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(57) Sammendrag

CDR-podede tunge og lette kjeder av antistoff som omfatter akseptorstruktur og
donorantigen-bindingsregioner, idet de tunge kjeder omfatter donorrester i minst en av
posisjonene (6,23) og/eller (24,48) og/eller (49,71) og/eller (73,75) og/eller (76) og/eller (78)
og (88) og/eller (91). De CDR- podede lette kjeder omfatter donorrester i minst en av
posisjonene (1) og/eller (3) og (46) og/eller (47) eller i det minste en posisjonene (46,48,58)
og (71) De CDR-podede antistoffer er foretrukket humaniserte antistoffer med ikke-human
donor, f. eks fra gnagere, og med humane akseptor-strukturer, og de kan anvendes for in vivo
terapi og diagnose. En generell anvendbar metode for oppnéelse av CDR- podede antistoffer

er beskrevet.
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Foreliggende oppfinnelse vedrerer en fremgangsmite for frem-
stilling av humaniserte antistoffmolekyler ved anvendelse av
rekombinant DNA-teknologi

Oppfinnelsen vedrsrer ogsa et DNA-molekyl, klonings- eller
ekspresjonsvektor samt vertscelle

Uttrykket "humanisert antistoffmolekyl" anvendes for a
beskrive et molekyl med et antigenbindende sete avledet fra
et immunoglebulin fra en ikke-human spesies, og hvor de gjen-
vezrende i1mmunoglobulin-avledede deler av molekylet er avledet
fra et humant immunoglobulin Det antigenbindende sete om-
fatter typisk hypervariable regioner {"complementary deter-
mining regions") (CDR'er) som bestemmer bindingsspesifisiteten
for antistoffmolekylet og som er baret pad passende struktur-
regioner 1 de variable domener Der er tre CDR'er (CDR1l, CDR2

og CDR3) 1 hver av de tung og lett kjede variable domener

I beskrivelsen vises det til en rekke publikasjoner ved hjelp
av tallangivelser Publikasjonene er angitt i numerisk rekke-

felge pd slutten av beskrivelsen

Naturlige immunoglobuliner har vart kKjent 1 en rekke ar, og
likeledes de forskjellige fragmenter derav som Fab, {Fab'},
og Fc-fragmentene, som kan utvinnes ved hjelp av enzymatisk
spalting Naturlige immunoglobuliner omfatter et molekyl som
generelt er Y-formet og med et antigenbindende sete 1 ner-
heten av enden av hver gvre arm Resten av strukturen, og
szrlig stammen 1 det Y-formede molekyl formidler virknings-
funksjonene forbundet med immunoglobuliner

Naturlige immunoglobuliner har vart anvendt 1 forbindelse med
analyser, diagnose og, 1 mere begrenset utstrekning, terapi
Slike anvendelser, s®rlig 1 terapi, har imidlertid inntil
nylig vart forhindret pga de naturlige immunoglobuliners
polyklonale natur Et betydelig skritt frem mot bruk av
1mmunoglobiner som terapeutiske midler var oppdagelsen av
prosedyrene for fremstilling av moncklonale antistoff

(MAb'er) med definert spesifaisatet (1)
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De fleste MAb'er er imidlertid dannet ved hjelp av hybridomer
som er fusjoneringer av miltceller og myelomaceller fra gna-
gere De er derfor 1 alt vesentlig gnager-proteiner Der er

svert fa rapporter vedrerende fremstilling av humane MAb'er

Da de fleste tilgjengelige MAb'er er av gnageropprinnelse, er
de av naturen antigeniske 1 mennesker og kan siledes fere tail
en uensket immunrespons betegnet HAMA ("Human Anti-Mouse
Antibody") respons Anvendelse av MAb'er fra gnagere som
terapeutiske midler 1 mennesker er derfor felgelig begrenset
ved det faktum at det menneskelige individ vil sette i verk
en i1mmunologlisk respons mot MAb og vil enten fjerne det full-
stendig eller 1 det mainste redusere dets virkningsfullhet I
praksis kan MAb'er av gnageropprinnelse ikke anvendes 1 pasi-
enter ved mexr enn en eller noen fi behandlinger, da det snart
utvikles en HAMA-respons som gjer MAb ineffektivt s& vel som
at det oppstir uenskede reaksjoner OKT3, et IgG2a/k MAb fra
mus som gjenkjenner et antigen 1 T-cellereseptor-CD3-komplek-
set har £ eks vart godkjent for anvendelse 1 en rekke land 1
verden som en i1mmuno-undertrykker ved behandling av akutt
allograft-forkastelse (Chatenoud et al (2) og Jeffers et al
(3)) Sett pA bakgrunn av gnager-naturen for dette og andre
slike MAb'er, vil imidlertid en signifikant HAMA-respons som
kan inkludere en viktig anti-idiotype-komponent, kunne bygges
opp ved anvendelse Det er derfor klart at det er meget
enskellg A nedsette eller avskaffe denne uenskede HAMA-res-
pons og sdledes utvide anvendelsesomradene for disse svart
nyttige antistoffer

Det er derfor foreslatt at i1kke-humane MAb'er gjeres mindre
antigeniske 1 mennesker Slike teknikker kan generelt beteg-
nes som "humaniserings'-teknikker Disse teknikker omfattex
typisk anvendelse av rekombinant DNA-teknikk for & manipulere
DNA-sekvensen som koder for polypeptidkjedene 1 antistoff-
molekylet

Tidligere metoder for humanisering av MAb'er involverte
dannelse av chimeriske antistoffer hvor et antigenbindende

sete som omfattet de totale variable domener av ett antistoff
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er bundet til konstante domener avledet fra et annet anti-
stoff Metoder for & gjennomfere slike chimeriseringsprose-
dyrer er beskrevet 1 EP 0120694 (Celltech Lamited), EP
0125023 (Genentech Inc og City of Hope), EP-A-0 171456 (Res
Dev Corp , Japan), EP-A-0 173494 (Stanford University), og
WO 86/01533 (Celltech Limited) Denne sistnevnte Celltech-
spknaden (WO 86/01533) omhandler en fremgangsmate for frem-
sti1lling av et antistoffmolekyl scm har de variable domener
fra et mus-MAb og de konstante domener fra et humant immuno-
globulin Slike humaniserte chimeriske antistoffer inneholder
imidlertid fremdeles en betydelige andel av ikke-human amino-
syresekvens, dvs de fullstendige ikke-humane variable dome-
ner, og kan saledes fremdeles utlese noe HAMA-respons, szrlig
ved tilfersel over en forlenget tidsperiode (Begent et al

(referanse 4))

I en alternativ fremgangsmate beskrevet 1 EP-A-0239400
(Winter), har de hypervariable regioner (CDR'er} 1 et muse-
MAb blitt podet p& rammeverkregionene ("framework regions")
av de variable domener 1 et humant immunocglobulin wved hjelp
av sete-rettet mutagnese ved anvendelse av lange oligonukleo-
tider Den foreliggende oppfinnelse vedrerer humaniserte
antistoffmolekyler som er fremstilt i1 henhold til denne
alternative fremgangsmite, dvs CDR-podede humaniserte anti-
stoffmolekyler Slike CDR-podede humaniserte antistoffer vil
1 mye mindre utstrekning fere til en HAMA-respons enn de
humaniserte chimeriske antistoffer pa bakgrunn av at de inne-

holder en mye mindre andel av ikke-human aminosyresekvens

Det tidligste arbeid 1 forbindelse med humanisering av MAb'er
ved hjelp av CDR-poding ble gjennomfert pa MAb'er som gjen-
kjenner syntetiske antigener, slik som NP- eller NIP-anti-
gener Eksempler hvor et muse-MAb som gjenkjenner et lysozym
og et rotte-MAb som gjenkjenner et antigen pa humane T-celler
ble humanisert ved hjelp av CDR-peding, er imidlertid hen-
holdsvis beskrevet av Verhoeyen et al (5) og Riechmann et al
(6) Fremstillingen av CDR-podet antistoff mot antigenet pa
humane T-celler er ogsi beskrevet 1 WO 89/07452 (Medical
Research Councal)
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I Riechmann et al/Medical Research Council er det funnet at
overfering av CDR-regiocnene alene (som definert av Kabat,
referanse {(7) og (8)) 1kke var tilstrekkelig til & g1 til-
fredsstillende antigen-bindingsaktivitet 1 det CDR-podede
produkt Riechmann et al fant at det var nedvendig a bytte en
serinrest 1 stilling 27 1 den humane sekvens med den tilsva-
rende rotte-fenylalaninrest for a4 oppnd et CDR-podet produkt
med forbedret antigen-bindingsaktivitet Denne rest 1 stil-
ling 27 1 den tunge kjede er innenfor den strukturelle sleyfe
ved siden av CDR1 En ytterligere sammenstilling som 1 til-
legg inneholdt en endring fra humant sexrin til rottetyrosin a
stilling 30 1 den tunge kjede hadde 1kke en signifikant
endret bindingsaktivitet 1 forhold til det humaniserte anti-
stoff hvor serin var endret til fenylalanin 1 stillang 27
alene Disse resultater indikerer at forandringer av rester 1
den humane sekvens utenfor CDR-regionene, szrlig 1 den struk-
turelle sloyfe 1 nerheten av CDR1, kan vare nedvendig for a
oppnd effektiv antigen-bindingsaktivitet for CDR-podede anti-
stoffer som gjenkjenner mer komplekse antigener Likevel var
bindingsaffiniteten for de beste CDR-podede antistoffer som
ble oppnadd fremdeles betydelig mindre enn det opprinnelige
MAb

Nylig har Queen et al (9) beskrevet fremstillingen av et
humanisert antistoff som binder til interleukin-2-reseptoren,
ved at CDR'er av et murint MAb (anti-Tac) kombineres med
humane i1mmunoglcbulinrammeverk- og konstante regicner De
humane rammeverkregioner ble valgt for & gjere homologien med
anti-Tac MAb-sekvensen si stor som mulig I tillegg ble det
anvendt data for & identifisere rammeverk-aminosyrerester som
det var sannsynlig ville virke sammen med CDR'ene eller anti-
genet, og det ble anvendt muse-aminosyrer i disse posisjoner
1 det humaniserte antistoff

I WO 90/07861 foreslo Queen et al fire kriterier for utfor-
ming av humaniserte immunoglobuliner Det ferste kriterium er
a anvende, som den humane akseptor, rammeverket ("framework")
fra et spesielt humant immunoglobulin som er sarlig homologt
t1l det i1kke-humane donor-immunoglobulin som skal humanise-
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res, eller & anvende en konsensus-struktur fra flere humane
antistoffer Det andre kriterium er & heller anvende donor-
aminosyren enn akseptoren dersom den humane akseptorrest er
uvanlig og donorresten er typisk for humane sekvenser 1 en
spesifikk rest av strukturen Det tredje kriterium er a
heller anvende donorstuktur-aminosyreresten enn akseptoren 1
sti1llinger 1 umiddelbar narhet av CDR'ene Det fjerde krate-
rium er & anvende donor-aminosyreresten i1 rammeverk-posisjo-
ner hvor aminosyren er forutsagt til & ha et sidekjedeatom
innen omtrent 3 A av CDR'ene 1 en tredimensjonal immunoglo-
bulinmodell og til & vare 1 stand til & interagere med anti-
genet eller med CDR'ene 1 det humaniserte immunoglobulin Det
er foresldtt at kriterium 2, 3 eller 4 kan anvendes 1 tillegg
ti1l eller alternmatavt tal kraiterium en, og kan anvendes alene
eller 1 enhver kombinasjon

WO 90/07861 beskriver detaljert fremstillingen av et enkelt
CDR-podet humanisert antistoff, et humanisert antistoff med
spesifisitet for p55 Tac-proteinet 1 IL-2-reseptoren Kombi-
nasjonen av alle fire kriterier, som nevnt over, ble anvendt
for & utforme dette humaniserte antistoff, idet variabel
region rammeverkene av det humane antistoff Eu (7) anvendes
som akseptor I det oppnddde humaniserte antistoff var donor-
CDR'ene som definert av Kabat et al (7 og 8) og 1 tillegg ble
muse-donorrestene anvendt i stedet for de humane akseptor-
rester 1 stillingene 27, 30, 48, 66, 67, 89, 91, 94, 103,
104, 105 og 107 1 den tunge kjede og 1 stillingene 48, 60 og
63 1 den lette kjede 1 variabel region rammeverkene Det
oppnddde humaniserte anti-Tac-antistoff er rapportert til a
ha en affinitet for p55 pa 3 x 10° M-!, noe som er omtrent en
tredjedel av det som ble oppnadd for murint MAb

Videre er fremstillingen av CDR-podede humaniserte antistcff-
molekyler blitt undersekt og det er i1dentifisert et stillings-
hierark: innenfor rammeverket av de variable regioner (dvs
utenfor badde Kabat CDR'ene og de strukturelle sleyfer 1 de
variable regioner), hvor aminosyre-identitetene av restene er
viktige for 4 oppnd CDR-podede produkter med tilfredsstil-
lende bindingsaffinitet Dette har gjort det mulig & etablere
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et oppsett for a oppna tilfredsstillende CDR-podede produkter
som kan anvendes 1 utstrakt grad uavhengig av graden av homo-
logi mellom donor-immunoglobulinet og akseptor-rammeverket
Gruppen av rester som er identifisert tal & vare av kritisk
viktighet fallex ikke sammen med restene som er identifisert
av Queen et al {9)

De foran beskrevne fordeler oppnas med fremgangsmaten, DNA-
molekylet, klonings- eller ekspresjonsvektoren samt verts-
cellen slik de er definert med de i kravene anferte trekk

Felgeliq, 1 et forste aspekt av oppfinnelsen tilveiebringes
en fremgangsmate for fremstilling av et terapeutisk aktivt
CDR-podet antistoffmolekyl omfattende en tung kjede med et
variabelt region domene omfattende akseptorstruktur og donor-
antigenbindende regioner hvori strukturen omfatter donor-
rester 1 minst en av posisjonene 6, 23 og/eller 24, 48 og/-
eller 49, 71 og/eller 73, 75 og/eller 76 og/eller 78 og 88
og/eller 91, med den betingelse at det CDR-podede antistoff
1kke binder pS5S Tac proteinet av IL-2 reseptoren

I foretrukne utferelsesformer omfatter rammeverket av den
tunge kjede donorrester 1 posisjonene 23, 24, 49, 71, 73 og
78 eller 1 posisjonene 23, 24 og 42 Restene 1 posisjonene
71, 73 og 78 1 rammeverket av den tunge kjede er foretrukket
alle enten akseptorrester eller alle donorrester

I szrlig foretrukne utferelsesformer omfatter rammeverket av
den tunge kjede 1 tillegg donorrester 1 en, noen eller 1 alle
posisjonene 6, 37, 48 og 94 Det er ogsa sazrlig foretrukket
at restene 1 posisjoner 1 rammeverket av den tunge kjede som
vanligvis beholdes pd tvers av spesies, dvs posisjonene 2, 4,
25, 36, 39, 47, 93, 103, 104, 106 og 107 ytterligere omfatter
donorrester dersom de i1kke er beholdt mellom donor og aksep-
tor Mest foretrukket omfatter rammeverket av den tunge kjede
1 tillegyg donorrester 1 posisjoner 2, 4, 6, 25, 36, 37, 39,
47, 48, 93 og 94, 103, 104, 106 og 107
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I tillegg omfatter rammeverket av den tunge kjede eventuelt
donorrester 1 en, noen eller 1 alle posisjonene

1 og 3,

72 og 76,

69 (dersom 48 er forskjellig mellom donor og akseptor),

38 og 46 (dersom 48 er donorresten),

80 og 20 (dersom 69 er donorresten),

67,

82 og 18 (dersom 67 er donorresten),
91,

88, og

hvilken som helst eller flere av 9, 11, 41, 87, 108, 110 og
112

I det ferste og andre aspekter av den foreliggende oppfin-
nelse skal det vises til en fremgangsmate for fremstilling av
terapeutisk aktive CDR-podede antistoffprodukter som omfatter
akseptor-rammeverk og donorantigenbindende regiomer Det skal
forstdes at oppfinnelsen 1 stor utstrekning kan anvendes for
CDR-poding av antistoffer generelt Donor- og akseptoranti-
stoffene kan sdledes avledes fra dyr av den samme spesies og
t1l og med fra samme antistoffgruppe eller undergruppe Det
exr imidlertad mer vanlig at donor- og akseptorantistoffene er
avledet fra dyr av forskjellig spesies Donorantistoffet er
typisk et ikke-humant antistoff, slik som et gnager-MAb, og
akseptorantistoffet er et humant antaistoff

I det ferste og andre aspekter av den foreliggende oppfin-
nelse, omfatter den donorantigenbindende regionen typisk
minst ett CDR fra donorantistoffet Vanligvis omfatter den
donorantigenbende regionen minst to og foretrukket alle tre
CDR'exr av hver av de tung kjede og/eller lett kjed variable
regioner CDR'ene kan omfatte Kabat CDR'er, strukturell
sleyfe CDR'er eller en kompositt av Kabat CDR'er og struktu-
rell sleyfe CDR'er og enhver kombinasjon av disse Foretruk-
ket omfatter de antigenbindende regionene 1 det variable
domene av den CDR-podede tunge kjede CDR'er som tilsvarer
Kabat CDR'er ved CDR2 (restene 50 - 65) og CDR3 (restene 95 -
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100) og en kompositt av Kabat CDR'er og strukturell sleyfe
CDR'er ved CDR1l (restene 26 - 35)

Angivelsene av restene som er gitt over og andre steder 1 den
foreliggende seknad er nummerert i henhold til Kabat-nummere-
ringen (referansene (7) og (8)) Saledes vil rest-angivelser
1kke alltid tilsvare direkte til den lineare nummerering av
aminosyrerestene Den virkelige linexre aminosyresekvens Kan
inneholde farre eller ytterligere aminosyrer enn 1 den
strenge Kabat-nummerering tilsvarende til en forkortning av,
eller innfeyning inn i, en strukturkomponent, enten rammeverk
eller CDR, av den grunnleggende variable domene struktur Den
variable region i den tunge kjede 1 anti-Tac-antistoffet som
beskrevet av Queen et al (9) inneholder £ eks en enkel
aminosyre-innfeyning (rest 52a) etter rest 52 1 CDR2 og en
innfeyning omfattende tre aminosyrer (rester 82a, 82b og B2c¢)
etter rammeverk-rest 82 1 Kabat-nummereringen Den korrekte
Kabat-nummerering av rester kan bestemmes for et gitt anti-
stoff ved at regioner med homoleogi 1 antistoffets sekvens
ordnes med en "standard" Kabat-nummerert sekvens

I et andre aspekt tilveiebringer ogsd den forelidggende opp-
finnelse en fremgangsmate for fremstilling av et terapeutisk
aktivt CDR-podet antistoffmolekyl omfattende en lett kjede
med et variabel reglron domene omfattende akseptor-rammeverk
og donorantigenbindende regioner hvor rammeverket omfatter
donorrester 1 det minste i en av posisjonene 1 og/eller 3 og
46 ogfeller 47, med den betingekse at det CDR-podede
antistoff ikke binder p55 Tac proteinet av IL-2 reseptoren

Den CDR-podede lette kjede 1felge det andre aspekt av opp-
finnelsen omfatter foretrukket donorrester i posisjonene 46
og/eller 47

I et tredje aspekt av den foreliggende oppfinnelse tilveie-
bringes ogsi en fremgangsmate for fremstilling av et tera-
peutisk aktivt CDR-podet antistoffmolekyl omfattende en lett
kjede med et wvariabelt region domene omfattende akseptor-
rammeverk og donorantigenbindende regicnexr hvor rammeverket
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omfatter donorrester 1 minst en av posisjonene 46, 48, 58 og
71, med den betingekse at det CDR-podede antistoff ikke
binder p55 Tac proteinet av IL-2 reseptoren

I en foretrukket utferelsesform av det tredje aspekt, omfat-
ter rammeverket donorrester 1 alle posisjoner 46, 48, 58 og
71

I serlig foretrukne utferelsesformer av det andre og tredje
aspekt, omfatter rammeverket ytterligere donorrester 1 posil-
sjoner 36, 44, 47, 85 og 87 Likeledes, vil posisjoner 1 lett
kjede rammeverket som vanligvis beholdes pa tvers av spesies,
dvs posisjoner 2, 4, 6, 35, 49, 62, 64 - 69, 98, 99, 101 og
102 1 tillegg omfatte donorrester dersom de 1kke er beholdt
mellom donor og akseptor Mest foretrukket omfatter lett
kjede rammeverket 1 tillegg donorrester 1 posisjoner 2, 4, 6,
35, 36, 3B, 44, 47, 49, 62, 64 - 69, 85, 87, %88, %9, 101 og
102

Dessuten, 1inneholder rammeverket 1 det andre eller tredje
aspekt eventuelt donorrester 1 en, noen eller alle av posi-
sjonene

1 og 3,

63,

60 (dersom 60 og 54 er 1 stand til a danne en potensiell
saltbro),

70 {dexrsom 70 og 24 er 1 stand til & danne potensiell
saltbro),

73 og 21 (dersom 47 er forskjellig mellom donor og akseptor),
37 og 45 (dersom 47 er forskjellig mellom donor og akseptor),
©g

hvilken som helst eller flere av 10, 12, 40, 80, 103 og 105

Foretrukket omfatter de antigenbindende regionene 1 det CDR-
podede lett kjede variable domene CDR'er tilsvarende til
Kabat CDR'er 1 CDR1 (rest 24 - 34), CDR2 (rest 50 - 56} og
CDR3 (rest 89 - 987)



10

15

20

25

30

35

10

I et fjexde aspekt tilveiebringer oppfinnelsen ytterligere en
fremgangsmate for fremstilling av et terapeutisk aktivt CDR-
podet antistoffmolekyl som omfatter minst en CDR-podet tung
kjede og minst en CDR-podet lett kjede 1 henhold til det
ferste og andre eller ferste og tredje aspekt av den fore-
liggende oppfinnelse, med den betingelse at det CDR-podede
antistoff ikke binder p55 Tac proteinet av IL-2 reseptoren

De humaniserte antistoffmolekyler og kjeder fremstilt 1 hen-
hold til oppfinnelsen kan omfatte et fullstendig antastoff-
molekyl, med tunge og lette kjeder 1 full lengde, et fragment
derav som et Fab, (Fab'), ellerx FvV-fragment, en lett kjede
eller tung kjede moncmer eller dimer, eller et enkeltkjedet
antistoff, £ eks enkelkjedet FV hver tung og lett kjede
variable regioner er bundet sammen ved hjelp av en peptid-
binding, eller et hvilket som helst annet CDR-podet molekyl
med den samme spesifisitet som det opprinnelige donoranti-
stoff Likeledes kan den CDR-podede tung og lett kjede vari-
able region passende kombineres med andre antistoff-domener
De tunge eller de lette kjeder eller de humaniserte anti-
stoffmolekyler fremstilt i henhold ti1l oppfinnelsen kan ogsa
ha et effektor- eller reportermolekyl festet dertil Det kan
f eks ha en makrosyklus for chelatering av et tungt metall-
atom, eller et toksin, som ricin, festet dertil ved hjelp av
en kovalent brobindingsstruktur Alternativt kan prosedyrene
for rekombinant DNA-teknologi anvendes for a fremstille et
immunoglobulinmolekyl hvor Fc-fragmentet eller CH3-domenet 1
et fullstendig immunoglobulinmolekyl er blitt erstattet med,
eller har festet dertil ved hjelp av peptidbinding, et funk-
sjonelt ikke-immunoglobulinprotein som et enzym eller et
toksinmolekyl

Hvilke som helst passende akseptor variabel region ramme-
verksekvenser kan anvendes under hensyntagen til klasse/type
av donorantistoffet hvorfra de antigenbende regionene er av-
ledet Typen akseptorrammeverk som anvendes er foretrukket av
samme/lignende klasse/type som donorantistoffer Faelgelig kan
rammeverket velges for & maksimere/optimalisere homologi med
donorantistoffsekvensen, szrlig i1 posisjoner nzr eller 1
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nabostilling til CDR'ene En hey grad av homologi mellom
donor-og akseptorsekvenser er imidlertid ikke viktig for
anvendelsen av den forelaiggende oppfinnelse Ved den fore-
liggende oppfinnelse identifiseres et system av rammeverk-
restposisjoner hvor donorrester kan vere viktige eller enske-
lige for & oppnd et CDR-podet antistoffprodukt med tailfreds-
stillende bindingsegenskaper De CDR-podede produkter har
vanligvis bindingsaffiniteter pid minst 10° M'!, foretrukket
minst omtrent 10%° M"!, eller szrlig 1 omridet 10°% - 10%2 M1
Pransippielt kan den foreliggende oppfinnelse anvendes for
enhver kombinasjon av donor- og akseptorantistoffer uten
hensyn til graden av homologl mellom deres sekvenser Et opp-
sett for anvendelse av den foreliggende oppfinnelse pa et
hvilket som helst spesielt donor-akseptor antistoffpar er
gaitt 1 det etterfelgende Eksempler pa humane rammeverk som
kan anvendes er KOL, NEWM, REI, EU, LAY og POM (referanse 4
og 5) og lignende, £ eks KOL og NEWM for den tunge kjede og
REI for den lette kjede og EU, LAY og POM for badde den tunge
kjede og den lette kjede

Ogsi konstant region domenene 1 produktene fremstilt 1 hen-
hold ti1l oppfinnelsen kan velges under hensyntagen til anti-
stoffets foreslitte funksjon og szrlig de effektorfunksjoner
som kreves Konstant region domenene kan £ eks vare human
Igh-, IgE-, IgG- eller IgM-domener Spesielt kan humane IgG
konstant region domener anvendes, sarlig av isotypene IgGl og
IgG3, nar det humaniserte antistoffmolekyl er bestemt til
terapeutiske anvendelser, og antistoff-effektorfunksjoner
kreves Alternativt kan IgG2- og IgG4-isotyper anvendes nar
det humaniserte antistoffmolekyl er beregnet for terapeutiske
form&l og nar antistoff-effektorfunksjonen ikke er nedvendig,
f eks for enkel blokkering av lymfokinaktivitet

Resten av antistoffmolekylene behever imidlertid ikke omfatte
bare proteinsekvenser fra immunoglobuliner Et gen kan £ eks
konstrueres hvori en DNA-sekvens som koder for en del av en
human immunoglobulinkjede fusjoneres til en DNA-sekvens som
koder for aminosyresekvensen av et funksjonelt polypeptad
slik som et effektor- eller reportermolekyl
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Ved fremgangsmaten 1felge oppfinnelsen for fremstilling av et
terapeutisk aktivt CDR-podet antistoffmolekyl benyttes en
rekombinant genteknologisk fremgangsmite

Ytterligere aspekter av den foreliggende oppfinnelse inklude-
rer siledes ogsd DNA-sekvenser som koder for de CDR-podede
tunge og lette kjeder, klonings- og ekpresjonsvektorer som
inneholder DNA-sekvensene samt vertsceller som er transfor-
mert med DNA-sekvensene og som er 1 stand til ekspresjon av
DNA-seKvensene

De generelle metoder for konstruksjon av vektorene, transfek-
sjonsmetoder og dyrkingsmetoder er 1 seg selv velkjente
Slike metoder er £ eks vaist 1 referansene 10 og 11

DNA-sekvensene som koder for donoraminosyresekvensen kan opp-
nas ved hjelp av metoder som er velkjente innen teknikkens
stand De donor-kodende sekvenser kan £ eks oppnas ved
genomisk kloning, eller cDNA-kloning fra passende hybridom-
cellelinjer Positive kloner kan screenes ved anvendelse av
passende prober for de aktuelle gener for den tunge og lette
kjede Ogsa PCR-kloning kan anvendes

DNA som koder for akseptor, f eks human akseptor, sekvenser
kan oppnds pd en hvilken som helst passende mate DNA-sekven-
ser som koder for foretrukne humane akseptor-rammeverk som
KOL, REI, EU og NEWM, er £ eks lett tilgjengelige for de som
arbeider innen dette omradet

Standardteknikker innen molekylazr biologi kan anvendes for
fremstillang av DNA-sekvenser som koder for de CDR-podede
produkter @nskede DNA-sekvenser kan syntetiseres helt eller
delvis ved anvendelse av oligonukleotidsynteseteknikker
Sete-rettet mutagenese og polymerasekjedereaksjon (PCR)-tek-
nikker kan passende anvendes Oligonukleotid-rettet syntese
som begkrevet av Jones et al (referanse 20) kan £ eks anven-
des Ogsd olagonukleotid-rettet mutagenese av en variabel
region som pa forhdnd er fjernet, som £ eks beskrevet av
Verhoeyen et al (referanse 5) eller Riechmann et al (refe-
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ranse 6) kan anvendes Ogsa enzymatisk tilfeying 1 avbrutte
oligonukleotider ved anvendelse av T, DNA-pclymerase som £

eks beskrevet av Queen et al (referanse 9) kan anvendes

BEthvert passende vertscelle/vektorsystem kan anvendes for
ekspresjon av DNA-sekvensene som koder for de CDR-podede
tunge og lette kjeder Bakterielle £ eks E coli og andre
mikrobielle systemer kan anvendes, sarlig for ekspresjon av
antistoff-fragmenter som FAb og (Fab'),-fragmenter, og szrlig
FV-fragmenter og antistoff-fragmenter med en enkelt kjede, £
eks FV'er med enkelt kjede Eukaryotiske £ eks ekspresjons-
systemer fra pattedyr-vertsceller kan anvendes for fremstil-
ling av sterre CDR-podede antistoffprodukter, inkluderende
fullstendige antistoffmolekyler Passende pattedyr-verts-
celler inkluderer CHO-celler og myelom- eller hybridomcelle-
linjerx

I et ytterligere aspekt tilveiebringer saledes den fore-

liggende oppfinnelse en fremgangsmate for fremstilling av et

CDR-podet antistoffprodukt omfattende

(a} fremstilling, 1 en ekspresjonsvektor, av et operon med
DNA-sekvens som koder for en tung kjede av et antistoff
1 henhold til det ferste aspekt av oppfinnelsen, og/-
ellex

(b} fremstilling, 1 en ekspresjonsvektor, av et operon med
en DNA-sekvens som koder for en komplementzr lett kjede
av et antistoff 1 henhold til det andre eller tredje
aspekt av oppfinnelsen,

{c) transfeksjon av en vertscelle med den eller hver vektor,
og

(8) dyrking av den transfekterte cellelinje for fremstilling
av det CDR-podede antistoffprodukt

Det CDR-podede produkt kan omfatte polypeptid avledet fra kun
den tunge eller den lette kjede, hvor kun en tung eller lett

kjede polypeptid-kodende sekvens anvendes for & transfektere

vertscellene
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For fremstillaing av produkter som omfatter bade tunge og
lette kjeder, kan cellelinjen transfekteres med to vektorer,
1det den ferste vektor kan inneholde et operon som kKoder for
et peptid avledet fra en lett kjede og den andre vektor kan
inneholde et operon som koder for et polypeptid avledet fra
en tung kjede Vektorene er foretrukket identiske, unntatt
nar det gjelder kodesekvenser og selekterbare markerer, for &
g1kre, sa langt som mulig, at hver polypeptidkjede uttrykkes
lakt Alternativt kan en enkel vektor anvendes, i1det vektoren
inkluderer sekvensene som koder for polypeptider som er av-
ledet fra bade den lette og den tunge kjede

DNA 1 de sekvenser som koder for de lette og tunge kjeder kan
omfatte cDNA eller genomisk DNA eller begge Det er imidler-
tid foretrukket at DNA-sekvensen som koder for den tunge
eller lette kjede omfatter i det minste delvas genomisk DNA,
foretrukket fusjonert cDNA og genomisk DNA

Den foreliggende oppfinnelse kan anvendes for antistoffer med
en hviken som helst passende spesifisitet Oppfinnelsen kan
imidlertid fordelaktig anvendes for A4 humanisere ikke-humane
antistoffer som anvendes for in vivo terapi Antistoffene
kan sdledes vare steds-spesifikke antistoffer slik som tumor-
spesifikke eller celleoverflate-spesifikke antistoffer som
passende kan anvendes i in vivo terapa Eksempler pa celle-
overflate-spesifikke antistoffer er anti-T-celle antistoffer,
som anti-CD3, og CD4 og adhesjonsmolekyler som CR3, ICAM og
ELAM Antistoffene kan ha spesifisitet for interleukiner
{inkluderende lymfokiner, vekstfaktorer og stimulerende fak-
torer), hormoner og andre biologisk aktive forbindelser, og
reseptorer for hvilken som helst av disse Antistoffene kan
f eks ha spesifisitet for hvilken som helst av de felgende
interferoner «, 8, y eller 8, IL1, Il2, IL3 eller IL4 osv,
TNF, GCSF, GMCSF, EPQO, hGH eller insulin osv

Terapeutiske preparater som omfatter de CDR-podede produkter
fremstilt 1 henhold til oppfinnelsen for anvendelse innen
terap:r kan ogsid oppnéas
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Det kan saledes tilveiebrainges et terapeutisk preparat som
omfatter et antistoff eller molekyl med CDR-podet tung eller
lett kjede 1 henhold til tidligere aspekter av den forelig-
gende oppfinnelse sammen med en farmaseytisk t&lbar barer,
fortynningsmiddel eller hjelpestoff

For terapl tilferes av en effektiv mengde av et antistoff
eller molekyl med CDR-podet tung eller lett kjede 1 henhold
t1l de tidligere aspekter av oppfinnelsen, til et menneske
eller et dyr

En foretrukket protokoll for oppnaelse av antistoff med CDR-
podede tunge og lette kjeder fremstilt 1 overensstemmelse med
den foreliggende oppfinnelse er angitt 1 det etterfelgende
sammen med den logiske begrunnelse som denne protokoll er
utledet fra

Protokell
Det er ferst og fremst nedvendig a sekvensere det DNA som
koder for de variable regioner 1 den tunge og lette kjede

[N

donorantistoffet, for & bestemme deres aminosyresekvenser

Det er ogsd nedvendig a velge passende akseptor variable
regioner 1 den tunge og lette kjede, med kjent aminosyre-
sekvens Den CDR-podede kjede utformes deretter med utgangs-
punkt 1 basisen av akseptorsekvensen Det skal forstas at
donor- og akseptor-aminosyrerestene i1 noen tilfeller kan vare
1dentiske i en spesiell posisjon og det kreves sialedes aingen

forandringer av akseptor-rammeverkresten

1 I et ferste trinn ble akseptorrester erstattet med donor-
rester 1 CDR'ene For dette formdl er CDR'ene foretrukket
definert som felger

Tung kjede - CDR1 rester 26 - 35
- CDR2 rester 50 - 65
- CDR3 rester 55 - 102
Lett kjede - CDR1 rester 24 - 34
- CDR2 rester 50 - 56

- CDR3 rester 89 - 97
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De posisjoner hvorli akseptor skal erstattes med donor-
rester 1 rammeverket velges deretter som felger, ferst og
fremst med hensyn til den tunge kjede og deretter med
hensyn til den lette kjede

Tung kjede

Velg donorrester 1 alle posisjoner 23, 24, 49, 71, 73 og

78 1 den tunge kjede og 1 alle posisjoner 23, 24 og 49

(71, 73 og 78 er alltid enten alle donor eller alle

akseptor)

Undersek at de feolgende har den samme aminosyre 1 donor-

og akseptorsekvenser, og dersom ikke velg foretrukket

donoren 2, 4, &, 25, 36, 37, 3%, 47, 48, 93, 94, 103,

104, 106 og 107

For &4 optimalisere affiniteten ytterligere, overvei valg

av donorrester 1 en, noen eller hvilke som helst av

1 1, 3

11 72, 16

111 Dersom 48 er forskjellig mellom donor- og akseptor-
sekvenser, overvel 69

iv Dersom donorresten velges 1 48, overvel 38 og 46

v Dersom donorresten velges 1 69, overvel 80 og
deretter 20

Vi 67

vii Dersom donorresten velges 1 67, overvel 82 og
deretter 18

v1ill 91

1X 88

x 9, 11, 41, B7, 108, 110, 112
Lett kjede

Velg denor 1 46, 48, 58 og 71

Undersek at de felgende har den samme aminosyre 1 donox-
og akseptorsekvenser, og dersom dette 1kke er tilfelle
velg foretrukket donor

2, 4, 6, 35, 38, 44, 47, 49, 62, 64 - &9, 85, 87, 958,
99, 101 og 102

For &4 optimalisere affiniteten ytterligere, overvei valg
av donorrester 1 en, noen eller hvilken som helst av
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1 1,3

11 63

111 60, dersom 60 og 54 er 1 stand til 3 danne en
potensiell saltbro

iv 70, dersom 70 og 24 er i stand til & danne en
potensiell saltbro

v 73, og 21 dersom 47 er forskjellig mellom donor og
akseptor

Vi 37, og 45 dersom 47 er forskjellig mellom donor og
akseptor

vil 10, 12, 40, 80, 103, 105

Praksis

For & overfere bindingsstedet 1 et antistoff ainn 1 en for-
skjellig akseptorrammeverk, md en rekke faktorer tas 1
betraktning

1 Omfanget av CDR'ene

CDR'ene ("Complementary Determining Regions') ble definert av
Wu og Kabat (referansene 4 og 5) pad grunnlag av en analyse
som vedrerer varlerbarheten av forskjellige regioner 1 anti-
stoff-variable regioner Tre regioner pr domene ble aner-
kjent I den lette kjede er sekvensen 24 til og med 34, 50
ti1l og med 56, og 89 til og med 97 (nummerering 1 henhold tal
Kabat (referanse 4), Eu Index) og i1 den tunge kjede er
sekvensene 31 til og med 35, 50 til og med 65 og 95 til og
med 102

Nar antistoffstrukturene ble tilgjengelige var det tydelig at
disse CDR-regiloner hovedsakelilig tilsvarer sleyferegioner som
strekker seg fra R-"barrel" (lukket P-plate)-rammeverket 1 de
lette og tunge variable domener For Hl var der er en uover-
ensstemmelse ved at sleyfen var fra 26 til og med 32 og for
H2 var sleyfen fra 52 til 56 og for L2 fra 50 til 53 Med
unntak av H1, omfattet imidlertid CDR-regionene sleyfe-
regionene og strakk seg inn 1 f-"barrel”- rammeverket I H1,
har rest 26 en tendens til & vare serin og 27 fenylalanin
eller tyrosin, rest 29 er fenylalanin i de fleste tilfeller
Restene 28 og 30 som er overflaterester som utsettes for
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lesningsmiddel kan vare inveolvert 1 antigenbinding En
forsiktig definisjon av H1-CDR vil derfor kunne inkludere
rester 26 til 35, som derfor inkluderer bade sleyferegioner
og de hypervariable rester 33 tzal 35

Det er interessant & merke seg eksempelet etter Riechmann et
al (referanse 3), som valgte resten 31 - 35 for CDR-H1 For a
danne effektiv antigenbinding, ma ogsa rest 27 vare rekrut-
tert fra donor {rotte} antistoffet

2 Ikke-CDR-rester som badrar til antigenbainding

Ved undersckelse av tilgjengelige rentgenstrale-strukturer er

det blitt i1dentifisert en rekke rester som kan ha en virkning

pa netto antigenbanding og som kan vises ved forsek Disse

rester kan oppdeles 1 en rekke grupper

2 1 Overflaterester nzr CDR {all nummerering som 1 Kabat et

al (referanse 7))

2 1 1 Tung kjede - Nekkelrester er 23, 71 og 73 Andre
rester som kan bidra 1 mindre utstrekning er 1, 3 og
76 Endelig er 25 vanligvis bevart, men murinresten
ber anvendes dersom der er en forskjell

2 1 2 Lett kjede - Mange rester ner CDR'ene, £ eks er 63,
65, 67 og 69 bevart Dersom de er bevart, har sann-
synligvis 1ingen av disse overflaterester 1 den lette
kjede en viktig effekt Dersom murinresten 1 disse
posisjoner imidlertid er uvanlig, vil det vare fordel-
aktig & analysere det sannsynlige bidrag nzrmere
Andre rester som ogsd kan bidra til binding er 1 og 3,
og ogsd 60 og 70 dersom restene 1 disse posisjoner og
1 henholdsvis 54 og 24 eventuelt er 1 stand tal a
danne en saltbro dvs 60 + 54, 70 + 24

2 2 Sammenfeldingsrester nar CDR'ene

2 2 1 Tung kjede - Nekkelrester er 24, 49 og 78 Andre
nekkelrester ville vare 36 dersom 1kke et tryptofan,
94 dersom i1kke et arginin, 104 og 106 dersom ikke gly-
¢ciner og 107 dersom ikke threonin Rester som kan gi
vtterligere bidrag til stabil sammenfolding av den
tunge kjede og sdledes forbedret affinitet er 2, 4, 6,
38, 46, 67 og 65 €7 sammenfolder mot CDR-resten 63 og
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dette par vil begge enten vere fra mus eller begge fra
menneske Rester som bidrar til sammenfolding 1 denne
region men fra en sterre avstand er til slutt 18, 20,
80, 82 og 86 82 sammenfolder mot 67 ©g 18 sammen-
folder 1gjen mot 82 80 sammenfolder mot 69 og 20
sammenfolder i1gjen mot 80 86 danner et H-bindings-
nettverk med 38 og 46 Mange av forskjellene mellom
mus og menneske er av mindre betydning, £ eks Leu-
Ile, men vil kunne ha en mindre virkning pa korrekt
sammenfolding som vil kunne overferes til endret
plassering av CDR'ene
Lett kjede - Nekkelrester er 48, 58 og 71 Andre
nekkelrester vil kunne vere 6 dersom ikke glutamin, 35
dersom 1kke tryptofan, 62 dersom ikke fenylalanin
eller tyrosin, 64, 66, 68, 99 og 101 dersom ikke gly-
ciner og 102 dersom ikke threonin Rester som ytter-
ligexre badrar er 2, 4, 37, 45 og 47 Endelig kan
rester 73 og 21 og 19 1 mindre utstrekning bidra tal
sammenfolding over sterre avstand
Rester 1 det variable domenes grenseflate mellom tunge
og lette kjeder - I bade den tunge og den lette kjede er
de fleste ikke-CDR-grenseflaterester bevart Dersom en
bevart rest erstattes av en rest med forskjellig karak-
ter, £ eks sterrelse eller ladning, ber det anses for
retensjon som murinresten
Tung kjede - Rester som man behever & vurdere er 37
dersom resten ikke er valain, men har et sterre side-
kjedevolum eller har en ladning eller polaritet Andre
rester er 39 dersom ikke et glutamin, 45 dersom ikke
et leucin, 47 dersom ikke et tryptofan, 91 dersom ikke
et fenylalanin eller tyrosin, 93 dersom ikke et alanin
og 103 dersom ikke et tryptofan Rest 89 er ogsia 1
grenseflaten, men er ikke 1 en posisjon hvor side-
kjeden vil kunne ha stor 1innvirkning
Lett kjede - Rester som man behever & vurdere er 36,
dersom 1kke et tyrosin, 38 dersom i1kke et glutamin, 44
dersom ikke et prolin, 46, 49 dersom ikke et tyrosin,
rest 85, rest 87 dersom 1kke et tyrosin og 98 dersom
1kke et fenylalanin
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Variabel-konstant region grenseflate - Vinkelen mellom
variable og konstante regioner kan pavirkes ved foran-
dringer 1 sammenfolding av nekkelrester 1 den variable
region mot den konstante region som kan pavirke posi-
sjonen av V, og V; med hensyn tal hverandre Man skal
derfor legge merke til restene som passende kan vare 1
kontakt med den konstante region I den tunge kjede er
overflaterestene som eventuelt er 1 kontakt med den
variable region beholdt mellom antistoffer fra mus og
menneske og derfor kan kontaktrestene 1 den variable
region innvirke pa V-C-interaksjonen I den lette kjede
varierer aminosyrene som er funnet 1 en rekke av kon-
taktpunktene 1 den konstante region, og V- og C-regi-
onene er ikke 1 en slik nar tilknytning som i den tunge
kjede Derfor vil innvirkningene av V-C-grenseflatene 1
den lette kjede vare av mindre betydning

Tung kjede - Kontaktrester er 7, 11, 41, 87, 108, 110,

112

Lett kjede - I den lette kjede er eventuelle

kontaktrester 10, 12, 40, 80, 83, 103 og 105

De overnevnte analyser sammen med seKernes betydelige prak-

tiske eksperimentelle erfaring 1 CDR-poding av en rekke for-

skjellige antistoffer har fert til det overnevnte oppsett

Den foreliggende oppfinnelse skal nd eksempelvis beskrives
med henvisning til de vedlagte figurer 1 - 13

Kort beskraivelse av figurene

Fig

Fig

Fig

Fig

1 viser DNA og aminosyresekvenser av den OKT3 lette
kjede,

2 viser DNA og aminosyresekvenser av den OKT3 tunge
kjede,

3 viser oppstillingen av OKT3 aminosyresekvensen av
den lette variable region sammen med den for den
lette variable region av det humane antistoff REI,

4 viser oppstillingen av OKT3 aminosyresekvensen av
den tunge variable region sammen med den for den

tunge variable region av det humane antistoff KOL,
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Fig
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viser aminosyresekvensene av den tunge variable
region av OKT3, KOL og forskjellige tilsvarende CDR-
pedinger,

viser aminosyresekvensen av den lette variable
region av OKT3, REI og forskjellige tilsvarende CDR-
podinger,

i1ser en grafisk fremstilling av bindingsforseks-
resultater for forskjellige podede OKT3-antistoffer,
viser en grafisk fremstilling av blokkeringsforseks-
resultater for forskjellige podede OKT3-antaistoffer,
viser en lignende grafisk fremstilling av
blokkeringsforseksresultater,

viser lignende grafiske fremtillinger for bade
bindingsforseks- og blokkeringsforseksresultater,
viser yvtterligere lignende grafiske fremstillinger
for bade bindingsforseks- og blokkeringsforseks-
resultater,

viser engrafiske fremstilling av konkurranse-for-
seksresultater for et minimalt pocdet OKT3-antistoff
sammenlignet med OKT3 murin referansestandard, og
visexr en lignende grafisk fremstilling av konkur-
ranse-forseksresultater som sammenligner et
fullstendig podet OKT3-antistoff med den murine
referansestandard

beskrivels v utferelses mer av oppfin

EKSEMPEL 1

CDR-podang av OKT3

Material og metoder

1 Utgangsceller

Hybridomceller som danner antistoff OKT3 ble tilveiebragt fra
Ortho {seedlot 4882 1) og blir dyrket 1 et Dulbecco's Medi-
fied BEagles Medium uten antibiotika (DMEM) som var til-satt

glutamin og 5 ¥ fetalt kalveserum, og som ble skilt til a g1

en overliggende supernatant for evaluering og celler for

ekstraksjon av RNA Den overliggende supernatant inneholdt

250 pg/ml murint IgG2a/kappa antistoff Supernatanten inne-
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holdt 1kke murin lambda lett kjede og IgGl, IgG2b, IgG3, IgA
og IgM tung kjede 20 ml supernatant ble undersekt for &
bekrefte at det tilstedevarende antistoff var OKT3

2 Molekyler biologaprosedyrer

De grunnleggende prosedyrer for molekylar biologi var som
beskrevet 1 Maniatis et al (referanse 9) med noen maindre
modifikasjoner 1 enkelte tilfeller DNA-sekvensering ble
gjennomfert som beskrevet 1 Sanger et al (referanse 11) og i
Amersham International Plc sekvenseringshandboken Seterettet
mutagenese var som beskrevet 1 Kramer et al (referanse 12} og
1 Anglian Biotechnology Ltd handboken COS-celleekpresjon og
metabolsk merking var som beskrevet 1 Whittle et al (refe-
ranse 13)

3 Undersekelsesforsek
31 Samleforsgk

Samleforsek ble gjennomfert pa supernatanter fra
transfiserte COS-celler for & bestemme mengden
tilstedevarende intakt IgG

311 COS-celler transfektert med OKT3-gener fra mus
Forseket som ble gjennomfert for intakt muse-IgG 1
C0S-celle supernatanter var ELISA med fezlgende format
mikrotiterplater med 96 brenner ble belagt med
F{(ab'),-geit anti-mus IgG Fc¢ Platene ble vasket i
vann og prever ble tilsatt i lepet av en time ved
romtemperatur Platene ble vasket og F(ab'),-geit
anti-mus IgG F(ab'}, (HRPO-konjugert) ble deretter
tilsatt Substrat ble tilsatt for & vise reaksjonen
UPC1l0, et IgG2a-myeloma fra mus ble anvendt som en
standard

3 12 COS~ og CHO-celler transfektert med chimeriske eller
CDR-podede OKT3-gener
Bestemmelsen som ble anvendt 1 forbindelse med chime-
risk eller CDR-podet antistoff i COS-celle superna-
tanter var ELISA med folgende format
mikrotiterplater med 96 brenner ble belagt med
F(ab'),-geit anti-humant IgG Fc Platene ble deretter
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vasket og prever ble tilsatt og inkubert 1 en time ved
romtemperatur Platene ble vasket og monoklonal anti-
human kappa-kjede fra mus ble tilsatt 1 lepet av en
time ved romtemperatur Platene ble vasket cg F{ab'),-
geit anti-mus IgG Fc (HRPO-konjugert) ble tilsatt
Enzymsubstratet ble tilsatt for & vise reaksjonen
Chimeraisk B72 3 (IgG4) (referanse 13) ble anvendt som
standard Anvendelse av en monoklonal anti-kappa-kjede
1 dette forsek tillater at podede antistoffer kan
avleses ut fra den chimeriske standard

Bestemmelse av antigen-bindingsaktivitet

Material fra COS-cellesupernatanter ble analysert for

OKT3-antigenbindende aktivitet pad CD3 positive celler 2

en direkte analyse Prosedyren var som felger

HUT 78-celler {human T-cellelinje, CD3-positiv} ble

holdt 1 cellekultur Monolag av HUT 78-celler ble

fremstilt pa ELISA-plater med 96 brenner ved anvendelse

av poly-L-lysin og glutaraldehyd Prever ble tilsatt til

monolagene 1 lespet av en time ved romtemperatur

Platene ble vasket forsiktig ved anvendelse av PBS
F(ab'),-geit anti-humant IgG Fc (HRPO-konjugert) eller
F(ab'),-geit anti-mus IgG Fc¢ (HRPO-konjugert) ble til-
satt som pasgende for humaniserte eller museprever
Substrat ble tilsatt for & vise reaksjon Den negative
kontroll for den cellebaserte bestemmelse var chimerisk
B72 3 Den positive kontroll var Orthomune OKT3 av mus
eller chimerisk OKT3 nidr det var tilgjengelig Dette
cellebaserte forsek var vanskelig a gjennomfere, og en
alternativ analyse ble utviklet for CDR-podet OKT3 som
var mer sensitiv og lettere & gjennomfere

I dette system ble CDR-podet OKT3 dannet ved hjelp av
COS-celler testet for dets evne til & bande til den CD3-
positive HPB-ALL {"human peripheral blood acute lympho-
cytic leukemia") cellelinje Det ble ogsa testet for
dets evne til & blokkere binding av murint OKT3 til
disse celler Bindingen ble malt ved hjelp av felgende
prosedyre HPB-ALL-celler ble hesstet fra vevskultur
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Cellene ble inkubert ved 4°C 1 en time med forskjellige
fortynninger av test-antistoff, positiv kontroll-anti-
stoff eller negativ kontroll-antistoff Cellene ble
vasket en gang og inkubert ved 4°C 1 en time med FITC-
merkef geit anti-humant IgG (Fc-spesifikk, museabsor-
bert) Cellene ble vasket to ganger og analysert ved
hjelp av cytofluorografi Chimeraisk OKT3 ble anvendt som
en positiv kontroll for direkte binding Celler inkubert
med mock-transfektert COS-celle supernatant, etterfulgt
av FITC-wmerket geit anti-humant IgG, var den negative
kontroll For & teste den evihen som CDR-podet OKT3 har
t1l 4 blokkere murin OKT3-binding, ble HPB-ALL-cellene
inkubert ved 4°C 1 en time med forskjellige fortynninger
av et antistoff eller kontrollantistoff En fast metten-
de mengde FITC OKT3 ble tilsatt Prevene ble inkubert 1
en time ved 4°C, vasket to ganger og analysert ved hjelp
cytofluorografi FITC-merket OKT3 ble anvendt som en
positiv kontroll for & bestemme maksimal binding Umer-
ket murain OKT3 tjente som en referansestandard foxr blok-
kering Negative kontreoller var ikke-merkede celler med
eller uten mock-transfektert celle supernatant Den
evnen som CDR-podet OKT3 lett kjede har til & binde CD3-
positive celler og blokkere bindingen av murin OKT3 ble
fearst testet sammen med den chaimeriske OKT3 tunge kjede
Den chimeriske OKT3 tunge kjede bestdr av den murine
OKT3 variable region og den humane IgG4 konstante

region Gener for den chimeriske tunge kjede uttrykkes 1
den samme ekspresjonsvektor som anvendes for de CDR-
podede gener Ekspresjonsvektoren for CDR-podet lett
kjede og ekspresjonsvektoren for den chimeriske tunge
kjede ble ko-transfektert inn i COS-celler Hele det
chimeriske OKT3-antaistoff (chimerisk lett kjede og
chimerisk tung kjede) ble funnet & vare i stand til a
binde til CD3 positive celler og blokkere bhindingen av
murint OKT3 ti1il disse celler

Bestemmelse av relataiv bindingsaffinitet

De relative bindingsaffiniteter av CDR-podede anti-CD3
monoklonale antistoffer ble bestemt ved konkurrerende
binding (referanse 6) ved anvendelse av den HPB-ALL
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humane T-cellelinje som en kilde for CD3-antigen, og
fluorescein-konjugert murint OKT3 (F1-CKT3) med en kjent
bindingsaffinitet som et marker-antistoff Bindingsaff:-
niteten av F1-OKT3-marker antistoffet ble bestemt ved
hjelp av en direkte bindingsbestemmelse hvora skende
mengde F1-OKT3 ble inkubert med HPB-ALL (5x10%) 1 PBS
med 5 % fetalt kalveserum 1 60 minutter ved 4°C Cellene
ble vasket og den fluorescerende intensitet ble bestemt
pd et FACScan flowcytometer som var kalibrert med kvan-
titative mikrokule-standarder (Flow Cytometry Standards,
Research Triangle Park, NC) Fluorescerende intensitet
per antistoffmolekyl (F/P-forhold) ble bestemt ved
anvendelse av mikrokuler som har et forhandsbestemt
antall mus IgG-antistoff-bindingsseter {Simply Cellular
beads, Flow Cytometry Standards) F/P er lik den fluore-
scerende intensitet av kuler mettet med F1-OKT3 dividert
med antall baindingsseter pr kule Mengden av bundet og
fritt F1-OKT3 ble beregnet fra den gjennomsnittlige
fluorescerende intensitet pr celle, og forholdet
bundet/fritt ble plottet mot antall mol bundet anti-
stoff En linear tilpasning ble anvendt for & bestemme
bindingsaffiniteten (absolutt verdi av helningen
("slope")) For konkurrerende binding, ble skende meng-
der konkurrerende antistoff tilsatt til en sub-mettende
dose av F1-OKT3 og inkubert med Fx10% HPB-ALL i 200 ml
PBS med 5 % foetalt kalveserum 1 60 minutter ved 4°C De
fluorescerende intensiteter av cellene ble malt pa et
FACScan flowcytometer som er kalibrert med kvantitative
mikrokule-standarder Xonsentrasjonene av bundet og
fritt F1-OKT3 ble beregnet Affinitetene av konkurre-
rende antistoffer ble beregnet fra ligningen

[X] - [OKT3] = (1/Kx) - (1/Ka), hvori Ka er affiniteten
av murint OKT3, Kx er affiniteten av det konkurrerende
X, [ ] er konsentrasjonen av konkurrerende antistoff
hvor bundet/fri binding er R/2, og R er maksimal
bundet/fri bindaing

Oppb av _cDNA- otek
Fremstilling av mRNA og syntese av cDNA



10

5

20

25

30

35

26

OKT3-produserende celler ble dyrket som beskrevet over
og 1,2 x 10°-celler ble hestet og mRNA ble ekstrahert
ved anvendelse av guanidin/LiCl ekstraksjonsprosedyren
CDNA ble fremstilt ved priming fra 0ligo-dT til & danne
cDNA med full lengde CcDNA ble metylert og EcoRI-linkere
ble tilsatt for kloning
4 2 Oppbygning av bibliotek
cDNA-biblioteket ble ligert til pSP&5-vektor DNA som var
kuttet med EcoRI og 5'-fosfatgruppene ble fjernet ved
kalvetarm-fosfatase (EcoRI/CIP) Ligeringen ble anvendt
for & transformere Eschericia coli (E coli) HB101l med
hey transformasjonseffektavitet Et cDNA-bibliotek ble
fremstilt 3 600 kolonier ble screenet for den lette
kjede og 10 000 kolconier ble screenet for den tunge
kjede
5 Screenin
E coli-kolonier som var positive med hensyn til prober for
enten tung eller lett kjede ble 1dentifisert ved oligo-
nukleotid-screening med anvendelse av oligonuklectidene
5'-TCCAGATGTTAACTGCTCAC for den lette kjede som er komplemen-
ter til en sekvens i den konstante kappa-region 1 mus, og 5'-
CAGGGGCCAGTGGATGGATAGAC for dem tunge kjede som er komplemen-
ter til en sekvens 1 den IgG2a konstante CHl-domene-region 1
mus Tolv lett kjede klomer og ni tung kjede kloner ble
1dentifisert og tatt ut for em ytterligere screening
Positive kloner fra den vtterligere screening ble dyrket og
DNA ble fremstilt Sterrelsene av geninnskuddene ble estimert
ved gelelektroforese og de med en sterrelse som er 1 stand
til & inneholde en uforkortet cDNA ble sub-klcnet inn 1 M13
for DNA-sekvensering

6 DNA-sekvenserang
Kloner som representerer fire storrelsesgrupper for bade

tunge og lette kjeder ble oppnadd 1 Mi3 DNA-sekvensen for de
5' 1kke-translaterte regioner, signalsekvenser, variable
regioner og 3' i1kke-translaterte regioner av uforkortede
cDNA&'er (figurene 1(a) og 2(a)) ble oppniddd og de tilsvarende
aminosyresekvenser ble beregnet ((figurene 1(b) og 2(b}} I
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fig 1({a) er de ikke-oversatte DNA-regioner vist everst, og 1
begge figurene 1 og 2 er signalsekvensene understreket

7 nstruk av cDNA- sjonsve
Celltech-ekspresjonsvektorer er basert pa plasmidet pEEShCMV
(referanse 14) En polylinker for innskuddet av gener som
skal uttrykkes er innfert etter den sterste tidlige direkte
promotor/enhancer av det humane Cytomegalovirus (hCMV}
Markergener for seleksjon av plasmidet 1 transfekterte euka-
ryotigske celler kan innskytes som BamHI-kassetter 1 det unike
BamHI-sete 1 pEE6hCMV, £ eks neomarkeren for a4 gi pEE6hCMV-
neo Det er vanlig praksis a ainnskyte neo- og gpt-markerer
feor genet av interesse innskytes, mens GS-markeren innskytes
t1l sist pga tilstedevarelse av interne EcoRI-seter 1 kasset-
ten

De selekterbare markerer uttrykkes fra den SV40 sene promoter
som ogsd tilveiebringer et replikasjonsorigo slik at vekto-
rene kan anvendes for ekspresjon 1 det COS-celle transiente
ekspresjonssystem

Musesekvensene ble fjernet fra de Ml3-baserte veKktorer som er
beskrevet over som EcoRI-fragmenter og klonet inn i enten
PEE6-hCMV-neo for den tunge kjede eller inn 1 EE6-hCMV-gpt
for den lette kjede til & g1 henholdsvis vektorene pJAl3é og
pJA135

8 Ekspresjon av cDNA'exr i COS-celler

Plasmidene pJAl35 og pJAl36 ble ko-transfektert inn 1 COS-
celler og supernatant fra transient-ekspresjonsforseket ble
vist til & inneholde sammensatt antistoff som bandt til T-
celle-anrikede lymfocytter Metabolske merkingsforsek med
anvendelse av 33S-methionin viste ekspresjon og sammensetning

av tunge og lette kjeder

9 Konstruksjon av chimerjiske gener
Konstruksjon av chimeriske gener fulgte en tidligere beskre-
vet strategi (Whittle et al (referanse 13)) Et restriksjons-

sete nar 3'-enden av den variable domenesekvens i1dentfiseres
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og anvendes til & feste en oligonuklectidadapter som koder
for resten av den variable region fra mus og et passende
restriksjonssete for festing til den valgte konstante region

9 1 Konstruksjon av lett kjede gen
Lett kjede cDNA-sekvenser fra mus inneholder et Aval-
sete nzr 3'-enden av den variable region (£ig 1({a))
Stersteparten av sekvensen av den variable region ble
isolert som et EcoRI-Aval-fragment med 396 basepar En
oligonukleotid-adapter ble utformet ti1l & erstatte
resten av 3'-regionen 1 den variable region fra Aval-
setet og ti1il & inkludere 5'-restene av den humane kon-
stante region opp til og 1nkluderende et eneste NarI-
sete som tidligere var innarbeidet 1 den konstante
region
Et HindIII-sete ble innfeort til & virke som en marker
for innskyting av linkeren Linkeren ble ligert til V-
fragmentet og det EcoRI-NarI-tilpassede fragment med 413
basepar ble renset fra ligeringsblandingen

Den konstante region ble 1solert som et NarI-BamHI-
fragment fra et Mi13-klon-NW361 og ble ligert med det
variable region-DNA inh 1 en EcoRI/BamHI/CIP pSP&5-
behandlet vektor 1 en treveis-reaksjon til & gi plasmad
JA143 Kloner ble aisolert etter transformasjon inn 1 E
coli og linkeren og koblingssekvenser ble bekreftet wved
tilstedevaerelse av HindIII-setet og ved DNA-sekvense-
ring

9 2 Konstruksjon av lett kjede gen - versjon 2
Konstruksjonen av det ferste chimeriske lett kjede gen
gir en fusjon av mus- og humane aminosyresekvenser 1
koblingen variabel-konstant region I tilfellet med
OKT3-lett kjede er aminosyrene 1 den chimere kobling

Leu-Glu-Ile-Asn-Arg/-/Thr-vVal-Ala-Ala
VARIABEL KONSTANT

Dette sekvensarrangement introduserer et potensielt sete
for asparagin (Asn) bundet (N-bundet) glykosylering av

V-C-koblingen Derfor ble en annen versjon av den chime-
riske lett kjede oligonukleotid-adapteren utformet hvor
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threonin (Thr), den ferste aminosyre 1 den humane kon-
stante region, ble erstattet med den ekvivalente amino-
syre fra den konstante region 1 mus, alanin (ala)

Et internt KindIII-sete var i1kke inkludert i denne
adapter, for a differensiere de to chimeriske lett kjede
genexr

Variabel region fragmentet ble isolert som et EcoRI-
Aval-fragment med 376 baserpar Oligonukleotidlinkeren
ble ligert til NarI-kuttet pNW36l og deretter ble den
tilpassede konstante region med 396 basepar isolert
etter at det modifiserte pNW361 var kuttet pd nytt med
EcoRI Variabel region fragmentet og det modifiserte
konstant region fragmentet ble ligert direkte inn 1
Ecol/CIP-behandlet pEE6hCMV-neo til a g1 pJAl37 Opp-
rinnelig hadde alle de undersekte klomer innskuddet 1
den ukorrekt orientering Innskuddet ble derfor aisclert
Pa nytt og klonet pa nytt for a vende innskuddet om og
gl plasmid pJAl4l Det ble oppnadd flere kloner med
innskudd 1 korrekt orientering og adapter-sekvensen av
ett ble bekreftet wved DNA-sekvensering
Konstruksjon av tung kjede gen
Valg av gen—-isotype for tung kjede
Konstant region isotypen som ble valgt for den tunge
kjede var human IgG4
Genkonstruksjon
Tung kjede cDNA-sekvensen viste et BanI-sete n®r 3'-
enden av den variable region (fig 2(a)) Det meste av
sekvensen for den variable region ble 1solert som et
EcoRI/CIP/Banl-fragment med 426 basepar En oligonu-
kleotid-adapter ble utformet til & erstatte resten av
3'-regionen av den variable region fra Banl setet opp
ti1l og inkluderende et eneste HindIII-sete som tidli-
gere var blitt innfert inn 1 de ferste to aminosyrer
av den konstante region Linkeren ble ligert til Vy-
fragmentet og det EcoRI-HindIII-tilpassede fragment
ble renset fra ligeringsblandingen
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Den variable region ble ligert til den konstante
region ved at pJA91 ble kuttet med EcoRI og HindIIX
med fjerning av intron-fragmentet og erstatning av
dette med Vy til & g1 pJAl42 Kloner ble 1lsolert etter
transformasjon inn 1 E coli JM101 og linker- og kob-
lingssekvenser ble bekreftet ved DNA-sekvensering

(Merk HindIII-setet er tapt ved kloning)

Konstruksjon av chimeriske ekspresionsvektorer
Neo-og-gpt-vektorer

Den chimeriske lette kjede (versjon 1) ble fjernet fra
pJAl43 som et EcoRI-fragment og klonet inn 1 EcoRI/CIP-
behandlet pEE6hCMVneo-ekspresjonsvektor til a gi pJAl4s
Kloner med innskuddet 1 korrekt orientering ble identi-
fisert ved restriksjonskartlegging

Den chimeriske lette kjede (versjon 2) ble konstruert
som beskrevet over Det chimeriske tung kjede gen ble
isolert fra pJdAl42 som et 2,5 kbp EcoRI/BamHI-fragment
og klonet inn 1 det EcoRI/BclI/CIP-behandlede vektor-
fragment av et derivat av pEE6hCMVgpt til & g1 plasmid
pJAl4ad

GS separate vektorer

GS-versjoner av pJAl4l og pJRl44 ble konstruert ved at
neo- og gpt-kassettene ble erstattet ved en BamHI/Sall/-
CiP-behandling av plasmidene, isolering av vektorfrag-
mentet og ligering til et GS-holdig fragment av plas-
midet pRO49 til & g1 lett kjede vektoren pJA179 og tung
kjede vektoren pJdAl80

GS enkeltvektor-konstzruksjon
Enkeltvektor-konstruksjoner som inneholder cL ({(chimerisk
lett), cH (chimerisk tung) og GS-gener pa ett plasmid 1
rekkefelgen cL-cH-GS, eller cH-cL-GS og med transkrip-
sjon av genene som er hode til hale("head to tail") f
eks cL>cH>GS ble konstruert Disse plasmider ble
fremstilt ved at pJAl79 eller pJAL8} ble behandlet med
BamHI/CIP og ligert 1 en BglII/HindIII hCMV-promoter-
kassett sammen med enten HaindIII/BamHI-fragmentet fra
PJALl41 inn 1 pJA180 til & g1 cH-cL-GS-plasmidet pJdAl82
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eller HindIII/BamHI-fragmentet fra pJAl44 inn 1 pJAl79
t1l & g1 cL-cH-GS-plasmidet pJAls8l

resjo v _chimerisg ener
Ekspresjon 1 COS-celler
Det chimeriske antistoff-plasmid pJdAl45 (cL) og pJAl4s4d
(cH) ble ko-transfektert inn 1 COS-celler c©g supernatant
fra transient-ekspresjonsforseket ble vist til & inne-
holde sammenstilt ("assembled") antistoff som bandt tail
den humane T-cellelinje HUT 78 Metabolske merkingsfor-
sek ved anvendelse av 3°S-methionin viste ekspresjon og
sammenstilling av tunge og lette kjeder Mobiliteten av
den lette kjede som ses pa reduserte geler foreslar
imidlertid at det potensielle glykosyleringssete var
blitt glykosylert Ekspresjon 1 COS-celler i narver av
tunicamycin viste en reduksjon av den lette kjedes
sterrelse 1 forheld til den som er vist for kontroll-
chimeriske antistoffer og den OKT3 lette kjede fra mus
Derfor ble JAl41l konstruert og uttrykt I dette tilfelle
viste ikke den lette kjede en varierende mobilitet eller
endring av sterrelsen 1 narvaer eller fraver av tunica-
mycin Denne andre versjon av den chimeriske lette
kjede, nar den uttrykkes sammen med chimerisk tung (cH)
kjede, dannet antistoff som viste god banding til HUT
78-celler I begge tilfeller var antigenbinding
ekvivalent med den for museantistoffet
Ekspresijon 1 ovarie (CHO) celler fra kinesisk hamster
Stabile cellelinjer er fremstilt fra plasmidet
pJAl4l/pdAlas og fra pJdAl79/pJAlso, pJAl8l og pJAls2 ved
transfeksjon inn 1 CHO-celler

CDR - in

Den metode som anvendes var et forsek pad & innfere tilstrek-

kelige muserester inn i et humant variabel region rammeverk

for & danne antigen-bindingsaktivitet som var sammenlignbar

med museantistoffene og de chimeriske antistoffene

12 1 Analyser av den variable region

Fra en undersekelse av en liten database av strukturer
av antistoffer og antigen-antistoff-komplekser er det
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klart at kun et lite antall antistoffrester er 1 direkte

kontakt med antigenet Andre rester kan bidra til antai-

gen binding ved plassering av kontaktrestene 1 snskelige

konfigurasjoner og ogsd ved 3 1indusere en stabil sammen-

folding av de inviduelle variable domener og stabil

interaksjon av de variable domener 1 den lette og tunge

kjede De rester som velges for overfering kan identi-

fiseraing pd en rekke matex

(a)

(b}

(c)

1211

Ved eksaminasjon av antistoff rentgenkrystall-struk-
turer kan antigen-bindingsoverflaten 1 alt vesentlig
lokaliseres pa en rekke sleyfer, tre pr domene, som
strekker seg fra B-"barrel" rammeverket
Ved analyse av variabelt domene sekvenser av anti-
stoffet kan hypervariable regioner {betegnet "the
Complementary Determining Region's" (CDR'er) av Wu og
Kabat {(referanse 5)) i1dentifiseres I de fleste, men
1kke alle tilfeller tilsvarer disse CDR'er, men strek-
ker seg litt utenfor, de overnevnte sleyferegioner
Rester som 1kke i1dentifiseres ved (a) og (b) kan baidra
ti1l antigenbinding direkte eller indirekte ved at de
pavirker topologien 1 antigenbindingssetet, eller wved
at de induserer en stabil sammenfolding av de indivi-
duelle variable domener og en stabilisering av den
inter-variable domeneinteraksjon Disse rester kan
enten i1dentifiseres ved at sekvensene for et visst
antistoff legges oppa en kjent struktur og man ser pa
nokkelrester for deres bidrag, eller ved sekvens-
oppstillingsanalyser 1 det man merker seg "idiosyn-
kratiske" rester med etterfeslgende undersekelse av
deres strukturelle lokalisering og lignende effekter
Lett kjede
Fig 23 viser en oppstilling av sekvenser for den huma-
ne rammeverkregion REI og den OKT3-variable region 1
den lette kjede De strukturelle sleyfer (LOOP) og
CDR'er (Kabat) som man antar svarer til antigen-
bindingsregionen er markert En rekke andre rester som
ogsd eventuelt bidrar til antigenbinding som beskrevet
1 13 1(c) er ogsa markert Over sekvensene 1 fig 3
indikerer resttypen den romlige lokalisering av hver
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rest-sidekjede, utledet ved eksaminasjon av oppleste
strukturer fra rentgenkrystallografi-analyser
Nokkelen ti1l denne rest-type-angivelse er som felger

- n®mr CDR (Fra rentgenstrukturer)

Sammenfolding B - Begravet i1kke-sammenfolding

- Overflate E - Synlig

H o=
1

- Grenseflate * - Grenseflate
- Sammenfolding/Synlig del
? - Ikke-CDR-rester som kan vare nedvendig & etterlate
som musesekvens
De rester som er understreket i fig 3 er aminosyrer REI
ble valgt som det humane rammeverk fordi den lette kjede
er en kappa-kjede og de kappa-variable regioner viser
st@rre homologli med musesekvensene enn en lambda lett
kjede variabel region £ eks KOL (se under) REI ble valgt
fremfor en annen kappa lett kjede fordi rentgenstrukturen
av den lette kjede har vert bestemt slik at en struktur-
undersekelse av de individuelle rester vil kunne gjennom-
fores
12 1 2 Tung kjede
Likeledes viser fig 4¢ en sammenstilling av sekvenser for
den humane rammeverkregion KOL og den OKT3 variable region
1 den tunge kjede De strukturelle sleyfer og CDR'er som
antas a korrespondere med antigen-bindingsregionen er
markert En rekke andre rester som ogsa kan bidra t:l
antigenbinding er markert, som beskrevet i 12 1(c)
Nekkel-resttypen og andre indikatorer som anvendes 1 fig
4 er de samme som dem som ble anvendt 1 fig 3 KOL ble
valgt som tung kjede rammeverket fordi rentgenstrukturen
er blitt bestemt til en bedre opplesning enn £ eks NEWM
og sekvensoppstillingen av den OKT3 wvariable region 1 den
tunge kjede viste en noe bedre homologi med KOL enn med
NEWM
12 2 Utforming av variable gener
Variabel region domenene ble utformet med anvendelse av
variabel region optaimal kodon fra mus {(Grantham og Perrin
(referanse 15)) og ved anvendelse av B72 3 signalsekvenser
(Whittle et al (referanse 13)) Sekvensene ble utformet til

& festes til den konstante region pad samme mate som for de
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overnevnte chimeriske gener Enkelte sammenstillinger
inneholdt "Kozak Konsensus-sekvensen'" (Kozak (referanse
16)) direkte bundet til 5' av signalsekvensen 1 genet
Dette sekvensmotiv antas a spille en vikitig rolle 1 trans-
lasjonsinitiering 1 eukaryoter

12 3 Genkonstruksjon

For a4 bygyge de variable regioner er forskjellige strategier

tilgjengeliqg Sekvensen kan sammenstilles ved anvendelse av

oligonukleotider pd en lignende midte som hos Jones et al

(referanse 17) eller ved samtidig erstatning av alle CDR'er

eller sleyferegioner ved oligonukleotid-rettet setespesi-
fikk mutagenese pa samme mate som 1 henhold til Verhoeyen
et al (referanse 2) Begge strategler ble anvendt og en

liste over konstruksjoner er angitt 1 tabellene 1 og 2 og 1

fig 4 og 5 I en rekke tilfeller ble det notert at mutage-

nese-metoden ferte til delesjoner og rearrangementet 21
genet som remodelleres, mens en vellykket sammenstilling
var meget felsom med hensyn til kvaliteten av oligonukleo-
tidene

13 Konstruksjon av resjonsv orer

Gener ble 1solert fra M13- eller SPé65-baserte intermedizre
vektorer og klonet inn 1 pEE6hCMVnec for de lette kjeder og
PEE6hCMVgpt for de tunge kjeder pd samme mite som for de

overnevnte chimeriske gener
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TABELL 1 CDR-podede genkonstrukter
Kode Innhold av Konstruksjonsmetode Kozak-
musesekvens sekvens
— +
Lett kjede Al]l humant rammeverk REZX
121 26-32,50-~56,51-96 inklusiv SIM og gensammenstilling + 1u
121A 26-32,50-56,91-96 inklusiv Delvas gensammenstilling i1u o+
+1, 3, 46, 47
12iB  26-32,50-56,91-96 inklusiv Delvas gensammenstiliing i1u
+46, 47
221  24-24,50-56,91-96 inklusiv Delvis gensammenstilling + +
221A 24-34,50-56,51-96 inklusiv Delvls gensammenstilling + +
+1, 3, 46, 47
221B 24-34,50-56,91-96 inklusiv Delvis gensammenstilling + +
+1, 3
221C  24-34,50-56,91-96 inklusiv Delvis gensammenstilling + +
Tung kjede 211 humant rammeverk KOL
121 26-32,50-56,95-100B 1nklusiv Gensammenstilling iu 4+
131  26-32,50-58,95-100B inklusiv Gensammenstilling iu o+
141  26-32,50-65,95-100B inklusiv Delvas gensammenstilling + 1u
321  26-35,50-56,55~100B inklusiv Delvis gensammenstilling + 11U
331 26-35,50-58,55-100B inXlusiv Delvis gensammenstilling +
Gensammenstilling +
341 26-35,50-65,95-100B inklusiv SIM +
Delvis gensammenstilling +
341a  26-35,50-65,95-100B 1nklusiv Censammenstllling i1u +
+6, 23, 24, 48, 49, 71, 73, 76
78, 88, 91 (+63 = mumnan)
341B 26-35,50-65,95~100B inklusiv Gensammenstilling 1Lu +
+48, 49, 71, 73, 76, 78, 88, 91
(+63 + human)
Bemerk
iu - 1kke utfert
SDM

sammenstilling

- Seterettet mutagenese
Gensammenstilling - Variabel region sammenstilt helt fra
oligonukleotider
Delvis gen- — Variabel region sammenstilt ved kombaina-

sjon av restriksjonsfragmenter enten fra

andre gener som opprinnellqg er dannet ved
hjelp av SDM og gensammenstiliing ellerxr

ved oligonukleotid-sammenstilling av en

del av den varlable region og rekonstruk-—
sjon med restriksjonsfragmenter fra andre
gener som opprinnelig er dannet ved hjelp
av 8DM og gensammenstilling
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Ekspregjon av CDR-pedede_gener

Fremstillang av antistoff bestdende av podede lette
(gL) kjeder med tunge (mH) kjeder fra mus ellexr chime-
raiske tunge (cH) kjeder

Alle gl-kjeder 1 forening med mH eller cH ga raimelige
mengder antistoff Innskudd av Kozak-konsensus-sekvensen
1 en posisjon 5' til ATG (kgL-konstrukter) ferte imid-
lertid ti1l en 2 - 5 dobbel forbedring 1 netto ekspre-
sjon Over en omfattende serie med forsek ble ekspre-
sjonsniviene vkt fra omtrent 200 ng/ml ti1il omtrent 500
ng/ml for kglL/cH- eller kgL/mH-kombinasjoner

Nir den dairekte binding til antigen pa HUT 78-celler ble
malt, ferte et konstrukt som var utformet til & anklu-
dere musesekvens basert pa sleyfelengde (gLl21) ikke tal
aktivt antistoff i forening med mH eller cH Et kon-
strukt utformet til A4 inkludere musesekvens basert pa
Kabat CDR'er (gL221) viste noe svak bainding 1 fore-ning
med mH eller cH Nar rammeverkrester 1, 3, 46, 47 imid-
lertid ble forandret fra de humane til de murine OKT3-
ekvivalenter basert pd de argumenter som er angitt 1
avsnitt 12 1, ble det vist antigen binding ndr begge de
nye konstrukter, som ble betegnet 121A og 221A var ko-
uttrykt med cH N&r virkningen av disse rester ble
undersekt mer detaljert, fremkom det at rester 1 og 3
1kke er viktige medvirkende rester da produktet av
glL221B-genet viser liten pavisbar bindingsaktivitet
sammen med cH Lett kjede produktet av gL221C, hvor
musesekvenser er tilstede i 46 og 47, viser god bain-
dingsaktaivitet 1 forening med cH

Fremstilling av antistoff bestiende av podede tunge

(gH) kjeder med lette (mL) kjeder fra mus eller
chimeriske lette (clL) kjeder

Ekspresjon av gH-genene viste seg a vare vanskeligere &
oppna enn for gl. For det ferste viste det seg at inklu-
dering av Kozak-sekvensen ikke hadde noen markert virk-
ning pa ekspresjon av gH-gener Ekspresjonen synes a
vare noe forbedret, men 1kke 1 samme grad som man ser
for den podede lette kjede



10

18

20

25

30

35

14

37

Det viste seg ogsid & vare vanskelig a demonstrere frem-
st1lling av forventede mengder material nar sleyfevalget
{aminosyre 26-32) for CbR1 anvendes , £ eks gH121, 131,
141 og man kan ikke trekke nocen konklusjoner 1 forbin-
delse med disse konstrukter

Ko-ekspresjonen av gH34l-genet med cL eller mL har dess-
uten variert og har hatt en tendens til & danne mindre
mengder antistoff enn cH/cL- eller wH/mL-kombinasjoner
Endringene til gH341 for & danne gH341A og gH341B ferte
t1l forbedrede ekspresjonsnivaer

Dette kan enten skyldes en generell egkning 1 muse-
sekvens-fraksjonen 1 den variable region, eller endrin-
gen 1 posisjonen 63 hvor resten er bragt tilbake til den
humane aminosyre valin (Val) fra fenylalanin (Phe) for a
unnga mulige interne sammenfoldingsproblemer med resten
av det humane rammeverk Dette arrangement forekommer

ogsa 1 gH331 og gH321

Nar gH321 eller gH331 ble uttrykt i forening med cL, ble
det dannet antistoff, men antistoff-bindingsaktavitet
ble i1kke pavist NAr det mer konservative gH34l-gen ble
anvendt kunne antigen binding pavises sammen med clL
eller mL, men aktiviteten wvar akkurat like over bak-
grunnsnivaet NAr ytterligere muserester ble substituert
basert pa argumentene 1 12 1, kunne antigen banding
klart demonstreres for antistoffet som var dannet nar
kgH341A og kgH341B ble uttrykt 1 forening med cL
Fremstailling av fullstendig CDR-podet antistoff
kgL221A-genet ble uttrykt sammen med kgH341, kgH341A
eller kgH341B For kombinasjonen kgH221A/kgH341 ble det
dannet svart lite material 1 en normal COS-celleekspre-
sjon For kombinasjonene kgL221A/kgH341A ellexr kgH221A/-
kgH341B ble det dannet antistoffmengder som var til-
svarende dem for gL/cH

I flere forsek kunne ingen antigen-bindingsaktaivitet
pavises med kgH221A/gH341 eller kgH221A/kgH34l-kombi-



10

15

20

25

30

35

38

nasjoner, skjent ekspresjonsnivaene var svart lave
Antigen binding ble pAvist nar kgL221A/kgH341A eller
kgH221A/kgH341B-kombinasjoner ble uttrykt Nar anti-
stoffet var dannet fra kombinasjonen kgL221A/kgH341A var
antigen bindingen svart lik den for det chimeriske anti-
stoff

En analyse av de overnevnte resultater er gitt 1 det
etterfelgende

15 Disk n 1 forbindel d resultatene DR-podin

I utformingen av det fullstendige humaniserte antistoff var

mialet & overfere det minimale antall muse-aminosyrer som vil

gi antigen binding pA et humant antistofframmeverk

15 1 Lett kjede

15 1 1 Omfanget av CDR'ene
For den lette kjede er de regioner som definerer
slevfene og som er kjent fra strukturstudier for
andre antistoffer til & inneholde antigen-kontakt-
rester, og de hypervariable sekvenser som er defi-
nert av Kabat et al (referanser 4 og 5) som "Comple-
mentarity Determining Regions® (CDR'er), ekvivalente
for CDR2 For CDR1 strekker den hypervariable region
seg fra rester 24 til og med 34 mens den struktu-
relle sleyfe strekker seg fra 26 til og med 32 Nar
det gjelder OKT3 er der Xun en aminosyre som er for-
skjellig mellom de to valg, ved aminosyre 24, hvor
musesekvensen er et serin og den humane struktur REI
har glutamin For CDR3 strekker sleyfen seg fra rest
91 til og med 96 mens Kabat hypervariabiliteten
strekker seq fra rester 85 til og med 97 For OKT3,
er aminosyrer 85, 90 og 97 de samme mellom OKT3 og
REI (fig 3) ©NA&r konstrukter basert pa sleyfevalget
for CDR1 (gLl21) og Kabat-valget (gL221) ble gjen-
nomfert og uttrykt sammen med mH eller cH, fant man
intet bevis for antigen bindingsaktivitet for gLlz1l,
men spor av aktivitet kunne pavises for gL221, noe
som foresldr at en enkelt ekstra muserest i den
podede variable region Xunne ha noen pavisbar
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effekt Begge genkonstrukter var rimelig godt ut-
trykt 1 det transiente ekspresjonssystem
Rammeverkrester

De gjenvarende rammeverkrester ble deretter ytter-
ligere undersekt, szrlig aminosyrer som var kjent
fra rentgenanalyser av andre antistoffer til & vare
ner CDR'ene og ogsa de aminosyrer som i OKT3 viste
forskieller fra konsensus-rammeverket for musesub-
gruppen (subgruppe VI) hvortil OKT3 viser mest homo-
logi Fire posisjoner 1, 3, 46 og 47 ble i1dentifi-
sert og deres eventuelle bidrag ble undersekt ved at
den humane aminosyre ble erstattet med aminosyren
fra mus 1 hver posisjon Derfor ble gL221a (gL221 +
D1Q, Q3V, L46R, 147W, se fig 3 og tabell 1) dannet,
klonet 1 EE6hCMVneo og ko-uttrykt med cH (pJAl44)
Det resulterende antistoff var godt ko-uttrykt og
viste god bindingsaktavitet Nar de relaterte gener
glL221B (gL221 + D1Q, Q3V) og gL221C (gL221 + L46R,
L47W) ble dannet og likeledes testel, mens begge
gener dannet antistoff ndr ko-uttrykt med cH, viste
kun gL221C/cH-kombinasjonen god antigen binding Nar
gL121A {(gL121 + D1Q, Q3V, IL46R, L47W) genet ble
dannet og ko-uttrykt med cH, ble det dannet antai-
stoff som ogsad bandt til antigenet

15 2 Tung kjede

is5 2 1

Omfanget av CDR'ene

For den tunge kjede var analyser av sleyfen og
hypervariabilitet kun overenstemmende 1 CDR3 For
CDR1 strakk sleyferegionen seg fra rester 26 til og
med 32 mens Kabat-CDR strakk seg fra rester 31 til
og med 35 For CDR2 er sleyferegionen fra 50 til og
med 58 mens den hypervariable region dekker amino-
syrer 50 til og med 65 De humaniserte tunge kjeder
ble derfor konstruert ved anvendelse av rammeverket
fra antistoff KOL og med forskjellige kombinasjoner
av disse CDR-valg, inkluderende et kortere valg for
CDR2 av 530 til og med 56 1det der var noe usikkerhet
nar det gjaldt definisjonen av endepunktet for CDR2-
sleyfen rundt rester 56 til 58 Genene ble ko-



10

15

20

25

30

35

i5 2 2

40

uttrykt initialt med mL eller cl: Nar det gjaldt gH-
genene med sleyfevalg for CDR1 £ eks gH121l, gH131,
gH141l, ble det dannet svart lite antistoff 1 kultur-
supernatantene Da det 1kke ble pavist noen fri lett
kjede ble det antatt at antistoffet var dannet og
sammenstilt inne 1 cellen, men at den tunge kjede pa
en eller annen mate var avvikende, eventuelt ukor-
rekt foldet, og derfor ble antistoffet nedbrutt
internt I enkelte forsek kunne spormengder av anti-
stoff pdvises 1 studier hvor det ble anvendt merking

med 33s

Da intet netto antistoff ble dannet, ble analyser av
disse konstrukter ikke viderefert ytterlaigere

Nar en kombinasjon av sleyfevalget og Kabat-valget
for CDR1 imidlertid ble testet (muse-aminosyrex

26 ti1l og med 35) og hvor rester 31 {Ser til Arg),
33 (Ala til Thr) og 35 (Tyr til His) ble endret fra
humane rester til muserester og sammenlignet med den
ferste serien, ble antastoff dannet for gH321,
kgH331 og kgH341 nar ko-uttrykt med cL Ekspresjonen
var generelt liten og kunne ikke forbedres sarlig
ved innskudd av Kozak-konsensus-sekvensen S' til ATG
1 signalsekvensen av genet, til forskjell fra til-
fellet med glL-genene hvor et slikt innskudd ferte
t1l en 2 - 5 dobbel ekning 1 netto antistoffproduk-
sjon Kun i tilfellet med gH341/mL eller kgH341/cL
kunne imidlertid marginal antigen bindingsaktivitet
demonstreres Nar kgH34l-genet var uttrykt sammen
med kgL221A, var nettoutbyttet av antistoff alt for
lavt til & g1 et signal over bakgrunnsnivaet 1 anti-
gen-bindingsforseket

Rammeverkrester

Som 1 tilfellet med den lette kjede ble rammeverkene
av den tunge kjede undersekt pd nytt Muligens pga
den mindre opprinnelige homologi mellom de variable
domener 1 den humane tunge kjede og den tunge kjede
fra mus sammenlignet med de lette kjeder, viste det



10

18

20

25

30

35

41

seqg at flere aminosyreposisjoner var av 1lnteresse
To gener kgH341A og kgH341B ble konstruert, hvor
henholdsvis 11 eller 8 humane rester var erstattet
av muserester sammenlignet med gH341, og med CDR2-
resten 63 tilbake til den humane aminosyre even-
tuelt for a forbedre domene-sammenfolding Begge
viste antigen binding nar de ble kombinert med cL
eller kgL221A, 1det kgH341A-genet med alle 11 for-
andraingex viste seg & vare et overlegent valg
15 3 Forelgpelige konklusjoner
Det har derfor blitt demonstrert for OKT3 at for & over-
fere antigen bindingsevne til det humaniserte antistoff,
vil muserester utenfor CDR-regionene som definert ved
Kabat-hypervariabilitet eller strukturelle sleyfevalg
kreves for bade de lette og tunge kjeder Farre ekstra
rester beheves for den lette kjede, noe som eventuelt
skyldes den storre initiale homologi mellom de variable
humane kappa-redgioner og dem fra mus

Av forandringene, er syv (1 og 3 fra den lette kjede og
6, 23, 71, 73 og 76 fra den tunge kjede) forutsagt ut
fra kjennskap til andre antistoff-strukturer til a vare
enten delvis eksponert eller pa antistoff-overflaten
Det er her blitt vist at rester 1 og 3 1 den lette kjede
1kke absoclutt nedvendigvis md vare musesekvensen, og for
den tunge kjede dannet den gH341B-tunge kjede 1 kombina-
sjon med den 221A-lett kjede kun svak bindingsaktivitet
Tilstedeverelse av 6, 23 og 24 forandringene er derfor
viktige for & opprettholde en bindingsaffinitet som ex
lik den for det murine antistoff Det var derfor viktig
4 ytterligere studere det individuelle bidrag fra itte
andre muserester av kgH341lA-genet sammenlignet med
kgH341

16  Ytterligere CDR-podingsforsek

Ytterligere CDR-podede tung kjede gener ble 1 alt vesentlig
fremstilt som beskrevet over Med henvisning til tabell 2 wvar
de ytterligere gener for den tunge kjede basert pa gH341
(plasmid pJAl78) og gH341lA (plasmid pJAR185) med enten mus-
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OKT3 eller humane XKOL-rester 1 6, 23, 24, 48, 49, 63, 71, 73,
76, 78, 88 og 91 som indikert De CDR-podede lett kjede gener
som ble anvendt 1 disse ytterligere forsek var gL221, gL2213,
gL221B og gL221C som beskrevet overx

TABELL 2
OKT3-tun CDR - inger
I gH341 og deraivater

YrRES NUM
CoKTavh
¢ gH341
‘gH3dla
‘ gH341E
‘ gH341%
" gH341x
gH341D
gH341*
gH341c
gH34l*
gH341%
gH341B
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gH341+
YOL
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o -lett kjede CDR-podinge
2 gL221 og deravater

RES NUM 1 3 46 47
OKT3v1 Q Vv R W

cl221 D Q L LDpa221
gL2214 Q _V R WDA221A
gl2218 Q__ Vv L L Da221B
Gl221ic D Q R___V DA221C
REL D Q@ L L

Murine rester er understreket

F Jal178
Y JA185
G JA198
F JA207
F JA209
F JA197
F JA199
F JAlB4
¥ JA203
Y JA205
Y JA183
F JA204
F JA206
F JA208
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De CDR-podede tung og lett kjede gener var Ko-uttrykt 1 COS-
celler, enten med hverandre 1 forskjellige kombinasjoner, men
ogsid med de tilsvarende murine og chimeriske tung og lett
kjede gener, i alt vesentlig som beskrevet over De oppnadde
antistoffprodukter ble deretter analysert 1 bindings- og
blokkeringsanalyser med HPB-ALL-celler som beskrevet over

Resultatene fra forsekene 1 forbindelse med de forskjellige
podede tunge kjeder ko-uttrykt med den gL221C-lette kjede er
gitt 1 figurene 7 og 8 (for JA1lB4, JALBS5, JAl197 og JAL98
sammenstillingene - se tabell 2), 1 fig 9 (for JA183, JAls4,
JA1B5 og JAl97 sammenstillingene) 1 fig 10 (for de chime-
riske JA18%5, JA1l59, JA204, JA205, JA207, JA208 og JA209
sammenstilliinger) og 1 f£ig 11 (for JA183, JAl184, JA185,
JA198, JA203, JA205 og JA206 sammenstillingene)

Det basis-podede produkt uten forandringer fra human til
murin i1 de variable rammeverk, dvs gL221 uttrykt sammen med
gH341 (JA178), og ogsd det "fullstendig podede"” produkt som
mest har humane til muraine forandringer i rammeverket av den
podede tunge kjede, dvs gL221iC ko-uttrykt med gH341A (JAl85),
ble milt for relativ bindingsaffinitet 1 et konkurrerende
forsek mot murin OKT3-referansestandard ved anvendelse av
HPB-ALL-celler Forseket som anvendes var som beskrevet over
1 avsnitt 3 3 De oppnadde resultater er gitt 1 fig 12 for
det basis-podede produkt og fig 13 for det fullstendig
podede produkt Disse resultater indikerer at det basis-
podede produkt hadde ubetydelig bindingsevne sammenlignet med
OKT3 murin referansestandard, mens det "fullstendig podede”
produkt hadde en bindingsevne som er svart lik den for den
OKT3 murine referansestandard

Baindings- og blokkeringsforssksresultatene indikerer

falgende

JA198- og JA207-sammenstillingene synes a ha de beste bin-
dingsegenskaper og tilsvarende bindingsevner, som begge 1 alt
vesentlig er de samme zom for de chimeriske og fullstendig
podede gH341lA-produkter Dette indikerer at posisjoner 88 og
91 og posisjon 76 ikke er sardeles kritiske for oppretthol-
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delse av OKT3-bindingsevnen, mens minst noen av posisjonene
6, 23, 24, 48, 49, 71, 73 og 78 er svart wviktige

Dette er et resultat av det funn at JA209 og JAl99, skjent de
har lignende bindingsevne til hverandre, har mindre bindings-
evne enn JA198- og JA207-sammenstillingene Dette indikerer
viktigheten med 4 ha muserester 1 posisjonene 71, 73 og 78,
som er enten helt eller delvis human 1 henholdsvis JA199- og
JA209-sammenstillingene

Ved sammenligning av resultatene oppnadd for JA205- og JALl83-
sammenstillingene ses det dessuten at det er en reduksjon 1
binding £ra JA205- til JAl83-sammenstillingene Dette indike-
rer viktigheten av & beholde en muserest i posisjon 23, den
eneste posisjon som er forandret mellom JA205 og JAlS83

Disse og andre resultater ferer til den konklusjon at av de
elleve muse-rammeverkrester som anvendes 1 gH341A (JA185)
sammenstillingen, er det viktig & beholde muserester 1 alle
poslisjoner 6, 23, 24, 48, 49, og eventuelt for maksimal bin-
dingsaffinatet 1 71, 73 og 78

Tilsvarende forsek ble gjennomfert for & CDR-pode en rekke av
gnager-antistoffene inkluderende antistoffer med spesifisitet
for CD4 (OKT4), ICAM-1 (R6-5), TAG72 (B72 3}, og TNFa (61E71,
101 4, hTNF1l, hTNF2 og hTNF3)

EKSEMPEL 2
CDR-poding av et murint anti-CD4 T-celle receptorantistoff,
OKT4A
Anti1-OKT4A CDR-podede tung og lett kjede gener ble fremstilt,
uttrykt og 1 alt vesentlig testet som beskrevet over 1
eksempel 1 for CDR-podet OKT3 CDR-poding av OKT4A er beskre-

vet detaljert 1 Ortho patentseknad PCT/GBS0 med samme
dato som den foreliggende seknad og med tittelen "Humanised
Antibodiesg" En rekke CDR-podede OKT4-antistoffer er blitt

fremstilt Det valgte CDR-podede COKT4A er kombinasjonen av
den podede lette kjede LCDR2 ¢og den podede tunge kjede
HCDR10
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Den lette kjede

Det humane akseptorrammeverk anvendt for de podede lette
kjeder var REI Den foretrukne LCDR2-lette kjede har foran-
dringer fra human til mus 1 posisjoner 33, 34, 38, 492 og 89 1
t1llegg ti1l strukturell sleyfe CDR'ene Av disse endrede
posisjoner, faller posisjonene 33, 34 og 89 innenfor de fore-
trukne utstrakte/utvidete CDR'er fremstilt 1 henhold til
cppfinnelsen (posisjoner 33 og 34 i CDR1 og posisjon B9 1
CDR3) De humane til murine forandringer 1 posisjoner 38 og
49 tilsvarer posisjoner hvor aminosyrerestene foretrukket er

donor-murine aminosyrerester

En sammenligning av aminosyresekvensene for det donor-murine
variable domene av lett kjede og det REI humane akseptor
variable domene av lett kjede viser ytterligere at murine og
humane rester er i1dentiske i alle posisjoner 46, 48 og 71 og
1 alle posisjoner 2, 4, 6, 35, 36, 44, 47, 62, 64 - 69, 85,
87, 98, 99, 101 og 102 Aminosyrerestene 1 posisjon 58 1
LCDR2 er imidlertid den humane REI-rammeverkrest og 1kke
OKT4-museresten som ville vart foretrukket

Den tunge kjede
Det humane akseptorrammeverk anvendt for de podede tunge
kjeder var KOL

Den foretrukne CDR-podede HCDR10-tunge kjede har forandringer
fra human til mus 1 posisjonene 24, 35, 57, 58, 60, 88 og 951
1 ti1llegg til strukturell sleyfe CDR'ene RAv disse posisjo-
ner, faller posisjon 35 (CDR1) og posisjoner 57, 58 og 60
(CDR2) ainmenfor de foretrukne utstrakte CDR'er fremstilt 1
overensstemmelse med oppfinnelsen Ogsa forandringen fra
human til mus 1 posisjon 24 tilsvarer en posisjon hvor amino-
syreresten er en donor-murin rest Forandringer fra human til
mus 1 posisjonene 88 og 91 tilsvarer dessuten til posisjoner

hvor aminosyrerestene eventuelt er donor-murine rester

En sammenligning av de murine OKT4A og humane KOL variable
aminosyresekvenser av tung kjede viser at de murine og humane
rester er 1identiske 1 alle posisjoner 23, 4%, 71, 73 og 78 og
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1 alle pcsisjoner 2, 4, 6, 25, 36, 37, 3%, 47, 48, 93, 94,
103, 104, 106 og 107

Sadledes tilsvarer den OKT4A CDR-podede tunge kjede HCDR10 en
serlig foretrukket utferelsesform 1 forbindelse med den fore-
liggende oppfinnelse

EKSEMPEL 3

CDR-poding av et anti-mucin spesifikt muraint antistoff, B72 3
Kloning av genet som koder for det anti-mucin spesifikke
murine monocklonale antistoff B72 3 og fremstillingen av B72 3
mus-humane chimeriske antistoffer er tidligere beskrevet
(referanse 13 og WO 89/01783) CDR-podede versjoner av B72 3
ble fremstilt som felger
(a) B72 3 Lett kjede

CDR-poding av denne lette kjede ble gjennomfert ved

direkte overfering av de murine CDR'er inn i rammeverket

av den humane lette kjede REI De regioner som ble over-

feort var
CDR -pnummer Rester
24 - 34
50 - 56
90 - 96

aktiviteten av den resulterende podede lette kjede ble mdlt
ved ko-ekspresjon 1 COS-celler, av gener for kombinasjo-
nene
B72 3 cH/B72 3 cL

og B72 3 cH/B72 3 gL
Supernatanter ble milt for antistoffkonsentrasjon og for
evnen ti1l & binde ti1l mikrotiterplater som var belagt med
mucin De oppnadde resultater indikerte at, 1 kombinasjonen
med B72 3 cH-kjeden, hadde B72 3 cL og B72 3 gL tilsvarende
bindingsegenskaper

Sammenligning av de murine B72 3 og REI aminosyresekvenser av
iett kjede viser at restene er identiske i posisjoner 46, 58
og 71 men er forskjellige 1 posisjonen 48 Saledes kan for-

andring av den humane rest til donor-museresten 1 posisjon 48
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vttexrligere forbedre bindingsegenskapene av den CDR-podede

lette kjede, (B72 3 glL) fremstilt i overensstemmelse med den

foreliggende oppfinnelse

(b)

B72 3 Tung kjede

1

Valg av rammeverk

Det var forst nedvendig a gjere et valg med hensyn til
humant rammeverk Spersmialet var som felger var det
nedvendig & anvende rammeverkregionene fra et anti-
stoff hvis krystallstruktur var kjent eller kunne
valget gjeres pa bakgrunn av andre kriterier?

For B72 3 tung kjede ble det resonert at, mens kunn-
skap vedrerende struktur var viktige, kunne overfering
av CPR'ene fra mus til humane rammeverk forenkles
dersom den totale homologi mellom donor- og resep-
torrammeverkene maksimeres Sammenligning av B72 3
tung kjede sekvensen med dem 1 Kabat (referanse 4) for
humane tunge kjeder viste klart at B72 3 hadde darlag
homeclogil for KOL og NEWM (for hvilke krystallstruktur-
er er tilgjengelig), men var svart homolog med den
tunge kjede for EU PAa dette grunnlag, ble EU valgt
for CDR-poding og de felgende rester ble overfert som
CDR'erx

CDR-pnummer Regter
27 - 36
50 - 63
3 93 - 102

Det ble ogsd notert at FR4-regionen 1 EU var forskjellig

fra den 1 et hvilket som helst annet humant (ellexr mus)

antistoff Felgelig, 1 genene for podet tung kjede var

dette ogsi forandret til & gi en "konsensus" human

sekvens (Innledende forsek viste at podet tung kjede

i1

gener som inneholdt EU FR4 sekvensen hadde svart darlig
ekspresjon 1 transiente ekspresjonssystemer)

Resultater med podet tung kjede genezr

Ekspresjon av podet tung kjede gener som inneholdt alle
humane rammeverkregioner med enten gL- eller cL-gener ga
et podet antistoff med laten evne til & bande til mucan
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Det podede antistoff hadde omtrent 1 % av aktiviteten tal
det chimeriske antistoff I disse forsek ble det imidler-
tid bemerket at aktiviteten av det podede antistoff ekte
t11 omtrent 10 % av B72 3 ved ekspeonering for pH verdier
fra 2 - 3,5 Denne observasjon tilveaiebragte en pekepinn
for hvordan aktiviteten av det podede antistoff kunne
forbedres uten syrebehandling Det ble postulert at syre-
eksponering bevirket protonering av en sur rest (pKa for
asparaginsyre = 3,86 og glutaminsyre = 4,25 ) som saledes
ga forandring 1 strukturen av CDR-sleyfene, eller tillot
bedre tilgang for antigen For sammenligning av sekvensene
av B72 3 (referanse 13) og EU (referansene 4 og 5}, var
det klart at ved & gad fra muse-rammeverkene til humane
rammeverk, hadde kun to posisjoner blitt forandret pa en
slik mate at sure rester var blitt innfert Disse posisjo-
nene er 1 rester 73 og 81, hvor henholdsvis K til E og Q
t1l E forandranger var blitt gjennomfert

Hvilke av disse posisjoner som kunne vaere viktige ble
bestemt ved at krystallstrukturen av KOL-antistoffet ble
undersekt I XOL tung kjede, er posisjon 81 langt fra
begge CDR-sleyfene Posisjon 73 er imidlertid nzr begge
CDR'ene 1 og 3 av den tunge kjede og 1 denne posisjon Vvar
det mulig & tenke seg at en K til E forandring i denne
region ville kunne ha en edeleggende virkning pa antigen-
binding

111 Rammeverkforandringer 1 B72 3 gH-genet

P4 grunnlag av de ovennevnte analyser ble E73 mutert til
et lysin (K) Det ble funnet at denne forandring hadde en
dramatisk effekt pad den evnen som det podede Ab har til &
binde seg til mucin Videre, var den evnen som det podede
B72 3 har, som dannet ved hjelp av den muterte gH/gL-
kombinasjon, til & binde til mucin tilsvarende den for det
B72 3 chimeriske antistoff

iv Andre rammeverkforandringer

Under de ovennevnte forsek ble det gjennomfert andre
forandringer 1 rammeverkregionen 1 den tunge kjede Innen
neyaktigheten av de anvendte forssk, synes 1ingen av foran-
dringene, enten alene eller sammen, a vare fordelaktige
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v  Andre
Alle de anvendte forsek malte den evnen som det podede Ab
har til a4 bande til mucin og indikerte som et hele at den
enkle rammeforandring 1 posisjon 33 er tilstrekkelig til a
danne et antistoff med tilsvarende bindingsegenskaper som
B72 3

Sammenligning av B72 3 murine og EU tung kjede sekvenser
viste at muserestene og de humane rester er i1dentiske 1
posisjonene 23, 24, 71 og 78

Saledes utgjer den muterte CDR-podede B72 3 tunge kjede en
foretrukket utferelsesform av den foreliggende oppfinnel-
se

EKSEMPEL 4
R-poding av et m anti-TCAM-1 monok t _antis
Et murint antistoff, R6-5-D6 (EP 0314863) med spesifisitet
for i1ntercellulzrt adhesjonsmolekyl 1 (ICAM-1) ble CDR-podet
som hovedsakelig beskrevet over 1 de foregdende eksempler
Dette arbeid er beskrevet mer detaljert i den samtidige
patentseknad, GB patentseknad nr 9009549 8

Det humane EU-rammeverk ble anvendt som akseptor-rammeverket
for bade tunge og lette kjeder Det aktuelle CDR-podede anti-
stoff tilveilebringes ved ko-eksepresjon av podet lett kjede
gL221R og podet tung kjede gH341D som har en bindingsaffini-
tet for ICAM-1 pd omtrent 75 % av den for det tilsvarende
mus-humane chimeriske antistoff

Lett kjede

gL221A har murine CDR'er 1 posisjonene 24 - 34 (CDR1), 50 -
56 (CDR2) og 89 - 97 (CDR3) I tillegg er ogsd flere ramme-
verkrester den murine aminosyre Disse rester velges etter
overveielse av disse resters mulig bidrag til domene-sammen-
folding og stabilitet av komformasjonen av antigen-bindings-
regionen Restene som er beholdt som muserester er 1 posi-
sjonexr 2, 3, 48 (?), 60, 84, B85 og 87 Sammenligning av de
murine anti-ICAM-1 og humane EU lett kjede aminosyresekvenser
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viser at de murine og humane rester er i1dentiske i posisjo-
nene 46, 58 og 71

Tung kjede

gH341D har murine CDR'er 1 posisjoner 26 - 35 (CDRl), 50 - 56
(CDR2) og %4 - 100B (CDR3) I tillegy ble det anvendt murine
rester 1 gH341D 1 poslisjoner 24, 48, 69, 71, 73, 80, 88 og

91 Sammenligning av de murine anti-ICAM-1 og humane EU
aminosyresekvenser av den tunge kjede er identiske 1 posisjo-
ner 23, 49 og 78

EKSEMPEL 5
CDR- ing av murin i-TNFa-antistoffe
En rekke murine anti-TNFa-monoklonale antistoffer ble CDR-
podet som 1 alt vesentlig beskrevet 1 de foregdende eksem-
pler Disse antistoffer inkluderer de murine monoklonale
antistoffer betegnet 61E71, hTNF1l, hTNF3 og 101 4 En kort
oppsummering av CDR-podingen av hvert av disse antistoffer er
gitt 1 det etterfelgende

61E71

En tilsvarende analyse som beskrevet over (eksempel 1,
avsnitt 12 1) ble gjennomfert for 61E71 og for den tunge
kjede ble ti1 rester identaifisert 1 23, 24, 48, 49, 68, 69,
71, 73, 75 og 88 som rester som eventuelt beholdes som
murine De humane strukturer som velges for CDR-poding av
dette antistoff, og hTNF3- og 101 4-antistoffene var REI for
den lette kjede og KOL for den tunge kjede Det ble dannet
tre gener, hvorav det fesrste inneholdt 23, 24, 48, 49, 71 og
73 (gH341(6)) som murine rester Det andre genet hadde ogsa
78 og 88 som murine rester (gh341(8)) mens det tredje genet
ytterligere hadde 68, 69, 75 og 88 som murine rester (gH341
(10)) Hver ble ko-uttrykt med gL221, den minimalt podede
lette kjede (bare CDR'er) gL221/gH341(6) og gl221/gH341(8)
antistoffene bandt begge like godt til TNF som murint 61E71
gL221/gH341(10) antaistoffet uttrykkes ikke og denne kombina-
sjon ble ikke bragt wvidere
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Deretter ble gL221/gH341(6) antaistoffet vurdert 1 en L$529-
celle konkurrerende bestemmelse hvor antistoffet konkurrerer
mot TNF-reseptoren pa L929-celler for bindang til TNF 1 opp-
losning I dette forsek var glL221/gH341(6) antistoffet om-
trent 10 % s3 aktivt som murint 61E71

hTNE1

hTNF1 er et monoklonalt antistoff som gjenkjenner en epitop
pa human TNF- Den EU humane struktur ble anvendt for CDR-
poding av bade tung og lett kjede variable domener

Tung _kjede

I den CDR-podede tunge kjede {ghTNF1l) ble muse-CDR'er anvendt
1 posisjonene 26 - 35 (CDR1), 50 - 65 (CDR2) og 85 - 102
(CDR3) Muserester ble ogsd anvendt i rammeverket 1 posi-
sjoner 48, 67, 69, 71, 73, 76, 89, 91, 94 og 108 Sammenlig-
ning av TNFl-muse- og EU humane tung kjede rester viser at
disse er identiske 1 posisjoner 23, 24, 29 og 78

Lett ede

I den CDR-podede lette kjede (gLhTNF1l) ble muse-CDR'er anv-
endt 1 posisjonene 24 - 34 (CDRLl}, 50-56 (CDR2) og 89 - 97
(CDR3) I tillegyg ble muserester anvendt i rammeverkene i
posisjoner 3, 42, 48, 49, 83, 106 og 108 Sammenligning av
hTWFl-muse- og EU humane Jett kjede rester viste at disse er
1dentiske posisjonene 46, 58 og 71

Den podede hINF1 tunge kjede ble uttrykt sammen med den
chimeriske lette kjede og produktets bindingsevne ble sammen-
lignet med den for produktet med chimerisk lett kjede/chime-
risk tung kjede 1 et TNF-bindingsforsek Produktet med den
podede tunge kjede viste seg 4 ha en bindingsevne for TNF som
var noe bedre enn det fullstendige chimeriske produkt

Likeledes ble et produkt av podet tung kjede/podet lett kjede
ko-uttrykt og sammenlignet med det fullstendige chimeriske
produkt og funnet til & ha narmest like bindingsegenskaper
som det sistnevnte produkt
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hTNF3

hTNF3 gjenkjenner en epitop pa human TNF-a Sekvensen av
hTNF3 viser kun 21 forskjeller sammenlignet med 61E71 1 de
variable regioner av den lette og tunge kjede, 10 i den lette
kjede (2 1 CDR'ene 1 posisjoner 50, 96 og 8 1 rammeverket 1
1, 19, 40, 45, 46, 76, 103 og 106) og 11 1 den tunge kjede (3
1 CDR-regionene i posisjoner 52, 60, 95 og B 1 rammeverket 1
1, 10, 38, 40, 67, 73, 87 og 105) De lette og tunge kjeder
av de 61E71 og hTNF3 chimeriske antistoffer kan byttes uten
tap av aktivitet 1 det direkte bindingsforsek 61E71 har
imidlertid mindre evne til & konkurrere med TNF-reseptoren pa
L929-celler for TNF-a sammenlignet med hTNF3 Basert pa 61lE71
CDR-podingsdata har gL221 og gH341 (+23, 24, 48, 49, 71 og 73
som mus) gener blitt bygget for hTNF3 og testet og det opp-
niddde podede antistoff binder godt til TNF-a, men konkurrerer
svart darlig 1 L929-forseket Det er mulig at ogsa rammeverk-
restene som er identifisert for OKT3-programmet 1 dette til-
felle kan forbedre den konkurrerende bindingsevnen for dette
antistoff

101 4

101 4 er et ytterligere murint monoklonalt antistoff som er 1
stand til & gjenkjenne humant TNF-a Den tunge kjede 1 dette
antistoff viser god homologi til KOL og CDR-pedingen har
sidledes blitt basert pa REI for den lette kjede og KOL for
den tunge kjede En rekke podede gener av den tunge kjede er
konstruert med konservative valg for CDR'ene (gH341l) og som
kun har en eller et lite antall i1kke-CDR-rester 1 stillingene
73, 78 eller 77 til og med 79, som muse-aminosyrene Disse er
uttrykt sammen med cL eller gL221 I alle tilfeller ses bain-
ding til TNF som er ekvivalent med det chimeriske antistoff
og ved ko-ekspresjon med chL er de resulterende antistoff 1
stand til & konkurrere godt 1 L929%-forseket Med gL221 er
imidlertid de resulterende antistoffer minst en sterrelses-
orden mindre 1 stand til & konkurrere for TNF mot TNF-resep-
toren pa L92%-cellerx
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Muserester 1 andre posisjoner 1 den tunge kjede, £ eks bade
23 og 24 eller 1 76 har ikke vist forpedring av den konkur-
rerende evne for det podeds antistoff 1 L929-forseket

En rekke andre antistoffer som inkluderer antistoffer med
spesifisitet for interleukiner, £ eks IL1 og cancer-markerer
som carcinoembryonisk antigen (CEA) £ eks det monoklonale

antistoff ASB7 (referanse 21), er blitt CDR-podet pd en vel-
lykket mate
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PATENTKRAV

1 Fremgangsmate for fremstilling av et terapeutisk aktivt
CDR-podec antistoffmolekyl omfattende en tung kjede og/eller
en lett kjede med et variabel regicn domene omfattende
akseptor-rammeverk og donor-antigenbindende regioner hvor
rammeverket av den tunge kjede omfatter donorrester 1 minst
en av posisjonene &, 23 og/eller 24, 48 og/eller 49, 71 og/-
eller 73, 75 og/eller 76 og/eller 78 og 88 og/eller 91, og
hvor rammeverket av den lette kjede omfatter donorrester i
minst en av posisjonene 1 og/eller 3 og 46 og/eller 47,

med den betingelse at det CDR-podede antistoff ikke bander
p55 Tac proteinet av IL-2 reseptoren
karakterisert v ed at det benyttes en

rekombinant genteknologisk fremgangsmite

2 Fremgangsmate som angitt 1 krav 1,
karakterisert ved at den tunge kjede
omfatter donorrester 1 posisjonene 23, 24, 49, 71, 73 og 78
eller 1 poslsjonene 23, 24 og 49

3 Fremgangsmate som angitt 1 krav 1 og 2,
karakteraisert v ed at den lette kjede

omfatter donorrester 1 posisjonene 46 og 47

4 Fremgangsmidte som angitt 1 ett eller flere av de
foregaende krav,

karakteri1sert ved at rammeverket av den
lette kjede omfatter donorrester 1 minst en av posisjonene
46, 48, 58 og 71

5 Fremgangsmate som angitt 1 krav 4,
karakteriserzt ved at den lette kjede
omfatter donorrester 1 posisjonene 46, 48, 58 og 71

6 Fremgangsmate som angitt i ett eller flere av de
foregiende krav,
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karakterisert ved at antistoffmolekylet
omfatter minst en CDR-podet tung kjede og minst en CDR-podet
lett kjede

7 Fremgangsmate som angitt 1 ett eller flere av de
foregdende krav,

karakterisexrt ved at antistoffmolekylet
omfatter humane akseptorrester og ikke-humane donorrester

8 DNA-molekyl,

karakteriserxrt ved at en DNA-sekvens som
koder for antistoffmolekylet fremstilt 1felge ett eller flere
av kravene 1 - 7 er 1 kombinasjon med translasjons-,
transkripsjons- og reguleringssekvenser

9 Klonings- eller ekspresjonsvektor,
karakterisert ved at den inneholder DNA-
sekvensen som angitt 1 krav 8

10 Vertscelle,

Xkarakterisert ved at den er transformert
med et DNA-molekyl som angitt 1 krav 8, og som er 1 stand til
4 uttrykke DNA-sekvensen
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GAATTCCCAA AGACAAAatg gattttcaag tgcagatttt cagettectg
ctaatcagtg cctcagtcat aatatccaga ggacaaattg

gtctccagea
gcagtgccag
ggcacctccc
agtcecctget
caatcagcgg
tggagtagta
ccgggctgat
agttaacatc
cccaaagaca
tggcgtcctg
gcatgagcag
agctatacct
gagcttcaac
CCAGCTCCCA
CCACAAGCGC
TCTCCTCCTC

atcatgtctg
ctcaagtgta
ccaaaagatg
cacttcaggg
catggaggct
acccattcac
actgcaccaa
tggaggtgcc
tcaatgtcaa
aacagttgga
caccctecacg
gtgaggccac
aggaatgagt
GCTCCATCCT
tTACCACTGT
CTCCCTTTCC

catctccagg
agttacatga
gatttatgac
gcagtgggtc
gaagatgctg
gttcggeteg
ctgtatccat
tcagtcegtgt
gtggaagatt
ctgatcagga
ttgaccaagg
tcacaagaca
gt TAGAGACA
ATCTTCCCTT
TGCGGTGCTC
TTGGCTTTTA

ggagaaggtc
actggtacca
acatccaaac
tgggacctct
ccacttatta
gggacaaagt
ctteccacca
gcttcettgaa
gatggcagtg
cagcaaagac
acgagtatga
tcaacttcac
AAGGTCCTGA
CTAAGGTCTT
tAAACCTCCT
TCATGCTAAT

ttctcaccca
accatgacct
gcagaagtca
tggcttetgg
tactctcteca
ctgccagcag
tggaaataaa
tccagtgage
caacttctac
aacgacaaaa
agcacctaca
acgacataac
ccattgtcaa
GACGCCACCA
GGAGGCTTCC
CCCACCTCCT
ATTTGCAGAA

AATATTCAAT AAAGTGAGTC TTTGCCTTGA AAAAAAAMAR AAA

Fig 1(a)

MDFOVOIFSFE II1ISASVITIS RGQIVLTQSP AIMSASPGEK VIMTCSASSS

VSYMNWYQQK SGTSPKRWIY DTSKLASGVP AHFRGSGSGT SYSLTISGME
AEDAATYYCQ QWSSNPFTFG SGTKLEINRA DTAPTVSIFP PSSEQLTSGG
ASVVCFLNNF YPKDINVEWK IDGSERQNGV LNSWTDQDSK DSTYSMSSTL
TLTKDEYERH NSYTCEATHK TSTSPIVKSF NRNEC*#

Fig 1(b)
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i01
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551

2/15

GAATTCCCCT CTCCACAGAC ACTGAAAACT CTGACTCAAC ATGGAAAGGC
ACTGGATCTT TCTACTCCT GTCA G CTCCCAG
GTCCAGCTGC AGCAGTCTGG GGCTGAACTG GCAAGACCTG GGGCCTCAGT
GAAGATGTCC TGCAAGGCTT CTGGCTACAC CTTTACTAGG TACACGATGC
ACTGGGTAAA ACAGAGGCCT GGACAGGGTC TGGAATGGAT TGGATACATT
AATCCTAGCC GTGGTTATAC TAATTACAAT CAGAAGTTCA AGGACAAGGC
CACATTGACT ACAGACAAAT CCTCCAGCAC AGCCTACATG CAACTGAGCA
GCCTGACATC TGAGGACTCT GCAGTCTATT ACTGTGCAAG ATATTATGAT
GATCATTACT GCCTTGACTA CTGGGGCCAA GGCACCACTC TCACAGTCTC
CTCAGCCAAA ACAACAGCCC CATCGGTCTA TCCACTGGCC CCTGTGTGTG
GAGATACAAC TGGCTCCTCG GTGACTCTAG GATGCCTGGT CAAGGGTTAT
TTCCCTGAGC CAGTGACCTT GACCTGGAAC TCTGGATCCC TGTCCAGTGG
TGTGCACACC TTCCCAGCTG TCCTGCAGTC TGACCTCTAC ACCCTCAGCA
GCTCAGTGAC TGTAACCTCG AGCACCTGGC CCAGCCAGTC CATCACCTGC
AATGTGGCCC ACCCGGCAAG CAGCACCAAG GTGGACAAGA AAATTGAGCC
CAGAGGGCCC ACAATCAAGC CCTGTCCTCC ATGCAAATGC CCAGCACCTA
ACCTCTTGGG TGGACCATCC GTCTTCATCT TCCCTCCAAA GATCAAGGAT
GTACTCATGA TCTCCCTGAG CCCCATAGTC ACATGTGTGG TGGTGGATGT
GAGCGAGGAT GACCCAGATG TCCAGATCAG CTGGTTTGTG AACAACGTGG
AAGTACACAC AGCTCAGACA CAAACCCATA GAGAGGATTA CAACAGTACT
CTCCGGGTGG TCAGTGCCCT CCCCATCCAG CACCAGGACT GGATGAGTGG
CAAGGAGTTC AAATGCAAGG TCAACAACAA AGACCTCCCA GCGCCCATCG
AGAGAACCAT CTCAAAACCC AAAGGGTCAG TAAGAGCTCC ACAGGTATAT
GTCTTGCCTC CACCAGAAGA AGAGATGACT AAGARACAGG TCACTCTGAC
CTGCATGGTC ACAGACTTCA TGCCTGAAGA CATTTACGTG GAGTGGACCA
ACAACGGGAA AACAGAGCTA RACTACAAGA ACACTGAACC AGTCCTGGAC
TCTGATGGTT CTTACTTCAT GTACAGCAAG CTGAGAGTGG AAAAGAAGAA
CTGGGTGGAA AGAAATAGCT ACTCCTGTTC AGTGGTCCAC GAGGGTCTGC
ACAATCACCA CACGACTAAG AGCTTCTCCC GGACTCCGGG TAAATGAGCT
CAGCACCCAC AAAACTCTCA GGTCCAAAGA GACACCCACA CTCATCTCCA
TGCTTCCCTT GTATAAATAA AGCACCCAGC AATGCCTGGG ACCATGTAAA
ARAAAAAARA AAAGGAATTC

Fig 2(a)
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OKT3 Proteinsekvens av tung kjede utledet fra DNA-sekvens
1 ME IFLLL LSVTAGVHSQ VQLQQSGAEL ARPGASVKMS CKASGYTFTR
51 YTMHWVKQRP GQGLEWIGYI NPSRGYTNYN QKFKDKATLT TDKSSSTAYM
101 QLSSLTSEDS AVYYCARYYD DHYCLDYWGQ GTTLTVSSARK TTAPSVYPLA
151 PVCGDTTGSS VTLGCLVKGY FPEPVILTWN SGSLSSGVHT FPAVLQSDLY
201 TLSSSVTVTS STWPSQSITC NVAHPASSTK VDKKIEPRGP TIKPCPPCKC
251 PAPNLLGGPS VFIFPPKIKD VLMISLSPIV TCVVVDVSED DPDVQISWFV
301 NNVEVHTAQT QTHREDYNST LRVVSALPIQ HQDWMSGKEF KCKVNNEKDLP
351 APIERTISKP KGSVRAPQVY VLPPPEEEMT KKQVTLTCMV TDFMPEDIYV
401 EWTNNGKTEL NYKNTEPVLD SDGSYFMYSK LRVEKKNWVE RNSYSCSVVH
*
451 EGLHNHHTTK SFSRTPGK F] g Z(b)
1 23 42
NN N N N N
RES TYPE SBSpSPESssBSbSsSssPSPSPsPSsse*s*p*P1~ISsSe
Okt3vl QIVLTQSPAIMSASPGEKVTIMTCSASS . SVSYMNWYQQKSGT
REI DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDIIKYLNWYQQTPGK
? "
CDR1 (SLOYFE) ookl
CDR1 (KABAT) kR Ak hk Ak kAR
56 85
N NN
RES TYPE *Isi1PpleesesssSBEsePsPSBSSEsPspsPsseesSPePb
okt3vl SPKRWIYDTSKLASGVPARFRGSGSGTSYSLTISGMEAEDAAT
REI APKLLIYEASNLQAGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIAT
? 2?7 ? ?
*xxk*%+ CDR2(SLOYFE /KABAT)
102 108
RES TYPE PiPIP1es**1PIIsPPSPSPSS
Oktivl YYCQQWSSNPFTFGSEGTKLEINR Flg 3
REIV] YYCQQYQSLPYTFGQGTKLQITR

-

*k ok ok wk

kkkkkkhkksk

2

CDR3

(SLOYFE)

CRD3 (KABAT)
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NN N 23 26 32 35 N19 43
RES TYPE SESPs SBssS sSSsSpSpSPsPSEbSBssBeP1PIpiesss
Okt3h QVQLQOSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTRYTHMHWVRQRPGQ
KOL QVOLVESGGGYVQPGRSLRLSCESSGFIFSSYAMYWVRQAPGK
rd ?')
* ok ok ok CDR1 (SLOYFE)

*kwxx CDR]1 (KABAT)

52a 60 65 NN N 82abc 85
RES TYPE Ilelppp ssssssss ps pSSsbSpseSsSseSp pSpsSBssS ePo
Okt3vh GLEWIGYINPSRGYTNTNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAY

KOL GLEWVAIIWDDGSDQHYADSVKGRFTISRDNSKNTLELOQMDSLRPEDTG
2o 2 2 2 9 5
khkhhhhdhhd k& CDR2 (SLOYFE)

*hkkdeavtyakxrdkuxn* CDR2 (KABAT)

92 N 107 113
RES TYPE PiPIEi1ssss111sssblbi*EIPIP*spSBSS
Okt3vh YYCARYYDDHY CLDYWGQGTTLTVSS
KOL YFCARDGGHGFCSSASCFGPDYWGQGTEVTVSS

k*kkk+ikdhkkkktrkx CRD3 (KABAT/SLQYFE)

Fig 4
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CDR-poding av tung kjede av OKT3
1. gh341 og derivater

Okt3vh
gH341
gH341A

gH341E
gH341%*
gH341+*
gH341D
gH341%
gH341C

gH341%
gH341+
gH341B
gH341%
gB341%
gH341%
KOL

1 26 35 39 43
QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTRY TMHWVKQRPGQ
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCSSSGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASG Y TFTRYTMHWVRQAPGK

QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRY TMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRY TMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGK

QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCSASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCSASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCSSSGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCSASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCSASGYTFTPYTMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCSASGYTFTRY TMHWVRQAPGK
QVQLVESGGGVVQOPGRSLRLSCSSSGFIFSSYAMYWVRQAPGK

Fig 5(1)

JA178
JA185

JA198
JAZ207
JA208
JA197
JA199
JAl84

JA203
JA205
JA183
JA204
JA206
JA208



Okt3vh
gH341
gH341A

gH341E
gH341*
gH341*
gH341D
gH341*
gH341C

gH341%
gH341#*
gH341B
gH341%*
gH341%*
gH341*
XOL

6/15

44 50 €5 83
GLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLT

GLEWVAYINPSRGYTNYNOKFKDRFTTISRDNSKNTLFLOMDSLR JA178
GLEWIGYINPSR RFTISTDKSKSTAFLOMDSLR JA185

GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISIDKSKSTAFLOMDSLR
GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISTDKSKNTAFLQMDSLR
GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISRDNSKNTAFLOMDSLR
GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISIDKSKNTLFLQMDSLR
GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISRDNSKNTLFLQMDSLR
GLEWVAYINPSRGYTNYNOKFKDRFTISRDNSKNTLFLOMDSLR

GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISTDKSKSTAFLQMDSLR
GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISTDKSKSTAFLOMDSLR
GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISIDKSKSTAFLOMDSLR
GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISTDKSKSTAFLOMDSLR
GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISTDKSKSTAFLOMDSLR
GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISTDKSKNTAFLQMDSLR
GLEWVAIIWDDGSDQHYADSVKGRFTISRDNSKNTLFLQMDSLR

Fig 5(n)

JA198
JA207
JA208
JA197
JAl199
JAl84

JA207
JA205
JA183
JA204
JA206
JA208



Okt3vh
gH341
gH341A

gH341E
gH341%
gH341D
gH341%
gH341*
gH341C

gH341*
gH341#%*
gH341l
gH341%*
gH341%
gH341%
KOL

771

84 95 102 113
SEDSAVYYCARYYDDHY....... CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY . . CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTAVYYCARYYDDHY . . CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY .. CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY .  CIDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY . . _.CLDYWGQGTTLTIVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY . . CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY  .CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY . CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTAVYYCARYYDDHY . _ CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTAVYYCARYYDDHY .. CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTAVYYCARYYDDHY  CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY . . CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY  CLDYWGQGTTLTVSS

PEDTGVYFCARDGGHGFCSSASCFGPDYWGQGTPVTIVSS

Fig 5(ii)

JA178
JA185

JA198
JAZO7
JA187
JA209
JA199
JAl84

JA203
JA205
JAL183
JA204
JA206
JA208
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CDR-poding av lett kjede av OKT3

1. gL221 og derivater

1 24 34 42
Okt3vl QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASS.SVSYMNWYQQKSGT
gL221 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASS ., SVSYMNWYQQTPGK
gL221A  QIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASS SVSYMNWYQQTPGK
gL221B  QIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASS.SVSYMNWYQQTPGK
gL221C  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASS SVSYMNWYQQTPGK
REI DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDIIXYLNWYQQTPGK

43 50 56 85

Ookt3vil SPKRWIYDTSKLASGVPAHFRGSGSGTSYSLTISGMEAEDAAT
gL221 APKLLIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIAT
gL221A APKRWIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSIQPEDIAT
glL2218 APKRWIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIAT
gl221C APKRWIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIAT
REI APKLLIYEASNLQAGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIAT

86 91 96 108
Oktivl YYCQOwSSNPFTFGSGTKLEINR
gL221 YYCQOWSSNPFTFGQGTKLQITR
gL221x YYCQOWSSNPFTFGQGTKILQITR
gL221B YYCQQWSSNPFTFGQGTKLQITR
gL221C YYCQOWSSNPFTFGQGTKLQITR
REI YYCQQYQSLPYTFGQGTKLQITR

CDR'er er understreket
Strukturrester inkludert 1 genet er dobbelt understreket

Fig 6
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Fluorescensintensitet
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Blokkeraingsforek
(M2dlere kanal - HPB-ALL)

2001

100 T = 1
0 S0 100 150 200

Antistoff (ng/rer)

Fig 9

221C X 1851
221CX 197

221CX 183
221CX 184

221CX 185-2
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Flg ]O OKT3 - podede tunge kjeder
Bindingsforsek
- (M1dlere kanal - HPB-ALL)
200 A
i)
it —— 141 X 144
21504 —A— 221C X 185
§ —a— 221C X 199
E,ood —— 221C X 204
o ] —+— 221C X 205
S —o— 221C X 207
o 50 —o— 2NC X 208
5 —&— 221C X 208
—
= 0 e e PP Tty
1 1 10 100 1000
Antistoff (ngirer)
OKT3 -podede tunge kjeder
Blokkeringsforsek
2001 (Midlere kanal - HPB-ALL)
Peen = 41 X 144
0150
2 ~a—  221C X 185
2 —e— 221C X 199
;;3 ——o—  221C X 204
o —— 221C X 205
§ ——o— 221C X 207
@ —e—— 221C X 208
M —o— 221C X 208
g ]
~ Q0T Ty T Yy
0 100 150 200 250
Antistoff(ngfrer)

(205) _.._,24.48,49,71,73,76,78,88.91,
(208) 6.,__,24.48,49,71,73,__,78.__,__,
(204)  6.._,24,48,48.71,73,76.78,__,__,
(199) 6,23, 24,4848 1— _ymcym e —re v s
(207)  6,23,24.48,49,71,73.__,78,__\__,
(185)  6,23,24.48,49,71,73,76,78,88.,91,
(209)  6,23,24,48,49,_ .\ _,__78,__,__,

141 X 144

rTromMmooo»

To MmO O @O >
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F[g 11 QOKT3 - podede tunge kjeder
Bindingsforsek
200- (Midlere kanal - HPB-ALL)
o A|~———  221C X 183
4!_-: B|——¢—— 221C X 184
g C|{—o— 221C X 185
2 D|~——a———  221C X 198
o E|—o— 221C X 203
§ F |—&— 221C X 205
@ G |—o— 221C X 206
o
= !
R s S e o
1 1 10 100 1000
Antistoff (ng/rer)
OKT3 — podede tunge kjeder
Blokkeringsforsok
{(Midlere kanal - HPB-ALL)
175
Al—e— 221C X 183
§ B|—*x— 221C X 184
5]' 150 A Cl|—o— 221C X 185
& B D{—s— 221C X 198
§ F E|—o— 221C X 203
8 125 G Fl—a— 221CX 205
g (F? G |—e— 221C X 206
n
9 D
0
2 100t+——-———T 1 ——————
Ry 0 50 100 150 200 250
Antistoff (ng/rerx)

—— (183}
—a—  (20%)
—x— (184)
—o— (2086)
—o— (203)

—— (185)
—a— (188)

—t e b o |

5. 23|2"-——p-—|——l——\——b-——)—-)——)

——-,24,48,49,71,73,76,78,__,_

6,..,24.,48,49,71,73,76.78,88,91,
6.23,24,48,49,71 73,76.78.88,91,

6,23,24,48.49.71.,73,76,78. . _,_

48,49,71,73.,76,78,88,31,
- 24,48,49,71,73,76,78,88,91,

-
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