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DOELSTELLING

Antilichamen kunnen, vooral omwille van hun specificiteit, een belangrijke rol
spelen in de diagnostiek en therapie van verschillende kwaadaardige aandoeningen
zoals borstkanker. Alhoewel antilichamen van dierlijke oorsprong een belangrijk
hulpmiddel zijn in vitro, hebben ze in vivo om tal van redenen slechts een beperkt aantal
toepassingen. Voor de in vivo toepassingen ware het wenselijk dat men zou kunnen
gebruik maken van menselijke antilichamen. Tot hiertoe is het praktisch onmogelijk
menselijke antilichamen aan te maken die gericht zijn tegen humane borstkankercellen.
Vandaar dat de meeste antilichamen, die gebruikt worden bij het stellen van een
diagnose of gebruikt worden in therapie, van dierlijke oorsprong zijn. Het gebruik van
dierlijke antilichamen veroorzaakt in de meeste gevallen vooral bij herhaald gebruik
overgevoelheidsreakties. Een elegante oplossing wordt geboden door de DNA-
technologie die het mogelijk maakt domeinen van Ig-genen uit te wisselen zonder
hierbij de antigeen-binding te beinvioeden. Door antilichaam-genen te modificeren, kan
men van een muizenantilichaam een minder immunogeen, meer menselijk antilichaam
maken. Op deze manier kunnen enerzijds muis/mens chimere antilichamen maar
anderzijds ook "gehumaniseerde" antilichamen worden aangemaakt. Bij een chimeer
antilichaam zijn alleen de variabele gebieden afkomstig van een muizenantilichaam, bij
het "gehumaniseerde" alleen de hypervariabele gebieden. Beide soorten antilichamen
geven duidelijk minder aanleiding tot afweerreakties en daarenboven zijn ze merkelijk
efficiénter in het opwekken van secundaire immuunrecties in het menselijk immuun
systeem in vergelijking met de oorspronkelijke muizenantilichamen.

Het doel van dit proefschrift is een muis/mens antilichaam te construeren dat
gericht is tegen humane borstkankercellen. Na het chimeriseren van het antilichaam
mag verwacht worden dat de immunogeniciteit in mensen sterk zal afnemen; de
immunogeniciteit zal beperkt blijven tot een anti-idiotype reaktie (Briiggemann e.a.,
1989). Bovendien kan men door gebruik te maken van een humaan IgG1 de natuurlijk
gemedieerde cellyse in het menselijk lichaam versterken (Bindon e.a., 1988).

In het Dr. L. Willems-Instituut werden antilichamen gemaakt gericht tegen de
humane borstkankercellijn MCF-7. Het doel van het voorgelegde onderzoekswerk is één

4



van de geisoleerde antilichamen, 5D10 (IgG3) genoemd te chimeriseren. Dit
antilichaam herkent een tumor-geassocieerd antigeen op de MCF-7 borstkankercellijn
(Plessers e.a., 1986). Uit een in vitro toxiciteitstest voor humane borstkankercellen
blijkt dat de toxiciteit van het antilichaam voor de kankercellen toeneemt naarmate de
concentratic aan antilichaam stijgt. De analyse van de binding van 5D10 aan
borstkankerweefsel van patiénten duidt erop dat de binding sterk is gecorreleerd met de
kwaadaardigheid (aneuploidie) van de kanker (Chin e.a., 1991).
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HOOFDSTUK 1 : INLEIDING

1.1. Antilichamen

1.1.1. De structuur van antilichamen

De immunoglobulinen of antilichamen zijn een groep van glycoproteinen die
voorkomen in het serum en andere biologische vloeistoffen van alle mammalia. De
produktie ervan wordt geinduceerd als het lymphoid systeem van de gastheer in contact
komt met lichaamsvreemde stoffen (antigenen). Bij de hogere mammalia kan men vijf
klassen van immunoglobulinen onderscheiden : IgG, IgA, IgM, IgD en IgE. Ze
verschillen onderling in lengte, grootte, aminozuur- en carbohydraat-samenstelling.

De basisstructuur van alle immunoglobulinen bestaat uit twee identieke lichte
en twee identieke zware polypeptide ketens die met elkaar verbonden zijn door disulfide-
bruggen. De klasse en subklasse van een immunoglobuline wordt bepaald door het type
van de zware keten. Elke keten is opgebouwd uit meerdere fundamenteel gelijkvormige
domeinen. Deze domeinen hebben ofwel een constant (C) ofwel een variabele (V)
aminozuursequentie (zie figuur 1.1.).

Idiotypen worden gekarakteriseerd door unicke Viy- en Vq -gebieden die samen
het variabel fragment (Fv) vormen. Het Fv-fragment is de kern van het antigeenbindend
fragment (Fab) waarvan telkens twee gelijke kopijen in één antilichaam voorkomen.
Het andere deel van het antilichaam bestaat enkel uit constante domeinen. Zij vormen
een kristaliseerbaar fragment (Fc) dat de klasse of subklasse en dus ook de effector-
functies van het antilichaam definieert (zie figuur 1.1.). Een antilichaam gericht tegen
een cel- of weefselantigeen kan met haar Fc-gedeelte interageren met het complement of
met Fc receptoren op effectorcellen en op deze wijze de targetcellen vernietigen.

De variabele gebieden die de specificiteit van het antilichaam bepalen bestaan
uit duidelijk te onderscheiden deelgebieden. Men heeft enerzijds de hypervariabele
gebieden of complementariteit-determinerende regio's (CDR) en anderzijds de constante
"framework" gebieden (FR). Het zijn vooral de CDR's die instaan voor de binding van
het antigeen, terwijl de FR het geraamte vormen met als belangrijkste de positionering
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van de CDR's. Op basis van de "framework"-homologie kan men de variabele gebieden
indelen in klassen (Kabat e.a., 1987).

Figuur 1.1. : De struktuur van een antilichaam. Een antilichaam is opgebouwd uit 2
identieke zware en lichte ketens die worden samengehouden door zwavelbruggen. Het
amino-terminale uiteinde wordt gekarakteriseerd door variabele sequenties zowel in de
lichte (V1) als zware keten (V). De rest van het molecule heeft een relatief constante
structuur (C). Het constante gebied van de lichte keten wordt weergegeven door CL, het
constante gebied van de zware keten is opgedeeld in 3 regio's : CH1, CH2 en CH3. Het
scharnierende gedeelte of het "hinge" gebied is weergegeven door H. Door middel van
enzymen kan een immunoglobuline in fragmenten gescheiden worden. Papaine splitst
een antilichaam in twee gelijkaardige Fab-fragmenten en één Fc-fragment, pepsine
daarentegen levert het F(ab'),-fragment, een pFc'-fragment en laag moleculaire eiwitten.

Fab fragment

Fab




1.1.2. Antilichamen in therapie

Mammalia produceren na immunisatie een hele variéteit van antilichamen met
verschillende affiniteiten en specificiteiten voor het desbetreffende antigeen. Alhoewel
deze polyklonale antilichamen vele toepassingen kenden, beperkte de heterogeniteit van
deze antilichamen sterk de mogelijkheden op onderzoeks- en therapeutisch vlak.
Dankzij de hybridoma-technologie (Kéhler en Milstein, 1975) werd het mogelijk
monoclonale antilichamen met gewenste specificiteit te selecteren. Het probleem van de
beperkte leefbaarheid van lymfocyten die een gewenste antistof aanmaken, kan men
door middel van een celfusic met myelomacellen (kankerlymfocyten) oplossen.
Hierdoor ontstaat een hybriede cel (hybridoma) die de antilichamen met gewenste
specificiteit produceert en die bovendien als het ware onsterfelijk is door het verworven
tumoraalkarakter.

Immunoglobulinen zijn van groot belang in het biologisch onderzoek en spelen
een belangrijke rol in medische en industriéle applicaties. Het gebruik van mens-
vreemde antilichamen wordt echter gelimiteerd door de immunogeniciteit van deze
eiwitten (Schroff e.a., 1985). Dankzij genetische manipulatie kan men bepaalde
veranderingen in de aminozuur-samenstelling van de antilichamen aanbrengen,

waardoor deze immunogeniciteit sterk vermindert.

1.1.3. Immuuntherapie van borstkanker met antilichamen

Heelkunde, chemotherapie en radiotherapie zjn de meest voorkomende
behandelingswijzen voor borstkanker. Alhoewel de continue verbetering van deze drie
behandelingen geleid heeft tot een betere levensverwachting van borstkankerpatiénten,
blijkt er toch geen afdoend therapeutisch antwoord te bestaan voor heel wat kanker-
patiénten.

Door de spectaculaire vooruitgang in de immunologie werd een goed inzicht
verkregen in de werking van het natuurlijk afweermechanisme van de mens en de
structuur en functie van de immunoglobulinen. Hieruit is gebleken dat het
immuunsysteem in staat is kankercellen te herkennen en aan te vallen. Zo ontstonden



immuuntherapieén die gericht zijn op een specificke vernietiging van de tumorcellen.
Men onderscheidt twee vormen van immuuntherapie :

1. De actieve immuuntherapie waarbij het immuunsysteem van de patiént
geactiveerd wordt zoals TIL-therapie (Tumor Infiltrating Lymphocytes) en LAK-
therapie (Lymphokine Actived Killer Cells), de effectorcellen worden na activatie
terug aan de patiént toegediend.

2. De passieve immuuntherapie waarbij monoclonale antilichamen, specifiek gericht
tegen borstkankercellen, worden toegediend aan de patiént en regressic en eventueel
vernietiging van de tumor bekomen wordt. Monoclonale antilichamen worden eveneens

gebruikt als "carriers” van geneesmiddelen, natuurlijke toxines en radionucleotiden.

Het gebruik van muis monoclonale antilichamen in de kanker-immuuntherapie,
houdt enige beperkingen in zoals de ontwikkeling van humane anti-muis antilichamen
door de patiént wat hun therapeutisch effect en toepassingen reduceert (Dillman, 1990).
Met de bedoeling nieuwe reagentia te ontwikkelen voor kanker-immuuntherapie werden
met behulp van de DNA technologie chimere en gehumaniseerde antilichamen gemaakt
gericht tegen tumor-geassocieerde antigenen (Sahagan e.a., 1986; Riechmann e.a.,
1988, Orlandi e.a., 1992). Enkele van deze antilichamen werden reeds aan
kankerpatiénten toegediend waarbij een reduktie van de HAMA respons en een langer
halfwaarde-tijd werd bekomen (Hale e.a., 1988; LoBuglio e.a., 1989).

1.2 . De genetische manipulatie van antilichamen

1.2.1. Organisatie van de antilichaam-genen en expressiesystemen

De immunoglobulinen van ons lichaam herkennen en onderscheiden een
enorme variéteit aan antigenen. Hoe de genetische informatie, nodig voor deze grote
variéteit aan antilichamen opgeslagen is in het genoom, bleef lang een raadsel. Door de
ontdekking van de restrictieénzymen en de vooruitgang van de recombinant DNA-
technologie kreeg men een beter inzicht in de immunoglobuline-genetica. Een
immunoglobuline keten wordt gecodeerd door verscheidene gensegmenten die verspreid

liggen op de chromosomen van de kiemlijncellen. Deze genen moeten een herschikking
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ondergaan om een actief immunoglobuline-gen te vormen. In de genomische DNA
sequenties die coderen voor de variabele (V) en constante (C) gebieden, treft men één
enkel C-gensegment aan dat codeert voor het C-gebied, en meerdere gensegmenten die
coderen voor het V-gebied. Ieder variabel gebied van de lichte keten (Vp) wordt
gecodeerd door twee gensegmenten namelijk het V-("Variable") en J-("Joining")
segment. leder variabel gebied van de zware keten (Vi) wordt gecodeerd door een
DNA sequentie bestaande uit een V-, J- en een D- ("Diversity") gensegment (zie figuur
1.2.). Het grote aantal V-, J- en D-segmenten dat beschikbaar is voor de codering van
een immunoglobuline streng geeft aanleiding tot de enorme antilichaamdiversiteit.

Figuur 1.2. : Schematische voorstelling van de Ig-genen. Het zware keten gebied wordt
gecodeerd door drie gensegmenten : een V-, D- en J-gebied; naast het lichte keten
gebied dat gecodeerd wordt door twee gensegmenten : Ven J.

Zware keten gen

| [W] [cRz_] [ews ]

UH D JH
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In het immunoglobuline-gen bevinden zich achteréénvolgens promotor, signaalpeptide
sequentie, een klein intron, variabel gebied, een groot intron met de Ig-"enhancer" en
een constant gebied. De promotorsequentie drijft de transcriptie. Het transcriptie-
signaal wordt versterkt door een "enhancer" gelegen in het intron tussen het V- en C-
gebied. De signaalpeptide-sequentie is verantwoordelijk voor het transport van het
antilichaam doorheen het membraan en het endoplasmatisch reticulum gedurende de
translatie.

De DNA gemedieerde transfectie en immunoglobuline-gen expressie opent een
nicuwe weg voor de studie van de Ig-functies en voor de produktie van Ig en op Ig
gelijkende eiwitten (Morrison e.a., 1984, 1985, 1989). Vier verschillende systemen
kunnen gebruikt worden voor de expressie van recombinante antilichaam-moleculen :
bacterién, gisten, baculovirussen en zoogdiercellen. De produktie van antilichamen via
genetische manipulatie bleek echter niet zo eenvoudig te zijn. De eerste menselijke
recombinante eiwitten werden geproduceerd in E. coli door Cabilly en medewerkers
(1984). Zij probeerden zware en lichte keten genen van een muis anti-CEA antilichaam
tot expressie te brengen in deze gastheer. De ketens vouwden echter niet correct op,
omwille van hun beperkte oplosbaarheid en het ontbreken van de essentiéle
disulfidebrugvorming. Bacterién zijn gemakkelijk op te kweken en hebben een
interessant expressiesysteem voor de produktie van antilichaamfragmenten (Skerra e.a.,
1988; Better e.a. 1988). Men kan echter in deze gastheer geen intakte antilichamen tot
expressie brengen en de geproduceerde eiwitten zijn eveneens niet geglycosyleerd. Deze
glycosylatie staat in voor een belangrijk deel van de functie van het eiwit. Gisten en
baculovirussen glycosyleren hun genprodukten wel en kunnen gehele antilichaam-
fragmenten tot expressie brengen (Horwitz e.a., 1988; Hasemann ¢.a. 1990). Expressie-
systemen van zoogdieren kunnen volledig functionele antilichamen leveren. Deze
geproduceerde antilichamen gelijken het meest op de menselijke antilichamen, ze
bevatten alle effectorfuncties en vertonen een gereduceerde immunogeniciteit. Een
probleem echter bij expressiesystemen van zoogdieren is de lage produktie. Voor de
tranfectie van de Ig-genen in zoogdiercellen, heeft men vectoren nodig die voorzien zijn
van dominant werkende genetische merkers voor de selectie van stabiele getranfecteerde
cellen (Mulligan en Berg, 1981; Davies en Jiminez, 1980, Wigler e.a., 1980; Hartman

en Mulliggan, 1988). De expressie verloopt via een natuurlijke "promotor" en
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daarenboven beschikken de cellen over een systeem dat nodig is voor de glycosylatie en
secretie van antilichamen. De vectoren bezitten eveneens een weefselspecifieke
"enhancer” die de expressic van de Ig-genmen stimuleert. De meest gebruikte
zoogdiercellen zijn de niet-producerende myeloma cellijnen P3X63.Ag8.653 en SP2/0,
en de ovariumcellen van de chinese hamster (CHO).

Aanvankelijk werden de variabele genen geisoleerd door genomische
kloneringen in de bacteriophaag A of het gebruik van cDNA-banken. Beide methoden
hebben echter een aantal nadelen zodat meestal de "Polymerase Chain Reaction" (PCR)
(Saiki e.a., 1987) gebruikt wordt voor het isoleren en tot expressie brengen van de
variabele gebieden. Voor specifieke amplificatic van variabele gebieden kan men
gebruikmaken van primer oligonucleotiden die binden in het constante gebied en in het
eerste "framework" gebied van het antilichaam (Orlandi e.a., 1989; Gavilondo e.a.,
1990; Le Boeuf e.a., 1989) of in de "leader" sequentie (Gavilondo e.a. 1990; Larrick
e.a., 1989). Zo werden verschillende expressievectoren ontwikkeld om deze PCR-
produkten in mammalia cellen tot expressie te brengen (Xiang e.a., 1990; Hasting e.a.,
1991) of in E. coli cellen (Chaudhary e.a., 1990; Skerra e.a., 1991).

1.2.2. De chimere antilichamen

Vele monoclonalen die in therapie worden gebruikt zijn van dierlijke oorsprong
en veroorzaken in vele gevallen ernstige overgevoeligheidsreacties. Niettegenstaande de
hybridoma-technologie is het moeilijk stabiele menselijke hybridoma's aan te maken.
Door de genetische manipulatie is het mogelijk antilichaamgenen te modificeren en kan
men van een muis antilichaam een minder immunogeen en meer menselijk antilichaam
maken (Winter en Milstein, 1991). Hierbij worden de genen die coderen voor de
variabele gebieden van het muis antilichaam, gekoppeld aan de genen coderend voor
humane constante gebieden. Expressie in een myelomacel, levert dan een chimeer
antilichaam op, waarbij chimeer betrekking heeft op gedeeltelijk "humaan" en
gedeeltelijk "niet-humaan" (figuur 1.3.). Deze antilichamen zullen logischerwijs minder
immunogeen zijn bij gebruik in humane therapie dan de oorspronkelijke muis of rat
antilichamen. Alleen de variabele gebieden kunnen nog een immuunrespons oproepen.
Bovendien kan men de klasse van het constant domein kiezen, afhankelijk van de
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toepassing. Voor het opbouwen van een tumor-specifiek bindend antilichaam, dat de
lyse van de tumorcellen moet veroorzaken, is de humane IgGl-subklasse het meest
geschikt (Briiggemann e.a., 1987; Bindon e.a., 1988).

Voor de produktie van gemodificeerde antilichamen werd pionierswerk verricht
door Sharon e.a. (1984). Zij toonden aan dat een variabel gebied van een anti-
azophenylarsenaat antilichaam functioneel blijft, zelfs indien het gekoppeld wordt aan
een polypeptide dat verschillend is van het eigen constant gebied.

muis antilichaam humaan antilichaam

k_//

\

muis/mens chimeer antilichaam

Figuur 1.3. : Voorstelling van een muis/mens chimeer antilichaam waarbij de variabele
gebieden van een muis antilichaam (Vi en V) gekoppeld worden aan de constante
gebieden van een humaan antilichaam (Cygg en Cp).
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Deze auteurs maakten een chimeer gen ViCy en introduceerden het in een cellijn die
alleen nog de chimere lichte keten produceerde, dit resulteerde in de secretie van een
antigeenbindend dimerisch molecule.

Op basis van deze en andere studies bleek het mogelijk constante domeinen van
Ig-genen uit te wisselen, zonder de antigeen-binding te beinvlioeden. De weg van de
chimere antilichamen was hiermee geopend (Morrison e.a., 1984; Boulianne e.a., 1984).
Enkele van de reeds geconstrueerde chimere antilichamen worden weergegeven in tabel
1 (pag. 15-16). De bindingsspecificiteit en farmacokinetische eigenschappen van
chimere antilichamen zijn meestal gelijk aan deze van de oorspronkelijke monoclonale
antilichamen (Colcher e.a., 1989).

1.2.3. De gehumaniseerde antilichamen

In de antilichaam-therapie is het van belang de immunogeniciteit van de
gebruikte antilichamen te limiteren. Het gebruik van chimere antilichamen voldoet hier
gedeeltelijk aan, alhoewel de variabele gebieden nog een immuunrespons kunnen
oproepen (Briiggemann e.a., 1989) .

"Humanisatie" van antilichamen is een nieuwe techniek om deze antigeniciteit
van de variabele gebieden te minimaliseren. Een eerste demonstratie werd gegeven door
Jones e.a. (1986) waarbij de hypervariabele gebieden (CDR) van een humaan
antilichaam werden vervangen door deze van een muis antilichaam (B1-8) gericht tegen
het hapteen NP-cap. Hierbij moet men rekening houden dat de "framework" gebieden
de CDR's in de juiste oriéntatic houden en soms deelnemen aan de antigeen-binding.
De minste wijziging die wordt aangebracht in deze "framework" gebieden, kan een
verandering van de affiniteit van het antilichaam veroorzaken (Xiang e.a., 1991). Dit
gehumaniseerde antilichaam is zoals een chimeer antilichaam meer effectief voor
indirecte lyse van de targetcellen.

Deze techniek werd door meerdere auteurs gebruikt.  Verhoeyen en
medewerkers (1988) transplanteerden een antigeen-bindingsplaats voor lysozyme, van

een muis naar een mens antilichaam,
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Tabel 1 : Lijst van enkele chimere antilichamen gericht tegen verscheidene antigenen

Specificiteit Isotype Expressie-systeem  Referentie
= —  ——— ———~—"— > — ——————————————————————x——————————

1."Common acute IgGl P3X63.Ag8.653 Nishimura e.a., 1987
lymphocytic leukemia Sagae.a., 1991
antigeen (CALLA)"

2. Antigeen op humane IgGl  SP2/0 Sahagan e.a., 1986
carcinoma cellen Brown e.a., 1987

3. Menselijk carcino- IgGl  SP2/0 Beidler e.a., 1988
embryonair antigeen CHO Neumaier e.a., 1990
(CEA) P3X63.Ag8.653 Kogae.a., 1990

4, Humane transferrine IgGl  SP2/0 Hoogenboom e.a., 1990
receptor

5. Humane o/f Tcel IgGl, IgG4 SP2/0 Shearman e.a., 1991
receptor

6. Gastrointestinaal IgGl  SP2/0 Sune.a., 1987
kanker geassocieerd LoBuglio e.a., 1989
antigeen Steplewski ¢.a., 1988

7. HIV-gp 120 IgGl SP2/0 Liea., 1990

8. IL2-receptor IgGl, IgG3 SP2/0 Junghans e.a., 1990

IgGl  SP2/0 Vandevyver e.a., 1993
9. CAMPATH-1 antigeen 1gG1,2,3,4 YO Riechmann e.a., 1988
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Riechmann e.a. (1988) maakten het rat IgG2a antilichaam, dat gericht is tegen het
CAMPATH-1 antigeen dat voorkomt op alle humane lymphocyten en monocyten, meer
bruikbaar voor therapie door de CDR's van het rat antilichaam over te plaatsen naar een
humaan antilichaam. Het gehumaniseerde antilichaam veroorzaakte remissie in
patiénten met non-Hodgkin-lymfoma (Hale e.a., 1988). De aanmaak van het
gehumaniseerd antilichaam gericht tegen de IL2-receptor (Tac) gebeurde met
gesofisticeerde computerprogramma's. Het gehumaniseerde antilichaam bezat
uiteindelijk ¢én derde van de affiniteit van het oorspronkelijke muis antilichaam (Queen
e.a., 1989). Met het gebruik van deze techniek werden ook twee antilichamen tegen
herpes gehumaniseerd (Co e.a., 1991).

Gehumaniseerde antilichamen bezitten duidelijk een minimale antigeniciteit
maar vertonen meestal een sterke affiniteitsdaling t.a.v. het oorspronkelijke muis
antilichaam.

1.2.4. Antilichaam-fragmenten

Voor het gebruik van antilichamen in therapie en diagnostick is de
bindingsspecificteit van het antilichaam van groot belang. Voor heel wat toepassingen
is alleen het Fv- of Fab-gedeelte nodig en zijn de effectorfuncties soms overbodig of
nadelig. Kleinere fragmenten zouden ondanks hun snellere verwijdering uit het plasma,
een beter therapeutisch effect hebben. Met behulp van de recombinant-DNA-
technologie is het mogelijk fragmenten van antilichamen te ontwikkelen (zie figuur
1.4.). De expressie van functioneel opgevouwde Fab-fragmenten werd reeds bekomen in
dierlijke cellen (Sharon e.a., 1984) maar ook in gist (Horwitz e.a., 1988) en E. coli
cellen (Better e.a., 1988, Pliickthun e.a., 1989).

Het Fv-fragment bestaat uit het Vij- en V[ -gebied van een antilichaam en is
het kleinste fragment dat de gehele bindingsplaats omvat. Skerra en Pliickthun (1988)
waren de eersten die een actief Fv-fragment tot expressie konden brengen in bacterién.
Analysen hebben uitgewezen dat Fv-fragmenten dezelfde bindingscapaciteiten omvatten
als Fab-fragmenten maar het nadeel hebben gemakkelijk te dissociéren (Better e.a.,
1988, en Pliickthun e.a., 1989).
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Om de stabiliteit van het Fv-fragment te verhogen werd een "single chain" Fv-
fragment (scFv) ontwikkeld. Een scFv-fragment omvat een Viy- en Vi -gebied die met
elkaar in verbinding staan door een peptide linker. De meeste peptide linkers bestaan
uit glycine en serine residu's (Huston e.a., 1988) met soms een aantal lysines en
glutamines om de oplosbaarheid van het fragment te verhogen (Bird e.a., 1988; Colcher
e.a., 1990). Algemeen wordt aangenomen dat deze fragmenten dezelfde specificiteiten
en affiniteiten vertonen voor hun antigenen als de corspronkelijke antilichamen.

Figuur 1.4, : Schematische voorstelling van een antilichaam en de afgeleide
antilichaamfragmenten. Fab en F(ab")2 kunnen aangemaakt worden met enzymatische
klievingen en recombinant DNA-technologie. Fv en scFv worden aangemaakt met
DNA technieken

Fv fragment KRN

F(ab")2
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Er werd aangetoond dat scFv-fragmenten met een anti-tumoraal karakter omwille van
hun kleine omvang beter kunnen doordringen in dense tumoren en een beperkte
antigeniciteit vertonen in vergelijking met andere immunoglobuline vormen (Colcher
e.a., 1990; Yokota e.a., 1992).

Tegenwoordig is het mogelijk antilichaamfragmenten tot expressie te brengen
aan de oppervlakte van bacteriofagen. Hiervoor worden immunoglobuline variabele (V)
genen uit hybridoma's of B-cellen geisoleerd met de PCR-techniek en gekloneerd in
expressievectoren. In de vector wordt het antilichaamfragment gekoppeld aan de
sequentie van een faag-kapseleiwit zodat het tot expressie gebracht kan worden aan de
oppervlakte van de bacteriofaag (Mc Cafferty e.a., 1990; Hoogenboom ¢.a., 1991). De
fagen die een antigeen-bindend eiwit tot expressie brengen, kunnen aangerijkt worden
door affiniteitschromatografie. Op die manier is het mogelijk bibliotheken aan te leggen
van antilichaam-fragmenten die een grote affiniteit voor het antigeen bezitten (Clackson
e.a., 1991; Marks e.a., 1992).

1.2.5. Antilichaam-enzyme/toxine conjugaten

Door recombinante-DNA-technieken kan men gemakkelijk enzymen, toxines of
andere eiwitten verbinden aan antilichamen of antilichaamfragmenten. Het belang-
rijkste doel is door de aanéénschakkeling van een antilichaam met een niet-antilichaam
een selectieve werking van het enzyme of toxine op welbepaalde cellen te krijgen.

Chaudhary en medewerkers (1990) koppelden PE40, een
gemodificeerde vorm van het Pseudomonas exotoxine, aan het scFv-fragment van een
anti-Tac antilichaam (zie figuur 1.4.). Het immunotoxine bleek toxisch te zijn voor
cellen met IL2-receptoren en cellen van patiénten met T-cel leukemie (Kreitman e.a.,
1990). Andere voorbeelden zijn de constructie van twee immunotoxines die gericht zijn
tegen de humane transferrine receptor, enerzijds met het PE40 en anderzijds met het
diphteria toxine (Chaudhary e.a., 1990; Batra e.a., 1991). Hoogenboom e.a. (1991)
koppelden het TNF-cytokine aan een gemodificeerd antilichaam voor het gebruik ervan
in kanker-therapie. De meest geconstrueerde immunotoxines zijn gericht tegen één
receptor of antigeen maar onlangs werden zelfs bifunctionele immunotoxines
ontwikkeld (Tai e.a., 1990; Batra e.a., 1990). Deze voorbeelden tonen aan dat de
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antigeen bindingseigenschappen van het oorspronkelijk antilichaam behouden blijven en
dat na de aanéénschakeling het toxine of enzyme functioneel blijft.

1.2.6. Combinatie tussen antilichamen en T-cel receptoren

De T-cel receptor (TcR) bestaat net zoals een antilichaam uit een lichte en een
zware keten, respectievelijk een o- en een f-keten. Beide ketens worden gecodeerd door
gensegmenten bestaande uit variabele en constante gebieden. De o- en P-keten vormen
samen met het antigeen een MHC-bindend receptor complex op de celmembraan van T-
cellen. Om T-cellen te produceren met een nieuwe antilichaam gelijkende antigeen-
specificiteit werden chimere TcR-genen getransfecteerd in cytotoxische T-cel
hybridoma's. Deze chimere TcR-genen bevatten de variabele gebieden van een specifiek
antilichaam en de constante gensegmenten van een o« of B TcR-keten. Hierdoor werden
T-cellen met nieuwe specificiteiten ontwikkeld. In principe kunnen deze T-cellen
specifieke effectorfuncties mediéren en prolifereren. Zo werden T-lymfocyten ge-
produceerd die cytotoxisch zijn voor tumorcellen of cellen geinfecteerd met virussen
(Gross e.a., 1989).

Voor de produktie van een oplosbare TcR werden de variabele gebieden van
een a- en PB-keten gekoppeld aan de constante gebieden van een Ig-molecule (Gascoigne
e.a., 1987, Mariuzza en Winter, 1989). De gewenste assemblage tussen beide ketens
trad echter niet op.

1.2.7. Fusie-eiwitten

Een fusie-eiwit is een proteine waarbij een deel van de antilichaam-sequentie

vervangen wordt door de sequentie van een ander eiwit.

De fusie van deze eiwitten kan op twee manieren gebeuren :

1. Ofwel gebeurt de fusie in het constante gebied van het antilichaam waarbij het
variabel gebied met de antigeen specificiteit constant blijft.

2. Ofwel gebeurt de fusie in het variabel gebied van het antilichaam waardoor de
specificiteit van het antilichaam vernietigd wordt en het constante gebied en de
geassocieerde effectorfuncties constant blijven.
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Het produceren van biologisch aktieve fusie-ciwitten hangt af van het feit of de
aanééngekoppelde moleculen zich kunnen opvouwen tot aktieve domeinen. Het meest
gekende fusie-eiwit betreft de CD4-Ig combinatie die gebruikt kan worden voor het
neutralizeren van T-cellen die geinfecteerd zijn met het HIV-1 virus (Capon e.a., 1989;
Traunecker e.a. 1989). Er werden zelfs antilichamen geconstrueerd met groeifactoren
die gebruikt worden voor het localizeren van groeifactor-receptoren (Shin e.a., 1990;
Gillies e.a., 1991). Landolfi (1991) verving de variabele gebieden van een Ig-molecule
door IL2 waardoor specificke lyse van IL2-receptor positieve cellen optrad in de

aanwezigheid van complement.

1.3. Het 5D10 antilichaam

1.3.1. Inleiding

Een groot aantal monoclonale antilichamen die reageren met borsttumoren
werden reeds beschreven in de literatuur. Deze antilichamen worden geklasseerd in vier
groepen op basis van het gebruikte immunogeen voor de immunisatie :

a. humane melkvetmembranen
b. gestabilizeerde borsttumorcellijnen
¢. metastaserende tumorcellen

d. hormoonreceptoren

Het gebruik van gestabilizeerde cellijnen (b) biedt het voordeel dat ze gemakkelijk
beschikbaar zijn, het nadeel is dat de antigene eigenschappen in de loop van de in vitro
cultuur kunnen wijzigen. Tegen verschillende gestabiliseerde borstkankercellijnen
werden reeds monoclonale antilichamen geproduceerd. Yuan en medewerkers (1982)
maakten monoclonalen tegen ZR-75-1 cellen en Dempsey en medewerkers (1986) tegen
de humane borstkankercellijn PMC42. Het muis MBrl antilichaam is gericht tegen de
humane borstkankercellijn MCF-7 (Ménard e.a., 1983) en herkent een carbohydraat
epitoop dat voorkomt op verschillende glyco-conjugaten (Bremer e.a., 1984; Mioti e.a.
1989). Het MBrl antilichaam werd reeds gebruikt voor in vifro immunodiagnosis
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(Colnaghi e.a., 1987) en in vivo als actief immuuntoxine (Canevari e.a., 1985; Orlandi
e.a., 1988). Met het vooruitzicht het antilichaam te gebruiken in therapie werd een
muis/mens chimeer antilichaam geconstrueerd (Orlandi e.a.; 1989). Verschillende muis
antilichamen werden aangemaakt tegen cellysaten afkomstig van de humane
borstkankercellijn CAMMA -1 (Liao e.a., 1987, 1989).

MCF-7 is een goed beschreven subtetraploide humane borsttumorcellijn. De
cellijn werd gestabiliseerd door Soule en medewerkers (1973) van de "Michigan Cancer
Foundation" (MCF) en wordt enorm veel gebruikt voor de studie van borstkanker en
voor de aanmaak van monoclonalen (Ménard e.a., 1983; Brabon e.a., 1984; Thompson
e.a., 1983; White e.a., 1985, Pancino e.a., 1990).

In het Dr. L. Willems-Instituut werden antilichamen gemaakt gericht tegen de
MCF-7 borstkankercellijn (Plessers e.a., 1990). Eén van de geisoleerde antilichamen,
5D10 (klasse [gG3) genoemd, werd gekarakteriseerd en blijkt een tumor-geassocieerd
antigeen te herkennen. Het 5D 10 antilichaam vertoont een hoge graad van specificiteit
voor epitheliale cellen. De reactie met deze cellen is echter heterogeen, het cytoplasma
van borstkankercellen geeft een intensieve kleuring , terwijl voor normaal weefsel de
kleuring vooral geconcentreerd voorkomt op luminale plaatsen en in secretie-produkten.
Het monoclonaal reageert eveneens met niet-gefixeerde cellen en met parraffine-
materiaal (Plessers e.a., 1986).

Bij een onderzoek naar het invasief en metastaserend gedrag van MCF-7 cellen
in een in vifro (embryonaal kippenhart) en een in vivo (naakte muis) modelsysteem was
het mogelijk om met 5D 10 op specifieke wijze de MCF-7 cellen te localizeren (Plessers
e.a., 1988).

Vermits het onderzochte monoclonaal specifiek is voor epitheelcellen en niet
reageert met lymfoide organen of beenmerg kan het aangewend worden voor de
opsporing van metastaserende epitheelcellen in lymfeknopen en beenmerg, en mogelijk
eveneens voor het onderscheiden van epitheliale tumorcellen in sereuse effusies.
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1.3.2. Anti-tumor aktiviteit

De volgende eigenschappen bevestigen het mogelijk gebruik van het 5SD10
antilichaam in diagmose en therapie. Het 5D10 antilichaam herkent de MCF-7
borstkankercellijn die voorzien is van steroid receptoren. De in vitro toxiciteit van het
antilichaam voor humane borstkankercellen werd gemeten in een "chromium release"
test waaruit blijkt dat de vrijzetting van radioactief chromium toeneemt naarmate de
concentratie aan 5D10 stijgt.

Analyse van de binding van 5D10 op borstkankerweefsel van patiénten duidt
erop dat de binding sterk is gecorreleerd met de kwaadaardigheid of DNA-ploidie van
de kanker. De meeste tumoren vertoonden een heterogeen kleuringspatroon. De
resultaten suggeren dat er een correlatie bestaat tussen de DNA-inhoud van de nucleus
en ¢én of meerdere antigenen die herkend worden door het 5D10 antilichaam in
borstkankers (Chin e.a., 1991). Er werd reeds aangetoond dat tumoren met een
aneuploide DNA-inhoud zich sneller ontwikkelen en tot een ongunstige prognose
leiden, dit in tegenstelling tot tumoren met een diploide DNA-inhoud (Auer e.a., 1984).
De reaktiviteit van 5D10 tegen aneuploide kankercellen kan een hulp zijn voor het
stellen van een meer gedetailleerde prognose en diagnose van borstkankerpatiénten.

1.3.3. Het 5D10 antigeen

Voor het gebruik van het SD10 antilichaam in therapie of diagnostiek is het
wenselijk het antigeen, dat herkend wordt door het antilichaam op de MCF-7 cellen, te
identificeren.  Verschillende tumor-geassocieerde antigenen (TAA) werden reeds
geidentificeerd en vertegenwoordigen potentiéle doelwitten voor immuuntherapie. De
meest bestudeerde TAA zijn het carcino-embrynogeen antigeen (CEA) (Gold e.a., 1965)
en het tumor-geassocieerd glycoproteine-72 (TAG-72) (Colcher e.a., 1981). CEA is een
glycoproteine van 180 kDa dat tot expressie komt op een groot aantal colon-, rectale-,
maag- en pancreas-tumoren, 50 % op borsttumoren en 70 % op longtumoren. Het TAG-
72 is een mucine dat voorkomt op het celoppervlak van tal van tumoren. Monoclonale
antilichamen tegen CEA (Sharkey e.a., 1990; Goldenberg e.a., 1990; Beatty e.a., 1990)
en TAG-72 (Colcher e.a., 1987; Esteban e.a., 1987, Maguire e.a., 1989) werden reeds
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gebruikt voor de lokalisatie van tumoren in patiénten. Recent werden zelfs de genen
die coderen voor een aantal TAA gekloneerd (Beauchemin e.a., 1987; Rose e.a., 1986;
Wreschner e.a., 1990). Deze techniek biedt een grote hulp voor het eventueel uitvoeren
van immuuntherapeutische studies in een dierenmodelsysteem (Hand e.a., 1993).

Na indirecte immunofluorescentie op MCF-7 cellen werd het 5D10 antigeen
gelocaliseerd in perinucleaire gebieden en aan de opperviakte van de MCF-7 cellen.
Voor de identificatie van het antigeen dat herkend wordt door het 5D10 antilichaam,
werd het antigeen aangerijkt door gelfiltratie en anionuitwisselings-chromatografie en
gebeurde de karakterisatic van het antigeen met biochemische en immunologische
methoden (Plessers e.a., 1990; Vandevyver e.a., 1993). Het 5D10 reactieve antigeen is
een heterogeen glycoproteine met een hoog moleculair gewicht (40 tot 200 kDa) zoals
werd aangetoond met SDS-PAGE en immunoblotting. Het antigeen wordt partieel
vernietigd door methanol-extractie, subtilisine en pronase behandeling; en de
antigenische aktiviteit is volledig verdwenen na perjodaat en neuraminidase
behandeling. Deze resultaten veronderstellen het glycoproteine karakter van het 5D10-
antigeen en de aanwezigheid van koolhydraten zoals siaalzuur in het epitoop gebied.

1.4. Planning van de constructie van het chimere 5D10 antilichaam

Vertrekkende van de 5D10 hybridomacellijn wordt het RNA geéxtraheerd en
gebruikt voor eerste streng cDNA-synthese met immunoglobuline specificke oligo-
nucleotiden (Orlandi e.a., 1989). Met behulp van de PCR-techniek worden de genen,
coderend voor de variabele gebieden van zowel de lichte (V) als zware keten (V H) van
het 5D10 antilichaam geisoleerd. De geamplificeerde variabele gebieden worden
overgebracht naar een M13- of PUC-vector om de sequentie-analyse van de fragmenten
toe te laten. De sequenties van de gebieden worden vergeleken met de sequenties
beschreven door Kabat e.a. (1987). Na de sequentie-analysen worden de fragmenten in
specifieke vectoren M13VKPCRI1 en MI3VHPCR1 gekloneerd. Deze vectoren bevatten
de expressiecassette van het antilichaam. Vervolgens wordt de expressiecassette met het
variabel gebied overgebracht naar een vector die voorzien is van het gepaste constante
gebied. De PSV-gpt vector met het humaan y-1 gen voor de chimere zware keten en de
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PSV-hyg vector met het humane x-gen voor de chimere lichte keten. Beide vectoren
zijn voorzien van een immunoglobuline "enhancer" en selectiegenen.

Beide chimere genen worden door opéénvolgende transfecties samengebracht
in de SP2/0 cellijn. Na selectie van stabiele cellijnen worden de klonen die het chimere
antilichaam produceren, via screening met een ELISA-test voor humaan IgG/x
geisoleerd. De chimere proteinen worden verder geanalyseerd met behulp van SDS-
PAGE en immunoblot. De chimere eiwitten worden geisoleerd via een proteine A
affiniteitschromatografie en de antigeenbinding wordt d.m.v. FACS-analyse
gekarakteriseerd. De cytotoxiciteit van het chimeer antilichaam wordt bepaald aan de
hand van een "chroom release" test op MCF-7 borstkankercellen.
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HOOFDSTUK 2 : MATERIAAL EN METHODEN

2.1. Isolatie van RNA uit hybridomacellen

Het RNA werd aanvankelijk geéxtraheerd uit 5 x108 cellen met de methode
beschreven door Opdenakker e.a. (1982). De cellen werden opgelost in een hypotone
buffer (10 mM NaCl, 3 mM magnesiumacetaat en 20 mM Tris/HCl, pH 7,4) en na het
toevoegen van lysisbuffer (hypotone buffer met 5% sucrose en 1,2 % Triton) werd het
geheel gehomogeniseerd met een homogenisator. De celkernen werden verwijderd door
centrifugatie (5 minuten bij 3000 rpm bij 4°C). Vervolgens werd het RNA uit het
supernatans geéxtraheerd door een fenolextractie. Daarvoor werd het supernatans
aangelengd met een 1/10 volume SDS (10 %) en 1,3 volume gedestilleerde fenol. Het
mengsel werd al schuddend geincubeerd gedurende 10 minuten bij 50°C. Na
centrifugatie (30 minuten bij 15 000 rpm) werd de waterfase verwijderd en al schuddend
geincubeerd met 1 volume fenol/chloroform/isoamylalcohol (v/v/v : 48/48/4) gedurende
10 minuten bij kamertemperatuur. Na centrifugatie (15 minuten bij 15 000 rpm bij 4°C)
werd een NaCl/ethanol oplossing (1/10 volume van IM NaCl en 2 volumes gekoelde
absolute ethanol) aan de waterfase toegevoegd. Na een incubatie van tenminste 16 uur
bij -20°C werd het RNA geprecipiteerd met behulp van ultracentrifugatie (30 minuten
bij 4°C aan 30.000 rpm). Uit het RNA werd het mRNA geisoleerd d.m.v.
affiniteitschromatografie zoals beschreven door Aviv en Leder (1972).

Meer recent werd een eenvoudiger methode om het RNA uit cellen te
extraheren beschreven door Chomczynski (1988). Op basis van deze methode werden 5
x 106 cellen gesuspendeerd in 1 ml RNAzol (Biotecx laboratories, Texas, VS), na het
toevoegen van 100 pl chloroform en centrifugatie van het geheel, werden twee fasen
zichtbaar : een onderste fenol-chloroform fase en een bovenste waterige fase. Het RNA
bevond zich in de waterige fase terwijl DNA en eiwitten in de interfase bleven. Na
precipitatie van het RNA met isopropanol bij -20°C, werd het gewassen met 75 %
ethanol en geresuspendeerd in een lmM EDTA oplossing. De zuiverheid en de
concentratie van het RNA werden bepaald door een fractie van het staal te scheiden in
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een 0,7 % agarose gel (GibcoBRL, Gaithersburg, MD, VS) en zichtbaar te maken op een
UV transilluminator m.b.v. ethidiumbromide (Boehringer, Mannheim, D) (zie 2.3.).

2.2. cDNA-synthese

Voor de synthese van cDNA werd de "Superscript" cDNA-synthese kit
(GibcoBRL, Gaithersburg, MD, VS) gebruikt. Bij gebruik van oligo-(dT)qp.18 als
initiator van eerste streng cDNA-synthese, werd de procedure gevolgd zoals beschreven
in de handleiding. Voor de initiatie van de synthese met specifieke oligonucleotiden
(Levy e.a., 1987) werd de volgende methode gevolgd : het hybridiseren van de
complementaire sequenties gebeurde door 5 pg RNA te incuberen met 50 pmol
"primer"-oligonucleotide in een volume van 15 pl gedurende 10 minuten bij 70°C.
Vervolgens werden alle componenten uit de "cDNA-synthesis kit" nodig voor de eerste
streng synthese aan dit mengsel toegevoegd en werd de reaktie uitgevoerd volgens de
handleiding. Na de synthesereactie werden de bekomen cDNA-fragmenten verdund in 4
volumes water en opgemend met 1 volume fenol/chloroform/isoamylalcohol (viviv :
25/24/1). Na centrifugatie (2 minuten bij 13 000 rpm) werd de waterfase verwijderd en
aangelengd met 1 volume chloroform/isoamylalcohol (v/v : 24 /1). Na het vermengen
van de stoffen werd het mengsel gecentrifugeerd (2 minuten bij 13 000 rpm). Het
cDNA werd uit de waterfase geprecipiteerd met 2 volumes ethanol en 1/10 volume 3M
natriumacetaat na een incubatie van 16 uur bij -20°C. Na centrifugatie (15 minuten bij
13 000 rpm bij 4°C) werd het cDNA gewassen met 200 pl ethanol (75 %) en opgelost in
100 pl water. Het cDNA kan nu gebruikt worden voor de PCR reaktie.

2.3. Gelelektroforese

Grote DNA-fragmenten werden gescheiden via gelelektroforese in 0.6 % tot 2.5
% agarosegelen (GibcoBRL, Gaithersburg, MD, VS) in een submarien systeem met een
elektroforese buffer (EB) (40 mM Tris-HCl, 33 mM natriumacetaat, 2 mM EDTA,
0.16% azijnzuur). Het DNA werd gevisualiseerd op een UV-transilluminator in de
aanwezigheid van 10 pg/ml ethidiumbromide (Boehringer, Mannheim, D).
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Voor de isolering van DNA-fragmenten of vectoren uit gelen werd "Low
Melting Point" agarose (GibcoBRL, Gaithersburg, MD, VS) gebruikt. Na elektroforese
werd het gewenste fragment met een scalpel uit het gel gesneden en overgebracht naar
een 1,5 ml Eppendorf buisje. Het fragment werd opgelost in twee volumes steriel water
en 10 minuten bij 70°C geincubeerd. Na drie fenolextracties werd het DNA gezuiverd
via gelfiltratiec doorheen Sefadex-G50 (PharmacialLKB, Uppsala, S) en vervolgens
geprecipiteerd met twee volumes precipitatiemix (ethanol/ isopropanol/ 3 M
kaliumacetaat (v/v/v : 50/50/5)). Na centrifugatiec gedurende 10 minuten bij 13 000
rpm, werd het DNA-precipitaat gedroogd in de speedvac-concentrator (Life Science
International, Leuven, B) en opgelost in stericl water. Het geélueerde stuk DNA is dan
klaar voor gebruik.

2.4. DNA manipulaties

Alle manipulaties met DNA zoals restricties (endonucleasen), ligaties (T4-
DNA-ligase), invulreacties (Klenow) en defosforylaties (Phosfatase, Alkaline) werden
uitgevoerd zoals beschreven in de handleidingen van de firma's. De gebruikte enzymen
werden aangekocht bij Boehringer (Mannheim, D) en GibcoBRL (Gaithersburg, MD,
VS).

2.5. De "Polymerase Chain Reaction" (PCR)

De PCR-techniek is een in vitro methode om specificke DNA-sequenties
enzymatisch aan te maken m.b.v. twee primers die hybridiseren op de tegenovergestelde
DNA-streng en de gewenste regio flankeren. In een eerste stap worden de parentale
DNA-strengen gedenatureerd, vervolgens binden de "primer" oligonucleotiden aan het
"template” DNA en worden de enkelstrengen complementair gesynthetiseerd. De cyclus
herhaalt zich 30 tot 35 keer en de hoeveelheid DNA verdubbelt zich na elke cyclus. Het
geamplificeerde DNA heeft een grootte die overéénstemt met het aantal nucleotiden
tussen de gebruikte primers.

De PCR-techniek (Saiki e.a., 1985) heeft een enorme impact gehad op de
fundamentele en diagostische aspecten van de moleculaire biologie (Erlich H.A., 1989).
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Met deze techniek kan men, vertrekkende van een kleine hoeveelheid "template” (m-
RNA, totaal RNA, cDNA of DNA), grote hoeveelheden van een specifick DNA-
fragment amplificeren.

Voor de amplificatie vanuit RNA werd eerst het eerste streng cDNA
gesynthetiseerd zoals beschreven staat in 2.2.. Na het neerslaan van het cDNA en het
wassen van de pellet met 200 pl ethanol (75 %), werd de pellet opgelost in 100 pl water
en gebruikt voor de PCR-reaktie.

De amplificatie van het gewenste fragment vertrekkende van het cDNA,
gebeurde met twee specifieke primers in een reaktiemengsel van 50 pl bestaande uit 250
uM dNTP, 10 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,1 % gelatine, 25
pmol van ieder "primer" oligonucleotide en 2.5 units Thermus aquaticus (Taq)
polymerase (Cetus, Norwalk, CO) (Saiki e.a. 1988). Het reaktiemengsel werd bedekt
met 2 druppels paraffine olie en onderworpen aan 35 cycli op een programmeerbare
verwarmingsblok (New Brunswick, NJ, VS). Eén cyclus bestond uit 1 minuut bij 95°C
(denaturatie), 1 minuut bij 55°C ("annealing") en 2 minuten bij 72°C (invulreaktie). De
PCR-reaktie werd afgesloten met een finale invulreaktie van 10 minuten bij 72°C. Deze
cycli werden aangehouden voor alle PCR-amplificaties. Na de amplificatie reaktie werd
de paraffine olie van het PCR-mengsel verwijderd met een chloroform extractie.
Vervolgens werd het geamplificeerde fragment op een 2% agarose gel geidentificeerd.
Geknipt lambda DNA (Boehringer, Mannheim, D) werd als DNA-merker gebruikt.
Vermits contaminatic een groot probleem kan zijn bij deze techniek, werd een
amplificatie controle ingebouwd waarbij het cDNA vervangen werd door steriel water.

2.6. De restrictie van de PCR-fragmenten

De "primer" oligonucleotiden die gebruikt werden in de PCR-reakties, werden
voor de meeste amplificaties voorzien van enzymatische knipplaatsen. Na de
amplificatie, werd het fragment enzymatisch geknipt in het PCR-reaktiemengsel en
vervolgens gescheiden op een "low melting point agarose gel" (2.6). Na de elutie van
het fragment uit het gel (2.3) werd het geligeerd in een vector en gebruikt voor
transfectie in bacteriéle cellen.
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2.7. De aanmaak en opzuivering van oligonucleotiden

De oligonucleotiden die gebruikt werden in cDNA-synthesen, PCR-reakties en
sequentie-analysen werden aangemaakt mb.v. een DNA-synthesizer (Applied
Biosystems, Californi€ , VS). De synthese van een oligonucleotide gebeurde als volgt :
aan het 3' terminale nucleotide, dat gekoppeld is aan een vaste fase in een kolom
(reaktie-kamer), werden nucleotiden één voor één toegevoegd tot de primer
gesynthetiseerd was. Na de synthese werd het oligonucleotide met ammonium
hydroxide van de kolom gehaald en gepricipiteerd met ethanol.

Voor sommige reakties was het noodzakelijk de oligonucleotiden extra op te
zuiveren. Daarvoor werd tijdens de synthesestap een eindstandige trityl groep aan het
oligonucleotide gekoppeld. Na de synthese en het elueren van het "primer"
oligonucleotide, werd het op een "Oligonucleotide Purification Cartridge” (OPC) kolom
(Applied Biosystems, Californié, VS) gezuiverd zoals beschreven in de handleiding.

2.8. Transformatie en transfectie van DNA in E. coli cellen

De bacterie-stammen die gebruikt werden voor het opkweken van plasmiden of
fagen zijn :

IM110 : F, dam, dem, supE44, hsdR17, thi, leu, rpsL, lacY, galK, galT, ara,
tonA, thr, tsx, del (lac- proAB), traD36, proAB™, lacl4, lacZdeIM15.

JM101 : F', supE, thi, del(lac-proAB), traD36, proA*B™, laclq, lacZdeIM15

TGl  :KI12, F, supE, hsdD5,thi, del(lac-proAB), traD36, proAB™, laclq,
lacZdelM15

HBI101 : F", supE44, hsdS20, leu, mtl-1, rpsL20(Sm), lacY1, galK2, ara-14,
proA2, xyl-5, recAl13,lambda"
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Transformatie van E.coli met plasmide DNA (HB101) of faag DNA (JM101,
JM110, TG1) gebeurde met de calciumchloride methode van Mandel en Higa (1970).
Om plasmide DNA in E. coli te transformeren werden de bacterién eerst kompetent
gemaakt met CaCl, (100 mM). De E. coli werden opgekweekt tot hun exponentiéle fase
en vervolgens opgelost in steriele en gekoelde CaCl, (100 mM). Na een incubatie van
30 minuten op ijs werden de bacterién gecentrifugeerd en geresuspendeerd in CaCly aan
1/100 van het beginvolume. Na cen tweede incubatie op ijs, werd de suspensie verdund
in glycerol tot een eindconcentratie van 15% en uitverdeeld in 1.5 ml eppendorf buisjes.
De bacterién werden gedurende twee maanden bij -70°C bewaard.

Deze competente bacterién werden met het te transformeren DNA 20 minuten
op ijs geincubeerd en vervolgens 5 x aan een hitte "shock” van 37°C onderworpen. Na
een tweede incubatie op ijs gedurende 10 minuten, werden de getransformeerde
bacterién een uur in 2 ml LB medium (1% Bacto Trypton, 0,5% Yeast extract (Difco
Laboratories, Detroit, MI), 0,5% NaCl) opgegroeid. Vervolgens werd de opgegroeide
cultuur gemengd met 4 ml 0.8% agar (slab agar) in de aanwezigheid van Ampicilline
(50 ng/ml, Bochringer, Mannheim, D) (voor plasmiden) en uitgeplaat op een
voedingsbodem (LB medium met 1,5% agar). De bodems werden overnacht in de
broedstoof bij 37°C geincubeerd.

Transfectie van bacterién met infectieuze fagen gebeurde volgens de methode
van Messing (1983). De transfectie van het faag DNA in competente bacterién (JM101,
JM110, TG1) werd op dezelfde manier uitgevoerd als voor het plasmide DNA, met dit
verschil dat er slechts één hitte "shock" bij 42°C gedurende 1 minuut werd uitgevoerd.
Na de hitte "shock" werden de bacterién nog 5 minuten op ijs gehouden. Vervolgens
werden ze samen met 200 pl TG1, JM101 of JM110 cellen in exponentiéle fase met 4
ml slab agar gemengd en uitgeplaat op een voedingsbodem. Na één nacht incubatie bij
37°C konden de individuele plaques in de E.coli-monolaag onderscheiden worden.
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2.9. DNA-bereidingen

2.9.1. Kleine plasmide bereiding

Voor de isolatie van het plasmide DNA uit bacterién werd de methode gebruikt
van Volckaert e.a. (1988). De kolonies werden met een steriele tip van de
voedingsbodems verwijderd (2.9) en in 4 ml LB medium gesuspendeerd in de
aanwezigheid van ampicilline (1 pg/ml). Vervolgens werden de LB-buisjes één nacht in
het schudtoestel (New Brunswick, NJ, VS) bij 37°C geplaatst. De bacterién uit één
buisje werden gecentrifugeerd voor 10 seconden bij 13 000 rpm en na het verwijderen
van het supernatans opgelost in 100 pl van een sucrose-Tris oplossing (10 % sucrose, 5
mM Tris), 5 minuten geincubeerd bij kamertemperatuur en vervolgens gelyseerd met 20
ul lysozyme (10 mg/ml water). Na een incubatie van 5 minuten bij kamertemperatuur
werd 120 ul CTLM oplossing (0,2 % Triton X-100, 25 mM EDTA, 25 mM CDTA, 25
mM Tris, pH 8) aan het staal toegevoegd. Na voorzichtig opmengen werden de stalen
20 minuten gecentrifugeerd. Het plasmide DNA werd verder opgezuiverd d.m.v.
fenolextraties en een gelfifiratic met Sefadex G50. Het filtraat werd geprecipiteerd met
2 volumes precipitatiemix (ethanol/ isopropanol/ 3 M kaliumacetaat (v/v/v : 50/50/5)) en
gedurende één nacht bij -20°C geplaatst. Vervolgens werd het staal 10 minuten
gecentrifugeerd bij 13 000 rpm en werd het DNA precipitaat gedroogd in een Speedvac-
concentrator. De pellet werd opgelost in steriel water en een fraktie van het staal werd
gebruikt voor elektroforese op een agarose gel om de lengte van het plasmide DNA te
bepalen.

2.9.2. Grote plasmide bereiding

Voor bereidingen van grote hoeveelheden plasmide DNA (100 ml culturen)
werd het DNA gezuiverd m.b.v. Qiagen tips (Diagen, Diisseldorf, Duitsland) waarvan
het principe berust op de alkalische-lyse-methode van Birnboim e.a. (1983). Na de
opzuivering van het plasmide DNA zoals beschreven in de handleiding, werd een fractie
van het DNA gecontroleerd op agarose gel. DNA afkomstig van deze bereidingen is
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zeer zuiver en kan, na denaturatie van het dubbelstrengig DNA, rechtstreeks worden
voor sequentie-analysen.

2.9.3. Faag bereidingen

Dubbelstrengig M13-faag DNA werd bekomen uit een faagkweek waarbij 40 pl
van een verzadigde bacterién cultuur in 4 ml LB medium werd opgelost en vervolgens
werd geinfecteerd met één faagplaque. Na 6 uur incubatie van de culturen bij 37°C in
het schudtoestel (New Brunswick, NJ, VS), werd het dubbelstrengig (ds) DNA op
dezelfde wijze bereid als beschreven in 2.9.1. voor plasmide DNA.

De bereiding van enkelstrengig (ss) faag DNA uit faagculturen gebeurde m.b.v.
de methode beschreven door Messing (1983). Na het incuberen van de faagculturen
gedurende 6 uur bij 37°C, werden de bacterién neergeslagen door centrifugatie (5
minuten bij 13 000 rpm). Na het verwijderen van de cel-pellets, werden de fagen uit het
supernatans geprecipiteerd door de stalen te incuberen met 20 % polyethyleenglycol
(PEG-6000 M) met 2,5 M NaCl gedurende 15 minuten bij kamertemperatuur. Het ss
faag DNA werd neergeslagen door de stalen 10 minuten te centrifugeren bij 13 000 rpm.
De pellet werd opgelost in 100 pl steriel water en opgezuiverd d.m.v. fenolextracties en
een gelfiltratie over Sefadex G50 (Maniatis). Het filtraat werd geprecipiteerd met
precipitatiemix (ethanol/ isopropanol/ 3M kaliumacetaat (v/v/v/ : 50/50/5)) en één nacht
bij -20°C geplaatst. Na centrifigatic werd het DNA gedroogd in de Speedvac-
concentrator en gebruikt voor sequentie-analysen en transfectie experimenten.

2.10. Sequentie-analysen

Nucleotide sequentie-analysen werden uitgevoerd met de dideoxymethode van
Sanger (Sanger e.a. 1977). Voor sequentie-analysen met ss faag DNA werd gebruik
gemaakt van het "T7 sequencing" systeem (PharmacialLKB, Uppsala, S). De reakties
werden uitgevoerd met 5 pg ss faag DNA dat vooraf bereid werd zoals beschreven in
2.9.3.. Als "primers" werden de universele "reverse” M13 of PUC primer gebruikt van
de kit of de "FOR" primers uit de PCR-reakties.
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Voor sequentie-analysen met dubbelstrengig plasmide DNA werd het
"Sequenase version 2.0" systeem (USB, Cleveland, VS) gebruikt. Als template voor
deze reakties werd het ds DNA vooraf bereid zoals beschreven in 2.9.2.. Vervolgens
werd 5 pg van het opgezuiverde dsDNA gedenatureerd met 2M NaOH/ 2mM EDTA.
Na het neutraliseren van de reaktie met 2M ammoniumacetaat (pH 4,6) werd het DNA
met ethanol geprecipiteerd en gedurende 10 minuten in een bad met droogijs geplaatst.
Vervolgens werd het staal 10 minuten gecentrifugeerd bij 13 000 rpm en na het
verwijderen van het supernatans werd het DNA precipitaat gedroogd in de speedvac-
concentrator. De opbrengst na denaturatie bedroeg 2-3 pg DNA. De primers die
gebruikt werden in de sequentie-reakties, werden aangemaakt met de DNA-synthesizer
en gezuiverd op een "OPC" kolom (2.6.).

Na het uitvoeren van de sequentie-reakties zoals beschreven in de handleiding,
werden de stalen m.b.v. elektroforese gescheiden op polyacrylamide gelen (4 tot 5 %
polyacrylamide, 0,25 % N,N' methyleenbisacrylamide, 42 % ureum, 90 mM Tris, 90
mM boorzuur, 2,5 mM EDTA, 0,025 % ammoniumpersulfaat (APS) en 0,1 % TEMED
bij 8,3 pH). Na de clektroforese m.b.v. een vertikaal sequentie-systeem (Biorad
Laboratories, Richmond, MD, VS) bij 2000 V en 150 mA werd het gel 10 minuten
gefixeerd met 2% azijnzuur en nagespoeld met gedestilleerd water. Daarna werd het
sequentie-gel overgebracht naar een "Whatmann" filterpapier (Vel, Leuven, B), afgedekt
met plastic folie en gedroogd in een vacuum-droger (Biorad laboratories, Richmond,
MD, VS) gedurende 30 minuten bij 80°C. Het visualiseren van de sequentie-gelen
gebeurde met de conventionele radiografische methode met 35S dATP-merking.

2.11. Cellijnen

De 5D10 hybridoma-cellijn werd bekomen door het fusioneren van miltcellen
van met MCF-7 geimmunizeerde muizen met SP2/0 cellen (Plessers e.a., 1990). De
cellijn produceert het 5D10 monoclonaal muis antilichaam dat behoort tot de IgG3
subklasse. Dit antilichaam herkent MCF-7 humane borstkankercellen en bindt eveneens
doch in mindere mate aan epitheliale cellen, Uit de 5D10 hybridomacellen werden de
5D10 immunoglobuline genen geisoleerd en gebruikt voor chimerisatie. Het 5D10 muis
antilichaam werd als vergelijkend materiaal gebruikt in bindingstesten.
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SP2/0-Agl4 (ATCC CRL 1581) is een niet Ig-producerende muis hybridoma
cellijn die afgeleid is van de myeloma cellijn MOPC21 (Shulmann e.a., 1978). Deze
cellijn is niet in staat antilichamen te produceren maar bevat nog wel de nodige
elementen en herkenningsfuncties voor de secretie en produktie van immunoglobulinen.
Deze cellijn werd reeds door menig onderzoeker gebruikt voor de introductie en
expressie van immunoglobuline genen. De cellijn werd door ons gebruikt voor

achteréénvolgende transfectie van chimere lichte en zware keten genen.

LICR /LON/HMy? is een humane antilichaam producerende cellijn die afgeleid
is van een leukemia cellijn (Edwards e.a., 1982). Deze cellijn produceert een humaan
antilichaam van subklasse IgG1/ kappa die als positieve controle gebruikt werd voor

verscheidene testen.

De Daudi cellijn (ATCC CCL 213) is een goed gekarakteriseerde humane B
lymfoblast cellijn die werd gebruikt als targetcellen in bindingstesten voor het
karakteriseren van het chimeer antilichaam (negatieve controle).

MCF-7 (ATCC HTB 22) is een goed beschreven subtetraploide humane
borsttumorcellijn. De cellijn werd bekomen na het injecteren van epitheliale
borsttumorcellen in een naakte muis (NM376), waarvan het ascites vocht in cultuur
werd gebracht (Soule e.a., 1973). Deze cellen werden gebruikt voor alle bindingsstudies
met het 5D10 muis en chimeer antilichaam.

2.12. Celkweek

Voor het uitvoeren van de celkweek experimenten baseerden we ons op de
technieken beschreven in de handleiding van Campbell (1987). De meeste cellijnen
werden gekweekt in RPMI 1640 medium (GibcoBRL, Gaithersburg, MD, VS) voorzien
van 10% "Fetal Calf Serum" (FCS), 1% niet-essentiéle aminozuren, 2 mM L-glutamine,
1 mM natrium pyruvaat (GibcoBRL, Gaithersburg, MD, VS) en 1 % hepes buffer
(FlowICN, High Wycombe, UK). Het FCS werd op voorhand geinactiveerd bij 56°C
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gedurende 30 minuten. De cellen werden opgegroeid in 80 cm? weefselkweekflessen
(NUNC, Roskilde, Denemarken) met 20 tot 40 ml kweekmedium en geincubeerd in een
CO,-broedstoof (Vel, Leuven, B) bij 37°C en 5% CO,.

De MCF-7 borstkankercellen werden gekweekt als monolayers in 80 cm?2
kweekflessen. Het kweekmedium werd bereid uitgaande van "Minimal Essential
Medium (MEM)" (GibcoBRL, Gaithersburg, MD, VS) aangevuld met dezelfde
komponenten als voor het RPMI 1640 medium. De cellen werden regelmatig
lichtmicroscopisch geobserveerd en 3 maal per week uitgesplitst. Het uitsplitsen van de
meeste cellijnen gebeurde door een fractie van de celsuspensie over te brengen in een
nieuwe kweekfles en deze aan te vullen met vers medium. De MCF-7 cellen werden
voor het uitsplitsen losgemaakt uit hun monolayer met een 0,5 % trypsine / 0,2 %
EDTA-mengsel (GibcoBRL, Gaithersburg, MD, VS). Het medium werd eerst afgegoten
en enkele ml trypsine/ EDTA-oplossing werden toegevoegd aan de cellen. Na een
incubatie gedurende enkele minuten bij kamertemperatuur werd de oplossing afgegoten
en werd de kweekfles in de CO4-broedstoof geplaatst gedurende 2-5 minuten. Na het
loskloppen van de cellen werden ze in suspensie gebracht in vers medium en verdeeld
over nieuwe kweekflessen. Het tellen van de cellen gebeurde met een Fuchs-Rosenthal
telkamer.

Een deel van de cellen werd bewaard in kweekmedium met 10 % DMSO en
40% FCS. Ze werden uitverdeeld in 1,8 ml vriesampullen (NUNC, Roskilde,
Denemarken), bewaard bij -70°C gedurende 1 nacht en ingevroren in vloeibare stikstof
(-196°C). Voor het terug in kweek brengen van de cellen, werd de ampul ontdooid bij
37°C en de celsuspensie werd verdund in 10 ml kweekmedium. Na centrifugatie werd
de celpellet in suspensie gebracht 10 ml kweekmedium en in een 25 cm? kweekfles
opgegroeid.

Voor het uitvoeren van eindpuntdiluties (Limiting Dilution) werden 1 tot 3
cellen aangebracht in één kuiltie van een microtiter plaat samen met peritoneale
macrofagen als feederlayercellen (aan 1500 tot 3000 cellen per kuiltje) of in medium
aangevuld met 10 % kloneringssupplement (GibcoBRL, Gaithersburg, MD, VS). Na 3
dagen incubatie in een COy-broedstoof werd 100 pl selectiemedium (2.13.) toegevoegd
aan ieder kuiltje. Na 2 tot 4 weken incubatie werden verschillende populaties gescreend
voor proliferatie m.b.v. ELISA (zie 2.14).
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2,13. Elektroporatie

Voor het transfecteren van gekloneerde genen in dierlijke cellen werd de
elektroporatie-methode gevolgd van Potter e.a.(1984). Hierbij wordt het DNA
getransfecteerd in muriene cellen onder invioed van een elektrische schok van hoog
voltage. Voor de transfectie werd gebruik gemaakt van een elektroporatie-toestel
(Biorad Laboratories, CA, VS).

106 SP2/0 cellen werden gewassen met PBS en na centrifugatie gesuspendeerd
in 800 pl koude PBS en in een elektroporatie- cuvette (Biorad Laboratories, CA, VS) op
ijs geplaatst. Het te transfecteren DNA werd op voorhand bereid en opgezuiverd zoals
beschreven in 2.9.3.. Voor sommige transfecties werd het DNA met enzymen (BamHI
of Pvul) gelineariseerd omdat dit de transfectie-frequentie zou verhogen (Johnson en
Phelps, 1988). Na linearisatie werd het DNA gescheiden op een LMP-agarose gel
(2.7.), geélueerd uit het gel en opgezuiverd m.b.v. de "Prep-A-gene" DNA-opzuiverings
kit (Biorad Laboratories, Richmond, MD, VS). 1 tot 5 pg van het opgezuiverde DNA
werd toegevoegd aan de SP2/0 cellen in de elektroporatrie-cuvette en het mengsel werd
10 minuten op ijs geincubeerd. Vervolgens werd de cuvette onderworpen aan één
elektrische schok waarbij wij het Voltage lieten variéren van 150 V tot 200 V bij een
capacitantie van 960 pF. De halfwaardetijd lag steeds tussen 15 tot 35 msec,. Na een
tweede incubatie op ijs van 10 minuten, werd de oplossing gedurende 10 minuten bij
1200 rpm gecentrifugeerd. ~ Vervolgens werden de cellen gesuspendeerd in
kweekmedium en uitverdeeld aan 10.000 cellen/ 2 ml kuiltje van een cultuurplaat met
24 kuiltjes (Nunc, Roskilde, Denemarken). Na een incubatie van 2 tot 3 dagen bij 37°C
in de COo-broedstoof werd 1 ml medium verwijderd en vervangen door 1 ml
selectiemedium. Voor de PSV-gpr vectoren bestond dit selectiemedium uit RPMI 1640
medium aangevuld met de komponenten beschreven in 2.12. aangerijkt met 5 %
geinaktiveerd FCS, xanthine (250 pg/ml) (Sigma, St.-Louis, MO), hypoxanthine (15
ug/ml) (Sigma, St.-Louis, MO) en mycofenolzuur (1 pg/ml) (GibcoBLR, Gaithersburg,
MD, VS). Voor PSV-vectoren met het hyg-gen gebeurde de selectie van de
getransfecteerde cellen met medium aangevuld met hygromycine B (400 pg/ml) (Sigma,
St.-Louis, MO). Na een zevental dagen verschenen de eerste klonen die een resistentie
vertoonden. De cellen werden verder geincubeerd tot de klonen uitgegroeid waren,
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vervolgens werd het supernatans verwijderd en getest op antilichaam-produktie m.b.v.
ELISA. De producerende cellijnen werden gekloneerd d.m.v. eindpuntdilutie (2.12.).

2.14. "Enzyme Linked Immunosorbent assay" (ELISA)
2.14.1. Detectie van de chimere lichte keten

Een microtiterplaat met 96 kuiltjes (Nunc, Roskilde, Denemarken) werd gevuld
met een 1/1000 verdunning van konijn anti-humaan kappa antiserum (Dakopatts,
Kopenhagen, Denemarken) in een carbonaatbuffer pH 9,5 (15 mM Nap;COj3; 34 mM
NaHCOj; 0,1 % NaN3) aan 100 pl/kuiltje en 1 nacht geincubeerd bij 4°C ("coating").
Vervolgens werd de plaat leeggegoten en 3 maal gewassen met wasbuffer (PBS met 0,01
% Tween-80). Daarna werd ieder kuiltje gevuld met 100 ul van 2% FCS verdund in
PBS en werd de plaat 1 uur geincubeerd bij 37°C, deze "overcoating" diende om de niet
bezette plaatsen op te vullen. Na het leeggieten en het wassen van de microtiterplaat
met wasbuffer, werd elk kuiltie gevuld met 100 pl van het supernatans van de
getransfecteerde cellen. De microtiterplaat werd gedurende 2 uur geincubeerd bij 37°C
en na het leeggieten, 3 maal gewassen met wasbuffer. Vervolgens werd aan ieder kuiltje
100 pl geit anti-humaan kappa peroxidase conjugaat (1/1000 verdund in PBS) (Sigma,
St.-Louis, MO) toegevoegd en werd de plaat 2 uur geincubeerd bij 37°C. Na het wassen,
werd de enzymatische kleurreactie doorgevoerd door ieder kuiltje te vullen met 100 pl
van een oplossing bestaande uit 0,1 % OPD (Merck, Darmstadt, D), 0,1 % HyO, in
citraatbuffer pH 5 (19 mM citroenzuur, 50 mM dinatriumwaterstoffosfaat
Nap;HPO4.2H50). De kleurreactie werd na 2 tot 10 minuten gestopt door toevoegen van
50 ul 4 M HySO4. De absorbantie werd gemeten bij 492 nm met een Titertek toestel
(FlowICN, High Wycombe , UK).

2.14.2. Detectie van de chimere zware keten

Het detecteren van de chimere zware keten werd op dezelfde manier uitgevoerd
als het detecteren van de lichte keten. Hierbij werd ieder kuiltje van de microtiter plaat
gevuld met 100 pl geit anti-humaan IgG (Fab) antilichaam (1/1000 verdund in PBS)
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(Sigma, St.-Louis, MO) ("coating"). Na "overcoating" en het wassen werd het
supernatans van de transfectoma's aangebracht. Na een eerste incubatie gedurende 2
uur bij 37°C werd het antilichaam gedetecteerd met 100 pl geit anti-humaan biotine
conjugaat (1/1000 verdund in PBS) (Amersham, Buckinghamshire, UK). Na het wassen
volgde een tweede incubatie van 1 uur met 100 pl streptavidine peroxidase conjugaat
(1/1000 verdund in PBS) (Amersham, Buckinghamshire, UK). De enzymatische
kleurreactie gebeurde op dezelfde manier als beschreven in 2.14.1.

Voor beide detectie-methoden werd het supernatans van de LICR/LON/HMy2
cellijn als positieve controle (2.11.) en het supernatans van de SP2/0-Agl4 cellijn als
negatieve controle (2.11.) gebruikt.

2.14.3. Bindingsdetectic van het chimeer antilichaam aan MCF-7
borstkankercellen

De binding van het 5D10 chimeer antilichaam aan de MCF-7 borst-
kankercellen werd nagegaan m.b.v. ELISA. Hierbij werden de MCF-7 cellen na
trypsinisatie (2.12.) opgelost in MEM kweekmedium aan 5 x 10° celle/ml en
uitverdeeld in microtiterplaten (50 pl/ kuiltje) (Bectbn Dickinson, CA, VS). De platen
werden één nacht geincubeerd in de CO;-broedstoof bij 37°C zodat de cellen zich
konden vastzetten op de bodem. Na de incubatie werd het medium verwijderd en werd
de plaat 3 x gewassen met PBS. Vervolgens fixeerden we de cellen met 0,4 %
glutaaraldehyde (100 pl/kuiltje) (Sigma, St.-Louis, MO). Na een incubatie van 10
minuten bij kamertemperatuur, werd de plaat leeggegoten en opnieuw gewassen.
Daarna werd een 0,1 M glycine oplossing toegevoegd (100 ul /kuiltje) en volgde een
incubatie van 15 minuten bij kamertemperatuur. Na het verwijderen van deze oplossing
werd de plaat weer gewassen en voor bewaring bij 4°C nabehandeld met een 1% BSA/
0,1% Na-azide oplossing (100 pl /kuiltje). Alle verdunningen en oplossingen werden
aangemaakt in PBS.

Voor het uitvoeren van de ELISA werden de gefixeerde cellen gewassen met
PBS en werd de plaat "overcoat" met 2 % FCS. Na 1 uur incubatie bij 37°C werd de
plaat leeggegoten en gewassen met 0,01% Tween-80 in PBS. Vervolgens werden de
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stalen (opgezuiverd of niet) aangebracht onder de vorm van een verdunningsreeks en
incubeerden we de plaat gedurende 2 uur bij 37°C. Daarna werd het niet-gebonden
materiaal weggewassen. De binding van het chimeer antilichaam aan de MCF-7
borstkankercellen werd gedetecteerd met geit anti-humaan biotine conjugaat
(Amersham, Buckinghamshire, UK) en streptavidine-peroxidase conjugaat (Amersham,
Buckinghamshire, UK) zoals beschreven in 2.14.2..

Het 5D10 muis antilichaam werd als positieve controle gebruikt en een
irrelevant muis IgG3 antilichaam (Sigma, St.-Louis, MO) als negatieve controle. Beide
werden gedetecteerd met het affiniteits-gezuiverd geit anti-muis peroxidase conjugaat
(Dakopatts, Kopenhagen, Denemarken). Andere negatieve controles waren een
irrelevant humaan IgGl/kappa antilichaam (Sigma, St.-Louis, MO) en het supernatans
van de LICR/LON/HMy?2 cellijn die op dezelfde manier gedetecteerd werden als het
chimeer antilichaam.

2.15, Eiwit-elektroforese

De scheiding van eiwitten op basis van moleculair gewicht werd uitgevoerd met
polyacrylamide gelen onder denaturerende omstandigheden via elektroforese
(Laemmli,1970). Na het opkoken van de eiwitten in de aanwezigheid van SDS en 2-
mercapto-ethanol werden ze gescheiden op het gel. Een 10 % scheidingsgel bestond uit
10 % acrylamide, 0,33 % N,N'- methyleenbisacrylamide, 375 mM Tris-HCI (pH 8,8) en
0,1 % SDS. Na het stollen van het gel door polymerisatie van acrylamide en N,N'-
methyleenbisacrylamide in de aanwezigheid van 0,05% ammoniumpersulfaat (APS) en
0,065 % TEMED, werd op het scheidingsgel een 5% concentratiegel (5 % acrylamide;
0,16 % bisacrylamide; 125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 0,1 % SDS; 0,034 % APS; 0,1 %
TEMED) gegoten. Als loopbuffer voor de denaturerende gelen werd een 25 mM Tris-
HCV 192 mM glycine buffer met 1 % SDS en pH 8,3 gebruikt. De eiwitstalen werden
aangelengd met éénzelfde volume staalbuffer (62 mM Tris-HCI, 10 % glycerol, 5 % 2-
mercapto-ethanol, 2 % SDS, 0,01 % broomfenolblauw) en 5 minuten opgekookt bij
95°C. Na centrifugatie bij 13 000 rpm gedurende 3 minuten werden de stalen op het
polyacrylamidegel aangebracht en werd de elektroforese uitgevoerd. Hiervoor werd het
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vertikaal elektroforese-systeem van Hoefer Scientific Instruments (SF, Californi&)
gebruikt waarbij de elektroforese werd uitgevoerd bij 60 mA.

Het eiwitgel werd na elektroforese gekleurd met een Coomassie blauw-
oplossing (0,1 % Coomassie-blauw, 10 % azijnzuur, 25 % methanol) gedurende 2 tot 16
uur of gebruikt voor elektroblotting (2.16.). Vervolgens werd het gel ontkleurd met 10
% azijnzuur/ 25 % methanol en gedroogd op "Whatmann" filter papier (Vel, Leuven, B)
in de vacuum droger (Biorad Laboratories, Richmond, MD, VS) gedurende 30 minuten.
Als controle voor de blotting en als moleculaire gewichtsmerker werd een kalibratie kit
(Pharmacial. KB, Uppsala, Sweden) gebruikt.

Om het moleculair gewicht van de antilichamen te bepalen m.b.v. eiwit-
elektroforese, was het noodzakelijk op voorhand de cellen die het antilichaam
produceren, in proteine vrij medium (GibcoBRL, Gaithersburg, VS) te kweken of het
antilichaam te zuiveren omdat het FCS teveel achtergrondsignaal gaf.

2.16 Immunoblot

Na de scheiding van de eiwitten op het polyacrylamide gel, werden ze
getransferreerd naar een nitrocellulose membraan (Pharmacial. KB, Uppsala, Sweden)
door clektro-"blotting". Hiervoor gebruikten we een "blot" toestel (Pharmacial KB,
Uppsala, Sweden) waarvan we de grafietplaten reinigden met gedestilleerd water. Op de
positieve elektrode (anode) werden 6 lagen "Whatmann" filterpapier geplaatst gedrenkt
in anodebuffer 1 (0,3 M Tris-HCI, 20 % methanol, pH 10,4), gevolgd door 3 lagen
"Whatmann" filterpapier gedrenkt in anodebuffer 2 (25 mM Tris, 20 % methanol, pH
10,4). Hierop werd het 0,2 pM nitrocelluloce membraan (PharmacialLKB, Uppsala,
Sweden) gelegd gevolgd door het polyacrylamide-gel. Beiden werden eerst in
anodebuffer 2 gedompeld. Vervolgens werden 3 lagen "Whatmann" filterpapier op het
gel geplaatst, gedrenkt in anodebuffer 2, gevolgd door 6 lagen "Whatmann" filterpapier
gedrenkt in kathodebuffer (20 % methanol) en tenslotte werd hierop de negatieve
elektrode (kathode) geplaatst. Het elektroblot apparaat werd afgesloten en de stroom
werd ingesteld aan 0,8 mA/cm? gedurende 90 minuten.
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Daarna werd het membraan gekleurd met Ponceau S (Sigma, St.-Louis, MO)
en nagespoeld met gedestilleerd water. De eiwitten werden tijdelijk zichtbaar zodat we
de ladingsplaatsen van de stalen en het moleculair merker eiwit konden aanduiden. Het
stukje filter met het moleculair merker eiwit werd verwijderd en gekleurd met "Amido
black" oplossing (0,1 % Amido black, 10% azijnzuur, 25 % methanol). De kleurreactie
werd gestopt door het stukje filter te wassen met 10% azijnzuur/ 25% methanol. De
rest van het membraan werd gebruikt voor immunologische kleuring. Eerst werden de
onbezette plaatsen op de filter opgevuld door het membraan gedurende 16 tot 18 uur in
"blocking"-reagens (250 mM Tris-HCl, 750 mM NaCl, 0,2 % Tween-80) bij 4°C te
incuberen . Na het wassen van de filter met een incubatieoplossing (250 mM Tris, 750
mM NaCl, 0,05 % Tween-80) gedurende 5 minuten, werd het membraan bij
kamertemperatuur al schuddend geincubeerd in een verdunde conjugaat oplossing :

1. Voor het detecteren van de lichte keten, werd het membraan gedurende 2 uur
geincubeerd met geit anti-humaan peroxidase conjugaat, 1/1500 verdund in incubatie-
oplossing (Sigma, St.-Louis, MO).

2. Voor het detecteren van de zware keten werd het membraan geincubeerd met geit
anti-humaan biotine conjugaat (1/1500 verdund in incubatieoplossing) (Amersham,
Buckinghamshire, UK) gedurende 2 uur gevolgd door een incubatie van 1 uur met
streptavidine-peroxidase conjugaat (1/1500 verdund in incubatie-oplossing) (Amersham,
Buckinghamshire, UK). Tussenin werd het membraan 3 x maal gewassen met incubatie-
oplossing telkens gedurende 10 minuten.

3. Voor de detectie van beide ketens, werd het membraan 2 uur geincubeerd met geit
anti-humaan biotine conjugaat (Amersham, Buckinghamshire, UK) gevolgd door 90
minuten incubatie met het geit anti-humaan kappa peroxidase conjugaat (Sigma, St.-
Louis, MO) samengevoegd met het streptavidine-peroxidase conjugaat (Amersham,
Buckinghamshire, UK) (beide conjugaten aan 1/1500 verdunning in incubatie-
oplossing). Tussen beide incubaties in werd het membraan goed gewassen.

De kleurreaktie werd uitgevoerd door het membraan te incuberen met 0,04 %
tetramethylbenzidine (5% TMB in aceton) en 0,04 % HO, in "TMB"-oplossing. De
"TMB"-oplossing werd op voorhand gemaakt en bestond uit 80 % Natriumacetaat buffer
(85 mM) en 20 % DSS buffer (9 mM DSS, 50 % ethanol). Na 10 minuten werd de
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reaktie onderbroken door het membraan in 20 % DSS buffer te dompelen gedurende 30
minuten De immunoblotting werd gecontroleerd door het gel, na" Western" blotting te

kleuren met Coomassieblauwkleuring,
2.17. De FACS-analyse

De FACS-analyse werd gebruikt voor het analyseren van de binding van het
chimeer antilichaam aan de MCF-7 borstkankercellen m.b.v. fluorescerende
antilichamen. Na het merken van de cellen, werden ze geanalyseerd met FACS. Hierbij
werden de cellen langs een laserstraal gestuurd waarbij de fluorescentie-intensiteit van
ieder cel afzonderlijk werd gemeten. De verdeling van de fluoresentie-intensiteit t.0.v.
de celpopulatie werd uitgezet in een FACS-diagramma.

2.17.1. De "phycoerythrine" (PE) kleuring

De MCF-7 cellen werden na trypsinisatie (2.12.) gewassen met FACS-buffer
(PBS met 5% FCS). Per analyse werden 105 cellen in 50 wl FACS-buffer
gesuspendeerd en in een 1,8 ml eppendorf buisje gebracht. 100 ul supernatans van de
transfectoma's, monoklonalen of opgezuiverde antilichamen werden aan het buisje
toegevoegd. Na een incubatie van 30 minuten op ijs werden de buisjes gecentrifugeerd
en werd de celpellet gewassen met 1 ml FACS-buffer. Na een tweede centrifugatie werd
de celpellet opgelost in 50 ul FACS-buffer.

Voor het detecteren van chimere of humane antilichamen werd 50 pl geit anti-
humaan biotine conjugaat (1/100 verdund in FACS-buffer) (Amersham, Buckingham-
shire, UK) aan de celsuspensie toegevoegd en werd de oplossing 30 minuten
geincubeerd op ijs. Na het wassen van de cellen volgde een tweede incubatie met 20 pl
Streptavidin-PE (Becton Dickinson, CA, VS) gedurende 30 minuten op ijs. Vervolgens
werden de buisjes gecentrifugeerd (10 seconden aan 13 0000 rpm) en na het wassen van
de cellen werden ze gesuspendeerd in 500 pul FACS-buffer waarna ze onmiddellijk voor
een analyse met FACScan (Becton Dickinson, CA, VS) werden gebruikt.

De binding van de muis antilichamen aan de kankercellen werd gedetecteerd
met 50 pl (1/100 verdund in FACS-buffer) anti-muis kappa PE-conjugaat (Becton
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Dickinson, CA, VS). Na een incubatie gedurende 30 minuten op ijs, werden de cellen
weer gewassen, gesuspendeerd in 500 pl FACS-buffer en onmiddellijk gebruikt voor
analyse met FACScan.

2.17.2. De "fluoresceine isothiocyanaat" (FITC) kleuring

Een tweede mogelijkheid is het detecteren van de binding met "fluoresceine
isothiocyanaat" (FITC) gemerkte conjugaten. De uitvoering gebeurde op dezelfde
manier als beschreven in 2.17.1. Waarbij het detecteren van chimere of humane
antilichamen gebeurde met 10 pl anti-humaan FITC-conjugaat (Boehringer, Mannheim,
D). De detectie van muis antilichamen gebeurde met 10 pl anti-muis FITC-conjugaat
(Becton Dickinson, CA, VS).

2.18. Proteine A-sepharose chromatografie

De chimere antilichamen werden gezuiverd via affiniteits-chromatografie (Ey
e.a.,, 1978) op een Proteine-A Sepharose CL-4B kolom (PharmacialLKB, Uppsala, S).
De transfectoma's werden in grote aantallen gekweekt in proteine vrij medium
(GibcoBRL, Gaithersburg, MD, VS). Vervolgens werd het celkweeksupernatans
verwijderd en gedialyseerd t.o.v. fysiologisch water (0,9% NaCl pH 7-8) gedurende 24
uur bij 4°C en onder regelmatige verversing van het fysiologisch water. Na dialyse werd
het supernatans geconcentreerd tot een volume van 50 ml met een "hollow fiber
concentration” systeem (Amicon, Danvers Massachusetts, USA). Het concentraat werd
door een 0,2 pm filter (Sortirus, Gottingen, D) gefiltreerd en aangelengd met één
volume steriele bindingsbuffer pH 9 (3 M NaCl, 1,45 M glycine). Na het spoelen van de
proteine A-sepharose kolom met bindingsbuffer, werd het staal op de kolom aangebracht
(pompsnelheid 0,58 ml/min), de niet-gebonden eiwitten werden weggewassen met
bindingsbuffer. Vervolgens werd de gebonden fractie van de kolom geélueerd met pH 3
elutiebuffer (20 mM NaCl, 40 mM citroenzuur) en opgevangen in buisjes van de fractie-
collector (PharmacialLKB, Uppsala, S) die gevuld waren met 200 pl Tris-HCI (1 M, pH
9). De absorbantie van de fracties werd gemeten bij 280 nm t.o.v. een blanco waarde
(200 pl Tris-HCI, 3 ml eluticbuffer). De fracties die het eiwit bevatten werden

43



samengevoegd en gedialyseerd t.o.v. PBS (pH 7-8). Na dialyse werd de eiwitoplossing
geconcentreerd met "centriprep 30" (Amicon, Beverlyy, MA, USA), uitverdeeld in
eppendorfbuisjes en bewaard bij -20°C. De proteine A-Sepharose kolom werd na dialyse
geregenereerd met 48 % methanol en op bewaarbuffer (0,02 % thiomersal in PBS)

gezet.
2.19." Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity" (ADCC) test

De biologische aktiviteit van een antilichaam kan worden getest in een
"chromium release" standaard test van 4 uur. Bij het uitvoeren van een dergelijke test
werden 2 x 106 target cellen (MCF-7 of Daudi cellen) gesuspendeerd in 200 ul RPMI
1640 medium en gemerkt met 200 pCi 7!Chroom (NayCr304, Amersham, Arlington
Heights, IL) gedurende 1 uur bij 37°C. Vervolgens werden de target cellen 5 x
gewassen met RPMI 1640 medium en na iedere wasstap gecentrifugeerd (5 minuten bij
1000 rpm). Na het radioaktief merken van de target cellen werden ze uitverdeeld aan 35
x103 cellen/100 ul in een microtiterplaat (Nunc, Roskilde, Denemarken). Vervolgens
werden mononucleaire effectorcellen (PBLs) uit het menselijk bloed geisoleerd via
gradiént densiteit centrifugatie met Ficoll (FlowICN, High Wycombe, UK). Het bloed
werd aangelengd met één volume PBS en voorzichtig op Ficoll gebracht (2 volume
bloed per volume Ficoll) in een 15 ml buis. Na centrifugatie gedurende 20 minuten bij
2000 rpm werden de mononucleaire cellen uit de interfase verwijderd en 5 x gewassen
met RPMI 1640 medium. Na elke wasstap werden de cellen 10 minuten gecentrifugeerd
bij 1500 rpm en terug in suspensie gebracht in vers medium. De effectorcellen (PBLs)
werden verdeeld over de microtiterplaat aan 50 pl/kuiltje in een effector/target (E:T)
verhouding van 10:1, 50:1 en 100:1. Het antilichaam (het 5D10 monoclonaal, het 1D8
chimeer of een irrelevant humaan IgGlantilichaam (Sigma, St.-Louis, MO)) werd
toegevoegd aan 50 pl/kuiltie. De concentratie van het antilichaam varieerde van 5 pg
tot 25 pg/ml.

De effectorcellen (PBLs) werden met radioactief gemerkte target cellen (MCF-7
of Daudi cellen) in duplicaat geincubeerd voor 4 uur bij 37°C in de CO,-broedstoof. De
radioactiviteit van het supernatans werd geanalyseerd d.m.v. een gamma-teller (Packard
Instrument Company, Illinois, VS).



De totale vrijzetting van de radioaktiviteit werd bepaald door target cellen
(MCF-7 of Daudi cellen) te lyseren met 100 pl HySO4 (4M). De spontane Slcr
vrijzetting werd bepaald door target cellen (MCF-7 of Daudi cellen) te incuberen met

medium.
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HOOFDSTUK 3 : ISOLATIE EN KARAKTERISATIE VAN DE
VARIABELE GEBIEDEN VAN HET 5D10
MUIZENANTILICHAAM

3.1. Inleiding

Voor de aanmaak van chimere antilichaam-genen werden meestal genomische
variabele genen of zware en lichte keten cDNA-fragmenten genomen (Morrison €.a.,
1984; Liu e.a., 1987, Briiggemann e.a., 1989). Het maken van een genomische bank of
een cDNA bank en screening is echter omslachtig en tijdrovend werk. Tegenwoordig
kan men met behulp van de PCR-techniek (Saiki e.a., 1987) immunoglobuline-genen
isoleren en kloneren. Winter en medewerkers ontdekten geconserveerde regio's aan elk
uiteinde van de nucleotide-sequenties die coderen voor de variabele gebieden van deze
genen. Zij ontwierpen PCR-primer oligonucleotiden die voorzien zijn van knipplaatsen
voor restrictie-enzymen waardoor een gemakkelijke klonering van immunoglobuline-
genen mogelijk wordt (Orlandi e.a., 1989).

Bij het maken van de chimere antilichamen kan de aanéénschakeling van
genen op verschillende manieren gebeuren. In de eerste methode gaat men muis V-
gebieden koppelen aan humane C-gebieden d.m.v. een willekeurige restrictieplaats in
het intron tussen beide coderende plaatsen (Boulianne e.a. 1984, Morrison e.a. 1984,
Briiggemann e.a. 1989, Orlandi e.a. 1989, Xiang e.a. 1990). In de tweede methode
koppelt men de genen aan elkaar zonder een intron nml. door een restrictieplaats te
creéren vooraan in het cDNA van het muis C-gebied en op de overéénkomstige plaats in
het humane C-gebied (Liu e.a. 1987, Hoogenboom e.a. 1990). Er werd echter
aangetoond dat men een verhoogde expressie van het chimeer antilichaam krijgt
wanneer het V- en C-gebied met elkaar verbonden werden door een intron (Dr. W.I.
Harris, University of Aberdeen, persoonlijke mededeling). Wij opteerden dan ook voor
de eerste methode om het 5D 10 chimeer antilichaam te construeren.

Voor het construeren van chimere antilichamen is het noodzakelijk de genen
die coderen voor de variabele gebieden van het muis antilichaam te isoleren uit de 5D10
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producerende hybridomacellijn. In eerste instantie werd daarom het RNA uit de cellen
geisoleerd en omgezet tot eerste streng cDNA (Levy e.a., 1987). De inititatie van de
eerste streng cDNA-synthese gebeurde met Ig-specificke primer oligonucleotiden en
werd opgevolgd door een PCR-reaktie. De primer oligonucleotiden die gebruikt werden
in beide reakties werden speciaal ontwikkeld voor de isolatie van genen die coderen voor
de variabele gebieden van muis immunoglobulinen (Orlandi e.a.; 1989, Jones, S.T. en
M.M. Bendig, 1991). Deze primer oligonucleotiden werden voorzien van knipplaatsen
zodat de geamplifieerde fragmenten na restrictie rechtstreecks gekloneerd werden in
vectoren. De vectoren die we hiervoor gebruiken, werden ons toegestuurd door Prof. G.
Winter (MRC, Cambridge, UK). Deze Ml3-vectoren bevatten een expressiecassette
bestaande uit de promotor en signaalpeptide sequentie van de zware keten en
kloneringsplaatsen voor de geamplificeerde genen.

Na het amplificeren en kloneren van de genen, werden ze aan de hand van
sequentie-analysen gekarakteriseerd en ondergebracht in immunoglobuline-klasses
volgens Kabat e.a. (1987). De gekloneerde genen met de expressiecassette werden uit de
M13-vectoren verwijderd en overgebracht naar PSV-vectoren die de sequenties van de
humane constante gebieden bevatten. Op deze wijze werden de variabele gebieden met
een intron aan de constante gebieden gekoppeld.

3.2. Isolatie van het RNA en bereiding van het mRNA

Aanvankelijk werd het RNA uit de 5D10 hybridomacellen (Plessers e.a., 1990)
geéxtraheerd m.b.v. de methode beschreven door Opdenakker e.a. (1982) (zie 2.1.). Na
het neerslaan van het RNA m.b.v. de ultracentrifugatie (30 minuten bij 4°C aan 30 000
rpm) werd het mRNA aangerijkt m.b.v. affiniteitschromatografie volgens Aviv en Leder
(1972). Figuur 3.1. stelt het elutiepatroon voor van een dergelijke scheiding. Na het
wassen van de oligo (dT)-cellulose kolom (Pharmacial KB, Uppsala, S) met 0,1 M
NaQOH, volgde een equilibratie met startbuffer (0,01 M Tris/HCI, pH 7,5; 0,5 M NaCl en
0,1% SDS). Het RNA, verdund in startbuffer, werd over de kolom gehaald (A). Na het
wassen (B) werd het gebonden poly(A)T-RNA van de kolom geglueerd met eluticbuffer
(0,01 M Tris/ HCI, pH 7,5; 0,1 M NaCl en 0,1 % SDS) (C). Na het precipiteren van het
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poly(A)*-RNA met ethanol/ 0,1 M NaCl, werd de concentratie bepaald. Het percentage
poly(A)*-RNA bedroeg 1,2 % van het totale RNA.

Figuur 3.1. : Elutiepatroon van een affiniteitschromatografie van RNA geéxtraheerd uit
de 5D 10 producerende hybridomacellijn.

De pieken stellen achteréénvolgens voor : niet gebonden totaal RNA (I), weggewassen
RNA (II), ge¢lueerd mRNA (IIT). De X-as stelt de tijdstippen van gebruikte buffers voor
met A = de startbuffer met het RNA-staal, B = wasbuffer, C = elutiebuffer.
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Het poly(A)*-RNA werd gebruikt voor de synthese van specifick ¢cDNA en de
daaropvolgende PCR-reakties. De hoeveelheid en intactheid van het mRNA bleek niet
voldoende voor de isolatie van de V-genen. Vervolgens werd totaal RNA geéxtraheerd
uit de 5D10 producerende hybridomacellijn maar op een eenvoudigere manier namelijk
m.b.v. de RNAzol B methode (zie 2.1.). De zuiverheid van het RNA werd gecontroleerd
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op een 0,7 % agarose gel. De opbrengst bedroeg 5 pg RNA vertrekkende van 5 x 106
cellen.

3.3. Bereiding van het Ig-specifiek cDNA

Na de isolatie van het totaal RNA, werd gebruik gemaakt van Ig-specifieke
oligonucleotiden als initiator voor de eerste streng cDNA-synthese. Deze methode
maakt het mogelijk Ig-specifick cDNA aan te maken (Levy e.a., 1987) en is minder
omslachtig dan het aanleggen van genomische of cDNA-banken. De gebruikte primer
oligonucleotiden werden ontwikkeld door Winter en zijn medewerkers (Medical
Research Council, Cambridge, UK). Deze onderzoekers toonden aan dat de nucleotide
sequentic van zowel de 5'- als de 3'-uiteinden van de V-gebieden van de muis
immunoglobulinen sterk geconserveerd zijn. Door middel van computerprogramma's
werden primers ontworpen waardoor men de Viy en Vi gebieden van een willekeurig
muriene antistof kan isoleren m.b.v. de PCR-techniek (Orlandi e.a. 1989).

De initiator voor muis Vi (VHIFOR) en Vi (VKIFOR) volgens Orlandi e.a. (1989) :

VHIFOR: 5-TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCC-3'
BstEIl
VKIFOR : 5-GTTAGATCTCCAGCTTGGTCCC-3'
Bglll

Beide primer oligonucleotiden VHIFOR en VKIFOR zijn complementair aan het
mRNA in het immunoglobuline J-gebied van de zware en de lichte keten. De primers
werden voorzien van enzymatische knipplaatsen aan het minst geconserveerde deel van
de primer nml. aan het 5'-uiteinde. De VHIFOR primer bevat een BsfEIl knipplaats en
de VKI1FOR primer is voorzien van een Bg/II knipplaats.

Uitgaande van 5 pg poly(A)*-RNA of 10 pg totaal RNA van de 5D10
hybridomacellen werd het eerste streng cDNA bereid met een immunoglobuline
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specifieke primer (Levy e.a., 1987). Voor de isolatie van het variabel gebied van de
zware keten Vg werd 50 pmol van de VHIFOR primer gebruikt en werd de reaktie
uitgevoerd zoals beschreven in 2.2.. Voor de isolatic van het variabel gebied van de
lichte keten werd 50 pmol van de VK1FOR primer gebruikt (Orlandi e.a., 1989). Na de
synthese werd het cDNA geprecipiteerd en opgelost in 100 pl steriel water. De
zuiverheid van het cDNA werd gecontroleerd door een fractie van het reaktiemengsel te
scheiden op een 1 % agarose gel. Het cDNA werd gevisualiseerd op een UV
transilluminator in de aanwezigheid van ethidiumbromide. Het zuivere cDNA
verscheen als 2 banden, dit specifick cDNA kon gebruikt worden als "template" voor de
amplificatie van de variabele genen in de PCR-reaktie. De specificiteit van het cDNA
werd bepaald na de PCR-reakties aan de hand van sequentie-analyse.

3.4. Amplificatie van het zware keten variabel gebied

Na de cerste streng cDNA-synthese met de VHIFOR primer als initiator voor
de reaktie, werd het Vyy-gebied geamplificeerd m.b.v. de PCR-technick. Voor de
isolatic van het 5D10Vy-gen werd gebruik maakt van primer oligonucleotiden
beschreven door Orlandi e.a. (1989) nml. VHIFOR, die reeds aangewend werd voor de
aanmaak van het specifiek cDNA, en de VHIBACK primer, die in het FR1-gebied van
elk muis Vp-gen bindt.

De sequenties van de primers voor de amplificatie van het Viy-gebied volgens Orlandi
e.a. (1989) :

VHIFOR : 5'-TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCC-3'
BstEIl
VHIBACK : 5'-AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG-3'
Pstl
metS=Cof GGM=AofC;R=Aof G, W=Aof T
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De amplificatie werd uitgevoerd volgens de methode besproken in 2.4, met minimaal 5
pl cDNA en 25 pmol van elk primer oligonucleotide. Na de PCR-reaktie werd een
fractie van het geamplificeerd fragment gescheiden op een 2 % agarose-1,8 % LMP gel.
De grootte van het geamplificeerde fragment werd bepaald aan de hand van een
moleculaire gewichtsmerker en bedroeg ongeveer 350 bp voor het variabel gebied van de
zware keten 5D10Vy (figuur 3.2., 5 en 6).

Figuur 3.2. : De amplificatie van specifick cDNA gebeurde m.b.v. de PCR-techniek
waarbij de genen die coderen voor de variabele gebieden van lichte en zware keten van
het 5D10 antilichaam geisoleerd werden. Scheiding van de PCR-fragmenten op een 2
% agarose-1,8 % LMP gel. MI = 1 pg moleculaire gewichtsmerker Phi 174
(GibcoBRL, Gaithersburg, MD, VS) : 1353-1078-872-603-310-271-234-194-118-72 bp.

1 en 2 : PCR-fragment geamplificeerd met CKFOR en VK leader primers, 440 bp. 3 en
4 : 5D10Vg-gen geisoleerd met SDIOVKFOR en SD1I0VKBACK primers, ongeveer
340 bp. MII = 1 pg moleculaire gewichtsmerker V (Boehringer, Mannheim, D) : 587-
540-504-458-434-267-234-213-192-184-124 bp. 5 en 6 : SD10Vy-fragment geisoleerd
met VHFOR en VHBACK, ongeveer 350 bp.

Mi 1t 2 3 4Mil5 B
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Het PCR-produkt werd geknipt met Pstl en Bs/EIl enzymen. Vervolgens werd het
geknipte fragment gescheiden op een 2% LMP gel en na elutie geinsereerd in de
MI13VHPCRI1-vector die reeds geopend werd met de Pstl en Bs/EIl enzymen. In deze
eerste  kloneringsstap werd het 5D10Vy-gen rechtstreeks ingebouwd in de
MI13VHPCRI-vector zonder een verschuiving van het leesraam. De MI13VHPCRI-
vector is tevens voorzien van de immunoglobuline promotor (P) en signaalpeptide
sequentie (L). Voor de constructie van de chimere zware keten genen, kan de expressie-
cassette met het gekloneerde SD10Vy-gen door een HindIlI-BamHI klonering uit de
M13VHPCRI-vector verwijderd en overgebracht worden naar een specificke PSV-gpt
vector.

Voor de identificatie van het gen werden JM101 E.coli cellen getransfecteerd
met de M13VHPCR1-faagvector. De getransfecteerde E.coli cellen werden uitgeplaat
op een agarbodem. Vervolgens werden verzadigde bacterieculturen geinfecteerd met de
bekomen faagplaques. Na een incubatie van 6 uur werd het dsDNA uit de geinfecteerde
cellen geisoleerd en het ssDNA werd uit het supernatans gehaald volgens de methoden
beschreven in 2.9. De vector met het gekloneerde 5D10Vy-gen kon nu
gekarakteriseerd worden aan de hand van sequentie-analysen en restrictie-patronen. De
klonering van het 5D10Vpy-gen wordt uitvoerig besproken in Hoofdstuk 4 en is

schematisch weergegeven in figuur 4.3.

3.5. Amplificatie van het variabel gebied van de lichte keten

De isolatie van het 5SD10Vy-gen gebeurde op dezelfde manier als voor het
5D10Vyy-gen nml. met behulp van de PCR-techniek. Na de isolatie van het RNA uit de
5D10 hybridomacellen (zie 3.2.) en de synthese van eerste streng cDNA met de
VKIFOR primer als initiator voor de reaktie (zie 3.3.), werd het 5D10Vk-gen
geampliceerd m.b.v. de PCR-techniek. Voor de isolatie van het variabel gebied van de
lichte keten werd de reaktie uitgevoerd met minimaal 5 pl cDNA en 25 pmol van elk
primer oligonucleotide VK1FOR en VK1BACK, eveneens ontwikkeld door Prof. G.
Winter en medewerkers. Beide oligonucleotiden zijn voorzien van enzymatische
knipplaatsen om een gemakkelijke klonering toe te laten. VKIFOR bevat de Bgill en
VKIBACK de Pvull knipplaats.
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De sequentie van de beschreven primers (Orlandi e.a., 1989) voor de isolatie van het

lichte keten variabel gebied :
VKIFOR : 3GTTAGATCTCCAGCTTGGTCCC-3'
Bglll
VKIBACK :5-GACATTCAGCTGACCCAGTCTCCA-3'
Pwull

Na de PCR-reaktie zoals beschreven in 2.4., bleek dat er meerdere fragmenten
geamplificeerd werden en de mogelijkheid bestond dat de primers (VKIFOR en
VKI1BACK) op andere plaatsen in het genoom konden binden en aldus niet geschikt
waren voor de isolatie van het SD10V-gen. In de literatuur wordt aangegeven dat voor
de amplificatie van sommige genen problemen kunnen optreden (Orlandi e.a., 1989).
De beschreven oligonucleotiden blijken te hybridiseren met alle J-gebieden van de muis
V-genfamilie (Kabat e.a., 1987), met één uitzondering voor het VKIBACK-
oligonucleotide dat weinig complementariteit vertoonde met de sequentie van de VkII-
familie. Daarom werd een meer specificke primer, CKFOR-primer (S.T. Jones en M.M.
Bendig, 1991), die hybridiseert in het muis Cy-gebied in de nabijheid van het J- gebied,
gebruikt als initiator voor de cDNA-synthese. Dit primer oligonucleotide is aan het 5'-
uiteinde voorzien van een enzymatische knipplaats Smal zodat na amplificatie het
fragment gemakkelijk kan gekloneerd worden.

De sequentie van de CKFOR primer (Jones, S.T. en M.M. Bendig, 1991) is als volgt :

5'-GGATCCCGGGTGGATGGTGGTGGGAAGATG-3
Smal
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Vervolgens werd de PCR-reaktie uitgevoerd zoals beschreven in 2.4. met 5 pul van het
eerste streng cDNA-mengsel en 25 pmol van elke primer oligonucleotide, CKFOR die
ook aangewend werd voor de aanmaak van het cDNA, en VKIBACK (Orlandi e.a.,
1989). Het geamplificeerde fragment werd na restrictie met de Smal en Pvull enzymen
gescheiden op een 2% LMP gel. Het fragment werd na elutie gekloneerd in een M13-
vector (Smal/ Pvull) (Boehringer, Mannheim, D) en in sequentie gebracht. Hieruit
bleek echter dat het SD10V-gebied slechts gedeeltelijk werd geisoleerd. Dit was te
wijten aan de niet-specificke binding van het VK1BACK oligonucleotide in het FR2-
gebied van het SD10Vg-gen. Tevens verschilde de sequentie van het ander gebruikte
oligonucleotide, VK1FOR (Orlandi e.a., 1989) op menige plaatsen van de sequentie van
het J-gebied van het 5D10Vi-gen (klasse IT). Het bleek niet mogelijk het SD10Vg -gen
volledig te isoleren met de Ig-specifieke oligonucleotiden beschreven door Orlandi e.a.
(1989).

Het onvolledige 5D10V -fragment kon geklasseerd worden volgens Kabat e.a.
(1987) in de VkII-klasse, zodat het gen kon geamplificeerd worden met oligo-
nucleotiden beschreven door Jones S.T. en M.M. Bendig (1991). De eerste PCR-reaktie
werd doorgevoerd met het CKFOR oligonucleotide dat hybridiseert aan het muis
constante kappa gebied; en het VK leader oligonucleotide dat hybridiseert aan de leader
sequentie van het muis kappa (klasse IT) gebied.

Figuur 3.3. : De sequentie van de primer oligonucleotiden VK leader en CKFOR (Jones
M.T. en M.M. Bendig, 1991) voor de isolatic van het Vi-gen. De plaatsen waar de

oligonucleotiden binden in het genoom zijn weergegeven in het schema onderaan.

VK leader : 5'-ACTAGTCGACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTG-3'

CKFOR : 35-GGATCCCGGGTGGATGGTGGGAAGATG-3'
Smal
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De sequenties van de oligonucleotiden voor de isolatie van het Vi-gen volgens Jones
M.T. en M.M. Bendig (1991) zijn weergegeven in figuur 3.3. evenals de plaatsen waar
de primers hybridiseren in het genoom voor de isolatie van het SD10Vk-gen. Na
amplificatie werd een fractie van het PCR-mengsel op 2 % agarose-1,8 % LMP gel
gescheiden en werd de grootte van het fragment bepaald : ongeveer 450 bp (Figuur 3.2.,
aenb). Het fragment werd geélueerd uit een 1,2 % LMP gel en gebruikt voor een
volgende PCR-reaktie.

De tweede PCR-reaktie om het Vi -gen te isoleren en te voorzien van de juiste
knipplaatsen, werd uitgevoerd met 25 pmol van ieder oligonucleotide, 5D10VKFOR en
5SDI0VKBACK, en 50 ng van het opgezuiverd DNA geamplificeerd in de eerste PCR-
reaktie. De nucleotide-sequenties van de gebruikte oligonucleotiden vertoonden
gelijkenissen met de sequenties van de VKIFOR en VKIBACK oligonucleotiden
beschreven door Orlandi e.a. (1989) maar werden aan hun 3'-uiteinde aangepast aan de
terminale sequenties van het muis Vg II-klasse (Kabat e.a., 1987).

De sequenties van de primers die gebruikt werden in de tweede PCR-reaktie zijn als
volgt :
5D10 VKFOR : 5'-CCGTTIGATCACCAACGCTGTCCC-3'
Bell
5D10 VKBACK : 5'-GACGTCCAGCTGGACCCAGACCCCA-3'
Pyvull
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Beide oligonucleotiden zijn voorzien van een enzymatische knipplaats, Bc/l voor
5D10VKBACK en Pwvull voor 5DIOVKFOR, zodat na amplificatie het fragment
gemakkelijk kan gekloneerd worden in een vector. De PCR-reaktie werd uitgevoerd
zoals beschreven in 2.4. en na scheiding van het staal op een gelelektroforese verscheen
een PCR-fragment van ongeveer 340 bp (figuur 3.2.,c en d). Het 5D10Vi-fragment
werd geknipt met de Be/l en Pvull enzymen en werd na elutie uit een 1,2% LMP gel
geinsereerd in een vector. Vervolgens werd het SD10Vg-gen gekarakteriseerd aan de
hand van sequentie-analysen. De klonering van het 5SD10Vy-fragment wordt besproken
in Hoofdstuk 4 en is weergegeven in figuur 4.5,

3.6. Karakterisatie van het variabel gebied van de zware keten

3.6.1. De M13VHPCRI1-vector

De M13VHPCRI1-vector werd ons ter beschikking gesteld door Prof. G. Winter
(MRC, Cambridge). Deze vector bevat een expressiecassette bestaande uit de Ig-
promotor (P) en Ig-signaalpeptide sequentie (L) die de expressie drijven, en een Vp-
regio met de PstI en BstEII restrictie plaatsen in posities overéénkomend met deze van
Pstl en BstEIl van de primer sequenties (VHIFOR en VHIBACK) van het
geamplificeerde Vyy-gebied.

Figuur 3.4. : De expressiecassette van de MI3VHPCRI1-vector (HindIlI-BamHI
fragment) is opgebouwd uit een Ig-promotor (P), een signaalpeptide sequentie (L) en een
Vy-gebied met de Pstl en BstEII knipplaatsen.

Pstl BstEll

Hindlll P L | UH | BamHI
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De expressiecassette kan uit de vector verwijderd worden door de vector te knippen met
de restrictie-enzymen /indIll en BamHI. Het HindllI-BamHI fragment is weergegeven
in figuur 3.4,

3.6.2. Klonering van het variabel gebied van de zware keten in de M13VHPCRI1-
vector

Het 5D10Vy-gen werd uit de hybridomacellen geisoleerd met behulp van de
PCR-techniek (zie 3.4.). Het gen werd geknipt met de restrictie-enzymen PstI en BstEIl
en geinsereerd in de PstI-BstEIl geopende M13VHPCRI1-vector (Figuur 4.3). Na de
opzuivering van het faag-DNA werden E.coli cellen (JM101) getransfecteerd met de
faagvector en uitgeplaat op agarbodems (zie 2.8.). De bekomen faagplaques werden
uitgeprikt met een steriele tip en samengevoegd met verzadigde E.coli (JM101)
culturen. Het faag dsDNA werd uit de cellen geisoleerd met de methode beschreven in
2.9. en geknipt met restrictie-enzymen, de bekomen fragmenten werden geanalyseerd
met gelelektroforese. Het faag ssDNA werd uit het supernatans neergeslagen en
gebruikt voor sequentie-analysen (zie 2.10). De sequentie van het SD10Vy-insert werd
bepaald, daar in de afgeleide aminozuursequentie geen "stop" signaal voorkwam,
kunnen we besluiten dat een intact variabel gebied gevormd werd.

Het 5D10Vy-fragment bevat niet de exacte sequenties aan de 5'- en 3'-
uiteinden vermits de gebruikte "primers" niet de exacte maar wel de meest voorkomende
sequenties voor alle Vyy-gebieden bevatten (Orlandi e.a., 1989). Tevens werd het
5D10Vy-fragment in het leesraam van de M13VHPCR1-vector gekloneerd waardoor de
5 eerste aminozuren van het FR1-gebied en de 5 laatste aminozuren van FR4-gebied
identiek zijn aan deze van het gekloneerde Vyy-gen. De nucleotide-sequentic en
afgeleide aminozuur-samenstelling van het 5D10Vy-gebied zijn weergegeven in figuur
3.5..

Het 5D10Vy-fragment is 351 bp lang en codeert voor 117 aminozuren. De
aminozuursequentic van het 5D10Vy-fragment kan nu vergeleken worden met
aminozuursequenties van variabele gebieden van andere muis antilichamen die
geklasseerd werden door Kabat e.a. (1987). De klonering van het 5SD10Vy-gen wordt
besproken in Hoofdstuk 4 en is weergegeven in figuur 4.3,
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Figuur 3.5. : De posities van roosterwerk (FR) en hypervariabele gebieden (CDR) zijn
aangeduid. De onderstreepte sequenties zijn deze van de primer VHIFOR en het
complement van VHIBACK waarin respectievelijk de unieke restrictieknipplaatsen PstI
en BstEIl bevinden. Het J- en D-segment zijn onderlijnd in stippelijn.

Pstl
CAG GTC CAA CTG CAG CAG TCT GGA CCG GAG CTG AAG AAG CCT GGA GAG
Q ¥ Q L Q Q S G P E L K K P G E

FR1
ACA GTC AAG ATC TCC TGC AAG GCT TCT GGG TAC ACC TTC ACA/GAC TAT
T v K I S Cc K A S G Y T F T D ¥

CDR1 FR2
GGA ATG AAC/TGG GTG ARG CAG GCT CCA GGA CAG GGT TTA AAG TGG ATG
G M N W v K Q A P G Q G L K W M

CDR2
GGC/TGG ATA AAC ACC TAC ACT GGA GAG TCA ACA TAT GTT GAT GAC TTC
G W I N b Y T G E s T Y v D D E

FR3
AAG GGA/CGC TTT GTC TTC TCT TTG GAA ACC TCT GCC AGT GCT GCC TAT
K G R F v 13 5 L E T S A s A A Y

FR3

TTG CAG ATC AAC AAC CTC AAA AAT GAG GAC ACG GCT ACA TAT TTC TGT

L Q E N N L K N E D T A T b4 F c
CDR3 FR4

GCA AGA/AGG GGT TTT TAT GCT ATG GAC TAC/TGG GGC CAA GGG ACC ACG

A R R G F ¥ A M D Y W G Q G T T
/
D J4

BstEII
GTC ACC GTC TCC TCA
v T v s k)
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3.7. Karakterisatie van het variabel gebied van de lichte keten

3.7.1. De M13VKPCR1-vector

De M13VHPCR1-faagvector werd ons toegestuurd door Prof. G. Winter (MRC,
UK). Deze vector bevat de Ig-promotor (P) en de Ig-signaal peptide (L) sequentie die
de expressie drijven, en een Vi-regio (Riechmann ec.a., 1988) met Pvull en Bcll
restrictieplaatsen in posities die overéénkomen met de Pvull en Bc/l in de sequenties
van de oligonucleotiden (SDIOVKFOR en SDIOVKBACK) gebruikt voor de
amplificatie van het 5SD10Vg-gen. Het Be/l enzyme knipt uitsluitend als de adenine
residu's in deze restrictieplaats (TGATCA) niet gemethyleerd zijn. Om de
M13VKPCRI-faagvector te kunnen gebruiken was het noodzakelijk te werken met dam-
negatieve E.coli cellen. Het HindlI-BamHI fragment van de faagvector werd
overgebracht naar een specificke PUC19-vector waaruit de Pvull restrictieplaatsen
werden verwijderd waardoor ds-sequentie mogelijk werd. Het HindIlI-BamHI fragment
of de expressie-cassette voor de lichte keten is schematisch weergegeven in figuur 3.6..

Figuur 3.6. : De expressiecassette van de lichte keten is opgebouwd uit een Ig-promotor
(P), een signaalpeptide-sequentie (L) en een muis Vi-gen met de Bell en Pyull
knipplaatsen.

Pvull Bell

Hindill P BamHI

3.7.2. Klonering van het variabel gebied van de lichte keten

Het 5D10Vg-gen werd uit de 5D10 hybridomacellen geisoleerd m.b.v. de PCR-
techniek. De gebruikte oligonucleotiden waren CKFOR en VKIBACK en de reaktie
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werd uitgevoerd zoals beschreven in 2.5.. Het geamplificeerde fragment werd geknipt
met de enzymen Pvull en Smal en gekloneerd in een MI13-vector die reeds geopend
werd met Smal (Boehringer, Mannheim, D). Vervolgens werden E.coli cellen (JM101)
getransfecteerd met deze faagvector zoals beschreven in 2.8. Na het uitplaten van de
cellen op agarbodems, werden faagplaques zichtbaar. De faagplaques werden uitgeprikt
met een steriele tip en samengevoegd met verzadigde E.coli culturen (JM101). De
cellen werden minstens 6 uur al schuddend geincubeerd bij 37°C en vervolgens werd het
faag dsDNA uit de cellen geisoleerd volgens de methode beschreven in 2.9. Het faag
DNA werd geknipt met enzymen (HindIll en BamHI, of Pvull en Smal) en na gel-
elektrofororese geanalyseerd.

Het faag ssDNA werd uit het supernatans neergeslagen (zie 2.9.) en werd
gekarakteriseerd aan de hand van sequentie-analysen met de dideoxymethode. Hieruit
bleek dat het variabel gebied niet intact was, het VKIBACK primer oligonucleotide
hybridiseerde in het FR2-gebied van het 5D10Vi-fragment waardoor de FR1- en
CDRI1-gebieden ontbraken. Het insert kon ondergebracht worden in klasse II van de
muis immunoglobulinen volgens Kabat e.a. (1987).

Als controle werd ook de nucleotide sequentic van het VKIFOR primer
oligonucleotide (Orlandi e.a., 1989) vergeleken met de nucleotide sequentie van FR4
(AZ 100 tot 107). Daaruit konden we afleiden dat er zich op 7 plaatsen geen
complementariteit voordeed tussen het primer oligonucleotide en dat gebied zoals

hieronder weergegeven.

VK1FOR : 3'-CCCTGGTTCGACCTCTAGATTG-5'

% d 4k & * ddkhkk kK 4 ¥

sequentie 5D10VK : 5'-GGGACAGCGTTGGAAATAAAAC 3'

De complementariteit tussen beide primers is weergegeven door een * .

De nucleotide sequentie en aminozuursamenstelling van het insert zijn in figuur 3.6.

weergegeven.
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Figuur 3.6. : De onderstreepte sequenties zijn deze van de primer VK1BACK en het
complement van de CKFOR primer. De hypervariabele gebieden (CDR) en de
geconserveerde regio’s (FR) werden aangeduid.

Smal/Pvall FR2 CDR2
CCC CTG ACC CAG TCT CCA GAA CTC GTC ATC TAC/AAA GTT TCC ACC CGA
P L T Q s P E L L I Y K v s N R

FR3
TTT TCT/GGG GTC CCA GAC AGG TTC AGT GGC AGT GGA TCA GGG ACA ACC
F s G v P D R F s G s G s G T T

FR3
TTC ACA CTT AAG ATC GCC AGA GTG GAG GCT GAG GAT CTG GGA ATC TAT
F T L K I A R v E A E D L G I Y

CDR3 FR4
TTC TGC /TCT CAA AGT ACA CAT GTT CCA TTC ACG/TTC GGC TCG GGG ACA
F c S Q ] T H v P F T F G s G T

FR4 CK
GCG TTG GAA ATA AAR/CGG GCT GAT GCT GCA CCA ACT GTA TCC ATC TTC
A L v I K R A D A A p P v S I F

Smal
CCA CCA TC C ACC CGG G

Beide primer oligonucleotiden VK1BACK en VKIFOR, beschreven door Winter en
medewerkers (Orlandi e.a., 1989), bleken niet geschikt voor de isolatie van ons gen
waardoor we gedwongen waren het gen op een andere manier te isoleren, namelijk door
twee opéénvolgende PCR-reakties (3.5.).
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Na de amplificatie reakties werd het 5D10Vy-fragment geknipt met de
enzymen Bell en Pvull en gescheiden op een 1,2% LMP gel. Na elutie werd het gen
gekloneerd in de PEGVK-vector die reeds geopend werd met Bell en Pvull (Figuur
4.6.). Vervolgens werd de vector met het gekloneerde gen getransfecteerd in competente
E.coli cellen volgens de methode beschreven in 2.8.. De getransfecteerde cellen werden
uitgeplaat op agarbodems en na een incubatie van 24 uur bij 37°C werden de kolonies
zichtbaar. De kolonies werden met een steriele tip verwijderd en opgegroeid in LB-
medium. Het dsDNA werd uit de cellen geisoleerd met de methode beschreven in 2.9..
Na het denatureren van het dsDNA werd het gebruikt voor sequentic-analysen (zie
2.10). Na de sequentie analyse met de dideoxymethode werd een intact variabel gebied
geisoleerd. De volledige nucleotidesequentie en aminozuursamenstelling van het
variabel gebied van de 5D10 lichte keten werd weergegeven in figuur 3.7..

Het geisoleerde SD10Vy-gen is 342 bp lang en codeert voor 114 aminozuren
maar bevat niet de exacte nucleotide sequenties aan de uiteinden van het variabel gebied
vermits de gebruikte oligonucleotiden niet de exacte maar wel de meest voorkomende
sequentie bevatten. Het SD10VKFOR primer oligonucleotide verschilde slechts op 3
plaatsen van de natuurlijke sequentie van het SD10V-fragment :

5D10VKFOR primer : 5'-CCCTGTCGCAACCACTAGTTTG-S'

e g e e e e e g ok e e ke e *hk Thkhw

sequentie S5D10VK : 5'-GGGACAGCGTTGGAAATAAAAC-3'

De complementariteit tussen beide primers werd voorgesteld door een *.

De aminozuursequentie van het Vi-gen kan nu vergeleken worden met de
aminozuursequenties van de lichte keten variabele gebieden van muis antilichamen
geklasseerd door Kabat e.a. (1987).
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Figuur 3.7. : De volledige nucleotidesequentie van het gekloneerde SD10Vg-gen. De
geconserveerde (FR) en hypervariabele (CDR) gebieden werden aangeduid. De
onderstreepte sequenties zijn deze van de 5D10VKBACK oligonucleotide en het
complement van de SDIOVKFOR primer. Het "Joining"gebied werd met stippelijn

onderlijnd.
Pvall FR1
GAC ATC CAG CTG ACC CAG ACC CCA CTC TCC CTG CCT GTC AGT CTT GGA
D T @ ® T @ T P L 8 L P Y 8 E G

GAT CAG GCC TCC
D Q A 8

AAT GGA ATC ACC
N G I T

CCA GAA CTC CTG
P E L L

GAC AGG TTC AGT
D R F S

GCC AGA GTG GAG

A R v E
CDR3
ACA CAT GTT CCA
T H v P
CGT GCT
R A

CDR1
ATC TCT TGC/AGA TCT AGT CAG AGC
I S Lo} R 5 ) Q B

FR2
TAT TTA CAT/TGG TAC CTC CAG AAG
Y L H W 'S L Q K

CDR2
ATC TAC/AAA GTT TCC AAC CGA TTT
I ¥ K v = N R F

FR3
GGC AGT GGA TCA GGG ACA ACC TTC
G s G S G T T F

FR3
GCT GAG GAT CTG GGA ATC TAT TTC
A E D L G I Y F

FR4
TTC ACG/TTC GGC TCG GGG ACA GCG

CTT GTA CAC GAT
L W H D

CCA GGT CAG TCT
P G Q 8

TCT/GGG GTC CCA
s G v P

ACA CTT AAG ATC
T L K I

TGC/TCT CAA AGT

c S Q )

BglII/Bell
TTG GTG ATC AAA

F T F G S G T A

L v I K

joining Jk‘
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3.8. Klasse indeling van de V-gebieden

Kabat en medewerkers (1987) maakten een klassificatie van de variabele
gebieden op basis van de aminozuursamenstelling van de roostergebieden. De variabele
gebieden van de muis zware ketens werden opgedeeld in 5 groepen met als
onderverdeling A, B of C : IA, IB, IA, [IB, IIC, IIIA, [IIB, [IC, ITID, VA, VB. Deze
van de muis lichte ketens werden onderverdeeld in 7 groepen : I, II, III, IV, V, VI, VIIL
Elk variabel gebied kan ondergebracht worden in een dergelijke klasse waarbij zich

soms kleine variaties kunnen voordoen.

Het exon dat codeert voor het variabel gebied van de zware keten bestaat uit 3
segmenten : het Variabel (Vyy), "Diversity" (D) en "Joining" (Jy) segment. Voor de
muis immunoglobuline genen bestaan er in totaal 12 verschillende D- en 4 Jy-
segmenten. Het exon dat codeert voor het variabel gebied van de lichte keten is
opgedeeld in een Variabel (Vp) en een "Joining" (J;) segment die direct met elkaar
verbonden zijn. De muis V| Ig-familie bevat 5 verschillende Jj segmenten.

3.8.1. Het zware keten SD10Vg-gen

Het gekloneerd 5D10Vy-gen is in totaal 351 bp lang en codeert voor 117
aminozuren. De aminozuursequentie van het fragment vertoonde de meeste homologie
met klasse IIA volgens de indeling van Kabat e.a. (1987). Het 5D10Vy-gen werd
ingedeeld in structurele gebieden : Roosterwerkgebieden (FR1, FR2, FR3, FR4) en
hypervariabele gebieden (CDRI1, CDR2, CDR3). Er zijn geen fouten in het leesraam
zodat dit gen waarschijnlijk codeert voor het variabel gebied van de zware keten van het
5D10 antilichaam.

De overéénkomst tussen de AZ-sequentie van SD10Vyy en Viy-klasse II(A) van
de muis immunoglobulinen werd weergegeven door *. Wanneer het AZ in de klasse
werd voorgesteld door een kleine letter, kon dit AZ in het Vy-gebied variéren. Het
5D10Vy-gebied volgde niet de volledige consensus, t.0.v. klasse [IA zijn er in totaal 11
verschillen. Deze verschillen kwamen voor op plaatsen in de sequentie die mochten
variéren. Het variabel gebied is opgedeeld in 3 segmenten : het V-, D- en Jyj-segment
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waarbij de sequentie van het Jg-segment de consensus van Jyy4 (Kabat e.a., 1987) het
meest volgde (figuur 3.5.).

Aminozuur homologie tussen het SD10Vy-fragment en de consensus van klasse ITA

werd weergegeven :
CDR1
5D10Vy : QVQLOQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTDYGMNWVKQAPGQGLKWM
*khkkdrhhkhk dk Fhk dh kkdh AhkAh Kk * ok ok * * &
klasseII (A): -VQLQQSg-elvkpGasVk-sCk-sgy-F-——---- WV-g-—-g--1l-wi
CDR2
5D10Vy : GWINTYTGESTYVDDFRGRFVFSLETSASAAYLOINNLKNEDTATYFC
* % * +* * & * +* +* * +* % *
klasseII{(A : G-I----g-—-Y---Fk-k-v-t---Ssta-m——---L-sEds--y-C
CDR3
5D10vy : ARRGFYAMDYWGQGTTVTVSS
+ ok ke +* % %
klasseII(A): AR———————— wG-GT--TVS-

3.8.2. Het lichte keten SD10Vg- gen
Het 5D10Vg-gen is 342 bp lang en codeert voor 114 aminozuren. De
aminozuursequentie vertoonde de meeste gelijkenis met deze van Vi -klasse II van de

muis immunoglobulinen volgens Kabat e.a.(1987).

Aminozuurhomologie tussen 510V en de consensus van klasse IT :

CDR1
5D10Vg : DIQLTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHDNGITYLHWYLQKPG
* * F * * *hkkk * * hkdk ok Kk Ah
klasse II: d---Tq—---- VoG 8] GO~ g e g-tYL-W-1lg-pg
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CDR2
5D10Vyg ¢ QSPELLIYRKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTTFTLKIARVEAEDLGIYF

e e * * dhkdhk dhkdk hhkdhkdkdhkdk khkhk * Fk kAkhk * K

klasse II: Qsp--l-y--5---sGV-DRF-gsgsgTdFtL-IsrV-aed-g-y-

CDR3
5D10Vk : CSQSTHVPFTFGSGTALVIKRA
* d dhdd kd * W A
klasse II: C-—=—=-= P-TFG-GTKLE-KRA

De aminozuursequentie van 5D10Vy vertoonde geen leesraamfouten en verschilde
slechts op drie plaatsen t.0.v. de consensus van klasse II. Twee verschillen kwamen
voor op plaatsen die mochten variéren. Het derde verschil deed zich voor op een plaats
die toegewezen is aan één enkel aminozuur. Door het creéren van een Bell
restrictieplaats in het 5D10VKFOR oligonucleotide werd AZ 105 een valine (V)
vervangen door een glutamaat (E). Het J-gebied vertoonde zijn hoogste graad van
homologie met de sequentie van Ji4 (figuur 3.7.).

3.9. Bespreking

De variabele gebieden van het 5D10 antilichaam staan in voor de binding aan
het antigeen van de MCF-7 borstkankercellen. De genen die coderen voor deze
variabele gebieden, SD10Vk en 5D10Vy, werden m.b.v. de PCR-techniek (Saiki e.a.,
1987) met succes uit de 5D10 hybridomacellijn geisoleerd. Hiervoor werd specifiek
c¢DNA aangemaakt met immunoglobuline specifieke oligonucleotiden beschreven door
Orlandi e.a. (1989). Door de aspecifieke binding van het VK1BACK oligonucleotide in
FR2 van het V-gebied, kon slechts een deel van het gen geisoleerd worden. Het
5D10Vg-gebied werd uiteindelijk geamplificeerd met de oligonucleotiden die
hybridiseren met de sequentie van het constant x-gebied en de leader sequentie (klasse
IT) van de lichte keten (Jones en Bendig, 1991) gevolgd door een tweede PCR-reaktie.



Het geisoleerde gen was intact. Het 5D10Vy-gen kon geisoleerd worden met de Ig-
specifieke oligonucleotiden beschreven door Orlandi e.a. (1989).

Beide genen waren intact en werden in het leesraam van specificke M13-
expressievectoren gekloneerd. De aminozuursequentie van beide V-gebieden werd
vergeleken met deze volgens de klassering van Kabat e.a. (1987). De aminozuur-
sequentie van de zware keten vertoonde de meeste homologie met deze van klasse II(A),
Jy4 terwijl de sequentie van de lichte keten de meeste gelijkenis vertoonde met deze van
klasse II, Jx4. Deze resultaten leveren de genen die coderen voor de V-gebieden van
het 5D 10 antilichaam,

Voor de constructie van het chimeer antilichaam worden in een volgende fase
de variabele gebieden gekoppeld aan de constante gebieden van een humaan
antilichaam, door overbrenging van de expressie-cassette naar een specifieke PSV-

vector.
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HOOFDSTUK 4 : CONSTRUCTIE VAN HET MUIS/MENS
CHIMEER

4.1 Inleiding

De volgende stap voor de constructie van het chimeer antilichaam is de
aanéénschakeling van de V-gemen van het 5D10 muis antilichaam aan de
overéénkomstige C-genen van een humaan antilichaam. De groep van Winter en
medewerkers (MRC, Cambridge) construeerden gespecialiseerde vectoren voor de
aanmaak en expressie van antilichaamgenen in niet-producerende myelomacellen zoals
de PSV-gpt en PSV-hyg vector (Orlandi e.a., 1989). Het gebruik van deze
expressievectoren maakt het mogelijk chimere antilichamen op een eenvoudige manier
te construeren en tot expressie te brengen. Deze PSV-vectoren bestaan uit 3 gebieden :
een eerste gebied is nodig voor de selectie en replicatie van de vectoren in E. coli cellen,
het tweede gebied dient voor de selectie in dierlijke cellen en het derde gebied bevat de
sequenties van de antilichaamgenen. Riechmann en medewerkers (1988) selecteerden
het humaan IgGl-isotype voor de constructic van chimere of gehumaniseerde
antilichamen. Zij toonden aan dat dit isotype het meest lytisch effect vertoonde in cel-
gemedieerde lyse en complement fixatie wanneer het antigeen veelvudig voorkomt op de
celwand zoals dit het geval is met het 5D10-antigeen op de MCF-7 cellen (Sandlie e.a.,
1991). Voor de constructie van de chimere lichte keten werd het het humane kappa gen
genomen (Hieter e.a., 1980 ).

4.2. De expressievectoren

A.) De PSV-gpt (Alys30) vector werd bekomen van Prof. G. Winter en dient
voor de expressie van de chimere zware keten. Deze plasmide constructie is van
genomische oorsprong en bevat het humane Vyy-gen, dat als een HindII-BamHI
fragment (HuVy) kan verwijderd worden. De vector in eveneens voorzien van de
sequentie die codeert voor humaan IgG1l gamma (Honjo e.a., 1979) (Hu IgG1). Het gen
werd als een BamHI-BamHI fragment in de vector gekloneerd waarna de tweede BamHI
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knipplaats m.b.v. mutagenese werd verwijderd door Dr. T. Bush (MRC, Cambridge,
UK). De Ig-"enhancer "(E) werd aan het 5'-uiteinde van het variabel gebied geinsereerd
de vector werd voorzien van het E.coli gpt-gen als dominante selectiemerker (gpt)
(zie figuur 4.1.).

Figuur 4.1 : Weergave van de PSV-gpt (Alys30) expressievector (8,9 kb) met Ig-
"enhancer” (E) aan het 5'-uiteinde van het variabel gebied; het humane Vy-gen (huVyy)
dat als een HindIll-BamHI fragment uit de vector kan verwijderd worden en de
sequentie die codeert voor humaan C-gamma (hu IgGl). De selectie van E.coli cellen
gebeurt door het ampicilline resistentie-gen (Amp), en de selectie van SP2/0 cellen met
het E.coli gpt-gen.

Hindgit  HuVH  BamHi

B.) De PSV-hyg (Alysl7) expressievector dient voor de expressic van de
chimere lichte keten en bevat het humane Vi -gen als een HindIII-BamHI fragment (Hu
VL), het gen voor het humaan constant kappa gebied (Hieter e.a., 1980) (Hu Ck), een
Ig-"enhancer" (E) en een hygromycine selectiegen (hyg) waardoor eukaryote cellen, na
transfectie, resistent worden voor dit antibioticum (zie figuur 4.2.).
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Figuur 4.2. : Weergave van de PSV-hyg expressievector (12, 3 kb) met het humane Cy
en V_-gen, de Ig-"enhancer" (E) en het hygromycine selectie-gen (hyg).

Hingii  Hu VL  BamHi

Beide humane V-genen (Vi en Vi) kunnen uit de PSV-vectoren verwijderd
worden door een HindlI-BamHI restricie en vervangen worden door de
expressiecassettes met de gekloneerde muis V-genen uit de M13-vectoren. Op deze
manier worden de muis V-genen door een niet-coderend gebied aan de C-genen

gekoppeld en worden intacte chimere genen verkregen.

4.3. De constructie van de chimere ketens

Na de amplificatie van de V-genen uit de 5D10 producerende cellijn m.b.v. Ig-
specificke oligonucleotiden, werden de V-genen gekloneerd in  MI3-vectoren
(Hoofdstuk 3). Deze MIl3-vectoren zijn voorzien van de Ig-promotor en de Ig-
signaalpeptide sequentie, die de expressie bevorderen. De expressiecassette met het
gekloneerde V-gen werd met de HindIll en BamHI enzymen uit de M13-vector geknipt
en overgebracht naar de overéénkomstige PSV-vector d.w.z. het Vi -gen naar de PSV-
hyg vector en het Vy-gen naar de PSV-gpr vector. Vermits de PSV-Ayg voorzien is van
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het humaan Cy-gen (Hieter e.a., 1980 ) en PSV-gpt van het humaan IgG1 gebied (Honjo
e.a., 1979), worden hierdoor de variabele genen door een niet-coderend gebied (intron)
aan de constante gebieden van het humaan antilichaam gekoppeld.

4.3.1. De constructie van de chimere zware keten

Het geamplificeerde 5D10Vy-fragment (351 bp) werd in de M13VHPCRI1
vector gekloneerd (3.6., zie figuur 4.3.A.). Voor de constructie van de chimere zware
keten werd de expressiecassette (Ig-promotor en signaalpeptide sequentic) met het
gekloneerde 5D10Vy-gen uit de MI3VHPCRI vector verwijderd door een HindIII-
BamHI restrictie en overgebracht naar de PSV-gpt vector. Deze klonering kon slechts
plaats vinden wanneer eerst het humane Vy-gen (1,9 kb) uit de PSV-gpt vector
verwijderd was, dit gebeurde door de vector te openen met dezelfde enzymen als
voorheen nml. HindIll-BamHI.  Vervolgens werd de expressiecassette met het
gekloneerde 5D10Vy-gen (820 bp) overgebracht naar de geopende PSV-gpr vector
(figuur 4.3.B). Hierbij werd het muis variabel gebied van de zware keten 5D10Vyy door
een niet-coderend gebied aan het humaan gamma-1 gen gekoppeld. Uiteindelijk werd
de PSV-5D10Vyy vector bekomen waarin de 3 verschillende gebieden, de Ig-promotor
(P) en signaalpeptide-sequentie (L), het muis variabel gebied en het humaan constant
gebied, met elkaar werden verbonden.

De laatste kloneringsstap is in detail weergegeven in figuur 4.4,. Na de ligatie-
reactie werden E.coli cellen (HB101) getransformeerd met het construct. De bekomen
kolonies werden uitgeprikt en opgegroeid in LB-medium in aanwezigheid van
ampicilline (zie 2.9.). Na de bereiding van het dsDNA werd het 5D10Vy-gen
gekarakteriseerd en geverifieerd op oriéntatie. De sequentie van het gekloneerde
humaan IgG1 constant gebied werd bepaald en vergeleken met deze beschreven door
Ellison e.a. (1982).

Voor een grote aanmaak van de expressievector PSV-gpt (Alys30), voorzien
van de chimere zware keten, werd de vector getransformeerd in E.coli cellen (HB101).
Na de isolatie van de kolonies van de agarbodems, werden de kolonies opgegroeid.
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Figuur 4.3. : Klonerigsschema van het 5SD10Vy-gen in de PSV-gpt expressievector.

A.) Klonering van het geamplificeerde 5D10Vy-gen in de MI3VHPCRI vector na
restrictie van fragment en vector met Pstl en BstEIL

B.) Klonering van de expressiecassette met het 5D10Vy-gen in de PSV-gpt
expressievector na restrictie van beide vectoren met HindIll en BamHI.

De restrictieplaatsen werden afgekort als volgt : HindIIl =H ; BamHI =B ; BstEIl = Bs;
Pstl = Ps, EcoRl = E; Pvul =PI, Bg/ll = Bg.

ps SD1BUH

N

Psti-BstEll
restriclie

Hind111-BamH!
restrictie

s SD10VH

PSU-5018UH
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Na de bereiding en opzuivering van het plasmide DNA met Qiagen tips zoals
beschreven in 2.9.2., kan het DNA gebruikt worden voor transfectie in niet-

producerende myeloma cellen.

Figuur 4.4. : Weergave van de laatste kloneringsstap voor de constructie van de chimere
zware keten. De expressiecassette werd met een HindIII-BamHI klonering in de PSV-
gpt vector gebracht.

Hindlll 5D10VH BamH|

4,3.2. De constructie van de chimere lichte keten

Voor de constructie van de muis/mens chimere lichte keten werd het muis
5D10Vg-gen verbonden aan het humane kappa gen met een niet-coderend gedeclte.
Het geamplificeerde 5D10V-gen (342 bp) werd in de PEGVK vector geligeerd (3.7.,
zie figuur 4.5.A).
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Figuur 4.5. : Kloneringsschema van het SD10V -gen in de PSV-hyg expressievector :
A.) Klonering van het geamplificeerde SD10Vk-gen in de PEGVK vector na restrictie
van fragment en vector met Bc/l en Pvull.

B.) Insertie van het HindIll-BamHI fragment uit d¢ PEGVK vector in de PSV-hyg
vector na het verwijderen van het humane Vi -gen.

De restrictieplaatsen werden afgekort als volgt : HindIll =H ; BamHI =B ; Bell =Bc ;
Pyull = PII; Smal = S; EcoRI1 =E.,

A.) SD18UK

Puull-Bcll
restrictie

S5D10VK

PEG-5D18UK

\/ g

Hindl11-BamHI
restrictie

™ 5D10VK
8c
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Het HindIII-BamHI fragment van 646 bp met het gekloneerde SD10V -gen, werd uit de
PEGVK vector verwijderd en ingevoegd in de geopende PSV-hyg vector (12,3 kb). Het
humane Vi-gen (1,9 kb) werd vooraf uit de PSV-hyg vector verwijderd door een
HindIIl-BamHI restrictie (zie figuur 4.5.B.). Hierbij werden de 3 gebieden aan elkaar
gekoppeld nml. de Ig-promotor (P) en signaalpeptidesequentie (L), het muis variabel
gebied (5SD10Vy) en het humaan constant gebied (Cg). De laatste kloneringsstap werd
in detail weergegeven in figuur 4.6..

Figuur 4.6. : Laatste kloneringsstap voor de constructie van de chimere lichte keten
waarbij de expressiecassette met een HindIII-BamHI klonering in de PSV-hyg vector
werd gebracht.

Hindlll p 5D1 OVK BamHI

L

Sacl
Amp

Sacl

Na de constructie van de chimeer lichte keten, werd het 5D10Vk-gen
gekarakteriseerd en geverifieerd op oriéntatie, zo ook het humane Cyg-gen waarvan de
aminozuursequentie vergeleken werd met deze beschreven door Kabat e.a. (1987).
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Vervolgens werd de PSV-Ayg vector met de chimere lichte keten getransformeerd in
E.coli cellen (HB101). Na de bereiding en de opzuivering van het plasmide DNA zoals
beschreven in 2.9., kan het DNA gebruikt worden voor transfectie in niet-producerende

myelomacellen.

4.4. Bespreking

Het chimeer antilichaam werd geconstrueerd door de variabele gebieden van
het 5D10 muis antilichaam met een intron te verbinden aan de constante gebieden van
een humaan IgG1 antilichaam.

Voor de constructie van de chimere zware keten werd de expressiecassette (820
bp) bestaande uit de Ig-promotor, signaalpeptide sequentie en het gekloneerde SD10Vyy-
gen, uit de MI3VHPCRI vector verwijderd en gekloneerd in de HindIlI-BamHI
geopende PSV-gpt vector (7 kb). De oriéntatie van het SD10Vyy-gen werd gecontroleerd
met sequentie-analysen. V- en C-genen werden aanééngeschakeld door een niet-
coderend gedeelte met de BamHI knipplaats. Het humane C-gamma gen (Honjo e.a.,
1979) werd als een BamHI-BamHI fragment in de PSV-gpt vector gekloneerd, de
BamHI knipplaats aan het 3'-uiteinde van het humane C-gen werd uit de vector
verwijderd (T. Bush, MRC, Cambridge, UK). De sequentie die codeert voor humaan C-
gamma werd vergeleken met deze beschreven door Ellison e.a. (1982).

De chimere lichte keten werd op dezelfde manier geconstrueerd, namelijk door
toevoegen van de expressiecassette met het gekloneerde SD10Vy-gen (646 bp) in de
geopende PSV-hyg vector (10,4 kb) die voorzien is van het humane C-kappa gen (Hieter
e.a., 1980). Het 5D10Vy-gen werd door een niet-coderend gebied met een BamHI
knipplaats aan het humane C-kappa gen gekoppeld. De sequentie van het gekloneerde
humaan Cg-gebied werd vergeleken met de beschreven Cy-sequentie volgens Kabat
e.a. (1987).

De kloneringsstappen voor de conmstructic van de chimere genen zijn
weergegeven in figuur 4.3. en 4.5. Beide expressievectoren zijn voorzien van een
verschillend selectiegen om aparte selectie voor chimere lichte en zware keten mogelijk
te maken. Na de opzuivering kunnen de vectoren gebruikt worden voor transfectie en

expressie in myelomacellen.
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HOOFDSTUK 5 : EXPRESSIE EN KARAKTERISATIE VAN HET
MUIS/MENS CHIMEER ANTILICHAAM

5.1. Inleiding

De SP2/0-Agl4 cellijn (Shulmann e.a., 1978) is geschikt voor de expressie van
antilichaamgenen. SP2/0 is een hybridoma maar secreteert geen antilichaamketens
meer. De cel bezit wel de nodige componenten voor de expressie, glycosylatie en
secretie van antilichamen. Na de transfectie van SP2/0 cellen met de antilichaam-
constructen kan een stabiele antilichaamproducerende cellijn bekomen worden. De
SP2/0 cellijn werd reeds door menig auteur (Morrison e.a., 1984; Bouilanne e.a., 1984;
Hoogenboom e.a., 1991) gebruikt voor de expressie van chimere antilichaam genen.

De expressie van antilichamen kan op twee manieren gebeuren :

A.) Door gelijktijdige transfectie van zware en lichte keten genen

B.) Door opéénvolgende transfectie van het lichte en zware keten gen.
Vermits werd aangetoond dat de produktie van alleen de zware keten een toxisch effect
heeft op de cellen (Kohler, 1980; Haas en Wabl, 1984) kozen we voor de sequentiéle
transfectic (methode B) om het 5D10 chimeer antilichaam tot expressie te brengen, De
vector met de chimere lichte keten (PSV-5D10VK) wordt eerst getransfecteerd in de
SP2/0 cellen. Na selectie met hygromycine wordt vervolgens een goed producerende
kloon van de chimere lichte keten getransfecteerd met de chimere zware keten (PSV-
5DI0VH). Na de selectie voor de produktic van de chimere zware keten, wordt de
expressie aangetoond aan de hand van een specifiecke ELISA voor de detectie van
humane lichte of zware keten en m.b.v. FACS-analysen.

De gebruikte PSV-expressievectoren, PSV-hyg en PSV-gpt, zijn elk voorzien van een

verschillend selectie-gen zodat na expressie apart kan geselecteerd worden voor cellen
die de lichte keten (met hygromycine) of zware keten (met mycofenolzuur) produceren.
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S.2. Introductie van de expressievectoren in myelomacellen

De traditionele methode voor het integreren en tot expressie brengen van
gekloneerde genmen in eukaryote cellen zijn de calciumfosfaat precipitatie, de
protoplastfusic of de -elektroporatie-techniek.  Vermits de elektroporatie-techniek
beschreven door Potter e.a. (1984) en Toneguzzo e.a. (1986) een hoge transfectie-
efficiéntie verzekert voor alle celtypes (Sahagan ¢.a., 1986), werd deze techniek gebruikt
voor het transfecteren van de gekloneerde genen. De transfectie-frequentie kan nog
verhoogd worden door het DNA te lineariseren met restrictieenzymen (Johnson en
Phelps, 1988).

5.2.1. Transfectie van de chimere lichte keten

Zoals reeds eerder vermeld, werd geopteerd voor een sequenti€le transfectie
waarbij eerst de vector met de chimere lichte keten geintroduceerd wordt in de niet-
producerende SP2/0 hybridomacellijn gevolgd door de vector met de chimere zware
keten. Ongeveer 109 cellen werden onderworpen aan een elektrisch veld bij 150 V en
960 pF in 800 pl PBS op 4°C met 5 pg van de PSV-5D10VK-hyg expressievector. De
ontladingstijd varieerde bij iedere transfectie tussen de 15 en 35 msec.. Na de
transfectie (zie 2.13.) werden de cellen uitverdeeld aan 10 000 cellen/kuiltje in 2 ml
RPMI 1640 medium aangevuld met supplementen en FCS (zie 2.12.). De cellen werden
geincubeerd bij 37°C in de CO,-broedstoof gedurende 48 tot 76 uur. Vervolgens werd
het medium verwijderd en vervangen door hygromycine selectief-medium (400 pg/ml).
Na 2 weken waren alle niet-getransfecteerde cellen in het hygromycine selectief medium
afgestorven en bleven de resistente cellen stabiel. Het supernatans van volledig
volgroeide klonen werd geisoleerd en getest op produktie van de chimere lichte keten
met een specificke ELISA voor de humane kappa keten. De absorbantie-waarden van
het chimeer bekomen met ELISA werden vergeleken met de absorbantie-waarden van
een LICR standaard. Het percentage "hoge producers" lag op 8 %. Deze klonen werden
uitgekozen voor kloneringen d.m.v. ecindpuntsdilutic in de afwezigheid van
"feeder"cellen maar na toevoeging van kloneringssupplement. Hiervoor werden de
cellen uitverdeeld aan 1 tot 3 cellen in een kuiltje van 100 pl en gedurende 10 dagen

78



geincubeerd. Na screening voor produktie van de chimere lichte keten m.b.v. ELISA
voor de humane kappa keten, werden de klonen die de produktie van de LICR cellijn
benaderden, geisoleerd en verder opgekweekt. De 0C4IIB5 kloon werd als een goede
producer aanzien en gebruikt voor de transfectie met de chimere zware keten.

5.2.2. Analyse van de lichte keten transfectoma's

Om de grootte en intaktheid van de chimere lichte keten te controleren werd
een immunoblot analyse uitgevoerd. Het celkweek supernatans van de 0C4IIB5 kloon
bevatte niet genoeg antilichaamfragment voor een rechtstreckse detectie via
immunoblot. Vermits men slechts 100 pl vloeistof kan aanbrengen op het elektroforese
systeem waarbij men het staal 1/2 moet verdunnen in ladingsbuffer, werd het
supernatans geconcentreerd in een Amicon-centriprep 30 buis. Hierbij moet men er
rekening mee houden dat de cellijn werd opgegroeid in medium met toegevoegd FCS
(10%) waardoor de hoge eiwitconcentratic moeilijkheden gaf bij de SDS-PAGE.
Vervolgens werd de cellijn gekweekt in serum vrij medium gedurende 3 dagen waarna
het supernatans geconcentreerd werd in een Amicon-Centriprep 30 buis.

De secretie-produkten werden gescheiden onder reducerende omstandigheden
op een 10 % SDS-PAGE (zie 2.15.) en getransferreerd naar een nitrocellulose
membraan m.b.v. elektro"blot". De detectie van het chimeer antilichaam-fragment
gebeurde door het membraan te kleuren met geit anti-humaan kappa peroxidase
conjugaat (zie 2.16). De OC4IIBS5 cellijn secreteerde de verwachte lichte keten waarvan
de lengte werd bepaald aan de hand van een moleculaire gewichtsmerker en het
supernatans van de LICR cellijn. Het moleculair gewicht van de lichte keten evenaarde
deze van LICR en bedroeg ongeveer 27 kDa. Het resultaat van de kleuring is

weergegeven in figuur 5.1..

De cellen van de 0C41IBS5 kloon die overbleven na de selectie met hygromycine
werden geanalyseerd naar het bezit van het 5SD10Vg-gen aan de hand van een PCR-
reaktie. Hiervoor werden 5000 cellen gewassen met PBS en in suspensie gebracht in
100 pl water.
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Figuur 5.1. : Immunoblot analyse van de chimere lichte keten. De geconcentreerde
supernatantia werden gescheiden onder reducerende omstandigheden op een 10% SDS-
PAGE en vervolgens getransferreerd naar een nitrocellulose membraan (2 pm). De
detectie van de lichte keten gebeurde door een immunologische kleuring met het geit
anti-humaan kappa peroxidase conjugaat. De LICR cellijn (staal 3 en 4) produceert een
humaan antilichaam (positieve controle) met een lichte keten van ongeveer 27 kDa, de
0C41IB5 cellijn (staal 1 en 2) produceert de chimere lichte keten van ongeveer 27 kDa
en de SP2/0 cellijn (staal 5) is een niet-producerende cellijn (negatieve controle). De
moleculaire gewichtsmerker werd aangeduid.
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De cellen werden 10 minuten gekookt in een waterbad en na centrifugatie (10
seconden aan 13 000 rpm) heropgelost in water, 50 pmol van elk primer oligo-
mucleotide, SD10VKFOR en 5D10VKBACK, werd toegevoegd aan het staal en de PCR-

80




reaktie werd uitgevoerd zoals beschreven in 2.4.. Het geamplificeerde fragment werd
gescheiden op een 1% agarose/1,8 % LMP gel en met ethidiumbromide zichtbaar
gemaakt onder U.V. licht (resultaat niet weergegeven). De lengte van het ge-
amplificeerde fragment, 342 bp kwam overéén met de lengte van het getransfecteerde
5D10Vk-gen zodat we konden besluiten dat de cellen van de 0C4IIB5 kloon na de
selectiec met hygromycine positief waren voor het 5SD10Vk-gen. De produktie van
verschillende klonen werd gedurende een aantal weken gevolgd (4 tot 8 weken) om
zekerheid te hebben omtrent de stabiliteit.

5.2.3. Transfectie van de chimere zware keten

Om een intact chimeer antilichaam te bekomen werden 10® cellen van de
0C4IIB5 kloon, positief voor het chimere gen van de lichte keten (PSV-5D10VK
vector), getransfecteerd met 4 pg opgezuiverd DNA van de PSV-5D10VH vector, de
vector die de chimere genen van de zware keten bevat en tot expressie kan brengen. De
transfectie van het DNA werd uitgevoerd met de elektroporatie-techniek (Potter e.a.,
1984) bij 150 V en 960 puF (zie 2.13). De overlevende cellen werden uitverdeeld aan 10
000 cellen/kuiltje van 2 ml en geincubeerd in een COy-broedstoof bij 37°C gedurende
48 tot 72 uur.

Het geintroduceerde DNA bevat het E.coli gpt-gen zodat de getransfecteerde
cellen geselecteerd kunnen worden op basis van de chimere zware keten door aan het
medium mycofenolzuur, xanthine en hypoxanthine toe te voegen (Morrison e.a., 1985).
De mycofenolzuur-concentratie werd bepaald aan de hand van een verdunningsreeks
waarbij myelomacellen (SP2/0) gedurende 1 week werden geincubeerd in medium met
verschillende concentraties mycofenolzuur, de ideale eindconcentratie bedroeg 1 pg/ml.
De eindconcentraties van xanthine en hypoxanthine werden achterhaald uit artikels
(Sahagan e.a., 1986; Hoogenboom e.a. 1990), voor xanthine bedroeg dit 250 pg/ml en
voor hypoxanthine bedroeg dit 15 pg/ml. Om de oplosbaarheid van de selecterende
stoffen te verhogen, werden ze opgelost in NaOH (1N) waarna de pH van het medium
werd aangepast met HCI (1N) tot een pH van 7.4,

De klonen die overbleven na selectic werden verder opgekweekt maar bleken
niet stabiel te zijn; ze stierven geleidelijk aan af. Daar efficiéntie van de transfectie
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afhangt van de zuiverheid van het DNA maar ook van de plaats waar het gen zich
invoegt in ﬁet genoom werd een tweede transfectie-experiment uitgevoerd met een
gelineariseerde vector. De PSV-5D10VH vector werd gelineariseerd met het Pvul of
het BamHI enzyme en opgezuiverd met de "Prep-A-Gene" DNA opzuiveringskit. De
Pvul knipplaats ligt in een niet-coderend gebied van de PSV-gpt vector en is ver
verwijderd van de chimere genen, de BamHI knipplaats ligt eveneens in een niet-
coderend gebied maar ligt tussen het V- en C-gen. De cellen van de 0C4IIB5 kloon
werden getransfecteerd met de geknipte vector met behulp van elektroporatie bij 160 V
en 960 pF. De incubatie en selectie van de getransfecteerde cellen gebeurde op dezelfde
manier als reeds beschreven.

De klonen werden aan de hand van specificke ELISA's voor de humane kappa
en gamma keten (zie 2.14) regelmatig gecontroleerd naar produktie van het chimeer
antilichaam. De absorbantie-waarden van de klonen bekomen met ELISA werden
vergeleken met een LICR standaard. Het percentage "hoge producers" lag op 20 % voor
de klonen getransfecteerd met Pvul gelineariseerd DNA. Voor de klonen ge-
transfecteerd met BamHI gelineariseerd DNA lag het percentage op 26 % en viel na
verloop van tijd terug naar 8 %. De oorzaak van deze instabiliteit ligt heel
waarschijnlijk aan de restrictie van de vector met het enzyme BamHI zodat het V- en C-
gen van elkaar worden gescheiden waardoor de expressie van het chimeer antilichaam
verstoord wordt.

Enkele "hoge producers” (P1B3, P1B5, B1B2, B1B4) werden gekloneerd d.m.v.
eindpuntdilutie in aanwezigheid van klonerings-supplement (GibcoBRL, Gaithersburg,
VS) aan een 1/10 verdunning. Na een incubatie van de cellen gedurende 48 tot 72 uur
in een CO,-broedstoof bij 37°C, werd het medium verwijderd en vervangen door
selectief medium. De klonen werden gedurende 14 dagen opgegroeid en regelmatig
getest op produktie aan de hand van specifieke ELISA's voor de humane kappa en
gamma keten (zie 2.13). Vervolgens werden de "hoge producers" geanalyseerd met
SDS-PAGE, "elektroblot" en FACS-analysen.
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5.3. Analyse van de expressieprodukten

5.3.1. Eiwit-elektroforese en immunoblot van geconcentreerd serumvrij SN

De grootte en intaktheid van de chimere lichte en zware keten werden in de
eerste plaats bepaald aan de hand van SDS-PAGE en immunoblot analysen. Om
dezelfde reden als voordien (5.2.2.) werden de klonen gedurende 3 dagen gekweekt in
serum-vrij medium en werd het supernatans geconcentreerd met een Centriprep-30 buis.
De secretieprodukten werden onder reducerende omstandigheden gescheiden op een 10
% SDS-PAGE volgens hun moleculair gewicht (zie 2.15). Verschillende klonen van
P3B4 : C3, C4, CS en C6 bevatten na de scheiding hoge concentraties secretieprodukten

zoals weergegeven in figuur 5.2..

Figuur 5.2. : Scheiding van de geconcentreerde secretieprodukten onder reducerende
omstandigheden op een 10 % PAA gel. De moleculaire gewichtsmerker (MW) is
weergegeven in laan 1. Laan 2 is de scheiding van het supernatans (SN) van de
P3B4C3 cellijn. Laan 3 is SN van de P3B4C4 celllijn, laan 4 is SN van de P3B4C6 en
laan 5 en 6 is SN van de P3B4D4 cellijn.
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Vermits de scheiding van de secretieprodukten voor alle klonen eenzelfde patroon gaf en
er weinig verschillen waren tussen de klonen onderling, werd een willekeurige kloon C3
uitgepikt en gebruikt voor immunoblot- en bindingsanalysen. Om de klonaliteit van de
C3 kloon te verzekeren werd bij voor een tweede maal uitgekloneerd d.m.v.
eindpuntdilutie. Na analyse op produktie m.b.v. specificke ELISA's voor de humane
kappa en gamma-| keten, bleken de supernatantia van de gekloneerde cellen allemaal
positief te zijn wat zeer suggestief is voor de klonaliteit van de cellijn.

Figuur S5.3. : Immunoblot analyse van geconcentreerde supernatantia. De stalen werden
onder reducerende omstandigheden gescheiden op een 10 % SDS-PAA gel en
getransferreerd naar een nitrocellulose membraan. De kleuring werd uitgevoerd met het
anti-humaan kappa peroxidase conjugaat en het anti-humaan IgG1 biotine conjugaat.
De moleculaire gewichtsmerker (MW) is weergegeven. SP2/0 (1) is een "non" producer,
LICR (2) secreteert een humaan antilichaam, 1D8 (3), 1C8 (4-5) en P3B4C3 (6)

secreteren beide chimere ketens.
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Enkele "hoge producers" (1D8, 1C8) werden na SDS-PAGE getransferreerd naar een
nitrocellulose membraan m.b.v. "elektroblot". De detectic van de ketens op het
membraan gebeurde met het geit-anti-humaan kappa peroxidase conjugaat voor de
lichte keten, en met het anti-humaan IgG1 biotine conjugaat voor de zware keten (zie
2.16.). Na de kleuring van het membraan werden de chimere lichte en zware keten
zichtbaar. Het moleculair gewicht van de ketens werd bepaald aan de hand van een
moleculaire gewichtsmerker en een positieve controle (LICR) waarvan de lengte van de
ketens gekend zijn. De cellijnen secreteerden de verwachte eiwitten : een zware keten
van 55 kDa en een lichte keten van 27 kDa. Figuur 5.3. toont een immunocblot analyse

van geconcentreerd supernatans van verschillende cellijnen.
5.3.2. Antigeenbindingsstudies

De secretieprodukten van de cellijnen werden aan de hand van een specifieke
ELISA getest voor binding aan de MCF-7 borstkankercellen (zie 2.11.). Voor deze test
werden de MCF-7 cellen gekweekt in een 100 pl kuiltje aan 103 cellen/kuiltje gedurende
24 uur in een COy-broedstoof bij 37°C. Vervolgens werden de cellen gefixeerd met
glutaaraldehyde en nabehandeld zoals beschreven in 2.14.3.. Na het "overcoaten" van
de cultuurplaat met 2% FCS werd het supernatans van de klonen aan de cellen
toegevoegd. De detectie van de binding gebeurde met anti-humaan IgG gebiotinyleerde
conjugaten voor het chimeer antilichaam, terwijl de detectie van de binding van het
oorspronkelijke 5D10 muis antilichaam en andere muis antilichamen gebeurde met
affiniteits-gezuiverd geit anti-muis peroxidase comjugaat. In figuur 5.4. werden de
bekomen absorbantie-waarden uitgezet in een diagram.

De secretieprodukten van de klonen die het chimeer antilichaam produceren
(1D8 SN, 2E7 SN, 1C8 SN) binden in gelijke mate aan de MCF-7 cellen als het
supernatans van de 5D10 hybridomacellijn. Daarmee is bewezen dat de lichte en zware

keten functioneel zijn opgevouwen tot een antigeen-herkennend antilichaam.
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Figuur 5.4. : Bindingstest van supernatantia (SN) van verschillende cellijnen aan de
MCF-7 borstkankercellen m.b.v. ELISA. De absorbantie-waarden van de verschillende
klonen die het chimeer antilichaam produceren, 1D8, 2E7, C3 werden weergegeven
naast de absorbantie-waarden van het 5D10 muis antilichaam en de negatieve controles
: een irrelevant muis IgG3 antilichaam en supernatans (SN) van de humane LICR
cellijn. |

absorbantie 492 nm
0,91
0,8-
07
06
0,5
0,4-
0,34
02{ [ ] 0
0,11 : gl
0-d— '

IgG3 5D10 LICR 1D8 2E7 C3
SN SN SN SN SN

5.4. Bespreking

De chimere genen van lichte en zware keten werden door opeenvolgende
transfecties in de niet-producerende SP2/0 cellijn gebracht. De transfecties werden
uitgevoerd met de elektroporatie-technick (Potter e.a., 1984). De transfectiec van de
chimere lichte keten leverde ons, na selectie van de cellen met hygromycine, 8 % hoge
producers. Een goede producer (0C4IIB5) werd gebruikt voor de transfectie van de
chimere genen van de zware keten. Het DNA werd alleen door de cellen opgenomen
wanneer het voor transfectie gelineariseerd werd met restrictie-enzymes. Restrictie van
de vector met het Pvul enzyme leverde na transfectie verschillende stabiele klonen,
terwijl de produktie van de klonen, getransfecteerd met de BamHI geknipte vector,
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daalde. Het knippen van de vector met het BamHI enzyme zou de expressie van de
chimere genen kunnen verstoren.

Na het vitkloneren van de getransfecteerde cellen werd het supernatans van een
aantal goed producerende cellijnen geanalyseerd. Na immunoblot analysen werden de
chimere lichte (27 kDa) en zware keten (55 kDa) zichtbaar wat wijst op de secretie van
een intact chimeer antilichaam. Enkele klonen werden geévalueerd met een
bindingstest aan MCF-7 cellen in een specificke ELISA. 1D8, 1C8, 2E7,... gaven hier
een positief resultaat zoals weergegeven in figuur 5.4,

Uit voorgaande resultaten kan worden besloten dat de transfectie en de isolatie
van secreterende klonen met goed gevolg werd uitgevoerd. De efficiéntie van de
transfectie verhoogde na het lineariseren van het DNA zoals voordien reeds werd
aangetoond door Johnson en Phelps (1988). Het chimeer antilichaam voldoet aan de
verwachte eigenschappen qua grootte van de antilichaamketens en antigeenbinding. Uit
de analyse-testen blijkt dat de secretieprodukten steeds geconcentreerd moesten worden
een voldoende hoeveelheid te bekomen, dit geeft weer dat het chimeer antilichaam
waarschijnlijk in lage concentratie wordt gesecreteerd.

Om de effectieve produktic van de celliinen na te gaan, werden de
secretieprodukten gezuiverd over een proteine A-sepharose kolom en werd de
concentratie van het antilichaam bepaald aan de hand van absorbantie-metingen.
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HOOFDSTUK 6 : OPZUIVERING EN SPECIFICITEIT VAN HET
CHIMEER ANTILICHAAM

6.1 Inleiding

Het positief resultaat in ELISA duidt erop dat de chimere genen zodanig
werden geconstrueerd dat expressie en secretie van het chimeer antilichaam mogelijk
werd. Om een intact en zuiver chimeer antilichaam te bekomen werd het supernatans
van de desbetreffende kloon opgezuiverd. Hiervoor werd de 1D8 kloon opgegroeid in
cultuurflessen en na het oogsten van het supernatans werd het chimeer antilichaam
gezuiverd m.b.v. affiniteitschromatografie.

6.2. De opzuivering van het chimeer antilichaam

Staphyloccus proteine A is gekend voor zijn bindingscappaciteit aan
immunoglobulinen van verschillende species en werd dan ook gebruikt voor de
opzuivering van IgG antilichamen (Ey e.a., 1978). De gesecreteerde immunoglobulinen
van de 1D8 cellijn werden opgezuiverd d.m.v. proteine A-Sepharose chromatografie (zie
2.18.). Hiervoor werd de laatste kweekstap uitgevoerd in serumvrij medium.
Vervolgens werd het supernatans (~ 1,5 1) gedialyseerd en, vermits er maar een kleine
hoeveelheid op de kolom kon aangebracht worden, werd het supernatans
geconcentreerd. Vo66r de zuivering van het supernatans werd het staal 1/2 verdund in
bindingsbuffer (pH 9) en werd het vervolgens aangebracht op de proteine A-Sepharose
kolom. De kolom werd gewassen en het gebonden eiwit werd van de kolom geélueerd
met elutiebuffer (pH 3). De fracties die het eiwit bevatten werden samengevoegd en
gedialyseerd t.o.v. PBS (pH 7-8). De opbrengst aan eiwit van de 1D8 cellijn bedroeg
ongeveer 330 ng/ ml/ 105 cellen/ 48 uur.
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6.3. Karakterisatie van het opgezuiverde produkt

6.3.1. Eiwit-elektroforese en immunoblot analysen

Na de zuivering werd de intactheid van het chimeer antilichaam aangetoond
met SDS-PAGE onder reducerende omstandigheden. 10 pg van elk staal, chimeer 1D8
en muis 5D10 antilichaam, werd geladen op een 10 % SDS-PAGE. Na de elektroforese
uitgevoerd volgens de methode beschreven in 2.15., werd het eiwitgel gekleurd met een

Coomassie-blauw oplossing (zie 2.15.).

Figuur 6.1, : SDS-PAGE van het oorspronkelijke 5D10 muis antilichaam (1) en het
opgezuiverde 1D8 chimeer antilichaam (2) onder reducerende omstandigheden. Het
moleculair gewicht van lichte (27 kDa) en zware keten (55 kDa) werden bepaald aan de
hand van een moleculaire gewichtsmerker (MW). Laan 3 geeft een scheiding weer van
het onopgezuiverde 1D8 chimeer antilichaam.
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Het moleculair gewicht van de chimere lichte en zware keten werd bepaald aan de hand
van een moleculaire gewichtsmerker en bedroeg ongeveer 27 kDa voor de chimere lichte
keten en 35 kDa voor de chimere zware keten. De mobiliteit van het chimeer
antilichaam is gewijzigd t.o.v. het oorspronkelijke muis antilichaam vermits de muis C-

delen vervangen werden door C-delen van een humaan antilichaam (zie figuur 6.1.).

Als controle werd een tweede gel gebruikt voor immunoblot analyse (zie 2.16.).
De eiwitten werden getransferreerd op een nitrocellulose membraan waarna het
membraan gekleurd werd met het gebiotinyleerde geit anti-humaan IgG conjugaat om
de chimere zware keten te detecteren, en het geit anti-humaan kappa peroxidase
conjugaat om de chimere lichte keten te detecteren. Beide ketens werden zichtbaar. Het
moleculair gewicht van de ketens werd bepaald aan de hand van een moleculaire
gewichtsmerker die na immunoblot analyse tijdelijk werd gekleurd met Ponceau S (zie
2.16).

6.3.2. Specificiteit van het chimeer antilichaam

Na de opzuivering zou het chimeer antilichaam in dezelfde mate moeten
binden aan de MCF-7 borstkankercellen als voorheen. Daarom werd in eerste instantie
de specificiteit van het chimeer antilichaam aangetoond m.b.v. een specificke ELISA.
Hiervoor werden MCF-7 borstkankercellen gedurende 24 uur gekweekt in een steriele
microtiterplaat aan een concentratie van 105 cellen/100 ul /kuiltje. De cellen werden
gefixeerd en nabehandeld zoals beschreven in 2.14.3..

Vervolgens werd de binding van het chimeer antilichaam aan de MCF-7 cellen
bepaald aan de hand van een verdunnigsreeks. De bekomen absorbantie-waarden
werden uitgezet in een diagram zoals weergegeven in figuur 6.2. Hierbij fungeerde het
5D10 muis antilichaam als positieve controle en het humaan IgGl en muis IgG3
antilichaam als negatieve controle. De gebruikte negatieve controles zijn opgezuiverde
antilichamen die werden aangekocht bij firma's (zie 2.14.). Voor deze test werd het
5D10 antilichaam op dezelfde wijze opgezuiverd als het 1D8 chimeer antilichaam om
vergelijkbare resultaten te bekomen.



De stalen werden uitgezet in een verdunningsreeks : 0 pg; 1,25 pg; 2,5 pg; S
pg; 10 pg/ 100ul en de binding werd gedetecteerd met een anti-humaan biotine
conjugaat voor chimeer en humaan antilichaam; en met een anti-muis peroxidase

conjugaat voor de gebruikte muizenantilichamen.

Figuur 6.2, : Bindingstest van het opgezuiverde chimeer antilichaam (Ch 1D8) aan de
MCF-7 borstkankercellen met behulp van een specifiecke ELISA. Het 5D10 muis
antilichaam (M 5D10) fungeerde als positieve controle en het humaan IgG1 (H IgG1) en
muis IgG3 antilichaam (M IgG3) als negatieve controle. De detectie gebeurde met het
gebiotinyleerde anti-humaan IgG conjugaat, voor het chimeer 1D8 en het humaan IgG1
antilichaam, en met het geit anti-muis peroxidase conjugaat voor de muis antilichamen.
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De bindingsspecificiteit van het 1D8 chimeer antilichaam aan de MCF-7
borstkankercellen is van dezelfde grootte orde als het oorspronkelijke muis antilichaam
terwijl het humaan IgG1 en muis IgG3 antilichaam geen binding vertoonden.
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Met deze ELISA-test werd aangetoond dat het opgezuiverd chimeer
antilichaam de MCF-7 borstkankercellen herkent en daarmee is ook bewezen dat de
zware en lichte keten functioneel zijn opgevouwen tot een antigeen-herkennend
antilichaam.

De binding van het chimeer antilichaam aan de borstkankercellen werd in
tweede instantie nagegaan met FACS-analysen (zie 2.17). Hierbij wordt de binding van
de antilichamen aan de kankercellen gedetecteerd met fluorescerende antilichamen. De
verdeling van de fluorescentie-intensiteit t.o.v. de celpopulatie wordt dan uitgezet in een
FACS-diagram.

Twee kleuringsmethoden werden uitgetest, de PE- en FITC-kleuring (zie 2.17),
de PE-kleuring gaf de beste resultaten voor FACS-analyse en werd gebruikt voor verdere
bepalingen. Hierbij werden 5 x 105 MCF-7 cellen geincubeerd met 100 pl staal. Het
5D10 antilichaam diende als positieve controle, een niet-specifieck muis IgG3
antilichaam en humaan IgG1 antilichaam als negatieve controle. Kleuring van de cellen
met het muis 5D10 antilichaam en het chimeer 1D8 antilichaam gaf hetzelfde patroon
in het FACS-diagram zoals weergegeven in figuur 6.3. wat de binding van het chimeer
antilichaam aantoont. Een niet-specifiek humaan IgGl en muis IgG3 antilichaam
bonden zoals verwacht niet aan de MCF-7 borstkankercellen.

De bindingsefficiéntie van het chimeer antilichaam werd bepaald aan de hand
van een verdunningsreeks. Voor het 1D8 chimeer antilichaam bekwamen we in FACS-
analyse vanaf 2 pg een positief resultaat. De detectie-grens voor het 5D10 muis
antilichaam lag iets gevoeliger, het humaan IgG1 en muis IgG3 antilichaam gaven voor
geen enkele concentratie-waarde binding (resultaat niet weergegeven). Met deze test
werd eveneens aangetoond dat de bindings-capaciteit van het chimeer antilichaam werd
behouden.

92



Figuur 6.3. : Bepaling van de bindingscapaciteit van het chimeer 1D8 antilichaam (D)
t.o.v. het 5D10 muis antilichaam (B) aan de MCF-7 borstkankercellen m.b.v. FACS-

analyse. Een muis IgG3 (A) en een humaan IgG1 antilichaam (C) werden als negatieve
controle gebruikt.
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6.4. Biologische aktiviteit van het chimeer antilichaam

Vermits de binding van het chimeer antilichaam aan de MCF-7 kankercellen
werd aangetoond in ELISA-testen en FACS-analysen, werd nagegaan of het chimeer
antilichaam cytotoxisch was voor de borstkankercellen. De biologische aktiviteit van
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het chimeer antilichaam werd uitgetest op de MCF-7 borstkankercellijn en de Daudi-
cellijn in een standaard "chromium release" test van 4 uur. Het radioactief merken van
de target cellen (MCF-7 of Daudi cellen) met >1Chroom en het isoleren van de
mononucleaire effector cellen (PBLs) uit humaan bloed werd beschreven in 2.19. De
radioactief gemerkte target cellen (MCF-7 of Daudi cellen) werden uitverdeeld in een
microtiterplaat aan 5 x 103 cellen/100 p/kuiltje samen met de effector cellen (PBLs) (50
w/kuiltje), aan verschillende effector/target verhoudingen (E:T = 10:1, 50:1 of 100:1),
en het antilichaam (50 pl/kuiltje), aan verschillende concentraties. De stalen werden
steeds in duplikaat ingezet. Hierop werd de microtiterplaat gedurende 4 uur
geincubeerd in een CO;-broedstoof bij 37°C. De maximale vrijzetting werd bekomen
door de targetcellen te lyseren met H,S04 (4M), de spontane vrijzetting werd bepaald
door de targetcellen te incuberen in medium. Het percentage specifieke vrijzetting werd
berekend als volgt :

vrijzetting in de test - spontane vrijzetting
% specificke lyse = x 100
maximale vrijzetting - spontane vrijzetting

Met deze test werd het lytisch effect van het antilichaam (het 5D10 monoclonaal, het
1D8 chimeer of cen irrelevant humaan IgG1 antilichaam (Sigma, St. Louis, MO)) op de
target cellen (MCF-7 of Daudi cellen) bepaald in de aanwezigheid van humane
effectorcellen (PBLs).

A)) De invloed van de target/effector verhouding op antilichaam afhankelijke
cytotoxiciteit (ADCC) werd nagegaan bij éénzelfde concentratie antilichaam (10 pg/ml).
Hiervoor werd het percentage specifieke lyse op de targetcellen (MCF-7 of Daudi cellen)
bepaald voor het 5D10 monoclonaal, het 1D8 chimeer en een irrelevant humaan IgGl
antilichaam bij verschillende effector/target verhoudingen (E:T = 10:1, 50:1 en 100:1).
Het rechtstreeks effect van de effector cellen (PBLs) op de target cellen werd bepaald
door een incubatie van target cellen met effector cellen in afwezigheid van antilichaam.
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Hierbij werd een lyse van 2,5 % (voor E:T = 10 :1), 3,5 % (voor E:T = 50:1) en 4 %
(voor E:T = 100:1) vastgesteld.

In figuur 6.4. werden de waarden van specificke lyse op de MCF-7 cellen
uitgezet voor de verschillende antilichamen (het SD10 monoclonaal, het 1D8 chimeer en
het IgGl irrelevant humaan antilichaam), elk aan 10 pg/ml, bij een effector/target
verhouding van 10:1, 50:1 en 100:1). De waarden werden gecorrigeerd van het
rechistreeks effect van de effector cellen (PBLs) op de target cellen. Bij een
effector/target verhouding van 100:1 werd een significant ADCC waargenomen, 24 %
specifieke lyse voor het 5D10 antilichaam en 10 % voor het 1D8 chimeer antilichaam.,
Het 1D8 chimeer antilichaam vertoont duidelijk een daling in ADCC t.o.v. het
oorspronkelijke 5D 10 muis antilichaam (10 % t.o.v. 24 %).

Figuur 6.4. : De biologische aktiviteit van het 5D10 muis, 1D8 chimeer en IgGl
humaan antilichaam (10 pg/ 100 ul). Het percentage (%) specifieke lyse van de MCF-7
cellen veroorzaakt door de verschillende antilichamen werd uitgezet voor verschillende
effector/target (E/T) verhoudingen (10:1, 50:1 en 100:1).
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Om aan te tonen dat het bekomen cytotoxisch effect (figuur 6.4.) specifiek was
voor MCF-7 borstkankercellen, werd het SD10 muis antilichaam en het 1D8 chimeer
antilichaam gebruikt in een "chromium release" test met Daudi target cellen (humane
lymfoblast cellen). De test bleek negatief voor verschillende effector/target ver-
houdingen en verschillende antilichaam concentraties. Het 5D10 muis en 1D8 chimeer
antilichaam waren niet in staat de Daudi cellen te lyseren, Dit bewijst de specificiteit
van het lytisch effect van het monoclonaal en chimeer antilichaam.

B.) De invioed van de antilichaam concentraties op de ADCC werd nagegaan in een
"chromium release" test met variérende antilichaam concentraties (0 pg, 5 pg, 10 pg en
25 pg/ml) en een constante effector /target verhoudingen van 100:1.

Figuur 6.5. : De invioed van de antilichaam concentraties op de MCF-7
borstkankercellen bij éénzelfde effector/target verhouding van 100:1. De specifieke lyse
van het 5D10 antilichaam, 1D8 chimeer en een irrelevant humaan IgGl antilichaam

werd uitgezet voor verschillende antilichaam concentraties.
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Hierbij probeerden we enerzijds na te gaan of geen hogere ADCC met het 1D8 chimeer
antilichaam kon worden bekomen bij hogere antilichaam concentraties en anderzijds
werd nagegaan welke de kleinste hoeveelheid antilichaam is voor enig cytotoxisch effect
(Kaluza e.a., 1991). De specifieke lyse op de target cellen (MCF-7 cellen) werd bepaald
voor het 5D10 monoclonaal, het 1D8 en het IgGl irrelevant humaan antilichaam bij
éénzelfde effector/target verhouding van 100:1. De waarden werden eveneens
gecorrigeerd van het rechtstreeks effect van de effector cellen (PBLs) op de target cellen
(MCF-7 cellen). Dit effect bedroeg hier 4 %. De bekomen waarden werden uitgezet in
grafiek (ze figuur 6.5). Een cytotoxisch effect kon nog worden waargenomen vanaf 3
pg 1D8 chimeer antilichaam.

3.) Daar uit de voorafgaande experimenten blijkt dat het chimeer 1D8 antilichaam een
lager cytotoxisch effect op MCF-7 cellen vertoont t.0.v. het oorspronkelijke 5D10 muis
antilichaam, werd nagegaan of geen verhoogde lyse kon worden waargenomen in
aanwezigheid van een ander type effectorcellen namelijk gestimuleerde effectorcellen
(PBLs) (Hutzell e.a., 1991; Hand e.a., 1992), Dit om aan te tonen of de Fc-staart van
het 1D8 chimeer antilichaam misschien beter zou interageren met gestimuleerde
effectorcellen. Deze effectorcellen weerspiegelen ook beter de in vivo situatie.

Mononucleaire effectorcellen (PBLs) uit humaan bloed werden gestimuleerd
met PHA (2 ug/ml/10 cellen) of IL2 (100 units/ ml) met een incubatietijd van 2 dagen,
toegevoegd aan de target cellen (MCF-7 cellen ) aan verschillendeeen effector/target
verhoudingen.

De resultaten van deze cytotoxiciteitstesten, uitgevoerd met gestimuleerde
(PHA en IL2) effectorcellen werden uitgezet in tabel 6.1. Hieruit bleeck dat de
effectorcellen na stimulatie duidelijk een rechtstreeks cytotoxisch effect hadden op de
MCF-7 cellen waardoor de cytotoxische werking van de antilichamen zelf, moeilijk te

zien was.
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tabel 6.1. : De invloed van de antilichamen met gestimuleerde effector cellen (PBLs) op

de ADCC werd aangetoond in een "chroom release" test met verschillende

effector/target verhoudingen.
Stimulatie E:T Opg  |SDIOAL |IDSAL |IgG1AL
PHA 10:1 9.30% | 11.00% | 9.80% | 9.50%
50:1 12.60% | 24.50% | 13.00% | 15.00 %
100:1 17.40% | 44.70% | 19.00% | 19.70%
Interleukine 2 |10:1 59.50% | 46.00% | 64.70 % | 43.00%
25:1 77.30% | 60.00% | 78.60% | 76.70 %
50:1 99.90% | 92.00% | 99.30 % | 83.70 %
6.5. Bespreking

Om intact en gezuiverd chimeer antilichaam te bekomen werd het supernatans
van de 1D8 kloon gezuiverd m.b.v. proteine-A Sepharose chromatografie. De opbrengst
bedroeg 330 ng/ml/106 cellen/48 wur. De gesecreteerde hoeveelheid 1D8 chimeer
antilichaam ligt in dezelfde grootte orde als reeds eerder afgeleide SP2/0 transfectoma's
(Liu e.a., 1987; Hoogenboom ¢.a., 1990). Na de zuivering werd de bindingscapaciteit
van het chimeer antilichaam aangetoond met FACS-analyse en ELISA-testen. Het 1D3
chimeer antilichaam bond met een vergelijkbare capaciteit aan de MCF-7 cellen als het
oorspronkelijk 5D10 muis antilichaam wat wijst op een actief chimeer antilichaam. De
binding van het chimeer 1D8 aan de MCF-7 cellen werd aangetoond vanaf 2 pg aan 5 x
105 MCF-7 cellen.

De cytotoxische activiteit van het chimeer antilichaam werd aangetoond in een
"chromium release" test in de aanwezigheid van effectorcellen (PBLs). De beste
resultaten werden bekomen met niet gestimuleerde effectorcellen uit humaan bloed aan
een effector / target verhouding (E/T) van 100 : 1. De cytotoxische aktiviteit van het
1D8 chimeer antilichaam was beduidend lager als deze bekomen met het 5D10 muis
antilichaam. Het 5D10 antilichaam (10 pg/ml) vertoont een lytisch effect van 20-30 %
bij een E/T verhouding van 100 : 1 in tegenstelling tot het chimeer antilichaam dat
slechts een lytisch effect vertoont van ongeveer 10 %. De invloed van de antilichaam
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concentraties op de ADCC werd nagegaan in een "chromium release" test met
variérende antilichaam concentraties bij éénzelfde effector/target verhouding van 100:1.
Het cytotoxisch effect van het chimeer antilichaam kon worden waargenomen vanaf 5

pg/ml.
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HOOFDSTUK 7 : DISCUSSIE EN BESLUIT

7.1. Amplificatie en klonering van de V-genen

Met behulp van de PCR-techniek (Saiki e.a., 1985) en specifieke
oligonucleotiden voor de amplificatie van muis immunoglobuline genen (Orlandi e.a.,
1989; Bendig en Jones, 1991), werden de variabele gebieden van het 5D10 antilichaam,
vertrekkende van het totale RNA uit de 5D10 producerende hyridomacellijn (Plessers
e.a., 1986), geisoleerd. Omdat er een kans bestond dat tijdens de PCR-reaktie het Taq
polymerase foute nucleotiden in het DNA-fragment inbouwt (Saiki e.a., 1988), werden
voor de isolatie van de variabele gebieden verschillende onafhankelijke PCR-reakties
uitgevoerd. De DNA-sequenties werden steeds met elkaar vergeleken en er werd
slechts éénmaal een fout nucleotide teruggevonden. Na de amplificatie werden de
variabele gebieden overgebracht naar specifiecke MI13 vectoren, voorzien van een

expressiecassette.

7.2. De constructie van het muis/mens chimeer antilichaam

Het maken van chimere antilichamen door het aanéénschakelen van genen kan
op verschillende manieren gebeuren, namelijk met of zonder een intron tussen het
variabele en het constante gebied. Beide methoden kunnen functionele antilichamen op
leveren na transfectic maar het is niet bekend welke chimere Ig-genen het best tot
expressie zullen komen. Er werd geopteerd voor de aanmaak van chimere genen met
een intron tussen het V- en C-gebied omdat het beschreven is in de literatuur dat een
dergelijk construct aanleiding kan geven tot een verhoogde productie. Voor de
aanéénschakeling van de genen werd beroep gedaan op de PSV-vectoren die ontwikkeld
werden door Prof. G. Winter (MRC, Cambridge). In deze PSV-vectoren werd een
restrictie-plaats gemaakt tussen beide segmenten voor de koppeling van V- en C-gebied.
Door de klonering van de M13 expressiecassettes in de PSV-vectoren, werden de V-
genen door een niet-coderend gebied (intron) aan de C-genen gekoppeld. Hierdoor
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werden beide chimere constructen onder controle van een Ig-"enhancer" en een Ig-
promotor geplaatst.

7.3. Expressie van de chimere genen

Voor de transfectie van de chimere constructen in de SP2/0-Agl4 cellijn, werd
gebruik gemaakt van de elektroporatie-techniek (Potter e.a., 1984) vermits deze methode
een hoge transfectie-efficiéntic voor alle celtypes verzekert (Sahagan ea., 1986).
Tevens werd aangetoond dat de produktie van alleen de zware keten een toxisch effect
kan hebben op de cellen (K&hler, 1980; Haas en Wable, 1984), daarom kozen we voor
een sequenti€le transfectie waarbij eerst de chimere lichte keten geintroduceerd werd in
de niet-producerende cellijn, gevolgd door een transfectie van de chimere zware keten.

Na de transfectie van de chimere lichte keten werden de cellen opgekweekt in
selectief medium. Het percentage "hoge" producers lag op 8 %. Aan de hand van een
specifieke ELISA werd een goed producerende kloon van de chimere lichte keten
0C41IIBS geisoleerd en gebruikt voor transfectie van de chimere zware keten. Om de
transfectie-efficiéntie te verhogen werd het DNA gelineariseerd (Johnson en Phelps,
1988) en geglectroporeerd. Na de incubatie op selectief medium van de cellen
getransfecteerd met Pvul gelineariseerd DNA, lag het percentage hoge producers op 20
% waarvan de 1D8 kloon de hoogste produktie (tussen 0,2 en 0,5 pg/ ml/ 10 cellen/ 48
u) had. De gesecreteerde hoeveelheid werd vergeleken met waarden weergegeven in de
literatuur (Sahagan e.a., 1986). Transfectoma's maken over het algemeen slechts 0,5 tot
5 % van de hoeveelheid antilichaam aan van een hybridoma. Het is nog niet duidelijk
waarom deze productie lager ligt nog waarom er een hoge variabiliteit van productie-
niveau is (Brown e.a., 1987). Alhoewel de cel verschillende copijen van Ig-genen kan
integreren in zijn genoom bestaat er geen verband tussen het aantal genen en de
productie. Waarschijnlijk heeft de plaats van integratie van het gen een belangijke
invloed op de transcriptic. De produktie-waarden gevonden voor het 1D8 chimeer
antilichaam waren van dezelfde grootte orde als reeds eerder afgeleide SP2/0
transfectoma's (Liu e.a., 1987; Hoogenboom e.a., 1990; Vandevyver e.a., 1993). De
produktie van de 1D8 kloon bleck gedurende geruime tijd stabiel, het supernatans van
de kloon werd dan ook gebruikt voor verdere karakterisatic van het chimeer
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antilichaam. De kwaliteit van het chimeer antilichaam werd nagegaan met SDS-PAGE
en immunoblot analysen. Het moleculair gewicht van de chimere ketens kwam overéén
met deze van het oorspronkelijke muis antilichaam. Voor het bekomen van zuiver
antilichaam werd het supernatans van de 1D8 kloon opgezuiverd m.b.v. affiniteits-
chromatografie.

7.4. Bindingsaktiviteit van het chimeer antilichaam

De in vitro bindingsspecificiteit van het muis/mens chimeer antilichaam werd
getest op MCF-7 borstkankercellen met behulp van ELISA-technieken en FACS-
analysen. In de ELISA-test zijn de MCF-7 borstkankercellen gefixeerd met
glutaaraldehyde maar de bindigsspecificiteit van het 1D8 chimeer antilichaam blijft
bewaard en vertoont vergelijkbare waarden als voor het 5D10 muis antilichaam. Aan
de hand van FACS-analysen werd aangetoond dat de bindingscapaciteit op levende
cellen na chimerisatiec behouden blijft. Deze testen geven weer dat het 1D8 chimeer
antilichaam net zoals het 5D10 antilichaam een tumor geassocieerd antigeen op de
MCF-7 borstkankercellen herkent.

De in vitro cytotoxiteit van het chimeer antilichaam werd aangetoond met een
"chromium release" test in de aanwezigheid van effectorcellen (PBLs) uit humaan bloed.
Het supernatans van de 1D8 kloon had een cytotoxisch effect op de MCF-7 cellen en
niet op de Daudi cellen wat de specificiteit van het chimeer antilichaam aantoont. Het
cytotoxisch effect veroorzaakt door het 1D8 chimeer antilichaam was van een lager orde
als dat veroorzaakt door het 5D10 muis antilichaam. Deze daling kan te wijten zijn aan
verschillende factoren. De glycosylatie van de C-gebieden speelt een belangrijke rol in
de cytotoxische aktiviteit van het antilichaam. Een verminderde glycosylatie van een
chimeer antilichaam in het CH2 domein kan de cytotoxische aktiviteit van het
antilichaam elimineren (Hand e.a., 1992). De binding van het chimeer antilichaam aan
de kankercellen kan beinvloed worden door verandering van een aantal nucleotiden in
de FR-gebieden van de V-genen met het gebruik van immunoglobuline specifiecke
oligonucleotiden in de PCR-reactie (Orlandi e.a., 1989). Toch werd nog niet
aangetoond of het gebruik van de oligonucleotiden voor de constructie van een chimeer
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antilichaam een daling van de cytotoxische aktiviteit van het antilichaam kan
veroorzaken.

Mutaties in het Fc-gedeelte van het antilichaam zorgen eveneens voor een
lagere activiteit (Alegre e.a., 1992). De sequentie die codeert voor het humaan C-
gamma gebied stemde nochtans overéén met deze beschreven in de literatuur (Honjo
e.a., 1979) wat de mogelijkeid op mutaties in het Fc-gebied elimineert.

7.5. Besluit

Na de isolatie van de V-genen via de PCR-reactic met Ig-specifieke
oligonucleotiden (Meulemans e.a., 1990-1993), werden de genen gekloneerd en werd de
chimerisatie van het 5D 10 antilichaam met succes uvitgevoerd. Na de transfectie van de
constructen via elektroporatie, werd een stabiele cellijn 1D8, die de verwachte
muis/mens chimere ketens secreteert, afgezonderd. = De antigeenbinding van het
chimeer antilichaam aan de MCF-7 borstkankercellen bleef behouden.

Na het chimeriseren van het 5D10 antilichaam verwacht men dat de
immuunreacties die optreden in de mens, sterk gereduceerd zijn t.o.v. het
oorspronkelijke muis antilichaam. De immunogeniciteit in de mens blijft immers
beperkt tot een anti-idiotype reactie (Briiggemann, 1989). Normaal zou de anti-tumor
activiteit van het chimeer antilichaam moeten toenemen t.o.v. het muis antilichaam,
door de vervanging van het Fc-gedeelte door de humane IgGl-subklasse (Bindon e.a.,
1988), door een verhoogde halfwaardetijd (Steplewski e.a., 1988; LoBuglio e.a., 1989)
en door een betere interactie met het immuunsysteem.

Omdat het chimeer antilichaam het tumor geassocieerd antigeen op de MCF-7
borstkankercellen herkent, komt het antilichaam in aanmerking voor in vivo diagnostiek
om borstkankercellen en metastasen aan te tonen in het lichaam.
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7.6. Opties voor verder onderzoek

Voor het gebruik van het chimeer antilichaam in therapie zal een verbetering
van de expressie van het construct nodig zijn. Volgens therapeutische normen heeft
men meerdere mg chimeer antilichaam nodig zodat een verhoging van de produktie
noodzakelijk is. Dit kan men verwezenlijken door de constructen te voorzien van een
sterkere promotor die de expressie van het chimeer antilichaam opdrijft (Kaluza e.a.,
1991). Verder kan het testen van het chimeer antilichaam in een in vive muizen model,
de bruikbaarheid ervan in therapie aantonen.

Vermits het chimeer antilichaam een tumor geassocieerd antigeen herkent
maar de anti-tumoractiviteit via de Fc-staart van het antilichaam gedaald is, zou de
aanmaak van een scFv-fragment in combinatie met een toxine een mogelijke oplossing
kunnen zijn voor het verkrijgen van een betere lyse van de borstkankercellen
(Chaudhary e.a., 1989). Door hun kleine omvang kunnen scFv-fragmenten immers
beter doordringen in dense tumoren (Colcher e.a., 1990; Yokota e.a., 1992).
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SAMENVATTING

Monoclonale antilichamen die gebruikt worden voor in vivo diagnostiek en
humane therapie moeten bij voorkeur van humane oorsprong zijn. Om de
immunogeniciteit van dierlijke antilichamen te reduceren worden chimere antilichamen
gemaakt. Het doel van deze studie is een chimeer antilichaam te construeren dat gericht
is tegen humane borstkankercellen. Een monoclonaal antilichaam 5D10 (IgG3) gericht
tegen de humane borstkankercellijn MCF-7 werd aangemaakt door het fusioneren van
miltcellen van een geimmuniseerde muis met muis SP2/0 cellen (Plessers e.a., 1986).
Dit 5D10 antilichaam bleek een aneuploidie-geassocieerd antigeen te herkennen.

Het RNA van de muis hybridoma cellijn die het 5D10 antilichaam aanmaakt,
werd geisoleerd. cDNA's die coderen voor de variabele gebieden van de lichte en zware
keten van het 5D10 antilichaam werden selectief gesynthetiseerd door gebruik te maken
van Ig-specificke oligonucleotiden. Na de isolatie van de genen die coderen voor het
Vy- en Vi-fragment van het 5D10 antilichaam met de PCR-reactie, werden ze
overgebracht naar expressievectoren. Het zware keten variabel gebied codeert een
volledig intact variabel gen, dat de meeste homologie vertoont met de variabele Ig-
sequenties in klasse IIA. Het lichte keten variabel gebied behoort tot klasse II.

Via de klonering van de genen coderend voor de variabele gebieden van het
muis antilichaam, in specifiecke PSV-vectoren (bekomen van Prof. G. Winter, MRC,
Cambridge, UK) werden muis/mens chimere genen geconstrueerd. De V-genen werden
door een niet-coderend gebied gekoppeld aan de genen die coderen voor de constante
gebieden van een humaan antilichaam. De constructen werden voorzien van een
antilichaam "enhancer", promotor, signaalpeptide sequentie en een selectiegen : gpt of
hyg. De chimere Ig-ketens werden achtereenvolgens in de SP2/0 myeloma cellijn
getransfecteerd.

Transfectoma's die het chimeer antilichaam secreteerden, werden
geidentificeerd via selectie met het gepaste medium en screening met ELISA. Het
chimeer antilichaam werd gekarakteriseerd met gelelektroforese en immunoblot
analysen.  De ketens hebben de verwachte grootte en blijken intact te worden
gesecreteerd. De bindingsspecificiteit van het chimeer antilichaam aan de MCF-7
borstkankercellen werd aangetoond met ELISA- en FACS-analysen en bleef behouden.

105



De anti-tumor activiteit van het chimeer antilichaam werd aangetoond in een
"chromium release" test maar lag lager als voor het oorspronkelijke muis antilichaam.
Verder onderzoek naar de activiteit van het chimeer antilichaam zal het
werkingsmechanisme en de anti-tumor activiteit van het eiwit kunnen verklaren.
Vermits het chimeer antilichaam het tumor geassocieerd antigeen op de MCF-7
borstkankercellen herkent, kan het aangewend worden voor de opsporing van
metastasen en borsttumoren in patiénten.
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