk. For tiden er siAdanne vektorer ofte i form af plasmider
0g sdledes anvendes "plasmid" og “ekspressionsvektor" ofte i
flang. Opfindelsen er imidlertid ment at omfatte saddanne andre
former for ekspressionsvektorer, sonm tjener e#kvivalente funk-
tioner, og som fra tid ti) anden kan blive kendt inden for
omradet.

Ved "transformation" menes indferingen af DNA i en modtagende
vaertscelle, som andrer genotypen og sialedes resulterer i en
#ndring i den modtagende celle.

"Vartsceller" refererer ti} celler, som er blevet rekombinant
transformeret med vektorer, der er konstruerede under anven-
delse af ONA-rekombineringsteknikker. Som defineret heri er
antistoffet eller modifikation deraf produceret af en varts-
celle | kraft af denne transformation.

Ved beskrivelser af fremgangsmader ti} isolering af antistof-
fer fra rekombinerede verter anvendes udtrykkene “"celle" og
"cellekultur" 9 flang for at angive kilden for antistof med
mindre det klart er specificeret pA anden made. Med andre ord,
udvinding af antistof fra “cellerne” kan betyde enten fra ned-
roterede hele celler eller fra cellekulturen indeholdende bade
mediet og de suspenderede celler.

Forkortelser

Nukleinsyrer, aminosyrer, peptider, beskyttelsesgrupper, ak-
tive grupper og lignende dele er, nar de er forkortet, forkor-
tet efter IUPACIUB (Commissfion on Biological Nomenclature) el-
ler ifelge praksis inden for de omhandlede omrader. pe felgen-
de er eksempler.
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Reagenser

EDTA: Ethylendiamintetraeddikesyre
SDS: Natriumdodecylsulfat

Nukleinsyrer

RNA: Ribonukleinsyre
DNA: Deoxyribonukleinsyre

Nitrogenholdige baser

Puriner Pyrimidiner

A: Adenin T: Thymin

G: Guanin C: Cytosin
U: Uracil

Bade DNA og RNA 1indeholder 1lange

DK 173089 B1

keder af phosphorsyre, en

sukkerart og nitrogenholdige baser. DNA er en dobbeltstrenget

helix, hvor sukkeren er 2-deoxyribose, hvorimod RNA er enkelt-

strenget, hvor sukkeren er D-ribo

se. De fire nitrogenholdige

baser, som karakteriserer DNA-nukleotider, er bundne i komple-

mentare par ved hjalp af hydrogenbindinger til dannelse af

dobbeltspiralen af DNA: adenin er

bundet til1 thymin; guanin er

bundet til cytosin. I RNA er thymin erstattet med uracil { de

navnte DNA-par,

Aminosyrer

Gly: glycin Phe:
Ala: alanin Tyr:
Val: valin Thr:
Leu: leucin Cys:
Ile: isoleucin Met:
Ser: serin Glu:

Asp: asparaginsyre Trp:

phenylalanin
tyrosin
threonin
cystein
methionin
glutaminsyre
tryptophan
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Lys: lysin Pro: prolin
Arg: arginin Asn: asparagin
His: histidin Gln: glutamin

Variabel region

DNA'et, som koder for den tunge kade bestir af en Vy-gense-
kvens, en Dr-gensekvens og en Jy-gensekvens. DNA'et som koder
for den lette kade bestaAr af en VL-gensekvens og en Jy-gense-

kvens.

VH-gensekvens

Den foreliggende opfindelise er rettet mod udvalgte kima2re an-
tistoffer med Vy-regionen kodet af en DNA-sekvens hidrerende
fra et kimliniegen, som er specifikt reaktivt over for TAG72
(V4aTAG), hvis sekvens er anfert i fig. 2. De kimare antistof-
fer er udvalgt pas basis af deres evne til at binde TAG72, dvs.
hvor den variable region binder til TAG72 i det mindste 25%
mere end den variable region af B72.3 binder til TAG 72.
Generelt miles bindingsaffiniteterne af det kimare antistof og
B72.3 ved hjalp af den samme teknik. Eksempler P4 teknikker
til mdling af antistofbindingsaffinitet er anfert i de folgen-
de referencer: Scatchard G., Annals of the N.Y. Acad. of
Sciences 51, 660 (1949); Steward, M.W. og Petty, R.E., Immuno-
logy 23, 881 (1972); Muraro, R., et al., Cancer Research 48,
4588 (1988); og Heyman, B., J. of Immunol. Methods 68, 193-
204 (1984),

En fagmand inden for omridet vil forstd at som et resultat af
den foreliggende opfindelse, dvs. nukleotidsekvensen af (og
aminosyresekvenserne kodet af) VyuaTAG, er den foreliggende op-
findelse ment at omfatte effektive homologe nucleotidsekvenser
og tilsvarende aminosyresekvenser. "Effektivt homologe" refe-
rerer til identitet eller nasten identitet af nukleotid- eller
aminosyresekvenser. S&ledes vil det forstas i denne beskrivel-
Se, at mindre sekvensvariation kan forekomme inden for homo-
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loge sekvenser, og at hvilke som helst sekvenser, som har i
det mindste 80% homologi, er bedemt at vare akvivalente.

Homologi udtrykkes ved den brekdel eller procentdel af
matchende baser (eller aminosyrer) efter at to sekvenser (mu-
ligvis ikke med den samme langde) er blevet stillet op overfor
hinanden. Udtrykket stillet op over for hinanden anvendes i
den betydning, som er defineret af Sankoff og Kruskal i kapi-
tel et 1 deres bog, The Time Warps, String Edits, and Macro-
molecules: The Theory and Practice of Sequence Comparison,
Addison-Westley, Reading, MA (1983). Groft sagt stilles to
sekvenser op over for hinanden ved at maksimere antallet af
matchende baser (eller aminosyrer) mellem de to sekvenser med
indsattelsen af et minimalt antal af "blind-" eller "nul-" ba-
ser § den ene eller den anden af sekvenserne for at opna den
maksimale overlapning.

Som det m& forstds inden for omrddet kan forkert matchede nu-
kleotider forekomme ved den tredje eller usikre base i codonet
uden at forArsage aminosyresubstitutioner 1 slutpolypeptidse-
kvensen. Ligeledes kan mindre nukleotidmodifikationer (f.eks.
substitutioner, indsattelser eller deletioner) i visse gen-
sekvensregioner tolereres og anses for usignifikante, nar som
helst sadanne modifikationer resulterer i andringer {1 amino-
syresekvens, som ikke =ndrer slutproduktets funktionalitet.
Det er blevet vist, at kemisk syntetiserede kopier af hele el-
ler dele af gensekvenser kan erstatte de tilsvarende regioner
i det naturlige gen uden tab af genfunktion.

Homologer af specifikke DNA-sekvenser kan identificeres af
fagmanden inden for omradet under anvendelse af forsoget med
krydshybridisering af nukleinsyrer under betingelser med
stringens, som det er velkendt inden for omridet [som beskre-
vet i Nuclejc Acid Hybridization, Hames and Higgens {udgive-
re), IRL Press, Oxford, UX (1985)]. Givet to sekvenser er
algoritmer tilgangelige for beregning af deres homologi:
f.eks. Needleham og Wunsch, J. Mol. Biol., 48, 443-453 (1970);:
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0g Sankoff og Kruskal (citeret ovenfor) side 23-29. Ligeledes
er kommercielle servicer tilgengelige til udforelse af sadanne

sammenligninger, f.eks. Intelligenetics, Inc. (Palo Alto, CA).

Dy- og Jy-gensekvenser

Dy- og Jy-gensegmenter forekommer i forskellige typer, selvonm
typen af D- eller J-gensegment, som valiges, ikke er afgerende
for opfindelsen. Dvs. OH og Jy kan hidrere fra et hvilket som
helst dyr. Foretrukne dyr omfatter mus 0g mennesker. Humane
Dy- og/eller Jy-gensegmenter er selvsagt sarlig foretrukne,
men opfindelsen er jkke sidledes begranset, hvis et D- eller J-
gensegment fra en anden dyreart giver en vigtig egenskab, dvs.
foreget binding til TAGT2.

Eksempler pa murine Dy- og Jy-sekvenser er anfort i "Organi-
zation, Structure, and Assambly of Immunoglobulin Heavy Chain
Diversity DNA Segments”, Kurosawa 0g Tonegawa, J. Exp. Med.
155, 201 (1982); og "Sequences of the Joining Region Genes for
Immunoglobulin Heavy Chains and Their Role in Generation of
Antibody Diversity", Gough og Bernard, Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA), 78, 509 (1981).

Eksempler p& humane Dy- og Jy-sekvenser er anfert i en artikel
med overskriften "Human Immunoglobulin D Segments encoded in
Tandem Multigenic Families"™ af Siebenlist et al. i Nature 294,
631 (1981); og eksempler P& humane Jy-sekvenser er anfoert i
"Structure of the Human Immunoglobulin u Locus; Characteriza-
tion of Embryonic and Rearranged J and D Genes" af Ravetch et
al., Cell. 27, 583 (1981).

V- og Jy-gensekvenser

Generelt kan hvilke som helst VL- og J_ -gensekvenser anvendes,
som koder for en del af et Vi, der er komplementart til det
Vi, som kodes for af en nukleotidsekvens, der er effektivt
homologt med vV aTAG. Ved "komplementar” menes et V,, som bin-
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der til Vy'et, og som giver en variabel antistofregion med en
bindingsaffinitet pAd mindst 25% mere end B72.3 som mdlt ved en
hvilken som helst standardteknik til madling af bindingsaffini-

tetskonstanter.

Den type af V - og J_-gensegment, som valges, er ikke afgeren-
de for opfindelsen. Dvs. Vi og J_ kan hidrere fra et hvilket
som helst dyr. Foretrukne dyr omfatter mus og mennesker. Huma-
ne Vi - og/eller J_ -gensegmenter er selvsagt sarligt foretruk-
ne, men opfindelsen er ikke begranset sAledes, hvis et J -gen-
segment fra en anden art giver en vigtig egenskab, dvs. for-
gget binding til TAGT2.

Murine J -sekvenser er anfert i en artikel med overskriften
"The nucleotide Sequence of a 5,5-kilobase DNA Segment Con-
taining the Mouse Kappa Immunoglobulin J and C Region Genes"
af Max, et al. i J. Biol. Chem. 256, 5116-5120 (1981). Humane
J_-sekvenser er anfert i en artikel med overskriften "Evolu-
tion of Human Immunoglobulin k J Region Genes" af Heiter et
al. i The Journal of Biological Chemistry 357(2), 1516-1522
(1982).

Variable reqioners oprindelse

Given de ovenfor navnte oplysninger er det nu muligt at udlede
adskillige specifikke udferelsesformer for variable antistof-
regioner inden for den foreliggende opfindelses omfang, dvs.
med effektiv homologe Vy-sekvenser til V4HaTAG og binding til
TAG72 pA mindst 25% mere end den variable region af B72.3
binder til TAG72, idet bindingsaffiniteterne af antistoffet og
B72.3 mAles ved hja2lp af den samme teknik. Der er flere mulige
teknikker anfert nedenfor,

Naturligt fremstillede variable regioner

Som reaktion pA et immunogen, TAG72, vil et immuniseret dyr
udvikle udvalgte antistofproducerende B-celler. Antistoffernes
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variable region, som fremstilles af B-cellerne, vil bljve ko-
det af omlejret tunge og lette ke#de-kimlinie-DNA. F.eks. vi}
den omlejrede tunge kimliniekmde omfatte V-, D- og J-genseg-
menter omfattende ledersekvensen sivel som eventuelle 1intro-
her, som senere kan fjernes. DNA'et, som koder for let kade,
vil onmfatte V- og J-gensegmenter omfattende ledersekvensen
sdvel som eventuelle introner, som senere kan fjernes.

Forskelligartethed kan vere et resultat af somatiske mutatio-
ner, som forekommer i en B-celle under produktiv omlejring af
VHaTAG. Disse somatiske mutationer er nukleotidandringer, som
muligvis vil eller som muligvis ikke vil resultere i en amino-
syreandring, der mndrer aktiviteten over for TAG72 af det pro-
duktivt omlejrede V.

Screeningsteknikker

Monoklone eller polyklone antistoffer kan screenes til bestem-
melse af hvilke af navnte antistoffer, som selektivt binder
til TAG72. SAdan screening kan udfores ved hjalp af en rakke
velkendte fremgangsmider, sAsom fastfaseradioinmunoanalyse,
enzymkoblede, immunosorbentanalyser, rosetteanalyser og bloke-
ringsanalyser. De ovenfor beskrevne fremgangsmader er vel-
kendte inden for omradet.

Nukleotidsekvenserne for varfable regioner, som koder for an-
tistoffer, der er fremstillet fra den produktive omlejring af
VHGTAG, er nu blevet opnhet. Ud over nukleotidsekvensen for
VHaTAG, viser fig. 2 ogsé nukleotidsekvenserne, som koder for
de tunge kaders var{able regioner i henholdsvis CC46-, cc49-,
CC83~ og CCY92-antistoffer. Fig. 3 viser aminosyresekvenserne
af VHaTAG Vy, CC46 Vy, CC49 Vy, CC83 Vy og CCH2 V4 svarende
til nukleotidsekvenserne, som er anfert 1 fig. 2. En sammen-
ligning af nukleotid- og aminosyresekvenserne af VNaTAG Vy,
CC46 Vy, CC49 V4, cC83 Vy og CC92 Vi viser et meget pAfaldende
trek, nemlig at kaderne har ekstraordinar lighed.
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Den relative lighed mellem DNA'et, som koder for CC46 Vy-,
CC49 Vy-, CCB3 V{- og CCY92 Vy-regionerne, iser i det 5'-flan-
kerende segment, bekrafter at disse DNA-sekvenser hidrerer fra
VHaTAG. Somatiske mutationer, som forekommer under produktiv
omlejring af Vy-regiongenet, som skal udtrykkes i en B-celle,
giver anledning til nogle nukleotidandringer sonm muligvis vil
eller muligvis ikke vil resultere i en homolog aminosyrean-
dring mellem to produktivt omlejrede VyaTAG-producerende hy-
bridomaer.

Nukleotidsekvenserne og tilsvarende aminosyresekvenser af CC49
VL er vist i figurerne henholdsvis 4a og 4b. Nukleotidsekven-
serne og tilsvarende aminosyresekvenser af CC83 V| er vist i
figurerne henholdsvis 5a og 5b. Nukleotidsekvenserne og til-

svarende aminosyrer af CC92 V| er vist i figurerne henholdsvis
6a og 6b.

Sondeteknikker

Andre antistoffer, som kodes af DNA hidrerende fra VHaTAG kan
udledes ved anvendelse af VHaTAG som en hybridiseringssonde.
Almindeligvis kunne en sonde fremstillet ud fra DNA'et eller
RNA'et af VHaTAG eller omlejrede gener indeholdende det rekom-
binerede VyaTAG anvendes af fagmanden inden for omradet til at
finde homologe gener i ukendte hybridomaer. Sadanne homologe
antistoffer vil have en DNA-sekvens, hvis mRNA hybridiserer
med sonden af hele eller en del af VjyaTAG-kimliniegenet og
dets flankerende regioner. Ved “flankerende regioner" er ment
at omfatte sddanne DNA-sekvenser fra 5'-enden af VHaTAG ti)
3'-enden af opstremsgenet og fra 3'-enden af VHaTAG til 5'-en-
den af nedstromsgenet.

Rationelt syntetiserede variable regioner

En anden yderligere metode er den rationelle syntese af =zndre-
de variable regioner af de heri beskrevne antistoffer save)
som antistoffer fundet via sondering. En sidan metode har fle-
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re potentielle fordele. En forsker ville sAledes ikke vare
nedt til at screene immuniserede vartsdyr i et forseg pA forst
at udvalge sidanne antistoffer, som binder til TAG og dernast
udvalge sadanne antistoffer, som specifikt har Vy-regioner,

der kodes af DNA hidrsrende fra VyaTAG.
Mutagenteknikker

Vy- og/eller V -gensegmenterne kan "sndres" ved mutagenese.
Eksempler pa teknikker omfatter addition, deletion eller ikke-~
konservativ substitution af et begranset antal af forskellige
nukleotider eller den konservative substitution af mange nu-
kleotider med det forbehold, at den rette lsseramme bevares.

Substitutioner, deletioner, indsattelser eller en hvilken som
helst underkombination kan forenes til opnéelse af en slutkon-
struktion. Da der er 64 wnulige codonsekvenser, men kun 20
kendte aminosyrer, er den genetiske kode degenereret i den
betydning, at forskellige codoner kan give den samme amino-
syre. Koden er imidlertid precis for hver aminosyre séledes,
at der er mindst et codon for hver aminosyre, dvs. hvert codon
giver en enkelt aminosyre og ingen anden. Det vil vare indly-
sende, at under translation skal den rette laseramme bevares
for at opn& den rette aminosyresekvens 1 det endeligt frem-
stillede polypeptid.

Teknikker til additioner P& i forvejen fastlagte aminosyreste-
der med en kendt sekvens er velkendte. Eksempler p& teknikker
omfatter oligonukleotid-formidlet stedrettet mutagenese og
polymerasekadereaktion.

Teknikker til deletioner pd i forvejen fastlagte aminosyre-
steder med en kendt sekvens, er velkendte. Eksempler pa tek-
nikker omfatter oligonuklcégﬁd-fornid1et stedrettet mutagenese
og polynerasekederelkti0624

Teknikker til substitutioner pd 1 forvejen fastlagte aminosy-
resteder med en kendt sekvens er velkendte. Eksempler pa tek-
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nikker omfatter stedrettet mutagenese og polymerasekadereak-
tionsteknikken.

Oligonukleotidstedrettet mutagenese involverer i det vasent-
lige hybridisering af et oligonukleotid, som koder for en ons-
ket mutation med en enkelt streng af DNA indeholdende regio-
nen, som skal muteres, og anvendelse af den enkelte streng sonm
en skabelon for udstrazkning af oligonukleotidet til fremstil-
ling af en streng indeholdende mutationen. Denne teknik er i
forskellige former beskrevet af Zoller, M.J. og Smith, M.,
Nuc. Acids Res. 10, 6487-6500 (1982); Norris, K., Norris, F.,
Christiansen, L. og Fiii, N., Nuc. Acids Res. 11, 5103-5112
(1983); Zoller, M.J. og Smith, M., DNA 3, 479-488 (1984);
Kramer, W., Schughart, K. og Fritz, W. J., Nuc. Acids Res. 10,
6475-6485 (1982).

Polymerasekadereaktion (PCR) involverer i det vasentlige eks-
ponentiel forsterkning af ONA 1in vitro under anvendelse af
sekvensspecificerede oligonukleotider. Oligonukleotiderne kan
om eonsket inkorporere sekvensandringer. Polymerasekadereak-
tionsteknikken er beskrevet i Mullis og Faloona, Meth. Enz.
155, 335-350 (1987). Eksempler pA mutagenese under anvendelse
af PCR er beskrevet i Higuchi et al., Nucl. Acids Res. 16,
7351-7367 (1988), Ho et al., Gene 77, 51-59 (1989) og "Engi-
neering Hybrid Restriction Genes Without the Use of Restric-
tion Enzymes: Gene Splicing by Overlap Extension", Horton et
al., Gene 77, 61 (1989).

Andring af antistoffets variable regioner kan vare sarligt an-
vendeligt ved terapeutisk brug af monoklone antistoffer. Pa
nuvearende tidspunkt, nAr et kimart antistof omfattende et
fuldstendigt muse-variabelt omradde indgives til et menneske,
genkender menneskelegemets immunsystem det muse-variable omra-
de, skent {1 mindre omfang end et fuldstandigt murint antistof,
som fremmed og frembringer en immunreaktion der overfor. Sdle-
des er dets effektivitet betragteligt reduceret ved efterfol-
gende injektioner af museantistoffet eller kimert antistof i



10

15

20

25

30

3s

DK 173089 B1

27

mennesket pd grund af indvirkningen af legemets immunsystem
over for det fremmede antistof. kndringer af de murine Vy~ og
Vi-regioner kan siledes reducere den humane immunreaktion over
for det andrede antistof.

Rekombineringsteknikker

Antistofferne kan konstrueres ved rekombineringsteknikker. Med
andre ord kunne en fagmand inden for omraAdet in vitro frem-
stille en fuldstendig genkodning for de tunge og lette kaders
variable regioner, fordi nukleotidsekvenserne af forskellige
Vi- og V| -kodende regioner nu er tilvejebragt.

Det konstruerede gen kan udformes, hvor udvalgte Dy- og Jy-
gensegmenter er i funktione] kombination med et udvalgt vy-
gensegment, dvs. VHaTAG-segmentet eller VHy-gensegmentet af
CC49 eller cc83.

F.eks. vil det konstruerede DNA, son koder for tung kade, om-
fatte Dy- og Jy-gensekvenser, son steder op til 3'-enden af
kim1inie-VHaTAG-gensegnentet, hvorved CDR3 og skelet (FR) 4 af
Vy-omradet fardiggeres. En ledersekvens kan vare til stede,
men kan efterfolgende fjernes.

Afhengig af den anvendte lette kade kan det ogsid vare nedven-
digt at tilvejebringe et konstrueret ONA, som koder for Jet
kade. Et sadant DNA-gen vil omfatte et Vi-gensegment i funk-
tione)l kombination, f.eks. stedende op til et Jy-gensegment
omfattende ledersekvensen, som efterfolgende kan fjernes. JL-
gensegmentet vil varjere afhengig af, hvorvidt den lette kade
er af A- eller k-systemet. J-regionsekvensen stoder op til en-
den af V _-exonet til ferdiggerelise af FR 4 af Vi -omradet. En
saddan konstruktion kan udferes ved teknikker, sonm anvendes til
at konstruere vy-genet.

Det konstruerede gen kan udformes ved konventionelle rekombi-
neringsteknikker, f.eks. ti1} tilvejebringelse af en genindsat-



10

15

20

25

30

35

DK 173089 B1

28

telse i et plasmid, som er i stand til ekspression. Derefter
kan plasmiderne udtrykkes i vartsceller. Eksempler pd biolo-

giske rekombineringsteknikker er anfert nedenfor.

Ved tilvejebringelse af et fragment, som koder enten for den
lette kades eller tunge kades variable region, vil det sadvan-
ligvis vare onskeligt at indbefatte hele eller en del af in-
tronet nedstrems fra J-regionen, iser hvor den variable region
hidrorer fra varten, hvori det sammensluttede gen skal udtryk-
kes. NAr intronet er bevaret vil det vare nedvendigt, at der
er funktionelle splejsningsacceptor- og -donorsekvenser ved
intronenderne. Intronet mellem J og den konstante region af
det sammensluttede gen kan primart vere intronsekvensen for-
bundet med (1) den konstante region, (2) J-omridet, eller (3)
dele af hver. Sidstnavnte kan vare et sporgsmal om hensigts-
messighed, hvor der er et hensigtsmassigt restriktionssted i
intronerne fra de to kilder. Det kan vare nedvendigt at til-
vejebringe adaptere for at forbinde intronet til den konstante
region. I nogle tilfalde kan hele eller en del af intronet
modificeres ved deletion, nukleotidsubstitution eller nukleo-
tidsubstitutioner eller indszttelse til fremme af manipule-
ringslethed, ekspression eller lignende. Fortrinsvis ber en
tilst-rakkelig mangde af intronet vare til stede for at inde-
holde en fremmer, som er funktionelt aktiv med den naturligt

forekommende promotor.

Alternativt kan det vare hensigtsmassigt at have det sammen-
sluttede gen fri for intronet mellem J-genet og C-genet, Sale-
des vil 3'-enden af J-genet stede op til 5'-enden af C-genet.
Man kan anvende en exonuklease og ved anvendelse af forskel-
lige fordejelsesperioder kan man tilvejebringe forskellige
3'-ender, som derefter kan anvendes ti)l binding til den kon-
stante region og udvaigelse foretages for et funktionelt pro-
dukt pA en rakke mider; eller ved splejsning med overlappende
forlangelse under anvendelse af polymerasekadereaktionstekno-
logi, se Horton et al., supra. I dette tilfalde vil der almin-
deligvis blive anvendt en kunstig promotor, som ikke behsver
at vere funktionel aktiv sammen med en fremmer.
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I en foretrukken udforelsesform kan generne, som koder for Vy-
0g Vi -regionerne, andres ved at erstatte i det mindste en de)
af de komplementaritetsbestemmende regioner (CDR'er) 4§ de
lette eller tunge kaders variable omrider af antistoffet med
analoge dele af COR'er fra et antistof med en anden specifici-
tet. Et eksempel pA en teknik, hvor CDR'er erstattes, er be-
skrevet 1 europa2isk patentansegning nr. 0.239.400 og i PCT-an-
segning nr. WO 88/09344. I et #ndret antistof ifslge opfindel-
sen vil kun CDR'erne i antistoffet vare fremmede over for et
menneskelegeme, og dette skulle minimere bivirkninger, hvis
anvendt til behandling af mennesker. Humane 0g muse-skelet-
regioner har imidlertid karakteristiske trek, som adskiller
humane fra muse-skeletregioner. Saledes kan et antistof sam-
mensat af muse-CDR'er {1 et humant skelet godt ikke vere mere
fremmed over for legemet end et ®gte humant antistof.

Nukleotidsekvenserne svarende til Vi-aminosyresekvenserne af
VHaTAG, CC46, CC49, CC83 og CC92 savel som CC49-~, cC83- og
CC92-v| -gensegmenterne tilvejebringes. Det er sdledes tankt,
at COR'er fra antistofferne ifelge den foreliggende opfindelse
kunne podes pa skeletregionerne af et humant antistof.

Generelt kan CDR-regionerne fra et humant Vy- eller Vi-omrade
erstattes af CDR'er fra VH- eller Vi -regionerne i antistoffer
ifelge den foreliggende opfindelse. Eksempler P& humane anti-
stoffer, hvorfra skeletdelene kan anvendes, omfatter human
plasmacytoma NEWM, [Jones et al., "Replacing the compliementa-~
rity-determining regions in a human antibody with those from a
mouse”, Nature 321, 522-8528 (1986)], som er offentlig tilgan-
gelig fra Dr. Greg Winter; og forskellige andre humane VH- og
ViL-gener tilgangelige fra Dr. Terrence Rabbitts, som begge er
forskere fra the Medical Research Council, 20 Park Crescent,
London, WIN 4AL.

Fastleggelsen af hvad der udger et CDR og hvad der udger en
skeletregion kan foretages pd basis af aminosyresekvenserne af
et udvalgt Ig som anfert i Kabat et al., Sequences of Proteins
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of Immunological Interest, fjerde udgave (1987), U.S. Dept. of
Health and Human Services, NIH.

De fire skeletregioner antager overvejende en g-lagkonforma-
tion, og CDR'erne danner lekker, som forbinder og i nogle til-

falde udger en del af g-lagstrukturen.

Endvidere er ikke alle aminosyreresterne i 1leokkeregionerne
oplesningsmiddeltilgangelige og i et tilfalde er aminosyre-
rester i skeletregionerne involveret i antigenbinding. [Amit,
A.G., Mariuzza, R.A., Phillips, S.E.V. og Poljak, R.J., Scien-
ce 233, T47-753, (1986)].

Det er ogsd kendt, at de variable regioner i de to dele af et
antigenbindingssted holdes 1 den korrekte orientering ved
ikke-kovalente inter-kade-reaktioner. Disse kan involvere

aminosyrerester inden i COR'erne,

Det er sdledes muligvis ikke nedvendigt for at overfore anti-
genbindingskapaciteten fra et variabelt omradde til et andet at
erstatte alle CDR'erne med de fuldstendige CDR'er fra den va-
riable donorregion. Det kan vare nedvendigt blot at overfere
sadanne rester, som er nedvendige for antigenbindingsstedet,
og dette kan involvere overforsel af skeletregionrester savel
som CDR-rester.

Det er saledes klart at blot at erstatte et eller flere CDR'er
med komplementare CDR'er ikke altid resulterer 1 et funktio-
nelt #ndret antistof. Givet de forklaringer, der er anfoert i
EP patentansegning nr. 0 239 400, vil det imidlertid vare
inden for en fagmands omrade, enten ved udferelse af rutine-
forseg eller ved forsogs- og fejl-test at opnd et funktionelt
endret antistof.

Fortrinsvis andres de variable omrAder i bade de tunge og let-
te kader ved i det mindste delvis CDR-erstatning og om nedven-
digt ved delvis skeletregionerstatning og sekvensandring.
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Selvom CDR'erne kan hidrere fra et antistof af den samme klas-
se eller endda underklasse son antistoffet, hvorfra skelet-
regionerne hidrorer, er det forudset, at CDR'erne vil hidrore
fra et antistof af en anden klasse og fortrinsvis fra et anti-
stof fra en anden art.

Variable kompositregioner

V-genet, som koder for VL, er almindeligvis det samme v-gen,
som koder for det V_ forenet med det valgte Vy. F.eks. anven-
des V-genet, som koder for VL-regionerne hos CC49 og CC83,
hensigtsmassigt, nAr der anvendes V-genet, som koder for Vy
henholdsvis hos CC49 og CC83.

Overraskende, fordi Vy-regionerne i antistofferne ifelge den
foreliggende opfindelse kodes af Vi-gener hidrerende fra
VHaTAG, kan kompositantistoffer med fordel dannes. Med andre
ord kan Vy-regionen fra et antistof ifelge den foreliggende
opfindelse hensigtsmessigt forenes med Vi-regionen fra et
andet antistof ifelge den foreliggende opfindelse. Selvom ami-
nosyresekvenserne i CC49- og CC83-tunge kader overfladisk set
er nart beslagtede, ville det forventes, at en andring af fa
eller endda en aminosyre drastisk ville pavirke antistoffets
bindingsfunktion, dvs. at de opndede antistoffer generelt
antages at vare et ikke-specifikt immunoglobulin (NSI), dvs.
manglende antistofkarakter, (se europeisk patentansegning nr.
0 125 023).

Ganske overraskende har det nu vist sig, at et antistof med
den kravede Vy ifelge opfindelsen ikke behever at blive rekom-
bineret kun med en V_ fra det samme naturligt forekommende
dyreantistof. F.eks., som ogsd anfert i eksemplerne, er det
muligt at fremstille et kimart antistof med en tung kade med
en Vy fra CC83 og en let kade med et VL fra CC49, hvor det sA-
ledes dannede kompositantistof har en bindingsspecificitet 25%
Storre end bindingsaffiniteten af B72.3 til TAG72.
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Konstante regioner

Tung kade-omrade (Cy-omrade)

Cy-omraderne kan vare af forskellige humane isotyper, dvs. IgG
(f.eks. IgGq, IgGy, IgG3z og IgGs), IgA, IgD, IgM savel som de
forskellige undertyper af de individuelle grupper.

For en omtale af human yl1 kan der henvises til Ellison et al.,
“The nucleotide sequence of a human immunoglobulin C-gamma-1
gene”, Nucl. Acid Res 10, 4071-4079 (1982); Takahashi et al.,
"Structure of human immunglobulin gamma genes: Implications
for evolution of a gene family", Cell 29, 671-679 (1982). For
en omtale af human gamma 2 (y2) kan der henvises til Krawinkel
et al., "Comparison of the hinge-coding segments in human
immunoglobulin gamma heavy genes and the linkage of the gamma
2 and gamma 4 subclass genes, EMBO J 1, 403-407 (1982); El1li-
son et al., "Linkage and sequence homology of two human immu-
noglobulin gamma heavy chain constant region genes, Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 79, 1984-1988 (182); Takahashi et al.,
infra. For en omtale af human gamma 3 (y3), se Krawinkel et
al. infra, og Takahashi et al., infra. For en omtale af human
gamma 4 (y4) kan der henvises til Ellison et al., "Nucleotide
sequence of a human immunoglobulin C-gamma-4 gene, DNA 1,
11-18 (1981), Krawinkel et al. 1infra, og Takahashi et al.,

infra.

For en omtale af det humane p kan der henvises til Rabbitts
et al., Human Immunoglobulin Heavy Chain Genes: Evolutionary
Comparisons of Cu, C8 og Cy genes and Associated Swisch
Sequences”, Nucl. Acid Res. 9, 4509-45024,

For en omtale af human a kan der henvises til Flanagan et al.,
"Mechanisms of Oivergence and Convergence of the Human Immu-
noglobulin alpha 1 and alpha 2 Constant Region Gene Sequen-
ces", Cell 36, 681-688 (1984).
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For en omtale af det humane & kan der henvises til White et
al., "Human Immunoglobulin D: Genomic Sequences of the Delta
Heavy Chain", Science 228, 733-737 (1985).

For en omtale af det humane ¢ kan der henvises til Max et al.,
"Duplication and Deletion in the Human Immunoglobulin ¢ Ge-

nes™, Cell 29, 691-699 (1982).

Let kadeomrade (CL-omrade)

C_-omradet kan vare human kappa (x) eller human lambda (A).

For en omtale af human x kan der henvises til "Cloned Human
and Mouse Kappa Immunoglobulin Constant and J Region Genes
Conserve Homology in Functional Segments", Heiter et al., Cell
22, 197-207, November (1980).

For en omtale af human A kan der henvises ti) "Processed
Genes: A Dispersed Human Immunoglobulin Gene Bearing Evidence
of RNA-Type Processing"”, Hollis et al., Nature 296, 321-325
(1982).

CH- og/eller CL-gensegmenterne kan "endres" ved mutagenese.
Eksempler pa teknikker omfatter addition, deletion eller ikke-
konservativ substitution af et begrenset antal af forskellige
nukleotider eller den konservative substitution af mange nu-
kleotider forudsat, at der bevares den rette laseramme. End-
videre kan hele omrAder af Proteinet andres, f.eks. ved er-
statning af Cy3 med CH2. Denne substitution foretages pa DNA-
niveau ved indsattelse, deletion eller substitution af hele
sekvensexoner.
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Konstruktion af antistoffer

Immuniseringer

Den ferste teknik til fremstilling af antistoffer, hvad enten
monoklone eller polyklone, hvilke antistoffer har Vy-regioner,
som kodes af DNA hidrorende fra VHaTAG, er at immunisere et
vartsdyr med oprenset TAG72. Eksempler pd protokoller for
immunisering af et vartsdyr med TAG72 er anfert i US patent-
skrift nr. 4.522.918 og nr. 4.612.282 under anvendelse af et
humant brystcarcinomekstrakt som immunogenet og US patent-
ansegning nr. T7.073.685 (som er tilgangelig for offentlighe-
den) under anvendelse af TAG72, som er oprenset med B72.3, som

immunogenet.

Derefter screenes monoklone eller polyklone antistoffer, som
er fremstillet ud fra immuniseringsprotokollen, til bestemmel-
se af, hvilke af antistofferne, som selektivt binder til
TAGT72. En sddan screening kan opnas ved hjalp af en lang razkke
velkendte procedurer, sasom fastfaseradioimmunoanalyse, enzym-
koblede immunosorbentanalyser, rosetteanalyser og blokerings-
analyser. De ovenfor navnte procedurer er velkendte inden for

omradet.

Syntese af aminosyresekvenser

Immunoglobuliner ifelge den foreliggende opfindelse kan synte-
tiseres ud fra de aminosyrer, som de udgeres af. Egnhede tek-
nikker er Merrifield-fastfasemetoden, som er beskrevet i J.
Amer. Chem. Soc. 85, 2149-2154 (1963). Denne fastfasemetode
til syntetisering af sekvenser af aminosyrer er 0gsi beskrevet
pA siderne 1-4 {1 en bog af Stewart og Young, Solid Phase Pep-
tide Synthesis {(W. H. Freemen and Co., San Francisco, 1969).
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Konstruktign af DNA

DNA, som koder Vi og V

DNA'et, som koder for antistoffets tunge og lette kader, kan
opnads ud fra en rakke kilder, som er kendt for fagmanden inden
for omradet, f.eks. genomt DNA, cDNA, syntetisk DNA eller en
kombination deraf.

Celler, som koder for den onskede sekvens, kan isoleres, og
genomt ONA fragmenteres ved hje2lp af en eller flere restrik-
tionsenzymer. Det genome DNA kan omfatte eller omfatter mulig-
vis ikke naturligt forekommende introner. De opniede fragmen-
ter kan derefter klones 0g screenes under anvendelse af en
tung kade-J-regionsonde (Jy-sonde) for tilstedevarelsen af
DNA-sekvensen, som koder for polypeptidsekvensen, der har
interesse. DNA-fragmenter, som er isoleret ved praparativ aga-
rosegelelektroforese ligeres. Rekombinerede plaquer af biblio-
tekerne screenes med en muse-Jy-sonde.

DNA'et kan ogsad opnAs ud fra et cDONA-bibliotek. Messenger-RNA,
som koder for tung eller let kade, 1soleres fra en passende
kilde, enten fuldstandigt udviklede B-celler eller en hybri-
domakultur under anvendelse af standardteknikker for RNA-
isolering og anvendelsen af oligo-dT-cellulosekromatografi til
segregation af poly-A-mRNA'et. Poly-A-mRNA'et kan yderligere
fraktioneres til opnielse af sekvenser med passende storrelse
til kodning for aminosyresekvenserne i den lette eller tunge
kede i det onskede antistof efter behov.

Et cDNA-bibliotek fremstilles derefter ud fra blandingen af
mRNA under anvendelse af en passende primer, fortrinsvis en
nukleinsyresekvens, som er karakteristisk for det onskede
CONA. En sidan primer kan syntetiseres baseret pa antistoffets
aminosyresekvens. Alternativt kan cDNA fra ikke-fraktioneret
Poly-A-mRNA fra en cellelinie, som fremstiller det snskede
antistof eller poly-dT, ogsd anvendes. Det opnaede cDNA er
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eventuelt storrelsesfraktioneret pad polyacrylamidgel og der-
efter forlanget med f.eks. dC-rester til sammenfojning med
pBR322 eller en anden passende kloningsvektor, som er blevet
klovet af et passende restriktionsenzym, sasom PstI, og for-
langet med dG-rester. Alternative metoder til dannelse af klo-
ningsvektorer indeholdende cDNA'et under anvendelse af andre
haler og andre kloningsvektorrester kan selvsagt o0gsi anven-
des, men det ovenfor stlende er en standard og et foretrukket
valg. En passende vartscellestamme, typisk Escherichia coli
(E. coli), transformeres med de sammenfejning kloningsvektorer
og de succesrige transformanter identificeres ved hjelp af
f.eks. ampicillin- eller tetracyklinresistens eller andre
fanotypekarakteristika, som er iboende i kloningsvektorplas-
midet.

Succesrige transformanter udtages og overferes til mikrotiter-
skdle eller anden barer til yderligere vakst og bevaring.
Nitrocellulosefilteraftryk af disse voksende kulturer sonde-
behandles derefter med passende nukleotidsekvenser indeholden-
de baser, som vides at vare komplementare med de snskede se-
kvenser i cDNA'et. Der kan anvendes flere sondetyper, for-
trinsvis syntetiske enkeltstrengede DNA-sekvenser, som er
merket ved kinasebehandling med y-32p ATP. Cellerne fikseret
til nitrocellulosefilteret 1lyseres, DNA'et denatureres og
fikseres derefter for omsatning med kinasebehandlet sonde.
Kloner, som hybridiserer med succes, pavises ved kontakt med
en fotoplade, hvorefter plasmider fra de voksende kolonier
isoleres og sekvensbestemmes ved hja2lp af metoder, som er
kendte inden for omradet, til bekraftelse af, at de onskede
dele af genet er til stede.

De enskede genfragmenter udskares og halebehandles for at sik-
re passende laseramme med kontrolsegmenterne, nir indsat i
passende ekspressionsvektorer. Typisk sattes nukleotider til
§'-enden til indbefatning af et startsignal og et passende
anbragt restriktionsendonukleasested.



10

15

20

25

30

35

DK 173089 B1

37

Fordi opfinderne har tilvejebragt nukleotidsekvenserne af
VHaTAG, kan DNA'et ogsd syntetisk syntetiseres, f.eks. under
anvendelse af et model 380 DNA-synteseapparat fra Applied
Biosystems® og konstrueres ved hjelp af standardteknikker.

Endelig er et eksempel pd en teknik med anvendelse af en kom-
bination af de ovenfor navnte teknikker ved at splejse med
overlappende forlengelse under anvendelse af polymerasekade-
reaktionsteknologi, se Horton et al., supra. Generelt kan en
syntetisk syntetiseret primer med en saAkaldt "logrende hale"
indsattes med en udvalgt sekvens, f.eks. genomt DNA. Derefter
forstarkes sekvenserne 0g splejses sammen.

DNA, som koder for Cy og C.

DNA-fragmentet, som koder for aminosyresekvensen for den
humane konstante region, kan opnds ved screening af kromoso-
malt DNA fra celler, som fremstiller humant immunoglobulin.

Vektorer

Det onskede DNA-fragment kan anbringes i en biologisk funktio-
nel ekspressionsvehikel, som kan indeholde passende kontrol-
sekvenser, som ikke er til stede i det udvalgte DNA-fragment.
Ved "biologisk funktionelt" menes, at ekspressionsvehiklen
tilvejebringer replikation og/eller ekspression {1 en passende
vart, enten ved opretholdelse som et ekstrakromasomalt element
eller ved integration 4 vartsgenomet. Der er et stort antal
vektorer tilgangelige, eller de kan let fremstilles og er vel-
kendte for fagmanden inden for omrAdet.

En rakke plasmider, sasom dé} der er beskrevet i europaisk pa-
tentansegning nr. 0036776, nr. 0048970 og 0051873, er blevet
beskrevet, som allerede indeholder en promotor i T=seramme med
genet og forligelig med den foresladede vartscelle.

Vektorerne og fremgangsmidderne beskrevet heri er egnede til
brug 1 en lang rakke mikroorganismer, enten prokaryote eller



10

15

20

25

30

35

DK 173089 B1

38

eukaryote, som er modtagelige for transformation. Plasmidet
vil vare i stand til replikation i mikroorganismen, isar en
bakterie.

Generelt indeholder plasmidvektorer indeholdende de passende
promotorer, som kan anvendes af den mikrobielle organisme ti)
ekspression af dens eget protein, ogsA kontrolsekvenser, ribo-
sombindingssteder og transkriptionsafslutningssteder. Generelt
anvendes replicon- og kontrolsekvenser, som hidrorer fra ar-
ter, der er forligelige med vartscellen i forbindelse med
disse varter,

Mindre eller storre SV40-fragmenter kan ogs& anvendes, forud-
sat at der er indbefattet den ca. 250 basepar (bp) sekvens,
som strekker sig fra HindIII-stedet mod PvulIl-stedet anbragt i
del virale origin for replikation. Endvidere er det ogsi mu-
1ligt og ofte hensigtsmassigt at anvende promotor- eller kon-
trolsekvenser, som normalt forbindes med den enskede gense-
kvens forudsat, at sadanne kontrolsekvenser er forligelige med

vartscellesystemerne.

Endelig skal plasmidet hensigtsmessigt indeholde et gen, et
markcrgen, som er i stand til at give en fenotyp egenskab, der
muligger udvelgelse af vartsceller indeholdende ekspressions-
vektoren. Sarlig egnede er et gen, som giver overlevelsesse-
lektion. Overlevelsesselektion kan opnds ved at tilvejebringe
resistens over for et vakstinhiberende stof eller tilvejebrin-
ge en vakstfaktorevne til en bakterie, som mangler en siadan

evhe.

Generelt foretrazkkes prokaryoter. F.eks. er pBR322 et plasmid
hidrerende fra en E. coli-art [Bolivar et al., Gene 2, 95
(1977)] sarlig egnet. pBR322 indeholder gener for ampicillin
og tetracyklinresistens og giver sAledes en let metode til
identifikation af transformerede celler.

Selvom disse prokaryoter er de mest almindeligt anvendte om-
fatter andre mikrobielle stammer, som kan anvendes, E. coli-
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stammer, sasom E. coli B, E. coli Ki2-stamme 294 (ATCC nr.
31446) og E. coli X1776 (ATCC nr. 31537), E. colj W3110 (F-,
Y . prototrop, ATCC nr. 27325), bacilli, s&som Bacillus sub-
tilis, og andre enterobacteriaceae, sisom Salmonella typhi-
murim eller Serratia macrcesans, og forskellige Pseudomonas-
arter kan anvendes. Disse eksempler er ment udelukkende at

vare illustrative.

Ud over prokaryoter kan eukaryote mikrober ogsid anvendes. Sac-
charomyces cerevisiae eller almindelig bagegear er den mest
almindeligt anvendte blandt eukaryote mikroorganismer, selvonm
en rakke andre stammer er almindeligt tilgangelige.

For ekspression i Saccharomyces anvendes almindeligvis f.eks.
plasmidet YRp7 (Stinchcomb, et al., Nature 282, 39 (1979);
Kingsman et al., Gene 7, 141 (1979); Tschemper, et al., Gene
10, 157 (1980)]. Dette plasmid indeholder allerede trpl-genet,
som giver en selektionsmarker for en Rutantstamme af gar, som
manglier evnen til at vokse 1 tryptophan, f.eks. ATCC nr. 44076
eller PEP4-1 [Jones, Genetics 85, 12 (1977)]. Tilstedevarelsen
af trpl-lesionen som et karakteristika ved garvartscellegeno-
met giver derefter et effektivt miljoe til paAvisning af trans-
formation ved vakst ved fravar af tryptophan.

Enhver plasmidvektor indeholdende en gerforligelig promotor,
replikationsorigin og afslutningssekvens er egnet til brug 1
gar. Passende promotorsekvenser 3 garvektorer omfatter promo-
torerne for 3-phosphoglyceratkinase [Hitzeman, et al., J.
Biol. Chem. 255, 2073 (1980)] eller andre glycolytiske enzymer
[(Hess, et al., J. Adv. Enzyme Reg. 7, 149 (1968); Holland et
al., Biochemistry 17, 4900 (1978)].

Til brug i pattedyrceller tilvejebringes kontrolfunktionerne
P4 ekspressionsvektorerne ofte ved hj2lp af viralt materiale.
F.eks. hidrorer almindeligt anvendte promotorer fra polyonma,
Adenovirus 2, og oftest Simian Virus 40 (SV40). De tidlige og
sene promotorer i SV40-virus er sarligt egnede, fordi de begge
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let opnds ud fra viruset som et fragment, som 09gsd indeholder
det SV40-virale replikationsorigin [Fiers, et al., Nature 273,
113 (1978)].

F.eks. indeholder pSV2neo et gen for ampicillinresistens, neo-
mycinresistens, som er under kontrol af en SV40-promotor. Sa-
ledes giver pSV2neo en let metode til didentifikation af cel-
ler, som er transformeret med gener, for bade den variable

dyre-region og konstante humane region.

Fremstilling af kimart DNA

Generne, som koder for den tunge kade eller den lette kade,
vil blive konstrueret ved at forbinde 5'-enden af et DNA-
fragment, som koder for den konstante region med 3'-enden af
et DNA-fragment, som koder for den variable region. DNA-se-
kvensen, som koder for antistofaminosyresekvensen, kan opnis i
forbindelse med promotoren og replikationsstedet fra genomt
DNA. I den udstrazkning, at vartscellerne genkender de tran-
skriptionelle regulatoriske signaler og translationsinitie-
ringssignaler forbundet med de heterologe gener, da kan regio-
nen 5' og 3' af den variable regionkodningssekvens bevares med
den variable regionkodningssekvens og anvendes til transkrip-
tional og translational initieringsregulering. Den ikke-koden-
de region 3' for den konstante region kan bevares for dens
transkriptionsafslutningsregulatoriske sekvenser, sasom af-
slutning og polyadenylering. Ved henvisning til 5' eller 3'
for en dobbeltstreng er det ment at angive retningen af

transkription, idet 5' er opstrems fra 3'.

Intronsekvensen mellem den variable region for hver respektiv
kade kan forbindes til det tilsvarende humane konstante DNA-
fragment pAd et hvilket som helst hensigtsmaessigt restriktions-
sted. Ved tilvejebringelse af et fragment, som koder for den
variable region, vil det sadvanligvis vare onskeligt at ind-
befatte en del af intronet nedstrems fra J-regionen. N&r in-

tronet bevares vil det vare nedvendigt, at der er funktionelle
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splejseacceptor- 0g -donorsekvenser ved intronenderne. Den
tilstedende ikke-kodende region 5' for den variable region vil
normalt omfatte sidanne sekvenser, som er involveret med ini-
tiering af transkription ©g translation, sasom TATA-kassen,
aflukningssekvens og CAAT-sekvens. Sadvanligvis overstiger den
5'-ikke-kodende sekvens ikke ca. 1-2 kilobaser (kb).

En fremmersekvens ber forekomme mellem J-regionen og den kon-
stante region. Den anvendte fremmer kan vare fremmeren fra
enten (1) dyre-v-regionen eller (2) den humane konstante regi-

on.

Ved bevarelse af 3-regionen, som naturligt stoeder op til DNA-
sekvensen, som koder for den konstante region, kan transkrip-
tionsafslutningssignalerne tilvejebringes for genet. I de til-
falde, hvor transkriptionsafslutningssignalerne ikke er til-
strakkeligt funktionelle § ekspressionsvertscellen, da kan der
erstattes med en 3'-region, som er funktionel i vartscellen.
Hensigtsmassigt kan den ikke-kodende 3'-region opnas fra en
ikke-kodende tilstedende 3'-region af en konstant region fra
ekspressionsverten. Den 3'-ikke-kodende region kan forbindes
til den konstante region ved hja]p af en hvilken som helst af
de metoder, som tidligere er beskrevet for manipulering og
ligering af ONA-fragmenter. Denne region kunne derefter anven-
des som en byggeblok ved fremstilling af genet.

Fremstilling af ekspressionsvehikler

Konstruktion af passende ekspressionsvehikler indeholdende de
gnskede kodnings- og kontrolsekvenser kan fremstilles pa fol-
gende mide. Enderne af vektorerne 0g DNA-fragmenterne kan der-
efter genligeres til dannelse af de enskede ekspressionsvehik-
ler. De anvendte fremgangsmadder er ijkke afhangige af DNA-kil-
den eller den pAtankte vart.

DNA-fragmenter, som koder for den lette kade og tunge kade,
kan indsattes i en Separat ekspressionsvehikel eller { den
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samme vektor. Fortrinsvis samles de sammensluttede gener, som
koder for de lette og tunge kimare kader i to forskellige
ekspressionsvektorer, som kan anvendes til co-transformation
af en modtagende celle, enten samtidig eller pd hinanden feol-
gende.

Metoderne til indsattelse af DNA-fragmenterne indeholdende de
kimare gener i ekspressionsvektorer omfatter anvendelse af
restriktionsendonukleaser. "Restriktionsendonukleaser"” (eller
"restriktionsenzymer™) er hydrolytiske enzymer, som er i stand
til katalysering af stedspecifik klevning af DNA-molekyler.
Stedet for restriktionsendonukleasevirkning bestemmes af fore-
komsten af en specifik nukleotidsekvens. En sddan sekvens be-
tegnes genkendelsesstedet for restriktionsendonukleasen. Mange
restriktionsendonukleaser fra en lang razkke bakteriearter er
blevet isoleret og karakteriseret med hensyn til nukleotid-
sekvensen af deres genkendelsessteder. Nogle restriktionsendo-
nukleaser hydrolyserer phosphodiesterbindingerne pa begge
strenge paA det samme punkt frembringende stumpe ender. Andre
katalyserer hydrolyse af bindinger adskilt af f& nukleotider
fra hinanden frembringende frie enkeltstrengede regioner ved
hver ende af det klevede molekyle. Sadanne enkeltstrengede
ender er selv-komplementare, folgelig cohasive, og kan anven-
des til at genforbinde det hydrolyserede ONA. Eksempler pa
restriktionsenzymer omfatter Aat II, Bam HI, Eco RI, Hind III,
Nde I, Spe I, Xba I, Sac I, Bgl I, Pst I, Sal I og Pvu II.

Endvidere kan ekspressionsvektoren have en polykobler indsat
deri, som har en lang rakke unikke restriktionssteder. Ved
fordejelse af ekspressionsvektoren med de passende restrik-
tionsenzymer vil polykobleren kleves siledes, at i det mindste
et DNA-fragment indeholdende genet kan indsazttes. Nar poly-
kobleren muligger skelnelige ender, kan DNA-fragmentet indsat-
tes i en enkelt retning. NAr enderne er ens vil indsettelse af
DNA-fragmentet resultere i plasmider med to forskellige ret-

ninger.
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Klevningen udferes ved behandling af plasmidet med et restrik-
tionsenzym eller restriktionsenzymer. Generelt anvendes ca. 10
Hg plasmid eller DNA-fragmenter med ca. 10 enheder enzym i ca.
100 ul pufferoplesning. Endonukleasefordojelse vil normalt
udferes ved en temperatur i intervallet fra 37° til 65°C ved
en pH-vardi pd fra 7 til 9. (Passende puffere og substratmang-
der for bestemte restriktionsenzymer er anfort af fremstille-
ren). Reaktionstiden vil vare fra 1 til 18 timer.

Det kan vare hensigtsmessigt at forhindre genligering af den
klevede vektor ved forbehandling med alkalisk phosphatase.
Specifikke betingelser er anfort af fremstilleren.

Efter at restriktionsenzymfordejelsen er fuldstandig, fjernes
protein ved ekstraktion med phenol og chlorofora. Nukleinsyren
udvindes fra den vandige fraktion (indeholdende ca. 0,3 M
natriumacetat) ved pracipitation med ca. 2,5 volumer ethanol.

Beskrivelser af klevningsmetoder med restriktionsenzymer kan
findes i de felgende artikler: Greene et al., Methods in Mole-
cular Biology, bind 9, udgiver Wickner, R. B., Marcel Dekker,
Inc., New York, "DNA Replication and Biosynthesis"; Mertz og
Davis, Proc. Nat. Acad. Sci., (USA), 69, 3370 (1972).

Sterrelsesadskillelse af de klovede fragmenter ved agarosegel-
elektroforese udferes let for at felge reaktionsforlebet. NAr
fordojelsen har foregdet ti) den anskede grad, kan endonuklea-
sen inaktiveres ved opvarmning over 65°C i ca. 10 minutter el-
ler ved organisk ekstraktion.

Det onskede fragment oprenses derefter fra fordojelsesmateria-
let. Passende oprensningsteknikker omfatter gelelektroforese
eller saccharosegradientccntrifugering.

Plasmidvehiklen og fremmede ONA-fragmenter ligeres derefter
med DNA-ligase til gencirkeldannelse. Denne fremgangsmade re-
fereres til son sammensliutning og DNA-Tigering.
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Et passende pufferbehandlet medium indeholdende ONA-fragmen-
terne, DONA-ligase og passende co-faktorer anvendes. Den an-
vendte temperatur vil vare mellem 25°C og 4°C. Nir DNA-seg-
menterne hydrogenbinder, vil DNA-ligasen vare i stand til at
indfere en covalent binding mellem de to segmenter. Det an-
vendte tidsrum til sammenslutningen vil variere med den an-
vendte temperatur, saltoplesningens natur savel som naturen af
de klabrige ender eller cohasive ender. Generelt kan tidsrum-
met for ligering vare 5 til 18 timer. Se Maniatis T., Molecu-
lar Cloning, Cold Spring Harbor, supra.

Vartsceller

Derefter kan ekspressionsvehikelkonstruktionerne anvendes til
at transformere en passende vartscelle. Passende vartsceller
omfatter celler, som hidrerer fra encellede sivel som fler-
cellede organismer.

De kimare immunoglobulingener kan udtrykkes i ikke-lymfoide
celler, sdsom bakterier eller gar,

Forskellige encellede mikroorganismer kan transformeres, sasom
bakterier. Dvs. s&danne encellede organismer, som er i stand
til at blive dyrket i kultur eller ved fermentering. Da bak-
terier almindeligvis er de mest hensigtsmassige organismer at
arbe jde med, vil bakterier herefter refereres til som eksemp-
ler pd de andre encellede organismer. Bakterfer, som er mod-
tagelige for transformation, omfatter medlemmer af Entero-
bacteriaceae, sasom stammer af Escherichia coli; Salmonella;
Bacillaceae, sasom Bacillus subtilis; Pheumococcus; Strepto-

coccus og Haemophilus influenzae.

Nar udtrykt i bakterier bliver immunoglobulinets tunge kader
0g lette kader en del af inklusionslegemer. Kaderne mi deref-
ter isoleres, oprenses og derefter samles til funktionelle
immunoglobulinmolekyler.
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Udover prokaryoter kan eukaryote mikrober, siAsom garkulturer,
0gsd anvendes. Saccharomyces cerevisae eller almindelig bage-
gar er den mest almindelig anvendte blandt eukaryote mikro-
organismer, selvom der er en rakke andre stammer almindeligt
tilgangelige. Tilstedevarelsen af trpl-lasionen som en egen-
skab hos gervartscellegenomet, giver et effektivt milje til
padvisning af transformation ved vakst ved fravar af trypto-
phan.

Udover mikroorganismer kan kulturer af celler hidrorende fra
flercellede organismer 0gs& anvendes som varter. Principielt
er en hvilken som helst sa&dan cellekultur anvendelig, hvad
enten fra hvirveldyr- eller ikke-hvirveldyrkulturer forudsat,
at cellelinien er en, som i det mindste oprindeligt fremstil-
lede antistoffer. Propargering af hvirveldyrceller i kultur er
blevet en rutineprocedure i de senere ar [Tissue Culture, Aca-
demic Press, Kruse og Patterson, udgivere (1973)). Eksempler
Pa sédanne egnede vartcellelinier er Sp2/0, VERO- og HelLa-cel-
ler, kinesisk hamsteraggestokcellelinier 0og W138-, BHK-,
C0S-7~ og MDCK-cellelinier.

Den foretrukne modtagelsescellelinie er en plasmacytomacelle,
sasom B-lymfocytter eller hybridomaceller. Plasmacytomaceller
kan syntetisere, samle 09 udskille immunoglobuliner, som er
kodet af transformerede immunoglobulingener. Endvidere har de
mekanismen for glycosylering af immunoglobulinet. Sp2/0 er en
foretrukken modtagelsescelle, fordi det er en immunoglobulin-
ikke-producerende plasmacytomacelle. Cellen producerer kun
immunoglobulin, som er kodet af de transformerede immunoglobu-
lingener. Plasmacytomaceller kan dyrkes i kultur eller i mus's
peritonaum, hvor udskilt immunoglobulin kan opnads fra ascites-
vaske,

Transformation af vartsceller

Transformation af vartsceller udfores pd folgende made. Eks-
pressionsvehiklen liniariseres, 0g DNA'et indsattes { varts-
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celler til fremstilling af antistoffet. Eksempler pad frem-
gangsmader til indsattelse af DNA'et i vartsceller omfatter
elektroporation, protoplastfusion, calciumphosphat-pracipita-
tion eller andre konventionelle teknikker, hvor der anvendes
dextransulfat og PEG.

Hvis der anvendes celler uden valdige cellevagsbarrierer som
vartsceller, kan transformation udferes ved hj2lp af calcium-
phosphatpracipitationsmetoden som beskrevet af Graham og Van
der Eb, Virology, 52, 546 (1978).

Hvis der anvendes prokaryote celler eller celler, som inde-
holder vasentlige cellevegskonstruktioner, er den foretrukne
transformationsfremgangsmade calciumbehandling under anvendel-
se af calciumchlorid som beskrevet af Cohen, F.N. et al.,
Proc. Natl, Acad. Sci. {(USA) 69, 2110 (1972).

Vertscellerne kan transformeres enten via co-transformation
eller mAdlrettet transformation.

Til co-transformation kan generne, som koder for den lette
kede o0g tunge kade, anvendes til transformation af separate
cellekulturer, enten fra den samme art eller fra forskellige
arter, separate plasmider for let og tung kade kan anvendes
til at co-transformere en enkelt cellekultur eller endelig kan
et enkeltekspressionsplasmid indeholdende begge gener og i
stand til at udtrykke generne for bade let og tung kade trans-
formeres ind i en enkelt cellekultur.

Ved den midlrettede transformationsteknik transformeres varts-
cellerne med gener, som koder for den lette kade, og cellerne
indeholdende den lette kademarkesr udvalges. Den lette kade
findes under anvendelse af cytopletning eller muligvis ved
pAvisning af den lette kade {1 supernatanten, hvis den er ble-
vet udskilt. Celler, som er udvalgt for at have den lette
kade, transformeres med den tunge kedekonstruktion, og opnaede
celler, som endvidere indeholder den tunge kademarker, udval-

ges.
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Det er kendt, at nogen udedelige lymfoide cellelinier, saisom
plasmacytomacellelinier § deres normale tilstand, udskiller
isolerede Ig-lette eller -tunge kader. Hvis en sAdan celle-
linie transformeres med vektoren indeholdende den kimare tunge
eller lette kade ifolge den foreliggende opfindelse vil det
saledes ikke vare nedvendigt at transformere cellelinien eller
en anden cellelinie med den anden Ig-kade forudsat, at den
hormalt secernerede kade er komplementar med det variable
omrade af Ig-kaden, som kodes af vektoren, der indledningsvis
blev anvendt til transformation af cellelinien.

Udvalgelse og ekspression af transformerede vartsceller

Cellerne kan almindeligvis efter transformation af vartscel-
lerne dyrkes 1 ca. 48 timer for at muliggere ekspression af
markergener. Cellerne anbringes derefter i et selektivt medi-
um, hvor ikke-transformerede celler drebes udelukkende efter-
ladende celler, som er transformerede med DNA-kontruktionerne.

Tunge og lette kader eller dele deraf kan fremstilles isoleret
fra hinanden og antistoffer og fragmenter deraf kan opnis.
Sadanne fremstillinger nedvendigger brugen af teknikker til
samling af isolerede kader.

Muligheden for ved hj2lp af fremgangsmaden ifelge opfindelsen
at fremstille tunge 0g lette kader eller dele deraf isoleret
fra hinanden giver muligheden for at opn& unikke samlinger af
immunoglobuliner, Fab-regioner og envalente antistoffer. Det
er muligt, at rekombinere de tunge og lette kader in vitro,
odelagt kun ved klevning af disulfider mellem ke#der og at gen-
vinde antistofaktivitet selv uden genoprettelse af disulfider
mellem kader [se Edelman, G.M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA) 50, 753 {1963)9,

De transformerede celler dyrkes under betingelser, som er pas-
sende for fremstillingen af de lette keder og/eller tunge ka-
der og underseges for tung og/eller 1let k#deproteinsyntese.
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Eksempler pad analyseteknikker omfatter enzymkoblet immunosor-
bentanalyse (ELISA), radioimmunoanalyse (RIA) eller fluores-
censaktiveret cellesorteranalyse (FACS), immunohistokemi og

lignende.

Monoklone antistoffers bindingsaffinitet over for TAG72 be-
stemmes ved hjalp af metoder, som er velkendte inden for om-
riddet (se Heyman, B. et al., J. Immunol. Methods 68, 193-204
(1984) og som beskrevet detaljeret i eksemplerne givet her-

efter).

Udvalgte positive kulturer underklones for at 1isolere rene
transformerede kolonier. En passende teknik til opndelse af
underkloner er via den begraznsede fortyndingsmetode, som be-
skrives af McKeara i Monoclonal Antibodies, Plenum Press, N.Y.
(1980).

Hybridomaer, som fremstiller sadanne kimare antistoffer, kan
dyrkes under anvendelse af kendte fremgangsmader. De transfor-
merede celler kan udskille store mangder af de lette kader
og/eller tunge kader ved dyrkning in vitro, sisom ved systemer
med hule fibre, spinderkultur, statisk kultur eller in vivo,
sdsom ascitesproduktion.

De kimare antistoffer kan fremstilles i store mangder ved in-
jicering af hybridoma ind i det peritoneale hulrum hos pris-
tan-primede mus og efter et passende tidsrum (ca. 1-2 uger)
indsamling af ascitesvaske fra mus, hvilket giver en meget hoj
titer af homogent monoklont antistof, og isolering af de mono-
klone antistoffer derfra ved fremgangsmiader, som er velkendte
inden for omraAdet {se Stramignoni, P. et al., Intl. J. Cancer
31, 543-552 (1983)). Hybridomaerne dyrkes op in vivo son
tumorer 1 dyr, hvorfra serumet eller ascitesvaske kan give op
til ca. 50 mg/m)l monoklone antistoffer. Sadvanligvis vil in-
jektion (fortrinsvis interperitoneal) pa ca. 106 ti1 107 his-
toforligelige hybridomaceller i mus eller rotter give en tu-
mordannelse efter fi uger. Antistofferne kan derefter opsamles
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0g bearbejdes ved hje2ip af velkendte metoder. Se genereit
Immunological Methods, bind I & II, udgivere Lefkovits, I. og
Pernis B., (1979 & 1981) Academic Press, New York, N.Y.; og
Handbook of Experimental Immunology, udgivere Weir, D., (1978)
Blackwell Scientific Publications, St. Louis, MO.)

Antistofferne kan derefter lagres i forskellige pufferoples-
ninger, sdsom phosphatpufret saltoplesning (PBS), som giver en
generel stabil antistofoplesning til yderligere brug.

De kimare antistoffer ifelge den foreliggende opfindelse kan
fragmenteres under anvendelse af kendte proteaseenzymer,
f.eks. papein og pepsin, til opndelse af i hej grad immuno-
reaktive F(ab')2-, F(ab')- og Fab-fragmenter. Endvidere kan
aktive fragmenter af Ig, som er dannet ved proteolyse (ca.
50.000 molvagt) opspaltes til deres fuldstendigt reducerede
tunge kade- og lette kadekomponenter og ganske effektivt
rekonstrueres til opnielse af et aktivt antistof [Haber, E.,
Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 52, 1099 (1964); Whitney, D.L. et
al., Proc. Natl, Acad. Sci. (USA) 53, 524 (1965)). Reaktivite-
ten af de opndede F(ab')2-, F(ab')- og Fab-fragmenter bestem-
mes ved fremgangsmader, som er beskrevet ovenfor, for det
fuldstandige monoklone antistofmolekyle,

Anvendelse af antistofferne

Antistofferne ifolge den foreliggende opfindelse savel sonm
immunoreaktive fragmenter eller rekombinanter deraf giver ene-
staende fordele ved brug til en Tang rakke cancerbehandlinger.
Ud over evnen til at binde specifikt til maligne celler og
lokalisere tumorer har antistofferne konstante, variable re-
gioner, som ikke i paviselig grad binder til normale celler,
sdsom fibroblaster, endotelceller eller epitelceller {1 hoved-

organerne.

Specifikt er antistofferne, immunoreaktive fragmenter eller
rekombinanter deraf egnede til, men ikke begranset til, de
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felgende typer af cancerbehandling: (19 diagnostiske in vivo-
analyser konjugeret til en billeddannelsesmarker til in situ-
padvisningen af carcinomlesioner, som yderligere beskrevet
nedenfor; (2) in vivo-terapi under anvendelse af antistofferne
ifolge den foreliggende opfindelse alene eller konjugeret til
et terapeutisk middel, sisom et radionuklid, toksin, effektor-
celler, andre antistoffer eller via en komplementmekanisme,
som er beskrevet nedenfor; og (3) radioimmunoledet kirurgi,

som beskrevet nedenfor.

Endvidere er det nu ogsid muligt med et farmaceutisk middel
omfattende antistofferne ifelge den foreliggende opfindelse i
en farmaceutisk acceptabel, ikke-toksisk, steril barer, sasom
fysiologisk saltoplesning, ikke-toksiske puffere og lignende.

Injicerbare midler ifolge den foreliggende opfindelse kan vare
enten i suspension eller oplesningsform. I oplesningsform op-
loses komplekset (eller nar ensket de separate komponenter) i
en farmaceutisk acceptabel bazrer. SAdanne barere omfatter et
passende oplesningsmiddel, konserveringsmidler, s&som benzyl-
alkohol, om nedvendigt, og puffere. Egnede oplesningsmidler
omfatter f.eks. vand, vandige alkoholer, glycoler og phospho-
nat- eller carbonatestere. Sadanne vandige oplesninger {nde-
holder ikke mere end 50% af det organiske oplesningsmiddel

efter volumen.

Injicerbare suspensioner som midler ifelge den foreliggende
opfindelse nodvendigger et flydende suspenderingsmedium som en
barer med eller uden hjelpestoffer. Suspenderingsmediet Kkan
f.eks. vare vandig polyvinylpyrrolidon, 1inerte olier, sésom
vegetabilske oljer eller i hej grad raffinerede mineralolier
eller vandig carboxymethylcellulose. Passende fysiologisk
acceptable hjzlpestoffer, om nedvendigt, til at holde komplek-
set i suspension, kan valges blandt fortykkelsesmidler, sasom
carboxymethylcellulose, polyvinylpyrrolidon, gelatine og algi-
naterne. Mange overfladeaktive midler er o0gsad egnede som sus-
penderingsmidler, f.eks. lecithin, alkylphenol, polyethylen-
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oxidaddukter, naphthalensulfonater, alkylbenzensulfonater og
polyoxyethylensorbitanestrene. Mange stoffer, som paAvirker
hydrofobiciteten, massefylden og overfladespandingen af det
flydende suspensionsmedium, kan bidrage til at fremstille
injicerbare suspensioner 1 individuelle tilfalde. F.eks. er
si1iconeantiskumningsnidler, sorbitol og sukkerarter egnede

suspenderingsmidler.

Pa grund af at cancerceller er heterogene og som en folge
deraf vil et enkelt monospecifikt kimart antistof muligvis
ikke vare i stand til at genkende alle celler, sonm udtrykker
forskellige epitoper af en tumor.

Det kan sAledes vare hensigtsmassigt at indgive flere forskel-
lige kimzre antistoffer ifelge den foreliggende opfindelse,
Den sekventielle brug af disse forskellige antistoffer ber ;i
alt vesentligt reducere de anti-idiotype reaktioner hos menne-
skepatienter, nar sammenlignet med gentaget brug af et enkelt
antistof. F.eks. kunne CH92, CH8s og CH44 indgives sekventielt
til en patient. Da disse antistoffer har forskellige lette
keder og faktisk forskellige CDR3-regioner, skulle anti-idio-

type reaktioner vare minimeret.

In_vivo-diagnostiske analyser

Ved anvendelse af in vivo-diagnostiske analyser for humane
tumorer eller metastase deraf konjugeres antistofferne, immu-
noreaktive fragmenter eller rekombinanter deraf, til en mar-
ker, indgives til en patient, og derefter pAvises billeddan-
nelsesmarkeren i patienten ved at udsatte patienten for et
passende pidvisningsmiddel.

Indgivelse og pavisning af anstistof-billeddannelsesrmarker-
konjugatet sivel som metoder for konjugering af antistoffet
til billeddannelsesmarkoren udferes ved fremgangsmider, som er
ganske kendte eller let bestemmes som beskrevet, f.eks. i
Goldenberg, D.M. et al., New England J. Med., 298, 1384-1388
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(1978); Goldenberg, D.M. et al., J. Amer. Med. Assoc. 280,
630-635 (1983); Goldenberg, D.M. et al., Gastroenterol. 84,
524-532 (1983); Siccardi, A.G. et al., Cancer Res. 46,
4817-4822 (1986); Epenetos, A.A. et al., Cancer 55, 984-987
(1985); Philben, V.J. et al.,, Cancer 57, §571-576 (1986);
Chiou, R. et al., Cancer Inst. 76, 849-855 (1986); Colcher, E.
et al., Cancer Res, 43, 736-742 (1983); Colcher, E. et al.,
Laboratory Research Methods in Biology and Medicine Immuno-
diagnostics, New York, Alan R. Liss, side 215-258 (1983);
Keenan, A.M. et al., J. Nucl., Med. 25, 1197-1203 (1984);
Colcher D. et al,, Cancer Res. 47, 1185-1189 (1987); Estaban,
J.M. et al., Int)l. J. Cancer 39, 50-59 (1987); Martin, D.T.,
et al., Curr, Surg. 41, 193-194 (1984); Martin, E.W. Jr, et
al., Hybridoma 5, S$97-S108 (1986); Martin, D.T. et al., Am. J.
Surg. 150, 672-675 (1985); Meares et al., Anal. Biochem. 142,
68-7T8 (1984); og Krejcarek et al., Biochem. and Biophys. Res.
Comm. 77, 581-585 (1977).

Dosen vil variere afhangig af patientens alder og vagt. Gene-
relt ber dosen vare effektiv til at visualisere eller pavise
tumorsteder adskilt fra normalt vav. Fortrinsvis vil en en-
gangsdosis vare pA mellem 0,1 til 200 mg af et antistof/mar-
ker-konjugat per patient.

Eksempler p& billeddannelsesmarksrer, som kan konjugeres til
antistoffet, er velkendte for fagmanden inden for omradet og
omfatter stoffer, som kan pavises ved diagnostisk billeddan-
nelse under anvendelse af en gammascanner eller en handholdt
gammasonde eller positronemissionstomografi eller 1lignende,
som beskrevet i de ovenfor citerede referencer, og stoffer,
som kan pavises ved kernemagnetisk resonansbilleddannelse
under anvendelse af et kernemagnetisk resonansspektrometer el-

ler lignende, som beskrevet i de ovenfor citerede referencer.

Egnede eksempler pd stoffer, som kan pavises under anvendelse
af en gammascanner eller lignende, omfatter f.eks. radioiso-
toper' sdsom 1251, 1311' 12311 lliln' 105Rh' 1535,.' 57cu'
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676a, 166H4o, 177_,, 186pe, 188p, og 99myc, 1257 1237 153g,
og 99MTc foretrakkes P4 grund af deres lave energi og egnethed
til bredt interval-pavisning.

Et eksempel pa et stof, som kan PAdvises under anvendelse af et
kernemagnetisk resonansspektrofometer eller lignende er gado-

linium (Gd).

In vivo-cancerbehandling

Ved denne fremgangsmaAde kan antistof/terapeutisk middel-konju-
gatet bringes til carcinomstedet, hvorved carcinomvavet direk-
te udsattes for det terapeutiske middel.

Antistofferne ifolge den foreliggende opfindelse, immunoreak-
tive fragmenter eller rekombinanter deraf, kan indgives i en
farmaceutisk effektiv mengde til in vivo-behandling af humane
carcinomaer eller metastase deraf. En "farmaceutisk effektiv
mangde™ af antistoffet, det immunoreaktive fragment eller re-
kombinanten deraf, konjugeret eller ikke-konjugeret til et
terapeutisk middel, betyder, at mangden af navnte antistoffer
i det farmaceutiske middel ber vere tilstrazkkelig til at give
effektiv binding med antigenerne, over for hvilke antistof-
ferne har specifik affinjtet. Det farmaceutiske middel kan
indgives i en enkelt eller flere doser.

Fremgangsmader til fremstilling og indgivelse af konjugater af
antistoffet, immunoreaktive fragmenter eller rekombinanter
deraf og et terapeutisk middel er velkendte eller kan let
bestemmes af fagmanden inden for omradet. Endvidere vil pas-
sende doser afhange af patientens alder 0g vagt og det an-
vendte terapeutiske midde) 0g er velkendte eller kan let be-
stemmes af fagmanden inden for omradet. Reprasentative proto-
koller er beskrevet i de nedenfor citerede referencer.

Eksempler pd konjugater af antistof og terapeutisk middel, som
kan anvendes ved terapi, omfatter de folgende: (1) antistoffer



10

15

20

25

30

35

DK 173089 B1

54

koblet til radionuklider, sasom 1311, 90y, 6 105gh, 47sc, 67cuy,
212g3, 211a¢, 6€7Ga, 1251, 186Re, 188Re, 17TLy, 99m7c, 153gp,
1231 o0g 1111n som beskrevet f.eks. i Goldenberg, D.M. et al.,
Cancer Res. 41, 4354-4360 (1981); Carrasquillo, J.A. et al,
Cancer Treat. Rep. 68, 317-328 (1984); Zalcberg, J.R. et al.,
J. Natl. Cancer Inst. 72, 697-704 (1984); Jones, D.H. et al.,
Int, J. Cancer 35, 715-720 (1985); Lange, P.H. et al., Surgery
98, 143-150 (1985); Kaltovich, F.A. et al., J. Nucl. Med. 27,
897 (1986), Order, S.E. et al., Int. J. Radiother. Oncol.
Biol. Phys. 8, 259-261 (1982), Courtenay-lLuck, N. et al., Lan-
cet 1, 1441-1443 (1984) og Ettinger, D.S. et al., Cancer
Treat. Rep. 66, 289-297 (1982); (2) antistoffer koblet til
lagemidler eller biologiske reaktionmodifikationsmidler, sasom
methotrexat, adriamycin og lymfokiner, sasom interferon, son
beskrevet f.eks. i Chabner, B. et al., Cancer, Principles and
Practice of Oncology, Philadelphia, PA, J.B. Lippincott Co.
bind 1, side 290-328 (1985); Oldham, R.K. et al., Cancer,
Principles and Practice of Oncology, Philadelphia, PA, J.B.
Lippincott Co., bind 2, side 2223-2245 (1985); Deguchi, T. et
al., Cancer Res. 46, 3751-3755 (1986); ODeguchi, T. et al.,
Fed. Proc. 44, 1684 (1985); Embleton, M.J. et al., Br. J.
Cancer 49, 559-565 (1984) og Pimm, M.V. et al., Cancer
Immunol. Immunother. 12, 125-134 (1982); (3) antistoffer kob-
Jet til toksiner, som f.eks. beskrevet i Uhr, J.W. et al.,
Monoclonal Antibodies and Cancer, Academic Press, Inc., side
85-98 (1983), Vitetta, E.S. et al., Biotechnology and Bio.
Frontiers, udgiver P.H. Abelson, side 73-85 (1984) og Vitetta,
E.S. et al., Sci., 219, 644-650 (1983); (4) heterofunktionelle
antistoffer, f.eks. antistoffer koblet eller forenet med et
andet antistof sAledes, at komplekset binder bade til carcino-
met og effektorceller, f.eks. drazberceller, sasom T-celler,
som beskrevet f.eks. af Perez, P. et al., J. Exper. Med. 163,
166-178 (1986); og Lau, M.A. et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA) 82, 8648-8652 (1985); og (5) native, dvs. ikke-konjuge-
rede eller ikke-kompleksbundne antistoffer, som beskrevet af
f.eks. Herlyn, D. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 179,
4761-4765 (1982), Schulz, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
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(USA) 80, 5407-5411 (1983); Capone, P.M. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci., (USA) 80, 7328-7332 (1983); Sears, H.F. et al.,
Cancer Res. 45, 5910-5913 (1985); Nepom. G.T. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., (USA) 81, 2864-286T7 (1984); Koprowski, H. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 81, 216-213 (1984) og
Houghton, A.N. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., (USA) 82, 1242-
1246 (1985).

Fremgangsmaderne til forening af antistoffet eller antistof-
fragmentet til et onsket terapeutisk middel, som ovenfor be-
skrevet, er konventionelle og velkendte inden for omradet.
F.eks. de metoder, som er anfort i de ovenfor angivne referen-

cer.

Radioimmunoledet kirurgi

Antistoffer, immunoreaktive fragmenter eller rekombinante
deraf er vigtige inden for radioimmunoledt kirurgi (RIGS). Ved
RIGS, som er en intraoperativ behandling, lokaliseres tumorer
0g udskares. Et antistof, som er market med en billeddannel-
sesmarkor injiceres i patienten 0g bundet antistof lokaliseres
ved hjalp af en handhaldt gammapadvisningssonde (GDP) og udska-
res. Et eksempel pA GDP er Neoprobe®, kommercielt tilgangelig
fra Neoprobe® Corporation, Tampa, FL. Se Martin et al.,
"Radioimmunoguided Surgery: a new approach to the intraopera-
tive detection of tumor using antibody B72.3", Amer. J. Surg.
156, 386-392 (1988); Martin et al. "Radioimmunoguided surgery:
intraoperative use of antibody 17-1A 1in colorectal cancer",
Hybridoma 5, S97-S108 (1986).

Indgivelse og pAvisning af antistof/billeddannelisesmarker-kon-
jugatet sidvel som fremgangsmader til konjugering af antistof-
fet til billeddannelsesmarkeren, opnis ved fremgangsmader, som
er kendte eller let kan bestemmes af fagmanden inden for om-
radet, som beskrevet f.eks. ovenfor.

Dosen vil variere afhangig af patientens alder og vagt, men
generelt er en engangsdosis P4 0,1 til 200 mg antistof/marker-
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konjugat per patient tilstrakkelig.

De feolgende ikke-begransende eksempler er blot til illustra-
tion af konstruktionen og ekspressionen af kimazre DNA-sekven-
ser, som koder for antistofferne ifelge opfindelsen. Alle tem-
peraturer, som ikke er angivet pa& anden made, er 1 Celcius.
Alle procentangivelser, som ikke pad anden made er angivet, er

efter vagt.

Eksempler

Erstatning af konstante muse-regioner

CC-antistoffer blev udledt fra mus og er signifikant mindre i
stand til at udeve effektorfunktioner, som besiddes af de

humane konstante regioner.

I de folgende eksempler er udvalgte antistoffer sdledes "men-
neskeliggjorte” ved genetisk at fjerne de konstante regioner i
de tunge og lette kader og erstatte dem med deres humane 2kvi-

valenter.

Lette konstante musekaderegiongener blev erstattet med det hu-
mane kappa-gen (k-gen), og tunge musekadegener blev erstattet
med hver af de fire humane gammaisotyper (yl, v2, y3 og 7v4).
Hver af disse fire gammaisotyper har enestdende biologiske
egenskaber. For et generelt overblik se "The Human IgG sub-
classes”, Hamilton, R.G. (198%) Doc. No. CB0051-289, Calbio-

chem Corporation.

Fremstilling af tung og let variabel kaderegion

Isolering af let CC49-kade

CC49-hybridomaceller udskiller et antistof med en tung kade af
IgG1-isotype og en kappa let kade.
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Samlet DNA fra CC49-hybridomaceller, Balb/C-musenyreceller og
NSI-piasmacytomaceller blev isoleret ved hj2lp af fremgangsma-
der, som er anfort i Cell; 24, 353-356 (1981).

Generelt blev ca. 10-20 ug af det ekstraherede DNA fra hver
cellelinie fordejet ti1 fuldstandighed med 80 enheder Bam HI,
Eco RI, Hind III, Spe I, Xba I, Sac I, Bgl II og Pst I i 50-
100 mikroliter af en reaktionsblanding indeholdende den pas-
sende reaktionspuffer ved 37°C natten over.

Dernast blev det samlede ekstraherede DNA fra hver cellelinie
underkastet Southern-hybridiseringsteknik udviklet af E.M.
Southern [J. Mol. Biol. 98, 503-517 (1975)]. DNA-fragmenterne
blev fraktioneret pad basis af deres storrelse ved hjalp af
elektroforese pai en 0,8% agarosegel. De dobbeltstrengede DNA-
fragmenter blev modificeret til enkeltstrengede ONA-fragmenter
i en alkalisk oplesning, og derefter blev et nitrocellulose-
filter anbragt i nar kontakt med gelen til overforsel af de
modificerede DNA-segmenter til filteret i harvarelse af en
oplesning med hej saltkoncentration.

Hybridisering blev udfert under anvendelse af en tilfaldig
primet <32P>-ma#rket L-kade som sonden.

Narmere bestemt var sonden et 1,71 kilobasepar (kbp) Hind III-
Pst I-fragment indeholdende kodningsexonerne for de murine JL-
regioner (J1-J5) og blev isoleret fra plasmidet pGD1. En
nukleotidsekvens af sondefragmentet er anvist i fig. 7. Dette
plasmid er beskrevet i "Site Directed Cleavage of Immunoglobu-
1in Gene Segments by Lymphoid Cell Extracts", Agostaro et al.,
Can. J. Biochem. Cell. Bjol. 63, 969-976 (1985). Plasmidet
blev tilvejebragt af Nobumichi Mozumi 0g John Roder, Mt. Sinai
Research Institute, Toronto, Ontario, Canada.

Til radiomarkning af sonden blev @<32>dCTP leveret fra Amers-
ham, Arlington Heights, IL, USA og det tilfaldige priming-sat
blev leveret fra Pharmacia Piscataway, NJ, USA.
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Signalerne i Southern-overforsler blev visualiseret ved auto-
radiografi under anvendelse af Kodak X-OMAT® AR-film. Der blev
ikke iagttaget noget tydeligvis omlejret band. I forhold til
standarderne blev der sdledes ikke pavist noget unikt band pa
autoradiogrammet for CC49-DNA'et, som var fordejet med Hind
ITI. Det kunne imidlertid ikke udelukkes fra Southern-resulta-
terne, at det omlejrede band for L-kaden var maskeret ved et
band, som vandrede i CC49, Hind III-fordojet DNA parallelt med
bAndet, som var et resultat af Hind Ill-fordejelse af museny-
recelle-DNA (reprasenterende kimlinie-DNA'et). Dette viste sig
faktisk at vare tilfaldet.

Fremstilling af plasmid indeholdende muse-V -gener

LAMBDA-ZAP®, en lambda-baseret indsattelseskloningsvektor, som
er i stand tilt selv-udskaring, blev leveret fra Stratagene
Co., La Jolla, Californien, USA. LAMBDA-ZAP® er beskrevet pi
siderne 20-21 i Stratagene-kataloget fra 1987. De kohasive
ender (cos-ender) af LAMBDA-ZAP® blev ligeret natten over ved
at folge fremstillerens protokol.

20 mikrogram af det ligerede LAMBDA-ZAP® blev fordejet med 5
mikroliter (15 enheder) Spe I, leveret fra New England Bio-
labs, Inc. Det samlede fordojelsesvolumen var 100 mikroliter.
Efter 55 minutters fordejelse blev yderligere 6 enheder Spe I
tilsat. Efter 70 minutter blev reaktionen standset ved phenol-
ekstraktion og ethanolpracipitation, som blev udfert efter
Stratagene's protokol.

Fordejelse med Spe I-restriktionsenzym resulterer i produk-
tion af "klabrige ender"” ved begge ender. Disse klabrige ender
blev modificeret med T4-DNA-polymerase til dannelse af halv-
indfyldte Spe I-klabrige ender, f.eks. S5'ACT/3'TCATG. For at
opnd den halvindfyldte reaktion blev DNA-pelleten, som var
opndet ved ethanolpracipitationen ovenfor, oplest i 8 mikro-
liter vand. Hertil blev sat 2 mikrolitter 10 millimolert dTTP,
2 mikroliter 10 millimolart dCTP, 2 mikroliter af Stratagene's
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10X ligasepuffer, 4 mikroliter genioniseret, destilleret vand
og 2 mikroliter af et Klenow-fragment fra Bethesda Research
Laboratories (BRL). Reaktionen blev udfert ved omgivelsernes
temperatur i 30 minutter. Reaktionen blev standset ved inakti-
vering af DNA-polymerasen ved 65°C i 10 minutter.

160 mikrogram totalt CC49-hybridoma-DNA (indeholdende den
lette musekadepromotor 0g L- og VJ-exonerne) blev fordojet ti1
fuldstandighed med Hind I11I. Fragmenter paA mellem ca. 1 kb ti}
ca. 20 kb blev udskiret af 0,8% agarosegeler. DNA'et blev op-
renset under anvendelse af GENECLEAN®, som er kommercielt til-
gangelig fra BIO 101 (La Jolla, CA, USA).

De totalt CC49-hybridoma-DNA-Hind ITI-fordojede fragmenter
blev halvfyldte svarende til LAMBDA-ZAP®'s Spe I-fragmenter
med den undtagelse, at dATP og dGTP blev anvendt. De halv-
fyldte Hind III-fordejede fragmenter frembragte 5'AGCTT/3'GAA-
klabrige ender, som er forligelige med det Spe I-halvfyldte %
LAMBDA-ZAP®-fragment ovenfor.

Efter phenolekstraktion 0g ethanolpracipitation ifelge beskri-
velserne af Maniatis, blev de totalt CC49-hybridoma-Hind I1I}
modificerede og LAMBDA-ZAP® Spe I-modificerede DNA-fragmenter
ligeret ved hj21p af T4-DNA-ligase. Ligeringsreaktionen blev
foretaget under anvendelse af en 6,1 mikroliter ligeringsblan-
ding indeholdende folgende: ca. 0,2 mikrogram af det totalt
CC49-hybridoma-Hind IIl-modicerede ONA i en 3 mikroliter op-
lesning, ca. 1 mikrogram af LAMBDA-ZAP® Spe I-modificeret DNA
i en 1 mikroliter oplesning, 0,6 mikroliter af Stratagene's
10X ligasepuffer, 0,5 mikroliter 10 millimolar ATP og 1 mikro-
liter Stratagene-ligase. Dette blev inkuberet natten over § et
vandbad, og temperaturen senket trinvis fra ca. 18°C til ca.
4°C. Denne ligering fjernede bAde Hind III- 0g Spe I-stederne.

Et genomt bibliotek af l1igeret blanding blev fremstillet efter
Stratagene’'s protokol. 2 mikroliter af den ovenfor fremstille-
de ligeringsblanding blev kort beskrevet anvendt i Stratage-



10

15

20

25

30

35

DK 173089 B1

60

ne's Gigapack Gold-emballeringssystem ifelge retningslinierne
fra fremstilleren. Femten 150 mm plader med en densitet pa
50.000 plaquer per plade blev screenet ifelge fremstillerens
retningslinier for positive kloner ved hybridisering til ni-
trocellulosefiltre, leveret af Schleicher-Schuell, Keene, NH,
USA. Den <32P>-tilfaldigt markede sonde hidrerende fra pGD1,
som er beskrevet ovenfor, blev anvendt til hybridiseringen.
Der blev opnlet to positive kloner.

Hver klon blev plaqueoprenset, og rekombinerede plasmider
(fagemider) af LAMBDA-ZAP® indeholdende den variable CC49-L-
kade-region blev opndet ved anvendelse af Stratagene's auto-
matiske udskaringsprotokol. Vektordelen af det opnaede rekom-
binerede plasmid benavnes pBLUESCRIPT SK(-) og bestadr af 2964
bp som beskrevet i Stratagene's katalog fra 1987. Et plasmid-
kort for pBLUESCRIPT SK(-) er vist § fig. 8.

DNA'et fra de to positive kloner blev delvis sekvensbestemt og
var identiske. En af klonerne, som blev benavnt pRL101, blev

anvendt til yderligere undersegelser.

Restriktionskortlagning af let CC49-kade

pRL101 var 7,61 kb, og sterrelsen af DNA-indsattelsen blev be-
stemt ved restriktionsenzymkortlagning til at vare 4,65 kb. Et
plasmidkort for pRL101 er vist i fig. 9. Et restriktionsenzym-
kort for genomt CC49-L-kade-DNA-indszttelse i pRL101 er vist i
fig. 10.

Isolering af let CC83-kades variable region

De fremgangsmider, som blev anvendt til at isolere let CC83-
kade var i alt vasentligt de, som blev anvendt til at isolere
let CC49-kzde med den felgende undtagelse.

Et genomt bibliotek indeholdende 7 X 105 plaquer blev screenet
under anvendelse som sonden det <32P>-tilfaldigt markede 1,71
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Hind III-Pst I-fragment hidrerende fra pGD1, som ovenfor be-
skrevet. Der blev opndet en positiv klon. Den positive klon

blev betegnet pRL200.

Restriktionskortlegning af let CC83-kade

PRL200 var 7,44 kb, og sterrelsen af DNA-indsattelsen blev be-
stemt ved restriktionsenzymkortlagning til at vare 4,48 kb, Et
plasmidkort for pRL200 er vist i fig. 11. Et restriktjonsen-
zymkort for den genome CC83-L-kade-DNA-indszttelse 3 PRL200 er
vist 1 fig. 12.

Isolering af tung CC49-kedes variable region

Fremgangsmiderne, som blev anvendt til at fisolere den tunge
CC49-kede, var i alt vasentligt de, som blev anvendt til at
isolere et CC49-kade omfattende screeningen af det samme
CC49-Hind III-modificerede DNA.

Den til screening af biblioteket anvendte hybridiseringssonde
blev dannet ud fra pNP9, som indeholder et 1,98 kbp Eco RI-Bam
HI-fragment indeholdende kodningsexonerne for Jy3 og Ju4 af
den tunge CC49-immunoglobulinkade. Sondefragmentets nukleotid-
sekvens er vist i fig. 13. Plasmidet blev leveret af Dr. Nobu-
michi Hozumi og Or. John Roder, Mt. Sinai Research Institute,
Toronto, Ontario, Canada.

Et genomt bibliotek indeholdende 9,5 X 105 plaquer blev scree-
net, hvorfra der blev opndet en positiv klon. Den positive

klon blev benavnt pHH49.

Restriktionskortlegning af tung CC49-kade

PHH49 var ca. 7,0 kb, og sterrelsen af DNA-indsattelsen blev
bestemt ved restriktionsenzymkortlagning til at vare ca. 4,0
kb. Et plasmidkort for pHH49 er vist i fig. 14.
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Isolering af tung CC83-kade variabel region

Fremgangsmaden, som blev anvendt til at isolere tung CC83-ka-
de, var § alt vasentligt de, som blev anvendt til at isolere
tung CC49-kade med de felgende undtagelser.

Ca. 13 mikrogram af ligeret LAMBDA-ZAP®-vektor-DNA blev for-
dojet med 12 enheder Spe I, leveret fra New England Biolabs,
Inc., 1 1 alt 100 mikroliter af en passende puffer. LAMB-
DA-ZAP® blev fordojet ved 37°C i 1 time. Reaktionsblandingen
blev phenolekstraheret og ethanolpracipiteret som ifelge Stra-
tegene's protokol. Det Spe I-fordojede LAMBDA-ZAP® blev de-
phosphoryleret ifelge fremgangsmaderne, som er anfert i Mania-
tis bortset fra, at der blev anvendt 40 gange overskud af
alkalisk kalvetarmphosphatase (Boehringer Mannheim, Indiana-
polis, IN, USA).

DNA fra CC83 blev fordejet til fulstandighed med Spe 1. Frag-
menter pA mellem ca. 3 kb til ca. 40 kb blev isoleret fra et
0,8% agarosegelstykke ved elektroeluering, som beskrevet af
Maniatis og ligeret med den dephosphorylerede Spe 1I-skirne
LAMBDA-ZAP®-vektor.

Et genomt bibliotek indeholdende 5 X 105 plaquer blev screenet
under anvendelse af sonden dannet ud fra pNP9, hvis sekvens er
anfert 1 fig. 13. Der blev opnldet en positiv klon. Den posi-
tive klon blev benavnt pHS83.

Restriktionskortlagning af tung CC83-kade

pHS83 var 7,95 kb, og sterrelsen af ONA-indsazttelsen blev be-
stemt ved restriktionsenzymkortlagning til at vare ca. 5 kb.
Et plasmidkort for pHS83 er vist 1 fig. 15.
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Sekvensbestemmelse af CC46-, CC49-, CC83- og CC92-mRNA

Totalt RNA fra ca. 1 X 107 cc49-celler, som var frosset ved
-70°C, blev ekstraheret { alt vasentligt som beskrevet af
Maniatis med de folgende undtagelser. Fire molar guanidinium-
isothiocyanat og 2,5 moler natriumcitrat, pH-vardi 7,0, og en
SW40Ti-rotor centrifugeret ved 31.000 o/m blev anvendt.

I alt 2,7 mg CC49-RNA blev isoleret. Efter centrifugering blev
poly A+ mRNA oprenset ud fra ca. 1,68 mg RNA ved oligo(dT)-
cellulosekromatografi under anvendelse af type 3 oligo(dT)-
cellulose, leveret fra Collaborative Research, Inc., Bedford,
MA, USA. FremgangsmaAden var son beskrevet af Aviv og Leder,
Proc. Nat'l. Acad. Sci. (USA) 69, 1408 (1972). Der blev i alt
opndet 50,24 ug poly A+ mRNA fra 1,68 mg mRNA.

I alt 3,82 mg CC83-RNA blev isoleret fra ca. 1 X 107 celler. I
alt 54,6 ug poly A+ mRNA blev isoleret fra 1,91 mg totalt RNA.

I alt 0,814 mg CC92-RNA blev isoleret fra ca. 2,6 X 108 cel-
ler. I alt 41,88 mikrogram poly A+ RNA blev isoleret fra 0,814
mg totalt RNA.

I alt 1,7 mg CC46-RNA blev isoleret ud fra ca. 2,89 X 108 cel-
ler. I alt 68,88 mikrogram poly A+ RNA blev isoleret fra 1,7
mg totalt RNA.

Syntetiske oligonukleotidprimere blev syntetiseret under an-
vendelse af et ONA-synteseapparat fra Applied Biosystenms
(Applied Biosystems (ABI), Foster City, CA, USA) Model 380 A
ved phosphoramadit-baseret kemi SOm specificeret af ABI. 01i-
gonukleotiderne blev oprenset, som specificeret af fremstille-
ren, efter elektroforese pA en 20% polyacrylamidgel indehol-
dende 7M urinstof. Oligonukleotidkoncentrationer blev bestenmt
spektrofotometrisk ved en optisk densitet p& 260 nm, hvor 1 0D
260 nm enhed er 1ig med 33 Kg/m1 enkeltstrenget DNA.
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De folgende oligonukleotidprimere blev fremstillet til mRNA-
sekvensbestemmelse: (1) Der blev anvendt til bestemmelse af
den 3'-meste mRNA-sekvens i den lette kades variable region
for de lette CC49-, CC83- og CC92-kader, K (-), en 22-mer:

5'-GGAAGATGGATACAGTTGGTGC-3"'

komplementar til kodningssekvensen for 5'-enden af den kon-
stante region for museimmunoglobulinkappakader.

Endvidere blev der anvendt, til bestemmelse af den resterende
sekvens for let CC49-kade, 48FR1(-), en 17-mer:

5'-GGAAGATGGATACAGTTGGTGC-3"'.

Endvidere blev der anvendt til bestemmelse af den resterende
sekvens for let CC83-kade, J4(-), en 24-mer:

5'-CCAACTTTGTCCCCGAGCCGAACG-3'
og ogsa 83L CDR2(-), en 17-mer:
6§'-CAGGGACTCCAGTGTGC-3".

Endvidere blev der anvendt til bestemmelse af den resterende
sekvens for let CC82-kade, J5(-):

5'-CGTTTCAGCTCCAGCTTGGTCCC-3".

For tunge CC46-, CC49-, CC83- og CC92-yl-kader, CHi{(-), en
24-mer:

5'-ATGGAGTTAGTTTGGGCAGCAGAT-3"

komplementar til kodningsekvensen af 5'-enden af den murine
y1-tunge kades konstante region. CH1(-) 24-meren anvendes til
at bestemme den 3'-meste mRNA-sekvens af tung kades variable

regioner.
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Endvidere blev der anvendt til bestemmelse af den resterende
sekvens for den tunge CC49-kade, JH4(-)-20-mer:

5'-GGTGACTGAGGTTCCTTGAC-3",

Endvidere blev der anvendt til bestemmelse af den resterende
sekvens for den tunge CC83-kade, JH2(~-)-16-mer:

5'-CTGAGGAGACTGTGAG-3".

Endvidere blev der anvendt til bestemmelise af den resterende
sekvens for den tunge CC92-kede og den tunge B72.3-kade,
B72.3/CC92 HC-20-mer:

5'-CCTTGAACTTCTCATTGTAC-3" .

De folgende fremgangsmAder blev udfert som anfort af Jan Gel-
liebter i BRL FOCUS 9, 1 (1987).

Oligonukleotidprimererne blev endemzrket pd folgende made: 100
ng oligonukleotid blev forenet i 50 mM Tris HC1 (pH-vardi 8),
10 mM MgClz, 5 mM dithiothreitol °¢ 1 mM spermidin, 100 pcCi
(7-32P) ATP (Amersham, 5000 Ci/mmol) og 7 enheder T4-polynu-
kleotid-kinase 1 et volumen P& 13 ul. Reaktionen fik lov til
at foregad ved 37°C i 30 minutter, derefter blev der opvarmet i
5 minutter ved 65°C for at inaktivere kinasen og derefter blev
7 ul vand tilsat ti) opndelse af en koncentration pa 5 ng/ul.
De markede primere blev lagret ved -20°C, indtil der var brug
for dem.

Separate prever hver {ndeholdende ca. 13 mikrogram poly(A)*+
mRNA af henholdsvis ccC49, CC83, CC92 eller CC46 blev gensus-
penderet {1 10 pul sammenfejningspuffer [10 mM Tris HC1 (pH-
vardi 8,3), og 250 aM KC1).

En 5 ng prove af ende-merket oligonukleotidprimer blev sat til
hver mRNA-prove, opvarmet til 80°C 1 3 minutter 0g sammenfojet
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i 45 minutter ved 61°C, for Ky (-)- og 65°C for CH1(-)-oligo-
nukleotiderne. AMV omvendt transkriptase (Boehringer Mannheim)
blev anvendt i1 en mangde pid 6 enheder for hver mRNA-sekvens-
bestemmelsesreaktion. Resten af sekvensbestemmelsen blev ud-
fort som anfert i BRL FOCUS 9, 1 (1987).

Indledningsvise sekvensdata viste, at de tunge og lette kader
var omlejret pA felgende made: CC49-kappa-let-kade anvendte en
J5; CC49-yl-tung-kade anvendte en Jy4; CC83-let-kade anvendte
en J4; CC83-gamma-1 anvendte en Jy2. CC46-kappa-let-kade an-
vendte en J2; CC46-tung-kade anvendte en Jy3. CC92-let-kade
anvendte en J5; CC92-gamma-1 anvendte en Jy2.

Fig. 16 viser nukleotidsekvensen af CC49 Vy, idet de under-
stregede segmenter viser sekvenserne udledt under anvendelse
af oligonukleotidprimere pa mRNA.

Fig. 17 viser nukleotidsekvensen af CC83 V,, idet de under-
stregede segmenter viser sekvenserne udledt under anvendelse
af oligonukleotidprimere pa mRNA.

Hele nukleotidsekvenserne CC46 Vy og CC92 Vy, som er vist i
fig. 2, blev udledt under anvendelse af oligonukleotidprimere
pa mRNA.

Fig. 4a viser nukleotidsekvensen af CC49 V|, idet de under-
stregede segmenter viser sekvenserne udledt under anvendelse
af oligonukleotidprimere p& mRNA.

Fig. 5a viser nukleotidsekvensen af CC83 V;, idet de under-
stregede segmenter viser sekvenserne udledt under anvendelse
af oligonukleotidprimere pa mRNA.

Hele nukleotidsekvensen af CC92 V_, som er vist i fig. 6, blev
udledt under anvendelse af oligonukleotidprimere pd mRNA.
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Proteinsekvens

Oprensede murine CC49- og CC83-immunoglobulinmolekyler blev
sendt til Or. George Tarr hos the University of Michigan Pro-
tein sequencing-afdeling for NHz-terminal aminosyresekvens-
analyse. Dr. Tarr anvendte Edman-nedbrydningsmetoden, som
modificeret af Tarr, G.E., 1 "Manua} Edman Sequencing System",
Microcharacterization of Polypeptides: A Practical Manual
[John E. Shively, udgiver, Human Press, Inc., Clifton, N.J.,
side 155-194 (1986)]. Kort beskrevet reducerede og alkylerede
Dr. Tarr immunoglobu1innoIekylerne. De lette o0g tunge kader
fra immunoglobulinmolekylerne blev adskilt ved omvendt fase-
HPLC.

Fig. 4b viser aminosyresekvensen for ¢C49 VL. idet resultater-
ne fra aminosyresekvensbestemmelsen for de ferste 24 amino-
syrer af fuldt udviklet CC49 VL er understregne. Fig. 5b viser
aminosyresekvensen for CC83 VL, fdet resultaterne for amino-
syresekvensbestemmelsen for de forste §1 aminosyrer af det
fuldt udviklede ccC83 VL er understregne. ASN-20 kunne ijkke
bestemmes 1 den lette CC83-kade P4 grund af tilstedevarelsen
af N-koblede carbohydratrester i denne position, hvilket er
vist i PNGaseF-forsoget nedenfor. En sekvens Asn-Ile-Thr sva-
rer til consensussekvensen Asn-X-Thr/Ser for carbohydratved-
haftning til1 Asn.

Da de tunge kader fra immunoglobuliner CC49 og CC83 er blo-
keret ved N-enden og utilgangelig for aminosyresekvensbestem-
melse blev det native glycopeptid behandlet med cyanogenbromid
(CNBr) til klevning af methioninresterne. Klevningen resulte-
rede i fragmenter, som blev oprenset ved omvendt fase-HPLC. N-
terminal aminosyresekvensbestemmelse blev udfert pd CNBr-frag-
menterne.

Resultaterne af aminosyrebestemmelsen af et af CC49 Vi CNBr-
peptidfragmenterne er vist som understregede rester 1 fig. 18.
Resultaterne fra aminosyrebestemmelsen af et af CC83 Vy CNBr-
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peptidfragmenterne er vist som understregede rester i fig. 19.
Som med CC49 svarer alle andre peptidsekvenser til CNBr-frag-

menter hidrerende fra den konstante region i muse-yi.

Bestemmelse af N-koblet carbohydrat p& CC83-L-kade

Dette forseg blev udfert for at bekrazfte, at der er et N-kob-
let carbohydrat forbundet til den lette CC83-kade formodentlig
ved ASN-20 (se fig. 5b). Enzymet glycopeptidase F (PNGase F),
som er isoleret fra kulturfiltratet af Flavobacterium meningo-
septicum [Tarentino, A. L. et al., Biochemistry 24, 4665-4671
(1985)] vil kleve hejmannose og/eller biantennare komplekse
sukkere N-koblet til ASN til dannelse af en fri carbohydrat-
struktur og en ASP-rest fra ASN, hvortil den var forbundet.
Forskel 1 molekylvagt mellem den glycosylerede og ikke-glyco-
sylerede form for det samme peptid kan bestemmes ved SDS-PAGE.

Reaktioner med 12 mikrogram med og uden PNGase F (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN, USA) for de oprensede murine anti-
stoffer CC49, CC83 og CCl11 F(ab')2 (en positiv kontrol) blev
udfert i et vandigt slutreaktionsvolumen pa 40 mikroliter. 4
mikroliter 10 x puffer (1M kaliumphosphat, O0,1M dinatrium-
EDTA, pH-verdi 7,4) blev sat til hver reaktionsblanding. Til
de ror betegnet "med PNGase F" blev 7,5 mikroliter PNGase F
ogsd tilsat, og alle ror blev inkuberet ved 37°C i 1 time. T1i]
reaktionsrerene blev sat 40 mikroliter Laemmli 2X prevefortyn-
dingspuffer indeholdende pg-mercaptoethanol. En 10% SDS-poly-
acrylamidgel blev elektroforeseret, gelen plettet med coomas-
sie Brilliant Blue R-250 og afplettet. Fig. 20 viser resulta-
terne. Som vist i bane 2 forekommer et nyt baAnd (*) i den
PNGase F-behandlede CC83-prove, men ikke i den ikke-behandlede
CC83prove (bane 3). Det nye band har en molekylvagt pd ca.
2000-3000 mindre end det native lette kadeband, som reprasen-
terer fjernelsen af en N-koblet carbohydratdel. Det eneste
consensusglycosyleringssted for den lette CC83-kade er ved ASN
20, s& det antages ved folgeslutning heraf, at dette er det
faktiske sted for glycosylering, og dette er hvorfor det ikke
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viste sig ved N-terminalsekvensanalyse af de lette CC83-kader,
som ASN. Den lette CC49-kade andrer ikke mobiliteten, nAr be-
handlet med PNGase F (bane 6), men der jagttages et nyt band
for det tunge kadefragment af CC11 F(ab'), (bane 4*), sonm tje-
ner som en positiv kontrol. mRNA-sekvensdata for tung CC11-ke-
de viser et consensusglycosyleringssted i V-omradet (resulta-
ter ikke vist). Standarderne (bane 1) er bovint serumalbumin
(BSA), molvagt 68.000 0g sojabonnetrypsininhibitor (STI), mol-
vagt 21.500.

DNA-sekvens

Plasmid-DNA blev sekvensbestemt direkte under anvendelse af
Sequenase DNA-sekvensbestelmelsessettet, leveret af United
States Biochemical (USB), Cleveland, OH, USA. USB's protokol
blev fulgt til sekvensbestemmelse af dobbeltstrenget DNA.
DNA'et af hver variabel region blev sekvensbestemt under an-
vendelse af Jy- eller J -oligo bestemt ud fra MRNA-sekvens-
informationen at vare specifik for hvert produktivt omlejret
henholdsvis tungt kadegen eller let kadegen.

Efter at de indledningsvise sekvenser var bestemt, blev se-
kvensen forlanget yderligere ved anvendelse af yderligere pri-
mere. De yderligere primere blev syntetiseret under anvendelse
af information samlet fra de tidligere dannede sekvenser.

Under anvendelse af den ovenfor nevnte teknik blev DNA-se-
kvenserne af CC49's 0g CC83's hele tunge kades variable re-
gionexoner og lette kades variable regionexoner. DNA-sekvensen
blev samlet og analyseret under anvendelse af Hitachi's DNA-
sekvensana1ysesoftwareproqral DNASISe®,

De folgende oligonukleotidprimere blev fremstillet til DNA-se-
kvensbestemmelse:

(1) For begge lette kader, Cx-intron(-):
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5'-GAAAACCTGTGTCTTACAC 3'.

(2) For CC49 let kade, CC49 FRI(+):

§'-GTACCTGTGGGGACATTG 3°',

og JK5(-)-23-mer

S'CGYTTCAGCTCCAGCTTGGTCCC-3"'.

(3) For CC83 let kade, CC83 CDR2(-):

5'-CAGGGACTCCAGTGTGC 3',

CC83 L-intron (-):

§'GACTTCAAGATACAAATGTTAG-3",

og JK4(-)-20-mer:

E'-CCAACTTTGTCCCCGAGCCGAACG.

De fuldstandige nukleotidsekvenser for CC49 V_
vist i henholdsvis figurerne 4a og 5a.

For CC49 tung kade, Jy4 (-)-20-mer:

5'GGTGACTGAGGTTCCTTGAC-3",

og Juyd-intron (-):

5'-GCAATGCTCAGAAAACTCC.

For CC83 tung kade, JH2(-)-16-mer:

§'CTGAGGAGACTGTGAG-3"'

DK 173089 B1

og CC83 VvV er
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og JHZ-intron(-):
5'-GCAGTAAAATCTATCTAAGCTG.

Derefter blev sekvensbestemmelsen af hver tung kade forlanget
med de folgende sekvenser: €C49/83 HC/5' (+)

5'-GCACTGCTCATGATATGCAAATC-3';
CC49/83 HC/5' (-)

5'-GATTTGCATATCATGAGCAGTGC-3':
0g CC49/83 H-kade FRI(-)

5'-CTCAGCGTCAGACTGCTG-3'.

De fuldstandige nukleotidsekvenser for CC49 V4 og CC83 vy er
vist i fig. 2.

Der blev foretaget sammenligninger mellem den karakteriserede
mRNA-sekvens og den karakteriserede DNA-sekvens og mellem den
karakteriserede aminosyresekvens med aminosyresekvensen forud-
sagt fra DNA-sekvensen. Baseret paA disse sammenligninger blev
Plasmidklonerne identificeret at indeholde den korrekte DNA-
sekvens for kodning af CC49 0g CC83 tung og let kades variable
regioner.

De forudsagte aminosyresekvenser fra Rukleotidsekvenserne af
den tunge kades varijable regioner af cc49 og CC83 som vist i
fig. 2 viser omfattende sekvenslighed overalt i skeletregio-
nerne og hypervariable regioner 1 og 2. Hypervariabel region 3
er ganske forskellig mellem de to pA grund af rekombineringen
af Vpy-regionen med forskellige D- 0g JyH-sekvenser, idet at
CC49 y1 tung kade anvendte en Ju4 og CC83 gamma 1 anvendte en
JH2.
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Oen omfattende DNA-sekvenshomologi 5' for kodningsregionerne i
CC49 og CC83 tung kades variable regiongener, viser at de to
tunge kaders variable regiongener hidrerer fra de samme kim-

linieexoner.

Isolering af VyaTAG, kimlinieforstadiegen for den tunge kade

af CC46, CC49, CCB3 og CC92

Fremgangsmaderne, som blev anvendt til at isolere kimliniefor-
stadiegenet for de tunge kaders variable regioner af CCA46,
CC49, CCB3 og CC92 var i alt vasentligt de samme, som blev
anvendt til at isolere CC49 tung kades variable region bortset
fra, at DNA'et, som blev anvendt til at danne LAMBDA-ZAP®-bib-
lioteket, kom fra en irrelevant hybridomacellelinie (dvs. en
cellelinie, som fremstiller antistoffer, som ikke vasentligt
binder til TAG72). Et genombibliotek indeholdende ca. 900.000
plaquer blev screenet, hvorfra der blev {soleret en positiv
klon. Den positive klon blev benavnt PVHaTAG. pVyaTAG var ca.
5,2 kb, og sterrelsen af DNA-indszttelsen blev bestemt ved re-

striktionsenzymkortlagning til at vare ca. 2,2 kb.

DNA-sekvens af V aTAG

De folgende oligonukleotidprimere blev anvendt til bestemmelse
af DNA-sekvensen af VL aTAG:

B72.3/CC92 HC-20-mer: 5'-CCTTGAACTTCTCATTGTAC-3";

CC49/CCB3 HC 5'(+): 5'-GCACTGCTCATGATATGCAAATC-3';
CC49/CC83 HC 5'(-): 5'-GATTTGCATATCATGAGCAGTGC-3"';
VHaTAG IVS (+): 5'-CTAAAGTGGAGTCAGGGCCTG-3"
VHaTAG IVS (-): 5'-CAGGCCCTGACTCCACTTTAG-3"
VHaTAG CDR2 (+): 5'-GAATGGATTGGATATATTTCTC-3"'.

Den fuldstandige nukleotidsekvens af VygaTAG er vist i fig. 2.
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Isolering af humane tunge konstante gener

Plasmidkonstruktioner indeholdende de forskellige humane tunge
kazders konstante regioner (pY1l, pPr2, pY3 og py4) blev leveret
af Dr. Ilan R. Kirsch fra the National Cancer Institute,
Bethesda, Maryland. '

Restriktionsenzymkortlagning blev udfert pd disse gener til
bekraftelse af deres identitet. Restriktionskort for de humane

konstante regioner er vist i fig. 21.

Kimar let kade

Murin CC49 V-region

Hind III-stedet i det genome lette CC49-kede-DNA lokaliseret i
den murine intronregion mellem J§ 0g Cx (se Max, Edward E. et
al., J. Biol. Chem. 256, 5116 (1981)) blev mistet ved klo-
ningsproceduren, hvor halv-indfyldte Hind III-steder blev
ligeret til halv-indfyldte Spe I-steder i LAMBDA-ZAP-vektoren.
Plasmidet pRL101 (fig. 9) bar denne modifikation.

Intron-Hind IIl-stedet blev regenereret som beskrevet i trin-
nene nedenfor for at muliggere, at et humant kimlinie-Hind
III-Bam HI-kappa-1et-kade-DNA-fragment (se Hieter, P. et al.,
J. Biol. Chem. 257, 1516 {1982)) kunne ligeres til den murine
variable region direkte. Alle trin blev udfoert under anvendel-
se af standardmo1eky1bio1ogiteknikker, som er familiare for
fagmanden inden for omradet, og kan findes i manualer, sasom

Maniatis.

Et 1,69 kb Bam HI-Pst I-fragment isoleres fra pRL101, som be-
skrevet supra., Et 2,96 kb Bam HI-Pst I-fragment isoleres fra
pBluescript SK(-) (leveret fra Stratagene), beskrevet supra.
De to fragmenter ligeres derefter, og pRL103 nedenfor i{sole-

res,
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Plasmid pGD1 (beskrevet supra) blev fordsjet med PstlI- og
HindIlI-restriktionsenzymer til opndelse af det nedvendige
1,03 kb intro-holdige fragment, og pRL103 blev ogsad fordejet
med PstI- og HindIlI-restriktionsenzymer til fjernelse af det

1i)le ONA-fragment i polykobleren.

De opniede fragmenter blev ligeret med T4-DNA-ligase til frem-
bringelse af et 5,68 kb plasmid benavnt pRL104. Et delvis re-
striktionskort for pGD1 og pRL104 er vist nedenfor.
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Hinditl

Human Cx-region

Plasmid phum Cyx blev leveret fra Dr. John Roder, Mt Sinai
Research Institute, Toronto, Ontario, Canada. Plasmidet hidro-
rer fra pBR322 med et 12 kb Bam HI-fragment indeholdende det
humane Ck-exon indsat deri. PBR322 er beskrevet pa side 171 i
Stratagene-kataloget fra 1987. 12 kb Bam HI-fragmentrestrik-
tionskortet er vist nedenfor [fra Heiter, P. et al., J. Biol.
Chem 257, 1516 (1982)}.
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phumcCk

Hindlil

BamH| enhancer BamHI

Ck

Plasmidet phum Ck blev fordejet med Hind III- og Bam HI-re-
striktionsenzymer til opnielse af et 5,0 kb fragment indebhol-
dende det humane Cg-exon. pRL104 blev fordejet med Fsp I- og
Hind III-restriktionsenzymer til opndelse af et 4,2 kb frag-
ment indeholdende de muse-let kades variable exoner af CC49.

De to opndede fragmenter blev forbundet med T4-ONA-ligase til
frembringelse af et 9,2 kb fragment blandt blandingen af op-
nidede fragmenter. Denne blanding blev fordejet med Bam HI til
opndelse af en 7,7 kb Bam HI CC49 L-kade kimzr konstruktion
med Bam HI-klabrige ender, som indeholder badde de variable
muse-regionexoner og det humane konstante region (kappa) exon.
Disse konstruktioner udnytter de humane fremmersekvenser og de

murine promotorsekvenser.

Det kimare Bam HI-fragment indeholdende bide de murine let ka-
des variable regionexoner (L og VJ) og det humane konstante
region kappa (x) exon blev ligeret ind i Bam HI-stedet plas-
midet pSV2neo (5,6 kb), et pBR322-afledt plasmid indeholdende
det selekterbare markergen neo (leveret fra ATCC). Tilstede-
varelsen af det aktive neogen ger en celle modstandsdygtig
over for vakstinhibering med Geneticin, et neomycinlignende

la@gemiddel ogsd kaldet G418.

Det kimare Bam HI-fragment blev indsat i pSV2neo i begge ret-

ninger, som vist nedenfor. Begge transkriptionelle retninger
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af det kimare lette kadegen i forhold til neogenet blev kon-
strueret. Plasmid pSV2neo blev lineariseret ved Bam Hl-stedet,
dephosphoryleret (ifelge fremgangsmaderne anfort i Maniatis)
under anvendelse af alkalisk kalvetarmphosphatase (til1 mod-
virkning af selv-ligering) og ligeret med kimare CC49 L-kade
Bam HI-fragmenter fra ovenfor.

De transkriptionelle retninger af neogenet og den CC49-kimare
lette kade er vist ved pile i pRL150 og pRL105. Delene hidra-
rende fra pSV2neo er vist. Disse plasmider blev oprenset i
stor malestok fra praparativ skala fermentering (1,0L) af E.
coli-kloner replikerende hver af Plasmiderne. De oprensede
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plasmider blev anvendt til at indfore den kimare CC49-lette
kade i SP2/0 plasmacytomaceller som nedenfor beskrevet.

Murin CC83 Vi -region og human Ck-region

Hind III-stedet i pRL200, som var mistet ved kloningsprocessen
af CC83-let kade blev regenereret af den samme grund som for
den kimare lette CC49-kadekonstruktion. Regenereringen blev
opnadet pd felgende madde. Plasmidet PpRL200 blev lineariseret
ved et unikt Nhe I-sted, og begge dets klabrige ender blev
omdannet til stumpede ender ved indfyldning med dNTP'er og
DNA-polymerase I. En Bam HI-phosphoryleret kobler (leveret fra
New England Biolabs) blev ligeret til det indfyldte sted. Det
nye plasmid benavnes pRL201 og er vist nedenfor,

g

Hingiti \ Spel Nhe! /aamH1

Psit /

B v

2,5 kb Bam HI-Pst I-fragmentet fra pRL201 indeholdende den
lette CC83-kades variable genome region-DNA blev hensigtsmas-
sigt ligeret til 4 kb Bam HI-Pst I-vektorfragmentet fra
pRL104, som var beskrevet tidligere ved de lette CC49-kadekon-
struktioner, og som allerede havde det Hind III-bazrende in-
tronfragment. Det nye plasmid benavnes pRL202 og er vist ne-
denfor.
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L \4

Det ca. 5,05 kb Fsp I-Hind IlI-fragment fra pRL202 blev jso-
leret og ligeret med det humane Ck-holdige 5,0 kb Hind I111-
BamHI-fragment allerede beskrevet for den kima2re lette CC4S-
kadekonstruktion. Dannelsen af den lette CC83-kadevektor blev
udfert fra dette punkt pd en made identisk med den, som blev
udfort for den lette CC49-kade. Den opndede 8,5 kb Bam HI
kimare C€C83 lette kadekonstruktion blev 0gsd ligeret ti}
pSV2-neoBam HI (phosphataseret) og plasmider med begge mulige
retninger af indsattelsen blev opnaet som vist i diagramform
nedenfor.
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De transkriptionelle retninger af neo-genet og den kimare
lette CCB3-kade er vist ved pile i pRL203 og pRL230. Disse
plasmider blev oprenset i stor mAlestok ud fra praparativ
skala fermentering (1,0 1) i en kommerciel inkubator af E.
coli-kloner replikerende hver af plasmiderne. De oprensede
plasmider blev anvendt til at indfere den kimazre Jette

CC83-kade i Sp2/0 plasmacytomaceller, som beskrevet senere.

Alle fire af de kimere lette kadeplasmidkonstruktioner
(pRL10S5, pRL150, pRL203 og pRL230) kan lineariseres ved for-
dejelse med restriktionsenzymet Aat II. Aat II-stedet i plas-
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miderne er i en region, som ikke er vasentlig for ekspres-
sionen af det kimare lette kadegen eller det selekterbare

markergen, neo.

Kimare tunge kader

Humane konstante gamma-genexoner

Plasmidvektoren, som blev anvendt til at bare de kimare tunge
kadekonstruktioner betegnes pSV2gpt anfert i Mulligan og Berg,
"Selection of animal cells that express the E. coli gene
coding for xanthine-guanine phosphoribosyltransferase”, Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 78(4), 2072-2076 (1982). pSv2gpt er et
pPBR322-afledt plasmid indeholdende det selekterbare markoergen,
guaninphosphoribosyltransferase (gpt), som kan anvendes til
selektiv vakst i medier indeholdende mycophenolsyre. Til frem-
stilling af pSVgpt som en modtager for de humane Cyl-, Cy2-,
Cy3-, Cyé4-exoner, blev det fordejet med Eco RI og Bam HI. Det
fordejede DNA blev fraktioneret P4 en 4X polyacrylamidgel og
4,5 kb vektorfragmentet blev udvundet fra gelen ved elektro-
eluering, som beskrevet i Maniatis. Dette liniariserede plas-
mid blev betegnet pSv2gpt/R/B, et plasmidkort er vist i fig.
22. Det er i stand til at acceptere Eco RI-Banm HI-afsluttede
fragmenter.

5' Hind IlI-stederne, som er til stede pa de humane konstante
IgGl-regionfragmenter, blev oamdannet til Eco RI-steder ti1
direkte kloning ind i Eco RI-stedet i PSV2-gpt. Til y1, y2, v¥3
©g v4 blev Eco RI-stedet i vektor pBR322 anvendt.

Cry1

Fragmentet indeholdende Cyl-exoner blev opnaet ved fordojelse
og liniarisering af pyl wmed Hind III efterfulgt af indfyldning
af de Hind IlI-klabrige ender under anvendelse af alle fire
dNTP'er og Klenow-fragmentet af DNA-polymerase for at geore
Hind III-enderne stumpede. En Eco RI-kobler blev ligeret til
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de stumpede ender til erstatning af Hind III-stedet med et Eco
RI-sted. Denne konstruktion blev derefter fordojet med Eco R}
og Bam HI til frigerelse af et 7,8 kb fragment indeholdende
Cyl-exonerne. Dette fragment blev benavnt Cy1-7,8 kb.

Fragmentet blev hver ligeret ind i Eco RI-Bam HI-stederne i
pSv2-gpt/R/B. Denne vektorudformning (pSV2-gpt-y1-7,2) mulig-
gor, at der indsattes et hvilket som helst murint tung kade-
variabelt regiongen (med Eco RI-ender) i Eco RI-stedet i de
humane tunge IgG-kadevektorer. Narmere bestemt blev 125 ng af
det humane Cy1-7,8 kb fragment 1ligeret til 100 ng af den
liniariserede pSvV2gpt/R/B-vektor i et volumen pA 10 ul under
anvendelse af 400 enheder T4-DNA-ligase (leveret fra New
England Biolabs). Frosne kompetente E. coli DHl-celler fra
Invitrogen (San Diego, CA) blev transformeret med en lige-
ringsreaktions ifelge Invitrogen's protokol. Det opnaede plas-
mid blev betegnet pSV2gptyl-7,8. Et plasmidkort for pSvV2gptyl-
7,8 er vist i fig. 23.

Endvidere blev et andet kortere fragment indeholdende Cyl-exo-
nerne dannet. Bekymringerne angdende den samlede sterrelse af
den kimzre tunge kadevektor med et 7,8 kb Cyl-fragment, en 4,8
kb pSV2-gpt/R/B-vektor og en variabel CC49-region pa 1,9 kb (i
alt = 14,2 kb) fremkaldte behovet for at reducere den store
storrelse af 7,8 kb Cyli-Eco RI-Bam HI-fragmentet. Kodnings-
regionen p& 7,8 kb Cyl optager kun den forste tredjedel af

§'-enden af fragmentet.

Storrelsesreduktion blev udfert ved omdannelse af et nedstrems
Pvu II-sted til et Bam HI-sted ved stumpendet addition af en
Bam HI-kobler. Hind III-stedet i py-1 blev omdannet til et Eco
RI-sted ved fordejelse af py-1 med Hind IlI, indfyldning af
3'-enden til dannelse af en stumpet ende og addition af Eco
RI-koblere, som ovenfor. Pvu Il-stedet 2,3 kb nedstroms blev
omdannet til et Bam HI-sted ved efterfelgende fordejelse med
Pvu IT og ligering af Bam HI-koblere direkte til de stumpe Pvu
IT-ender. Denne konstruktion blev derefter fordejet med Eco RI
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og Bam HI ti1 frigorelse af et 2,3 kb fragment indeholdende
Cyl-exonerne. Det afkortede Eco RI-Bam HI-fragment (2,3 kb)
indeholder stadig yl-exonerne 0g 3'-polyadenyleringssekvensen.
Dette reducerer den samlede vektorsterrelse med 5,5 kb, hvi]-
ket gor den samlede konstruktion mere handterlig (i alt = 8,7
kb).

Ca. 200 ng af det humane Cyl 2,3 kb fragment blev ligeret ti}
100 ng af den 1liniariserede plasmid-pSV2gpt/R/B-vektor i et
volumen pa 10 ul under anvendelse af 400 enheder T4-DNA-ligase
(New England Biolabs). Frosne kompetente E. coli-celler, leve-
ret fra Invitrogen, blev transformeret med ligeringsreaktionen
ifelge Invitrogens protokol. Det opndede plasmid blev betegnet
pSvV2gptyl1-2,3. Et plasmidkort for pSVgpty1-2,3 er vist i fig.
24,

ONA-fragmenter indeholdende de andre tre humane konstante IgG-
regionexoner blev ogsd {isoleret. Cr2-exonerne blev udvundet
fra plasmidet py2 som et 4,0 kb Eco RI-Bam HI-fragment. Cy3-
exonerne blev udvundet fra plasmidet py3 som et 8,0 kb Eco RI-
Bam HI-fragment. Cy4-exonerne blev udvundet fra plasmidet py4
som et 7,6 kb Eco RI-Bam HI-fragment. Fragmenterne blev sepa-
rat ligeret ind 3 PSV2gpt/R/B som beskrevet for Cy1-7,8 og
Cr1-2,3. Plasmidkort for de opndede plasmider er vist i fig.
25, pSV2gpt-y2; fig 28, PSV2gpt-y3 og fig. 27 pSV2gpt-ya.

Kimezre konstruktioner med tunge kade:

De fuldstandige kimare konstruktioner med tung kade variabe?
region human y1 konstant region blev dannet ved indsattelse af
et fragment indeholdende de murine variable tunge kaderegion-
exoner i plasmiderne jndeholdende de humane yl-konstante re-
gionexoner beskrevet som f.19er.

Eco RI-fragmenter indeholdende de murine tunge varijable kade-
regiongener fra CC49- 0g CC83-hybridomaceller blev derefter
ligeret ind i hver af de Y1-v4-holdige pSv2-gpt-vektorer
(pSV2gpt-y1; pSVagpt-y2; PSV2gpt-y3; pSV2gpt-y4) som felger:
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CC49

Et fragment indeholdende de tunge variable kaderegionexoner,
som koder for den tunge variable CC49-kaderegion, blev frem-
stillet ved fordojelse af 14 pg af pHH49 med 50 enheder Eco RI
(leveret fra BRL) ved 37°C i 2 timer. Fordojelsesmaterialet
blev fraktioneret pad en 4% polyacrylamidgel og 1,9 kb Eco RI-
fragmentet indeholdende de tunge variable kaderegionexoner fra
CC49 blev udvundet ved elektroeluering som beskrevet af Mania-
tis. Dette fragment blev betegnet f49R.

Et fragment indeholdende 7,8 kb sekvensen, som koder for vyl,
blev fremstillet pa felgende made.

Ca. 50 pg af vektoren pSv2gpt y1-7,8 blev fordejet med Eco RI.
Det opnaede fragment blev dephosphoryleret (til forhindring af
selv-ligering) under anvendelse af alkalisk kalvetarmphospha-
tase som beskrevet af Maniatis. Fragmentet blev oprenset ud
fra 0,8% agarosegel ved elektroeluering. Denne vektor blev be-
tegnet pSv2gpty1-7,8/R.

EcoRI-stedet er lokaliseret 245 bp opstrems for transkrip-
tionsinitieringsstederne og indeholder promotoren og de nod-
vendige vavsspecifikke sekvenser for effektiv ekspression.
Intronregionerne 3' for de variable regiongener indeholder de
murine tung kadefremmersekvenser, som er fravarende pd& de
humane tunge IgG-kadevektorer. Derfor udnytter de kimzre tunge

kadevektorer baAde murine promotor- og fremmersekvenser.

Ca. 325 ng liniariseret pSv2gpty1-7,8/R blev ligeret med 188
ng f49R i et volumen pad 10 pl med en 1 enhed T4-DNA-ligase
(BRL). Frosne kompetente E. coli AG-1l-celler fra Stratagene
blev transformeret med ligeringsreaktionen ifelge deres proto-
kol. Det opndede plasmid blev betegnet p49y1-7,8. Fig. 28
illustrerer et plasmidkort for p49y1-7,8.

Ca. 50 upg af vektoren pSvV2gptyl-2,3 blev fordejet som for
SV2gpty1-7,8 med Eco RI. Det opndede fragment blev dephospho-
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ryleret under anvendelse af alkalisk kalvetarmphosphatase, som
beskrevet af Maniatis. Fragmentet blev oprenset ud fra en 0,8%
agarosegel ved elektroeluering. Det liniariserede plasmid blev
betegnet pSv2gpty1-2,3/R.

Ca. 300 ng af det liniariserede plasmid PSV2gpty1-2,3/R blev
ligeret med 188 ng f4SR 1 et volumen pad 10 pl med 1 enhed T4
DNA-ligase (BRL). Frosne kompetente E. coli AG-1-celler fra
Stratagene (La Jolla, CA) blev transformeret med ligerings-
reaktionen ifeslge deres protokol. Det opnaede plasmid blev
betegnet p49y1-2,3. Fig. 29 illustrerer et plasmidkort fra
p4sSy1-2,3,.

Plasmiderne pSv2gpt-y2, pPSV2gpt-y3 og pSV2gpt-y4 blev separat
fordojet med Eco RI til fremstilling af de liniare plasmidvek-
torer, henholdsvis pSv2gpt-y2/R, PSV2gpt-y3/R og pSV2gpt-y4/R.
Hver af disse 3 linizre plasmidvektorer blev separat ligeret
med f49R. Plasmidkort for de opndede plasmider er vist i fig.
30, p49-y2; fig. 31, p4a9-y3; og fig. 32, p49-vya.

ccsa3

Kimere konstruktioner indeholdende den tunge kades variable
region af CC83 blev dannet p4 en lignende made som de kimare
konstruktioner af €C49. Et fragment indeholdende den tunge
kezdes variable regionexoner, som koder for den tunge CC83-ka-
deregion, blev fremstillet ved fordejelse af 19 ug pHS83 med
50 enheder Eco RI (leveret fra BRL) ved 37°C i 2 timer. For-
dojelsesmaterialet blev fraktioneret pa en 4% polyacrylamidgel
°g 2,9 kb Eco RI-fragmentet indeholdende den tunge kades vari-
able regionexoner af CC83 blev udvundet ved elektroeluering
som beskrevet i Maniatis. Dette fragment blev betegnet f83R.

Ca. 300 ng af det liniariserede plasmid pSv2gpty1-7,8/R, op-
ndet som ovenfor, blev ligeret med 270 ng f83R i et volumen pa
10 pl med 1 enhed T4 DNA-ligase (leveret fra BRL). Frosne kom-
petente E. coli AG-1-celler, leveret fra Stratagene, blev
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transformeret med ligeringsreaktionen ifelge Stratagene's pro-
tokol. Det opnaede plasmid blev betegnet p83y1-7,8. Fig. 33
illustrerer plasmidkortet for p83y1-7,8.

Ca. 90 ng liniariseret plasmid pSV2gpt yi-2,3/R, opnlet sonm
ovenfor, blev ligeret med 270 ng f83R i et volumen pad 10
med 1 en enhed T4 DNA-ligase (BRL). Frosne kompetente E. coli
AG-1-celler fra Stratagene blev transformeret med ligerings-
reaktionen ifelge Stratagene's protokol. Det opndede plasmid
blev betegnet p83y1-2,3. Fig. 34 illustrerer plasmidkortet for
p83y1-2,3.

Plasmiderne pSv2gpt-y2, pSV2gpt-y3 og pSV2gpt-y4 blev separat
fordejet som ovenfor for henholdsvis pSv2gpt-y2/R, pSv2gpt-
y3/R og pSv2gpt-y4/R med Eco RI til frembringelse af de
linizre plasmidvektorer henholdsvis pSv2gpt-y2/R, pSV2gpt-y3/R
og pSV2gpt-y4/R. Hver af disse tre 1linizre plasmidvektorer
blev separat 1ligeret med f83R. Plasmidkort for de opnaede
plasmider er vist i fig. 35, p83-y2; fig. 36, p83-y3; og fig.
37, p83-v4.

Alle ti af de cirkulare plasmidkonstruktioner (p49y1-7,8;
p49y1-2,3; p83y1-7,8; p83y1-2,3, pd9-y2; p83-y2; pd9-v3;
p83-y3; pd9-vy4; og p83-y4d) blev derefter 1liniariseret til
transformation ved fordejelse med restriktionsenzymet Nde I.
Nde I-stedet i plasmiderne er i en region, som ikke er vasent-
1ig for ekspressionen af det kimazre immunogiobulingen eller
det selekterbare markergen gpt. Det er nsdvendigt for plasmi-
derne at vare i en liniar form fer transformation ind i en
modtagende celle for at fremme udvalgt integration af DNA'et

ind i det genome vartscelle-DNA.

Bekraftelse af konstruktion

Da EcoRI-fragmenterne kan ligeres 1 begge retninger blev den
korrekte retning bestemt ved fordojelse med Nco I. I de oven-
for anforte konstruktioner bekraftes korrekte 1ligeringer for
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plasmidkonstruktion ved udferelse af restriktionsenzymsted-
kortlagning p& plasmidet. Restriktionsenzymkortet dannet ved
restriktionsenzymfordojelse og dgelelektroforese sammenlignes
med det, som teoretisk kan dannes ud fra de individuelle ud-
gangsfragmenter. PA grund af erfaring med den transkriptio-
nelle retning i de lette kadevektorer blev de tunge kadevek-
torer kun konstrueret i den modsatte transkriptionelle retning
i forhold til gpt-genet.

Transformation af plasmider ind i museplasmacytomaceller

Nar badde kimazre gener for let kade og tung kade blev transfor-
meret ind i den samme celle opnéds tetramere (HaL2) immunoglo-
buliner. Syntese og sekretion af disse "kimare" antistofpro-
teiner blev opndet ved indfarsel af de kimare (muse V:human
C-region) gener i museplasmacytomaceller (Sp2/). Transfor-
mation blev opndet ved elektroporation [(Sahagan, B.G. et al.,
J. Immunology 137, 1066 (1986)].

Ekspression af kimare (muse V:human C-region) gener i trans-
formerede museplasmacytomaceller (Sp2/0) opnas under anvendel-
se af to forskellige teknikker. Ved en made kan forskellige
forhold mellem 1et kade-gener og tung kade-gener indfores
sammen. Dette refereres ti] sonm cotranformation. Alternativt
kan stabile kloner, som bsrer det kimere lette kadegen, opnis,
og derefter anvendes i en anden metode, som der refereres til
som malrettet transformation. Ved hver metode er madlet at opna
kloner, som indeholder gener for bdde H-keden og L-kaden, som
fremstiller intakt HaL2-immunogliobulin, som navnt ovenfor,

A. Cotransformationer

Cotransformation involverer transformationen af celler med
begge lazgemiddelresistensmarkerer P4 samme tidspunkt og efter-
felgende udvalgelse med et eller begge lagemidler. Co-trans-
formation af tunge kade- og lette kadevektorer (i forhold pa
henholdsvis 1:1 og 1:10) blev oprindelig udfert udelukkende
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under anvendelse af neo-udvalgelse. Neo-resistente cellelinier
blev opnaet, som udtrykte de forste kimare IgGl-antistoffer
med paviselig TAG72-bindingsaktivitet. Cotransformation blev
udfert i overensstemmelse med de protokoller, som er udfert i
Cornelia Gorman, "High Efficiency Gene Transfer into Mammalian
Cells™, DNA Cloning, bind 11, D.M. Glover, udgiver, IRL Press,
Oxford, England (1985).

B. Malrettede transformationer

Konstruktioner indeholdende lette og tunge kimare immunoglobu-
lingener blev pd hinanden folgende transformeret under anven-
delse af ind i Sp2/0-museplasmacytomaceller. MAlrettet trans-
formation involverer transformation og udvalgelse med en vek-
tor indeholdende et forste lagemiddelresistensgen {dvs. Gene-
ticin for den kima2re lette kadegenvektor) efterfulgt af trans-
formation og udvalgelse med en vektor indeholdende et andet
le#gemiddelresistensgen (dvs. mycophenolsyre for den kimare
tunge kadegenvektor).

Neo-udvalgelse

Fegr transformation med pSV2neo-vektorer, som indeholder kimare
lette kazdekonstruktioner, blev lagemiddeludvalgelsesbetingel-
ser for inhibering af vakst af ikke-transformerede Sp2/0-plas-
macytomaceller {[leveret fra the American Type Culture Collec-
tion (ATCC)] opndet ved titrering af det neomycinlignende
lagemiddel Geneticin (GIBCO). Publicerede vardier for koncen-
trationer af Geneticin til brug ved lagemiddelselektion 14& i
intervallet fra 100-1000 pg/ml. Koncentrationer over 400 ug/m)
viste sig at forhindre vakst af Sp2/0-celler i vores vavskul-

turmilje.

Konstruktion af let kadeholdige celler

Sp2/0-museplasmacytomaceller blev indledningsvis transformeret
med let kadeholdige pSV2-neo-vektorer pd folgende mAdde. Celler
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blev dyrket i RPMI 1640 medium med 5% fotalt kalveserum. Cel-
ler blev vasket i PBS og suspenderet til en koncentration pa 1
X 107 levedygtige celler/ml PBS. 0,8 m1 celler blev overfort
til en elektroporationscuvette (pd is) indeholdende 20 g let
kadeholdig pSV2-neovektor (pRL105 0og pRL150 for den CC49-kima-
re L-kade og pRL203 og pRL230 for den CC83-kimare L-kade) 1i-
niariseret med Aat II-restriktionsendonuklease. Aat II blev
inaktiveret ved opvarmning af preverne til 65°C 1 10 minutter.
Det 1linjariserede DNA blev ethanolpracipiteret og derefter
oplest i 10-20 mikroliter PBS. Efter 15 minutter p&d is blev
elektroporation udfert under anvendelse af et Gene Pulser-
elektroporationsapparat med tilsat kapacitetsforlanger (Bio-
Rad) ved 0,2 kvolt og 960 pF. Tidskonstanten {T) var generelt
ca. 26 msek.

Efter transformation fik celler lov til at komme sig pad is i
15 minutter for at muliggsre afslapning af pertuberede mem-
braner. Herefter blev cellerne suspenderet i 24 m1 RPMI 1640
medium indeholdende 5% fotalt kalveserum (RPMI+) og overfort
til en 96 eller 24 brendplade. Til formindskelse af sandsyn-
lTigheden for mere end en legemiddelresistent celle per brend,
blev cellerne ogsad fortyndet 10-gange i medium (RPMI+) og
udpladet i en anden 96-brend (eller 24-brend) plade. Celle-
suspensionen blev inkuberet ved 37°C og 5% COj-atmosfare.

Efter 48 timer (for at muliggere ekspression af lzgemiddel-
resistens) blev mediet fjernet og erstattet med medium inde-

holdende 1 mg/m1 Geneticin.

Efter 7-10 dage blev Geneticin-resistente kloner subdyrket og
cellerne screenet for kimmre lette kader ved cytopletning.

Cytopletning

Portioner af celler blev pelleteret pA et praparatglas under
anvendelse af en cytospin-2-centrifuge (Shandon, Inc.). Efter
luftterring blev cellerne fikseret i eddikesyre/ethanol (5
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dele eddikesyre/95 dele ethanol). Efter skylning med PBS 3
gange {uden CA*2 og Mg*2) blev praparatglassene anbragt i et
fugtigt kammer (100% relativ fugtighed) og plettet i 20 minut-
ter med 20 pl gede-anti-human kappa-FITC, et fluorescent far-
vestof-konjugeret antistof, som er specifik for humane lette
kappa-kader. Det konjugerede antistof blev fortyndet 1:3 med
1% BSA i PBS. Efter vask natten over med PBS blev praparat-
glassene monteret med fluoromount-G, histologisk monterings-
medium (leveret fra Southern Biotech) under et dakglas. Prazpa-
ratglassene blev iagttaget med et Olympus model BH-2 mikroskop

udstyret med en epi-illuminering U.V.-anordning.

Baseret pa fluorescens-intensiteten viste konstruktionerne med
retningen af den lette kade i modsat transkriptionel retning i
forhold til retningen af transkription af neol-genet i vekto-
ren sig at give den hojeste L-kade-ekspression. Derfor var
pRL105 den foretrukne CC49-L kazdekonstruktion og pRp 230 var
den foretrukne CC83-L-kadekonstruktion. Som et resultat af
disse forsog blev de folgende kimare let kade-holdige celle-
Tinier (hidrerende fra Sp2/0) anvendt til de madlrettede trans-

formationer:

For den kimare CC49-lL-kade blev der opndet en cellelinie
(49K-13-13), som udtrykte den kimare lette kade hidrerende fra
CC49. Denne cellelinie blev anvendt til alle efterfelgende
midlrettede transformationer med kimare tunge kadevektorer til

konstruktioner anvendende den kimare CC49 lette kade.

For den kimare CC83-L-kade blev der opndet tre cellelinier
(83K-26-5, 83K-34-10 og 83K-42-2), som udtrykte den kimare
lette kade hidrerende fra CC83. En cellelinie (83K-26-5) plet-
tede mere intens end de andre og havde lokaliserede regioner
med cytoplasmisk immunofluorescens. Alle tre cellelinier blev
sammenlignet med hensyn til deres relative evne til at frem-
stille store mangder af kimart antistof efter transformation
med den kimare tunge CC83 gl-kadevektor. Flere kloner, som

udtrykker kimere anstistoffer, blev udledt fra elektroporation
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af 83K-34-10-malet evd nogen af de andre to kimare lette kade-
macellelinier. Derfor blev den 83K-34-10-1et kade-cellelinie
anvendt som et mal for efterfelgende elektroporationer med
kimere tunge kadevektorer ti3 konstruktioner indeholdende den
lette CC83-kades variable region.

Dannelse af gpt-resistente kloner, som bzrer CC49- ogq CC83-ki-

mare H-kadekonstruktjoner

For transformation med PSV2-gpt-vektorer, som indeholder ki-
mazre tunge kzdekonstruktioner, blev lagemiddeludvalgelse for
inhibering af vakst af ikke-transformerede Sp2/0-plasmacytoma-
celler [leveret fra the American Type Culture Collection
(ATCC)] etableret. Betingelser for 1agemidde1udve19else af
celler, som er transformeret med PSV2-gpt-vektorer var vanske-
ligere at etablere. E. coli-gpt-genet, som koder for enzymet
guanosinphosphoribosy1transferase bibringer evnen til at ud-
nytte xanthin og hypoxanthin som substrater for biosyntesen af
guanin, nar den mammale guaninmetaboliske vej inhiberes af
mycophenolsyre (MPA).

Publicerede vardier for koncentrationerne af MPA, som muligger
vaksten af andre lymfoide cellelinier, som var transformeret
med pSV2gpt-vektorer, viste sig at vare nasten to storrelses-
ordener for heoje til at muliggere vaksten af Sp2/0-celler
transformeret med pSV2-gpt-vektorer i vores vavskulturmiljo.
Som en felge heraf viste en koncentration pa 0,1 ug/ml1 MPA sig
at vare optimal for udvalgelse af gpt-resistens. Endvidere
viste anvendelsen af aminopterin og thymidin (for yderligere
at lukke af for guaninve jen) sig at vare unedvendige.
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Dannelse af kloner, som fremstiller kimart 44-antistof

CH44-1

49K-13-13-celler blev anvendt som et mal for kimare tunge
kedekonstruktioner. Cellerne blev transformeret med 20 ug
kimar tung kazde-DNA-vektor (p49y1-7,8 eller p49y1-2,3), som
var liniariseret ved en Nde I-fordejelse. Transformation ved
elektroporation blev udfert som beskrevet ovenfor for kimare
lette kader.

Udvalgelse efter 48 timer blev imidlertid udfert ved at
erstatte det geneticin-holdige medium med medium indeholdende
geneticin og 0,3 ug/ml mycophenolsyre, 250 pg/ml xanthin og 10
ug/ml1l hypoxanthin.

Transformerede celler voksede til makroskopisk synlige kolo-
nier i lobet af 14 dage. Pa dette tidspunkt blev 50 ul super-
natent fjernet og analyseret ved ELISA-metoder for binding til
TAG og ekspression af human IgG-konstant region. Brende inde-
holdende celler med positiv TAG-binding blev wudvidet til
24-breondplader med friskt lagemiddeludvalgelsesmedium og fik
lov til at vokse i 3-7 dage.

Subkloning blev udfert pa felgende made. Levedygtige celle-
t21linger blev bestemt, og cellerne blev genpladet i to 96-
brendplader. En plade fik 50 levedygtige celler og den anden
250 levedygtige celler. De ikke-subklonede celler blev udvidet
til 6-brendplader indtil celletatheden var tilstrazkkelig til
at muliggere lagring i flydende nitrogen i det tilfalde, at
gen-underkloning ville vare nedvendigt.

Efter subkloning blev de kloner, som havde den hojeste kimare
antistofproduktion udvalgt til kimar antistofproduktion i bio-

reaktorer.
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CH44-2

De metoder, som blev anvendt ti?} sekventielt at transformere
Sp2/0-plasmacytomacellerne ved konstruktionen af CH44-1 blev
gentaget med den undtagelse, at 20 Hg p49-y2 blev anvendt som
den kimare tunge kadevektor.

CH44-3

De metoder, som blev anvendt ti) sekventielt at transformere
Sp2/0-plasmacytomacellerne ved konstruktionen af CH44-1 blev
gentaget med den undtagelse, at 20 Hg p49-y3 blev anvendt som
den tunge kadevektor.

CH44-4

De metoder, som blev anvendt ti} sekventielt at transformere
Sp2/0-plasmacytomacellerne ved konstruktionen af CH44-1 blev
gentaget med den undtagelse, at 20 Hg p49-y4 blev anvendt som
den tunge kadevektor.

Dannelse af kloner, som fremstiller kimart 88-antistof

CH8s-1

Metoderne, som blev anvendt til sekventielt at transformere
Sp2/0-plasmacytomacellerne ved konstruktionen af CH44-1 blev
gentaget med de folgende undtagelser:

83K-26-5, 83K-34-10 og 83K-42-2-celler, som havde vist, at de
fremstillede kimar let CC83-kede, blev transformeret som be-
skrevet ved transformationen af CH44-1 med den undtagelse, at
20 ug p83y1-7,8 eller pP83y1-2,3, pSvagpt-vektoren, som inde-
holder det kimare tunge CC83-kadegen, blev anvendt som den
tunge kadevektor,
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cH88-2

Metoderne, som blev anvendt til sekventielt at transformere
Sp2/0-plasmacytomacellerne ved konstruktionen af CH88-1 blev
gentaget med den undtagelse, at 20 ug p83-y2 blev anvendt som
den tunge kadevektor.

CH88-3

De metoder, som blev anvendt til sekventielt at transformere
Sp2/0-plasmacytomacellerne ved konstruktionen af CH88-1 blev
gentaget med den undtagelse, at 20 ug p83-y3d blev anvendt sonm

den tunge kadevektor.

CH88-4

De metoder, som blev anvendt til sekventielt at transformere
Sp2/0-plasmacytomacellerne ved konstruktionen af CH88-1 blev
gentaget med den undtagelse, at 20 ug p83-y4 blev anvendt som

den tunge kadevektor.

Dannelse af kloner, som fremstiller kimart 84-antistof

Pa grund af den heoje sekvenslighedsgrad mellem den tunge kades
variable regioner hos CC49 og CC83 blev kimare antistoffer
dannet, hvis lette og tunge kader hidrerte fra forskelligt
ophav ved blandede malrettede transformationer. Til dannelse
af begge "blandede™ kombinationer blev de kimare tunge kade-
vektorer med isotype yl1 af CC49 og CC83 elektroporeret ind i
de kimare lette kademdl, henholdsvis 83K34-10 og 49K-13-13. De
opnaede cellelinier blev betegnet CH48-1 og CH84-1, hvor den
ferste talangivelse reprasenterer henholdsvis ophavet for den
tunge kazde og lette kade. F.eks. reprasenterer CH48-1 yl-iso-
typen, hvor den tunge kade hidrorer fra CC49 og den lette kade
hidrerer fra CC83.

CH48-1-kompositantistoffet bandt ikke til TAG72. Dette skyldes

ikke manglende evne for fremstilling af virkeligt kimart anti-
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stof, da de fleste lagemiddelresistente cellelinier fremstil-
lede kimert IgG (som bestemt ved ELISA-analyse under anvendel-
se af gede-anti-human Ig-falde med gede-anti-human IgG-alka-
lisk phosphatase som en sonde). Hvis der var nhogen bindings-
affinitet til stede, var den signifikant mindre end den, som
blev iagttaget for antistof B72.3 af ferste generation, hvil-
ket var ca. en sterrelsesorden mindre affinitet forTAG72 end
bade CC49 eller cC83.

Overraskende bandt CC84-1 ti1 TAG72 med affinitet svarende til
begge ophav. Dette nye antistof blev dannet fra grunden i
vores laboratorie og er ikke endnu blevet pAvist i naturen.

Kompetetivundersageiser blev foretaget for at afgore specifi-
Citeten af dette nye blandede-antistof CH84-1. Det ber bemar-
kes, at bade CC49 og CC83 har nogen kompetitiv genkendelse for
TAG72-antigenet. Det viste sig, at CH84-1 konkurrerede mere
med CC49 for binding til TAG72 end det gjorde med CC83. Dette
ville indikere, at specificiteten for binding til TAG72 tligger
i den lette kade.

Humane y2-, -3- og -4-isotyper blev o0gsid dannet med dette
blandede-antistof, frembringende CH84-2-, CH84-3- 0g CH84-4-

kloner.

CH84-1

Metoden, som blev anvendt til sekventielt at transformere
Sp2/0-plasmacytomacellerne ved konstruktionen af CH44-1 blev
gentaget med den felgende undtagelse:

49K-13-13-celler, som udviser produktion af CH44-let kade ved
Cytopletning, blev derefter transformeret som beskrevet ved
den transformerede af CH44-1 med den undtagelse, at 20 ug
p83y1-2,3, pPSV2gpt-vektoren, sonm indeholder det tunge CHS83-
kzdegen blev anvendt i stedet for p49yi1-2,3, pSV2gpt-vektoren,
som indeholder det tunge CHa4-kadegen.
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CHB4-2

Metoderne, som blev anvendt til sekventielt at transformere
Sp2/0-plasmacytomacellerne ved konstruktionen af CH84-1 blev
gentaget med den undtagelse, at 20 pg p83-y2 blev anvendt i
stedet for p83y1-2,3.

CH84-3

Metoderne, som blev anvendt til sekventielt at transformere
Sp2/0-plasmacytomacellerne ved konstruktionen af CH84-1 blev
gentaget med den undtagelse, at 20 pg p83-y3 blev anvendt i
stedet for p83y1-2,3.

CH84-4

Metoderne, som blev anvendt til sekventielt at transformere
Sp2/0-plasmacytomacellerne ved konstruktionen af CH84-1 blev
gentaget med den undtagelse, at 20 pg p83-y4 blev anvendt i

stedet for p83yi1-2,3.

Oprensning af rekombinerede antistoffer

Celler, som udtrykker de kimare antistoffer, blev fjernet ved
centrifugering fra dyrkningsmediet, og mediet blev filtreret
gennem et 0,2 um filter. Kimare antistoffer blev oprenset i to
trin fra kultursupernatanter. I det ferste trin ved oprensnin-
gen blev der anvendt en protein A-affinitetskassette (Nygene
Corporation, Yonkers, NY) ifelge fremstillerens specifikatio-
ner. Der blev fert op til 1,0 liter kultursupernatent gennem
en 1 mg kapacitetskassette ved 5 ml/minutter. Kassetten blev
vasket med phosphatpufret saltoplesning (PBS) til fjernelse af
spor af albumin. Det kimare antistof blev udvundet ved elue-
ring med 0,1 M natriumnitratpuffer, pH-vaerdi 3,0. pH-vardien
af fraktionerne indeholdende det kimare antistof blev ojeblik-
kelig indstillet til neutralitet med en 1 M oplesning af
Trizma-base. Den endelige oprensning blev opndet ud fra denne
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oplesning efter koncentration pPa en Amicon centricon 30-enhed
ved hja1p af gelfiltrering under anvendelse af en Pharmacia
Superose 12 HR 16/50-sgjle, som specificeret af fremstilleren

(Pharmacia, Piscataway, NJ).

EKSEMPEL: Dannelse af et immunoglobulin, som indeholder

den murine VH4aTAG-kimlinievariable region

De folgende eksempler er anfort for at bibringe en fagmand
inden for omraAdet en reproducerbar teknik ti} fremstilling af
et antistof med en Vy-region, som kodes af en DNA-sekvens
hidrerende fra VyaTAG.

Komponenter for et ekspressionsdygtigt tungt VyaTAG-kadegen

Et muse/humant-kimart antistofmolekyle kan dannes, sonm inde-
holder den murine VHaTAG-kimlinie tunge kades variable region,
en let kades variable region, som er komplementar med VHaTAG
VH, sasom enten den CC49- eller CC83-murine lette kades varj-
able region, og humane konstante regioner.

2,2 kb HindIII~kim1inie—DNA-fragmentet indeholdende VyaTAG Vy-
exonsekvensen anvendes som en skabelon til opnielse af en
funktionelt omlejret VHaTAG-variabel region. Den murine genome
J-Cu-intronregion anvendes som en kilde for de murine tunge
kadefremmersekvenser. Denne sidstnavnte region opnas ud fra
plasmidet pNP9 (se eksempel ovenfor under "isolering af
CC49-tung kades variable region™). Fig. 38 viser den samlede
reaktion ved fremstillingen af hybride gener baseret p3 meto-
den beskrevet af Horton et al., (1989), supra. Fire oligonu-
kleotider (oligoer) udformes ti) anvendelse ved enzymatisk
forstarkning og modifikation af mal-DNA'et. Oligo 1 sammen-
fejes med 5'-enden af VHaTAG spandende EcoRI-stedet, som er
249 bp 5' for ATG-initieringscodonet. 0ligo 2 sammenfsjes med
sekvenser komplementzre med 3'-enden af VyaTAG-exonet og inde-
holder ogsé sekvenser, som koder for et D-segment. D-segment-
sekvenserne i oligo 2 sammenfoejer ikke med nogen VHaTAG-se-
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kvenser. 0ligo 3 indeholder sekvenser, som er komplementare
med 5'-enden af den murine genome J-Cu-region og inkorporerer
sekvenser, som koder for D-segmentet (samme som i oligo 2) og
J-segmentet. 01igo 4 sammenfojer med 3'-enden af J-Cu-regionen
og indeholder sekvenser, som er komplementzre med EcoRI-stedet

anbragt 1219 bp 3' fra Jy4. Sekvensen for disse oligoer er som

folger:
Oligo 1 5'GICTAGAATTCATAAAAACTTTATG (25 mer)
Oligo 2 CAGTGTATTTCTGTAAAAGATCTACTATGGTTACG (35 mer)
Oligo 3 5" TCTACTATGGTTACGTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACT
GTCTCCTCAGGTAAGAATGGCCTCTCCAGGTCT 3! (72 mer)
Oligo 4 5" ACTTCTAAAATGTATTTAGAATTCATTTIC 3

I dette eksempel er D-sekvensen SP2,3 taget fra den publice-
rede sekvens af Kurosawa og Tonegawa J. Exp. Med., 155:201
(1982). D-sekvensen er vist i fede typer i oligoer 2 og 3. Et
hvilket som helst andet karakteriseret murint eller humant D-
segment kan anvendes ved erstatning med deres sekvens i disse
stillinger i oligo 2 og 3.

J-segmentet i oligo 3 er understreget. Det er det murine JH4
taget fra den publicerede sekvens af Gough og Bernard Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA), 78:509 (1981). Indbefatningen af et-
hvert andet murint eller humant J-segment kan foretages ved at
anvende deres sekvens i stedet for sekvensen for Jy4 i oligo
3.
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I oligo 1 og 4 er EcoRI-stederne (GAATTC) vist i kursiv.

Samling af intakte VHaTAG~-gener

Der blev udfert separate DNA-forstarkningsreaktioner under an-
vendelse af de ovenfor beskrevne komponenter. DNA-forstark-
ningsreaktion nr. i kopierer VyaTAG-sekvensen og adderer et D-
segment til dens 3'-ende. DNA-forstarkningsreaktion nr. 2 ko-
pierer de murine intronsekvenser indeholdende de tunge kade-
fremmersekvenser 0g adderer D- og J-segmenterne, som der kodes
for inden i oligo 3. Dpe forstarkede produkter fra reaktion 1
0g 2 geloprenses, forenes 0g oligo 1 og 4 tilsattes for at
begynde reaktion nr. 3. I reaktion 3 sammenfejes produkterne
fra reaktioner 1 0g 2 over deres falles D-sekvenser. Efterfel-
gende DNA-forstarkning fra oligoer 1 og 4 giver produktet vist
i bunden af fig. 38. Dette fragment fordojes med EcoRI og
geloprenses. Det modificerede VyaTAG-fragment ligeres ind i
EcoRI-stedet i PSV2gptyl (2,3) som beskrevet i det ovenfor
anferte eksempel "kimare tunge kadekonstruktioner"™, Hele det
VHaTAG-D-J-fremmerho1dige fragment sekvensbestemmes fuldstan-
dig for at sikre, at der ikke er blevet indfort nogen mutatio-
ner under DNA-forsterkningsreaktionerne. Oe andre tre tung
kade-y-isotyper kan dannes ved at ligere det samme modificere-
de VyaTAG-fragment ind i de andre tre Y-holdige pSV2gpt-vekto-
rer (pSvagpt-y2; pSVa2gpt-y3; pSVagpt-y4),

Ekspression af det modificerede VHaTAG-gen

De modificerede VHaTAG-genholdige plasmider kan Tiniariseres
med Ndel og indfores via elektroporation i de kimare lette
CC49- eller CC83-kadeudtrykkende cellelinier (se eksempe]l
ovenfor, "C. Malrettede transformationer™). De transformerede
celler udvalges for vakst i nervarelse af geneticin 0g myco-
phenolsyre som beskrevet ovenfor under "C. MAlrettede trans-
formationer", Tilstedevarelsen af udtrykt antistof overvages
ved TAG72-ELISA (se afsnit under RESULTATER, enzym-koblede
immunoanalyser (ELISA). Det udtrykte antistof fra disse cel-
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ler vil indeholde humant Ig y1,x konstante regioner sammen
med den lette CC49- eller CCB83-kades variable region og en
tung kades variable region fra de modificerede VyaTAG-kimli-

nie-Vy-exoner.

Fire eksempler p& modificerede konstruktioner med VyaTAG-tung
kades variable region med en forskel i D- og J-segmenter er
vist nedenfor.

Vy-segment D-segment J-segment
VHaTAG #i muse-D (SP2,3) muse-J
VHaTAG #1411 human D (D1) muse-J
VHaTAG #ii1i muse-D (SP2,3) human J
VHaTAG #iv human D (D1) human J

Sekvensen for den humane D-sekvens D1 er fra Siebenlist et
al., Nature, 294:631 (1981). Sekvensen for det humane Jyl er
mra Ravetch et al., Cell 27, 583 (1%81).

Dannelsen af V{aTAG #i er beskrevet ved hj2lp af de ovenfor
skematisk viste oligoer 1 til 4. Til dannelse af VQaTAG #ii
til -iv er det nedvendigt at 2ndre de tilsvarende D- og J-seg-
menter i oligoer 2 og 3. De felgende oligoer skildrer disse
andringer. Eerstatning med disse oligoer i reaktion nr.l1 og
reaktion nr. 2 vil resultere i dannelsen af Vy{aTAG #ii ti)

-iv.
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TyaTAs 2ii
Qligo 2 5" CAGTGTATTTCTGTAAAAGAGTACTGGTGGT
GTAT
0lizo 3 5' GTACTGGTGGTGTATIGGGGTCAAGGAACT

TCAGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAATGGCCT

CTCCAGGTCT 3'

T5aTAG #iii

DK 173089 B1

(34 aer)

(72 mar)

P
(QV]
(S 1]
H
[{
3

(72 mer)

(35 mer)

Oligo 2 5" CAGTGTATTTCTGTAAAAGATCTACTATGG
TTACG

0iigo 3 5' TCTACTATGGTTACGIGGGGCCAGGGCAC
CCTGGTCACCSTCTCCTCAGGTAAGAATGGCCTCTCCAGGTCT
3 '

YyaTAG #iv

Qiigo 2 5' CAGTGTATTTCTGTAAAAGAGTACTGGTG
GTGTAT

Oligo 3 5' GTACTGGTGGTGTATISGGGCCAGGGCAC

CCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAATGGC

CTCTCCAGGTCT 3!

Resultater

A. Kimart antistof-producerende cellelinier

e AR

(T2 mer)

Samtidig pavisning af tunge og lette kader blev opnaet under

anvendelse af to sondeantistoffer:

1) Gede-anti-human kappa merket med det fluorescerende farve-

stof FITC; og

2) Gede-anti-human IgG merket med det fluorescerende farve-

stof TRITC.
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Cellelinier med positive reaktioner med hensyn til bade tung
og let kade blev yderligere undersogt for dermed forbundet
kimar immunoglobulinproduktion og biologisk aktivitet, dvs.
binding til TAG72.

Enzymkoblede immunoanalyser (ELISA)

Ti1l udvalgelse af en transformeret celle, som producerer et
kimart monoklont antistof, blev der benyttet ELISA-teknik.
Kloner indeholdende de tunge kade- og lette kadelagemiddel-
selektionskonstruktioner blev udvalgt ved deres vakst i selek-
tiv kulturmedium. De fslgende cellelinier blev undersogt (1)
CH44-1: en cellelinie med CC49 vy, CC49 V|, og konstant region
af IgGy; (2) CH44-2: en cellelinie med CC49 Vy, CC49 V., og
konstant region af 1IgGz; (3) CH44-4: en cellelinie med CC49
VH, CC49 V_, og konstant region af IgGg; (4) CH88-1: en cel-
lelinie med Vy{, CC83 V|, og konstant region af IgG1; (5)
CHB88-2: en cellelinie med CC83 Vy, CCB3 V|, og konstant region
af IgGz; (6) CH88-3: en cellelinie med CC83 Vi, CC83 V|  og
konstant region af IgG3; (7) CH88-4: en cellelinie med CC83
VH., CCB3 V| og konstant region af IgGys; (8) CH84-1: en celle-
lTinie med CCB83 Vy, CC49 Vi, og konstant region af IgGj; (9)
CH84-2: en cellelinie med CC83 Vy, CC49 V|, og konstant region
af IgGz:; (10) CHB4-3, en cellelinie med CC83 Vi, CC49 Vi, og
konstant region af IgG3; og (11) CH84-4: en cellelinie med
€C83 Vy, CC49 Vi, og konstant region af IgGy.

Supernatenterne fra disse kulturer blev underkastet ELISA.
Tilstedevarelsen af kimeart anti-TAG72-antistof blev maAlt
direkte ved omsatning af et overskud af gede-anti-humant IgG-
antistof market med et enzym, sAsom alkalisk phosphatase efter
at det kimare anti-TAG72-antistof havde faet lov til at binde
sig til mikrotiterbronde overtrukket med antigen (TAG72).
Anti-TAGT2aktivitet blev bestemt som et kriterie for succesrig
rekombinering.

Efter vekst i 14 dage blev 50 pl supernatant fjernet fra bron-
dene med de underklonede celler og gen-analyseret for TAG-bin-
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ding ved ELISA. Prover af supernatanter (50 upl) fra lagemid-
delresistente cellelinier blev fert til brende af Nunc Immulon
96-brendplader, som i forvejen var blevet overtrukket med TAG-
antigen (1/50 fortynding). Efter vask til fjernelse af ikke-
bundet materiale blev brendene inkuberet med gede-anti-humant
IgG-antistof konjugeret med alkalisk phosphatase (GAHIgG-AP),
Som en sonde til pAvisning af de humane konstante regioner i
de kimare antistoffer, som havde bundet sig til TAG-antigenet
immobiliseret p4a pladen. En anden vask til] fjernelse af ijkke-
bundet sonde {GAHIgG-AP) efterfulgt af tilsatningen af et
chromogent alkalisk phosphatasesubstrat gjorde det muligt for
farve at udvikles i de brende, som havde TAG-binding forbundet
med humane konstante regioner (dvs. kimare anti-TAG72-anti-
stoffer). Absorbansaflasninger ved 405 nnm viste den relative
mengde af kimart antistof, som var fremstillet af de lagemid-
delresistente cellelinier.

CH44-1

Anti-TAG72-aktivitet blev anvendt som et kriterie for sue-
cesrig rekombinering. Brende i mikrotiterplade blev overtruk-
ket med TAG ved inkubering af 50 ul af en 1:75 fortynding af
oprenset TAG72 [Muraro, R., et al., Cancer Research 78,
4588-4596 (1988)) i 18 timer ved stuetemperatur. Brondene blev
derefter vasket 4 gange med phosphatpufret saltoplesning (PBS)
og derefter blokeret med BSA ved inkubering af 50 ul 0,5% BSA
i PBS i 2 timer ved 37°C efterfulgt af vask fire gange med
PBS. Disse plader er stabile, hvis de holdes fugtige ved 4°cC.
Prover pa 50 mikroliter tilferes derefter til hver brend. En
blind indeholdende frisk medium anvendes som en kontrol. Alle
preverne blev inkuberet enten i pladen i 90 minutter ved 37°C
eller natten over ved 4°C { en Tukket beholder.

Pladerne blev derefter vasket 4 gange med PBS og gede-anti-
human IgG-alkalisk phosphatase (Southern Biotech Assoc.) blev
sat til hver broend ved tilsetningen af 50 Bl af en 1:250 for-
tynding. Oplesningen blev inkuberet ved 37°C 3§ 90 minutter.
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Farveudvikling blev overvAget efter vask af pladerne 4 gange
med PBS til fjernelse af sonden.

Substratet blev inkuberet i 200 pl oplesning af substrat-p-
nitrophenylphosphat (Kirkegaard & Perry) i ethanolaminpufret
saltoplesning i 6 minutter ved stuetemperatur til farveudvik-
1ing. Den optiske densitet ved 450 nm i hver brend blev aflast
af en Dynatech-mikropladeaflaser (Dynatech Inc.).

Sp2/0-kolonier i brende med supernatenter med TAG72-bindende
kimar antistofaktivitet blev subklonet ved begranset fortyn-
ding. Individuelle subkloner blev udvalgt p& basis af relativ
hej produktion af kimart antistof.

CH44-2

Den for CH44-1 anvendte TAG-ELISA-fremgangsmide blev gentaget
med den undtagelse, at antistoffet var CH44-2.

CH44-3

Den for CH44-1 anvendte TAG-ELISA-fremgangsmade blev gentaget
med den undtagelse, at antistoffet var CH44-3.

CH44-4

Den for CH44-1 anvendte TAG-ELISA-fremgangsmade blev gentaget
med den undtagelse, at antistoffet var CH44-4.

CHB8-1

Den for CH44-1 anvendte TAG-ELISA-fremgangsmadde blev gentaget
med den undtagelse, at antistoffet var CH88-1.
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CH44-1 anvendte TAG-ELISA-fremgangsmade
undtagelse, at antistoffet var CH88-2.

CH44-1 anvendte TAG-ELISA-fremgangsmade
undtagelse, at antistoffet var CH8s8-3,.

CH44-1 anvendte TAG-ELISA-fremgangsmade
undtagelse, at antistoffet var CH8s-4,

CH44-1 anvendte TAG-ELISA-fremgangsmade
undtagelse, at antistoffet var CH84-1.

CH44-1 anvendte TAG—ELISA-fremgangsmade
undtagelse, at antistoffet var CHB4-2.

CH44-1 anvendte TAG-ELISA-frengangsmade
undtagelse, at antistoffet var CHB84-3.

CH44-1 anvendte TAG-ELISA-fremgangsmade
undtagelse, at antistoffet var CH84-4.

DK 173089 B1

blev

blev

blev

blev

blev

blev

blev

gentaget

gentaget

gentaget

gentaget

gentaget

gentaget

gentaget
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CH84-1

Den for CH44-1 anvendte TAG-ELISA-fremgangsmade blev gentaget
med den undtagelse, at antistoffet var CH84-4.

B. In vivo-carcinommalretning

De kimare moncklone antistoffer, som blev anvendt til dyre-
undersegelser vist i tabellerne 1-4 i det efterfelgende blev
market med Nal251 under anvendelse af lodogen (Pierce Chemi-
cal, Rockford, IL). Nazrmere bestemt blev fra ca. 0,5-2 mg
oprensede kimare monoklone antistoffer indstillet til ca. 0,5
ml 0,1 M natriumphosphatpuffer (pH-vardi 7,2) og derefter sat
til et glasrer pad 12 cm x 75 ¢m, som var overtrukket med 50 pug
Iodogen efterfulgt af tilsatning af fra 0,1-0,5 mCi af Nal25g
(New England Nuclear, Boston, MA). Efter en inkubering pa& 2
minutter ved stuetemperatur blev proteinet fjernet fra det
uopleselige lodogen, og det ikke-inkorporerede 1251 blev ad-
skilt fra antistoffet ved gelfiltrering gennem en 10 ml sajle
Sephadex® G-25 under anvendelse af PBS som pufferen. JTode-
ringsprotokollen gav market kimart IgG-antistof med en speci-
fik aktivitet p& 0,05 til 0,2 uCi/ug.

Athymiske hunmus (nu/nu) pa& en CDl-baggrund blev leveret fra
Charles River med en alder p& ca. 4 uger. Ni dage senere blev
musene podet subkutant (0,1 m1/mus) med LS1T74T-celler (1 x 106
celler/dyr).

Athymiske mus, som har carcinomaer 70 til 400 mg i vagt, blev
ca, 12 til 13 dage efter podning med cellerne indgivet injek-
tioner intravensst pa fra 0,5 til 2,0 uCi (10-50 ug protein) i
PBS af de kimare monoklone antistoffer, som var blevet joderet
som ovenfor beskrevet. Grupper pa fem mus blev aflivet pd for-
skellige tidspunkter ved exsanguination, carcinomet og nhormale
vav blev udskaret og vejet og cpm blev malt i en gammataller.
cpm/mg af hvert vav blev derefter bestemt og sammenlignet med

det, der blev fundet i carcinomet.
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Resultaterne for CH44-1 er vist i tabellerne 1-2 og figurerne
39A, 39B og 39C. Resultaterne for CHB4-1 er vist i tabellerne
3 og 4 og figurerne 40A og 40B.

Procent injiceret dosis per gram 125I-market antistof

Tabel 1
CH44-1
Vav T
0,75 timer 23,5 49,5 122 timer
timer timer
blod, i alt 29,70 15,84 8,09 7,31
lever 8,13 4,13 2,19 1,96
milt 6,19 3,39 2,12 1,36
nyre 4,35 2,80 1,52 1,33
—— . —_
tumor 3,31 25,95 28,83 44,16
Tunge 7,34 5,38 2,90 2,36
tumor, vagt 0,18 0,12 0,09 0,11

Ca. 122 timer efter injektion var procent injiceret dosis i
forhold til tumor for CH44-1 44,16% som vist i tabel 1. CH44-1
var derfor effektiv til md1finding af det humane tumor in-
situ. Dette viser, at de kimare monoklone antistoffer ifelge
den foreliggende opfinde!seivar effektive til at nA frem ti]
carcinomaet som mal in vin—og sdledes er egnet til in vivo-
behandling af cancer.
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Procent injiceret dosis per organ af 125I-merket antistof

Tabel 2
CH44-1
Vav —‘
0,75 timer 23,5 49,5 122 timer
timer timer
blod, i alt 47,72 23,03 13,29 12,01
lever 10,97 5,20 3,20 2,69
.- } _. - 1
milt 1,09 0,48 0,25 0,22
nyre 1,25 0,72 0,42 0,40
s ] — - —
tumor 0,57 3,08 2,82 4,55
lunge 1,20 0,87 0,57 0,37
.Jr —
Gl-kanal 6,64 4,78 3,96 2,83
krop 43,17 49,68 35,35 29,95
samlet legeme- 91,30 76,34 53,28 46,20
retention J

Som vist i tabel 2 var procentvardien af injiceret dosis i
forhold til tumor for CH44-1 4,55% 122 timer efter injektion,
CH84-1 var derfor effektiv med hensyn til at n& frem til det
humane tumor in-situ som m3l. Dette viser, at de kimare mono-
klone antistoffer ifolge den foreliggende opfindelse var ef-
fektive til at nd frem til carcinomaet som mal in vivo og sia-

ledes var egnede til in vivo-behandling af cancer.
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Procent injiceret dosis per gram 1251-market antistof

Tabel 3
CH84-1
Vav
1 time 23 timer 47 timer 118-119
timer
blod 30,68 15,65 6,74 6,49
lever 12,55 4,26 2,35 1,57
| ) ]
milt 10,93 3,35 2,56 1,70
- . Al — - — o~ —
nyre 5,59 2,51 1,53 1,55
tumor 4,06 20,52 17,58 30,27
- - - - -~ -
lunge 10,77 4,80 2,58 2,24
tumor, vagt 0,15 0,22 j 0,20 0,24

Som vist i tabel 3 var procentvardien af injiceret dosis i
forhold til tumor for CH84-1 30,27% ca. 118 timer efter in-
Jektion. CH84-1 var derfor effektivt med hensyn til at na
frem til den humane tumor 4n situ som mal. Dette viser, at de
kim2re monoklone antistoffer ifelge den foreliggende opfindel-
se var effektive til at nd frem til carcinomaet som mal in
vivo og sdledes var egnede til in vivo-behandling af cancer.
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Procent injiceret dosis per organ af 1251_pmarket antistof

Tabel 4
CH84-1
Vav
1 time 23 417 118-119
timer timer timer
blod, i alt 45,98 22,11 10,08 9,37
lever 13,64 5,34 3,13 1,94
milt 1,35 0,49 0,32 0,16
nyre 1,39 0,62 0,38 0,38
tumor 0,59 4,33 3,63 7,02
lunge 1,77 0,69 0,42 0,31
Gl-kanal 7,38 4,92 3,41 2,32
krop 44,83 52,19 30,32 24,06
- —
samlet legeme- 93,58 81,00 47,14 45,48
retention

Som vist i tabel 4 var procentvardien af injiceret dosis i
forhold til tumor for CH84-1 7,02% ca. 118 timer efter injek-
tion. CH84-1 var derfor effektiv med hensyn til at na den
humane tumor in situ som mdl. Dette viser, at de kimazre mono-
klone antistoffer ifelge den foreliggende opfindelse var ef-
fektive til at nd frem til carcinomaet som madl in vivo og
sadledes var egnede til in vivo-behandling af cancer.

Deponering af cellelinier, som fremstiller kim2re antistoffer

Der blev som eksempler deponeret 11 cellelinier, som udskiller
kimare antistoffer, der alle har lette kappa-kader fremstillet

ved hjelp af de ovenfor beskrevne eksempler hos the American
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Type Culture Collection (ATCC) den 19. oktober 1988. Specifikt
er de folgende cellelinier blevet deponeret: (1) CH44-1: en
cellelinie med CC49 Vy, CC49 VL og konstant region af 196G
(ATCC nr. HB 9884); (2) CH 88-2: en cellelinie med CC83 VH.,
CC83 V|, og en konstant region af IgGp (ATCC nr. HB 9880); (3)
CH44-4: en cellelinie med CC49 V4, CC49 VL., og konstant region
af IgG4 (ATCC nr. 9877); (4) CH88-1: en cellelinie med VK.
CC83 V|, og konstant region af IgGy (ATCC nr. 9882); (5) CH44-
2: en cellelinie med CC49 Vy, CC49 VL. og en konstant region
af IgG, (ATCC nr. 9881); (6) CHBB-3: en cellelinie med ccs3
VH, CC83 V|, og konstant region af IgG3 (ATCC nr. 9876); (7)
CHBB-4: en cellelinie med CC83 VH. CC83 V_, og konstant region
af IgG4 (ATCC nr. 9874); (8) CH84-1: en cellelinie med CC83
V4. CC49 V|, og konstant region af IgGy (ATCC nr. 9883); (9)
CH84-2: en cellelinie med CC83 VH, CC49 V|, og konstant region
af IgG, (ATCC nr. 9879); (10) CH84-3: en cellelinie med CC83
VH, CC49 V| og konstant region af Ig63 (ATCC nr. 9878); og
(11) CH84-4: en cellelinie med CC83 Vy, CC49 V|, og konstant
region af IgGs (ATCC nr. 9875).

De folgende eksempler illustrerer ekspression af variable re-
gioner af antistofferne ifelge opfindelsen med modificerede
konstante regioner. Molekylerne med disse modificerede kon-
stante regioner udviser s#sndret serumhalveringstid, vavsbiofor-
deling, effektorfunktioner etec. i forhold til et antistof med
en umodificeret konstant region.

Antistofferne med afkortede tunge keder er jllustreret i fig.
41 (a og b). De blev produceret genetisk ved sekventiel fjer-
nelse af de C-terminale domaner af de humane y1 eller y3 tunge
kezder. De tunge kader blev modificeret ved successiv fjernelse
af CH3- og CH2-dom®nerne i de humane y1 (Ellison et al.,
(1982) og Takahashi et al. (1982)) og fjernelse af CH3- og
CH2- og hingedomzner i de humane Y3 (Krawinkel et al., (1982)
0g Takahashi et al., (1982)) konstante regiongener, som blev
anvendt ved ekspression af kimere antistoffer.
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Fjernelse af CH3-domznet 1 den humane yl1 tunge kade resulte-
rer i et molekyle med en stoerrelse pA 5/6 af sterrelsen for
det intakte antistof, der refereres til som "CH3-minus", og
den konstante regionsekvens er angivet i sekvens 1. Det naste
mindre molekyle, den F(ab');-lignende konstruktion, blev dan-
net ved fjernelse af bidde CH2- og CH3-domznerne i den humane
¥yl tunge kazde, hvilket efterlader hinge- o0g CHl-domanerne.
Det resulterende kimere, genetiske F(ab')p-molekyle er ca. 2/3
af storrelsen af det intakte antistof, og den konstante re-
gionsekvens er vist i sekvens 2., De humane yl tunge kader er
koblet ved hjzlp af et par af disulfidbindinger ved Cys-239 og
Cys-242 (Kabat et al., 1987) i hingedom®anet. Det lette kade C-
terminus, Cys-213 (Kabat et al., (1987)) er forbundet til den
Yyl tunge kade ved Cys-233 (Kabat et al., (1987)), ligeledes i
hinge-dome#net (se fig. 41). yl-isotypen blev anvendt til kon-
struktion af CH3-minus- og F(ab')z-molekylerne, eftersom
hinge-domanet blev anvendt i begge disse konstruktioner. Ved
udformning af det Fab-stoerrelsesafpassede molekyle, som er 1/3
af storrelsen af et intakt antistof, ville fjernelse af hinge-
domanet 1imidlertid eliminere stedet for vedhaftning af den
lette kade. Den humane 7¥y3 tunge kade blev udvalgt ti) Fab-
konstruktion, og den konstante regionsekvens er vist i sekvens
3.
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Sekvens 1

AGCTTTCTGGGGCAGGCTAGGCCTGACC T TSGC T T TEGGGCAGGGAGGGGECTAAGGTGA
GGCAGGTGGCGCCAGCAGGTGCACACCCAATGCCCATGAGCCCAGACACTGGACGE TS

CCTCGCGGACAGTTAAGAACCCAGGEGCCTCTGCGCCTGGGCCCAGCTCTGTCCSACACT
GCGGTCACATGGCACCACCTCTCTTGCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCT
GGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCA
CACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGT
GCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAA
CACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGGTGAGAGGCCAGCACAGGGAGGEAGGGTGTCTGCTGG
AAGCAGGCTCAGCGCTCCTGCCTGGACGCATCCCGGCTATGCAGCCCCAGTCCAGGGCAG
CAAGGCAGGCCCCGTCTGCCTCTTCACCCGGAGCCTCTGCCCGCQCCACTCATGCTCAGG
GAGAGGGTCTTCTGGCTTTTTCCCAGGCTCTGGGCAGGCACAGGCTAGGTGCCCCTAACC
CAGGCCCTGCACACAAAGGGGCAGGTGCTGGGCTCAGACCTGCCAAGAGCCATATCCGGG
AGGACCCTGCCCCTGACCTAAGCCCACCCCAAAGGCCAAACTCTCCACTCCCTCAGCTCG
GACACCTTCTCTCCTCCCAGATTCCAGTAACTCCCAATCTTCTCTCTGCAGAGCCCAAAT
CTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGGTAAGCCAGCCCAGGCCTCGCCCT
CCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGCCCCAGECS
GGTGCTGACACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCA
GTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTC
ACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTS
GACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACG
TACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCC

AAA
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Sekvens 2

AGCTTTCTGGGGCAGGCCAGGCCTGACCTTGGCTTTGGGGCAGGGAGGGGGCTAAGGTGA
GGCAGGTGGCGCCAGCAGGTGCACACCCAATGCCCATGAGCCCAGACACTGGACGCTGAA
CCTCGCGGACAGTTAAGAACCCAGGGGCCTCTGCGCCTGGGCCCAGCTCTIGTCCCACACC
GCGGTCACATGGCACCACCTCTCTTGCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCT
GGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCA
CACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGT
GCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAA
CACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGGTGAGAGGCCAGCACAGGGAGGGAGGGTGTCTGCTGG
AAGCAGGCTCAGCGCTCCTGCCTGGACGCATCCCGGCTATGCAGCCCCAGTCCAGGGCAG
CAAGGCAGGCCCCGTCTGCCTCTTCACCCGGAGCCTCTGCCCGCCCCACTCATGCTCAGG
GAGAGGGTCTTCTGGCTTITTTCCCAGGCTCTGGGCAGGCACAGGCTAGGTGCCCCTAACC
CAGGCCCTGCACACAAAGGGGCAGGTGCTGGGCTCAGACCTGCCAAGAGCCATATCCGGG
AGGACCCTGCCCCTGACCTAAGCCCACCCCAAAGGCCAAACTCTCCACTCCCTCAGCTCG
GACACCTTCTCTCCTCCCAGATTCCAGTAACTCCCAATCTTCTCTCTGCAGAGCCCAAAT
CTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCA

Sekvens 3

AGCTTTCTGGGGCAGGCCAGGCCTGACTTTGGCTGGGGGCAGGGAGGGGGCTAAGGTGAC
GCAGGTGGCGCCAGCCAGGCGCACACCCAATGCCCGTGAGCCCAGACACTGGACCCTGCC
TGGACCCTCGTGGATAGACAAGAACCGAGGGGCCTCTGCGCCCTGGGCCCAGCTCTGTCC
CACACCGCAGTCACATGGCGCCATCTCTCTTGCAGCTTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTT
CCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGT
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGG
CGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGT
GACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTGAATCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTT '
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Oomanerne med tunge kader blev deleteret under anvendelse af
SOE-teknikken (Horton et al., 1989; Ho et al., 1989) ved fjer-
nelse af de tilsvarende exoner, I fig. 42a er den generelle
proces illustreret: to DNA-fragmenter (AB og CD) dannes sepa-
rat ved traditionel PCR. Dette gennemfores ved anvendelse af
kort o1igonuk1eotidprimer. Svarende til hver af 5§ (a og c¢)-
°og 3' (b og d)-enderne af de pagaldende fragmenter. Efter
oprensning blandes de to DNA-fragmenter, denatureres 0g rean-
neleres over de overlapningsregioner, der hidrerer fra "wag-~
ging tail". Efter endnu en PCR under anvendelse af de yderste
o1igonuk1eotidpr1mere (a og d), udstrazkkes 0g amplificeres de
overlappende fragmenter som et enkelt fragment,

Gener konstante regioner med tunge kader koder alle for ly-
sin som den sidste aminosyre efter glycin og fer termine-
ringscodonet (Dunnick et al., 1980; Kabat et al., 1987). c-
terminuset af udskilt fuldt udviklet tungt kade-protein har
imidlertid vist sig at vare glycin (Kabat et al., 1987),
hvilket indikerer post-translationsbearbejdning af det termi-
nale lysin. P& grund af den mulighed, at denne post-transla-
tionsbearbejdning er nedvendig for effektiv ekspression, blev
hver afkortet konstruktion afsluttet ved hj2lp af mindst to
aminosyrer af C-terminuset af den humane y1 tunge kade. Sale-
des starter 404 bp ONA-fragmentet, a-x (se fig. 42b) med Gly-
Lys og termineringscodoner og indbefatter polyadenyleringssig-
nalsekvensen. Dette fragment blev anvendt som 3'-sammenfoj-
ningsfragment for aille de konstruktioner, der er beskrevet
heri. Eftersom DNA-sekvensen af 3'-storstedelen svarende til
190 bp af dette fragment ikke er kendt, blev PCR gennemfort
fra en 3'-primer hidrerende fra den naboliggende vektorsekvens
0g indbefattede fragmentets Bam HI-restriktionssted.

Som vist i fig. 42b blev de forste produkter af de to forste
PCRer, fragmenterne y-bl og a-x oprenset 0g underkastet en
SOE-reaktion, som dannede y-bl-x-fragmentet for Fab-vektor-

konstruktionen. De genetiske F(ab'),- og CH3-minus-fragmenter
blev konstrueret ved tilsvarende metoder under anvendelse af
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3'-primerne b2 og b3 og den humane yl-skabelon, hvilket gav
y-b2-x- og y-b3-x-fragmenterne efter SOE-reaktioner. Fer den
endelige oprensning af SOE-produkterne blev fragmenterne for-
dojet med bade EcoRI og BamHI til dannelse af 3'-overlappende
ender til efterfolgende ligering ind i sddanne steder i pSVv2-
gpt-vektoren.

Vektorkonstruktionerne med afkortede tunge kader er udformet
til at forliges med enhver tung kade-variabel region pa et Eco
RI-fragment.

Materialer og metoder

Restriktionsenzymer og DNA-modificerende enzymer leveredes af
BRL (Gaithersburg, MD), Stratagene (LaJolla, CA) og New Eng-
land Biolabs (Beverly, MA). Deoxynukleotider leveredes af

Pharmacia (Piscataway, NJ).

Udformning af oligonukleotidprimere for PCR/SOE

49VDJ-exonet, CHl-exonet af y3 og hinge- og CH2-exonerne af 7yl
udviser alle ved deres 3'-ender det forste nukleotid af den
forste codon af det naste exon. Dette partielle codon blev
udeladt ved udformning af de tilsvarende oligonukleotidprimere
{henholdsvis b0 (se fig. 42c), bl, b2 og b3). Sekvensen af
primer y (5'-GGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTC-3'}) hidrerte fra DNA-
sekvensen 5§' til Eco RI-stedet 1 pSva2gpt (Mulligan & B8erg,
1981). Sekvensen af primer x (5'-TATCTTATCATGTCTGGATCC-3')
hidrerte fra ONA-sekvensen 3' til Bam HI-stedet i pSvVagpt
(Mulligan & Berg, 1981). Den region, hvorfra disse sekvenser
hidrerte, var oprindeligt klonet fra pBR322. Sekvensen af
primer a (5'-GGTAAATGAGTGCGACGG-3') begynder med de sidste to
codoner (Gly-Lys) af CH3-exonet af humant yl. Sekvensen af
primer bO (5'-CCGTCGCACTCATTTACCTGAGGAGACGGTGACTCA-3') blev
udformet siAledes, at 5'-halvdelen ville "logre" (eng.: "wag")
og vare fuldstandig komplementar til de 5' 18 nukleotider af
primer a. 3'-halvdelen er komplementzr til de 6 komplette C-
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terminale codoner af J-regionen af CC49-tung kade VDJ exonet.
Sekvensen for primer b1l (5'-CCGTCGCACTCATTTACCAACTCTCTTGTCCA-
CCTT-3"') svarer ti} primer b0 § 5'-halvdelen, men 3'-halvdelen
er komplementar til de 6 komplette C-terminale codoner af
CHl-exonet af humant y3. Sekvensen af primer b2 (5'-CCGTCGCAC-
TCATTTACCTGGGCACGGTGGGCATGT-a') svarer ogsa i udformning til
primer b0 i 5'-halvdelen, men 3'-halvdelen er komplementar til
de 6 komplette C-terminale codoner af hinge-exonet af humant
71. Sekvensen af primer b3 (5'-CCGTCGCACTCATTTACCTTTGGCTTTGGA-
GATGGT-3') svarer ogsa til primer b0 3 5-halvdelen, men 3'-
halvdelen er komplementar til de &6 C-terminale codoner af
CH2-exonet af humant v1.

PCR- og SOE-metoder

Fragmentet a-x (svarende ti] 404 nt) blev dannet ved PCR
(Saiki, et al., 1988) under anvendelse af den Nde I-lineari-
serede skabelon PYl-gpt, som indeholder det humane y1 gen, og
oligonukleotidprimerne a °g X. Fragmentet y-b0 (762 nt) blev
dannet ved PCR under anvendelse af primerne Yy og b0 p& den 1i-
neariserede p4Syl-gpt skabelon. Fragment y-bl (544 nt) blev
produceret ved PCR under anvendelse af primerne Yy og bl pa
PY3-gpt skabelonen, som indeholder det humane Y3 gen. Fragmen-
ter y-b2 (977 nt) og y-b3 (1425 nt) blev produceret pa pyl-gpt
skabelonen under anvendelse af henholdsvis primerne y og b2 og
Yy ©9 b3. Fragmentet y-b0-x (svarende til 1166 nt) blev dannet
ved SOE-metoden (Ho, et al., 1989). Dette involverer denatu-
rering og annelering af de gel-oprensede fragmenter y-b0 og a-
X og PCR-ekstension af §'- 0g 3'-primerne y og x. P& tjlsva-
rende made blev fragmenterne y-b1-x (svarende til 948 nt},
y-b2-x (svarende ti] 1381 nt) og y-b3-x (svarende til 1829 nt)
dannet ved SOE-teknologi efter annelering af henholdsvis frag-
menterne y-bi, y-b2 o y-b3 med fragment a-x efterfulgt af
PCR-ekstension med primerne y og X.

Termisk cykling blev gennemfart. Skabelon- 0g primerkoncentra-
tioner var henholdsvis 0,1-1,0 ng/ml °g 1 nmol/m)l i 0,1 m?
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(saiki et al., 1988). PCR- og SOE-betingelser var: denature-
ring-2 minutter ved 92-96°C; annelering-3 minutter ved 37°C

til 50°C; ekstension § 10 minutter ved 71°C-74°C (30 cykler).

Vektorkonstruktion

Efter phenol/chloroform-ekstraktion og ethanolpracipitering af
SOE-reaktionsdeltagerne blev fragmenterne fordejet med Eco RI
og Bam HI og geloprenset (Maniatis et al., 1982). Hvert frag-
ment blev 1ligeret med Eco RI/Bam HI-fragmentet af SV2-gpt
vektoren. Disse vektorer er i stand til at acceptere ethvert
Vy-fragment med Eco RI-ender. 1,9kb Eco RI-fragmentet indehol-
dende CC49 VH blev ligeret ind i Eco RI-stedet pad hver af vek-
torerne med afkortede tunge kader, og kloner blev analyseret
ved hj21p af Nco I-digestion for korrekt orientering af Vy-
-fragmentet.

Elektroporeringsudvalgelse og ekspression

Hver af de kimare CC49 afkortede tunge kade-vektorer blev 1li-
neariseret med Nde I og elektroporeret ind i malceller, som ud-
trykker den kimare CC49 lette kade. TAG-72 bindingsaktivitet i
et medium af mycophenolsyre (MPA)-resistente kolonier blev pa-
vist ved hj=lp af ELISA med alkalisk phosphatase-konjugeret
gedeanti-human kappa-antistof (Southern Biotechnology Associa-
tes, Inc., Birmingham, AL). Vektoren indeholdende 49Hv-frag-
mentet alene (p49Vh-gpt) blev ogsd elektroporeret ind i mal-
celler (SP2/0), som ikke udtrykker let kade eller tung kade
(Shulman et al., 1978). Den mulige TAG-72 bindingsaktivitet
produceret ved hjzlp af disse MPA-resistente kolonier blev
malt ved kompetition-ELISA. Kolonier med positiv TAG-72
ELISA-aktivitet blev udstrakt til plader med 24 brende, sub-
klonet og udvalgt.
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Deponering af cellelinier

Cellelinie Ch44-Fab (ATCC HB 10228), Ch44-F(ab')2 (ATTCC HB
10429) og Ch44-CH3- (ATCC HB 10430) blev deponeret ved the
American Type Culture Collection (ATCC) den 18. april, 1990.

Forkortelser

bp = basepar

gpt = guanosinphosphoribosyltransferase
Hv = tung kade variabel region (ogsad vh)
kb = kilobasepar

Mr = molekylvagt (ogs& molec. wt.)

neo = neomycinphosphotransferase

nt = nukleotid

oligo = oligonukleotid

TAG-72 = tumorassocieret glycoprotein-72
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Forklaring til tegningen

I fig. 41 er vist et diagran af antistoffer med afkortede

tunge kader.

i fig. 41a) er vist CH3-minus- og F{ab')2-molekyler hidrerende
fra humant IgGl og Fab-molekylet hidrerende fra humant I1gG3;
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i fig. 41b) er vist Hv-molekylet hidrerende fra den tunge
kade-variable region vist alene eller sammen med den lette
kzde 1 enten en hypotetisk dimer eller tetramer form. Fuld
sterrelses-afpasset IgGl er vist i tro malestoksforhold;

j fig. 42 a) er vist et diagram af SOE-teknikken, hvoraf
fremgar logrende haler og de komplementare overlap, der er

vist som en mork kasse;

i fig. 42b) er vist et diagram af den humane tunge kade-
konstante region og oligonukleotidprimerne (med logrende ha-
ler), der anvendes til dannelse af DNA-fragmenterne a-x, y-bl,
y-b2 og y-b3;

i fig. 42c) er vist et diagram af CC49 tung kade-variabel re-
gion og oligonukleotidprimerne (med logrende haler), der an-
vendes til dannelse af y-b0 fragmentet til Hv-genkonstruktio-

nen.

Den foreliggende opfindelse skal ikke begranses i omfang ved
de deponerede cellelinier, da de deponerede udfore1sesformgr
er ment som en enkelt illustration af et aspekt af opfindelsen
og fordi alle cellelinier, som er funktionelt 2kvivalente, er
inden for opfindelsens omfang. Selvom opfindelsen er blevet
beskrevet detaljeret og med henvisning til1 specifikke udfarel-
sesformer derfor, vil det siAledes vare indlysende for en fag-
mand inden for omridet, at der kan foretages andringer og
modifikationer deraf uden at afvige fra anden og omfanget af
de ledsagende krav.
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PATENTKRAYV

1. Antistof frembragt af en af cellelinierne CH44-1 (ATCC HB 9884), CH44-2 (ATCC
HB 9880), CH44-4 (ATCC HB 9877), CH 88-1 (ATCC HB 9882), CH 88-2 (ATCC
HB 9881), CH 88-3 (ATCC HB 9876), CH 88-4 (ATCC HB 9874), CH 84-1 (ATCC
HB 9883), CH 84-2 (ATCC HB 9879), CH 84-3 (ATCC HB 9878) eller CH 84-4
(ATCC HB 9875) eller et fragment deraf, der er i stand til selektivt at reagere med et

szrligt antigen eller en s&rlig antigenfamilie.

2. Antistof- eller antistoffragmentkonjugat omfattende et antistof eller et antistoffrag-

ment ifelge krav 1 konjugeret til en billeddannelsesmarker.

3. Antistof- eller antistoffragmentkonjugat ifelge krav 2, hvor billeddannelsesmarkaren

er 1251, IMI, 1231, 1”1]1, lOSRh’ lSSSm, 67C\1, 67Ga, 166H0, 177Lu’ lMRe, mRe eucr ”mTC.

4. Antistof- eller antistoffragmentkonjugat omfattende antistoffet eller antistoffragmen-

tet ifolge krav 1 konjugeret til et terapeutisk middel.

5. Antistof- eller antistoffragmentkonjugat ifelge krav 4, hvor det terapeutiske middel
er et radionuklid, 1zgemiddel eller biologisk reaktionsmodifikationsmiddel, toksin eller

et andet antistof.

6. Antistof- eller antistoffragmentkonjugat ifelge krav 5, hvor radionuklidet er *'I,
90Y lOSRh 67Sc 61Cu 212Bi ZHAt 67(3a 1251 186Re MSRC 177Lu ”mTC, lSSSm’ 1231 C“Cl’

l“ln.

7. Antistof- eller antistoffragmentkonjugat ifelge krav 5, hvor lzgemidlet eller det

biologiske reaktionsmodifikationsmiddel er methotrexat, adriamycin eller lymphokin.
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8. DNA-sekvens som i det mindste koder for en del af et antistof, der er i stand til
selektivt at reagere med et sarligt antigen eller en szrlig antigenfamilie, og som er
indeholdt i en af cellelinierne CH44-1 (ATCC HB 9884), CH44-2 (ATCC HB 9880),
CH44-4 (ATCC HB 9877), CH 88-1 (ATCC HB 9882), CH 88-2 (ATCC HB 9881),
CH 88-3 (ATCC HB 9876), CH 88-4 (ATCC HB 9874), CH 84-1 (ATCC HB 9883),
CH 84-2 (ATCC HB 9879), CH 84-3 (ATCC HB 9878) eller CH 84-4 (ATCC HB
9875).

9. DNA-sekvens ifelge krav 8, hvor sekvensen koder for mindst en del af et Cy-gen,
der koder for IgG,,, IgM, IgA, IgD eller IgE.

10. Biologisk funktionel ekspressionsvehikel indeholdende DNA-sekvensen ifelge et
hvilket som helst af kravene 8 eller 9.

[1. Celle transformeret med det biologisk funktionelle ekspressionsvehikel ifelge krav
10.

12. Celle, der frembringer et antistof, som produceret af en af cellelinierne CH44-1
(ATCC HB 9884), CH44-2 (ATCC HB 9880), CH44-4 (ATCC HB 9877), CH 88-1
(ATCC HB 9882), CH 88-2 (ATCC HB 9881), CH 88-3 (ATCC HB 9876), CH 88-4
(ATCC HB 9874), CH 84-1 (ATCC HB 9883), CH 84-2 (ATCC HB 9879), CH 84-3
(ATCC HB 9878) eller CH 84-4 (ATCC HB 9875).

13. Middel omfattende antistoffet eller antistoffragmentet ifelge krav 1 i en farmaceutisk
acceptabel, ikke-toksisk, steril barer.

14. Middel omfattende antistof- eller antistoffragmentkonjugatet ifalge et hvilket som
helst af kravene 2 til 7 i en farmaceutisk acceptabel, ikke-toksisk, steril bzrer.
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15. Fremgangsmaide til fremstilling af et antistof- eller antistoffragmentkonjugat omfat-
tende, at antistof eller antistoffragment ifelge krav | bringes i kontakt med en billeddan-

nelsesmarker eller et terapeutisk middel.

16. Fremgangsmade til fremstilling af et rekombinant ekspressionsvehikel omfattende,
at en DNA-sekvens ifelge et hvilket som helst af kravene 8 eller 9 indsattes i et

ekspressionsvehikel.

17. Fremgangsmade til fremstilling af en transformeret vart omfattende, at ekspres-

sionsvehiklet ifglge krav 10 indsattes i en egnet vart.
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FIG.7

Muse Ig - kappa - kimlinie - J - C - region, J1 til J5

AAGCTTTCGCCTACCCACTGCTCTGTTCCTCTTCAGTGAGGAGGGTTTTTGTACAGCCAG
ACAGTGGAGTACTACCACTGTGGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAA
AC )
GTAAGTAGAATCCAAAGTCTCTTTCTTCCGTTGTCTATGTCTGTGGCTTCTATGTCTAAAR
AATGATGTATAAAATCTTACTCTGAAACCAGATTCTGGCACTCTCCARGGCAAAGATAC
A
GAGTAACTCCGTAAGCAAAGCTGGGAATAGGCTAGACATGTTCTCTGGAGAATGAATG
CcC
AGTGTAATAATTAACACAAGTGATAGTTTCAGAAATGCTCAAAGAAGCAGGGTAGCCT
GC
CCTAGACAAACCTTTACTCGGTGCTCAGACCATGCTCAGTTTTTGTATGGGGGTTGAGTG
AAGGGACACCAGTGTGTGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGT
AAG
TAGTCTTCTCAACTCTTGTTCACTAAGTCTAACCTTGTTAAGTTGTTCTTTGTTGTGTGT
TTTTCTTAAGGAGATTTCAGGGATTTAGCAAATTCCATTCTCAGATCAGGTGTTAAGGAG
GGAAAACTGTCCCACAAGAGGTTGGAATGATTTTCAGGCTAAATTTTAGGCTTTCTARA
C
CAAAGTAACTAAACTAGGGGAAGAGGGATAATTGTCTACCTAGGGAGGGTTTTGTGGA
GG
TAAAGTTAAAATAAATCACTGTAAATCACATTCAGTGATGGGACCAGACTGGAAATAA
AA
CCTAAGTACATTTTTGCTCAACTGCTTGTGAAGTTTTGGTCCCATTGTGTCCTTTGTATG
AGTTTGTGCTGTACATTAGATAAATGAACTATTCCTTGTAACCCAAAACTTAAATAGAA
G
AGAACCAAAAATCTAGCTACTGTACAAGCTGAGCARACAGACTGACCTCATGTCAGATT
T
GTGGGAGAAATGAGAAAGGAACAGTTTTTCTCTGAACTTAGCCTATCTAACTGGATCGC
Cc
TCAGGCAGGTTTTTGTAAAGGGGGGCGCAGTGATATGAATCACTGTGATTCACGTTCGG
C
TCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAACGTAAGTAGACTTTTGCTCATTTACTTGTGACGTT
T
TGGTTCTGTTTGGGTAACTTGTGTGAATTTGTGACATTTTGGCTAAATGAGCCATTCCTG
GCAACCTGTGCATCAATAGAAGATCCCCCAGAAAAGAGTCAGTGTGAAAGCTGAGCGA
AA
AACTCGTCTTAGGCTTCTGAGACCAGTTTTGTAAGGGGAATGTAGAAGAAAGAGCTGG
GC
TTTTCCTCTGAATTTGGCCCATCTAGTTGGACTGGCTTCACAGGCAGGTTTTTGTAGAGA
GGGGCATGTCATAGTCCTCACTGTGGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTG
A
AACGTAAGTACACTTTTCTCATCTTTTTTTATGTGTAAGACACAGGTTTTCATGTTAGGA
GTTAAAGTCAGTTCAGAAAATCTTGAGAAAATGGAGAGGGCTCATTATCAGTTGACGT
GG
CATACAGTGTCAGATTTTCTGTTTATCAAGCTAGTGAGATTAGGGGCAAAAAGAGGCTT
T

AGTTGAGAGGAAAGTAATTAATACTATGGTCACCATCCAAGAGATTGGATCGGAGAAT
AR

GCATGAGTAGTTATTGAGATCTGGGTCTGACTGCAG*
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Muse Ig-kimlinie-J-H-gener fra pNP9

GGATCCTGGCCAGCATTGCCGCTAGGTCCCTCTCTTCTATGCTTTCTTTGTCCCTCACTG
GCCTCCATCTGAGATAATCCTGGAGCCCTAGCCAAGGATCATTTATTGTCAGGGGTCTAA
TCATTGTTGTCACAATGTGCCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTC TGGTCACTGTC
TCTGCAGGTGAGTCCTAACTTCTCCCATTCTAAATGCATGTTGGGGGCATTCTGAGCCTT
CAGGACCAAGATTCTCTGCAAACGGGAATCAAGATTCAACCCCTTTGTCCCAAAGTTGAG
ACATGGGTCTGGGTCAGGGACTCTCTGCCTGCTGGTCTGTGGTGACATTAGAACTGAAGT
ATGATGAAGGATCTGCCAGAACTGAAGCTTGAAGTCTGAGGCAGAATCTTGTCCAGGGTC
TATCGGACTCTTGTGAGAATTAGGGGCTGACAGTTGATGGTGACAATTTCAGGGTCAGTG
ACTGTCAGGTTTCTCTGAGGTGAGGCTGGAATATAGGTCACCTTGAAGACTAAAGAGGGS
TCCAGGGGCTTTTCTGCACAGGCAGGGAACAGAATGTGGAACAATGACTTGAATGGTTGA
TTCTTGTGTGACACCAAGAATTGGCATAATGTCTGAGTTGCCCAAGGGTGATCTTAGCTA
GACTCTGGGGTTTTTGTCGGGTACAGAGGAAAAACCCACTATTGTGATTACTATGCTATG
GACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAATGGCCTCTCCAGG
TCTTTATTTTTAACCTTTGTTATGGAGTTTTCTGAGCATTGCAGACTAATCTTGGATATT
TGCCCTGAGGGAGCCGGCTGAGAGAAGTTGGGAAATAAATCTGTCTAGGGATCTCAGAGC
CTTTAGGACAGATTATCTCCACATCTTTGAAAAACTAAGAATCTGTGTGATGGTGTTGGT
GGAGTCCCTGGATGATGGGATAGGGACTTTGGAGGCTCATTTGAGGGAGATGCTAAAACA
ATCCTATGGCTGGAGGGATAGTTGGGGCTGTAGTTGGAGATTTTCAGTTTTTAGAATGAA
GTATTAGCTGCAATACTTCAAGGACCACCTCTGTGACAACCATTTTATACAGTATCCAGG
CATAGGGACAAAAAGTGGAGTGGGGCACTTTCTT TAGATTTGTGAGGAATGTTCCACACT
AGATTGTTTAAAACTTCATTTGTTGGAAGGAGCTGTCTTAGTCATTGAGTCAAGGGAGAA
AGGCATCTAGCCTCGGTCTCAAAAGGGTAGTTGCTGTCTAGAGAGGTCTGGTGGAGCCTG
CAAAAGTCCAGCTTTCAAAGGAACACAGAAGTATGTGTATGGAATATTAGAAGATGTTGC
TTTTACTCTTAAGTTGGTTCCTAGGAAAAATAGTTAAATACTGTGACTTTAAAATGTGAG
AGGGTTTTCAAGTACTCATTTTTTTAAATGTCCAAAATTTTTGTCAATCAATTTGAGGTC
TTGTTTGTGTAGAACTGACATTACTTAAAGTTTAACCGAGGAATGGGAGTGAGGCTCTCT
CATACCCTATTCAGAACTGACTTTTAACAATAATAAATTAAGTTTAAAATATTTTTAAAT
GAATTGAGCAATGTTGAGTTGAGTCAAGATGGCCGATCAGAACCGGAACACCTGCAGCAG
CTGGCAGGAAGCAGGTCATGTGGCAAGGCTATTTGGGGAAGGGAAAATAAAACCACTAGG
TAAACTTGTAGCTGTGGTTTGAAGAAGTGGTTTTGAAACACTC TGTCCAGCCCCACCAAA
CCGAAAGTCCAGGCTGAGCAAAACACCACCTGGGTAATTTGCATTTCTAAAATAAGTTGA
GGATTCAGCCGAAACTGGAGAGGTCCTCTTTTAACTTATTGAGTTCAACCTTTTAATTTT
AGCTTGAGTAGTTCTAGTTTCCCCAAACTTAAGTTTATCGACTTCTAAAATGTATTTAGA

FIG.13
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BIOFORDELING AF 125 - | CH44
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BIOFORDELING AF 125 - | CH44
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FIG.40A
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FIG.40B

FULDSTAENDIG LEGEMES - RETENTION AF IODERET IgG
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