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(67) Sammendrag:

Makrofager og prakursor monocyter aktiveres til at udvi-
se tumoricid aktivitet ved stimulering udelukkende med granu-
locyt makrofag kolonistimulationsfaktor. En patient, der li-
der af tumorer, kan behandles ved direkte administrering af
terapeutisk virksomme mengder af aktiveret granulocyt makro-
fag kolonistimulationsfaktor. Homogen granulocyt makrofag ko-
lonistimulationsfaktor til brug ved aktivering af makrofager
og monocyt prakursorer fremstilles ved rekombinant DNA tek-
nikker. Genet, der koder for granulocyt makrofag kolonistimu-
lationsfaktor isoleres, og rekombinant proteinprodukt udtryk-
kes derefter i et passende ekspressionssystem. Den fra eksp-
ressionssystemet udvundne granulocyt makrofag kolonistimula-
tionsfaktor renses til homogenitet ved revers fase HPLC.

fortsaettes
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Den foreliggende opfindelse angidr anvendelse af
granulocyt makrofag kolonistimulerende faktor (i det
felgende “GM-CSF) til fremstilling af et medikament
til fremme af tumoricid aktivitet af celler af makro-
fag herkomst, hvori cellerne af makrofag herkomst ud-
settes for en virksom mengde af nazvnte medikament.

Makrofager er forholdsvis store (10-20 um), ak-
tivt motile fagocytiske celler, der udvikles ud fra
blodbarne monocyter, som pd deres side har deres op-
rindelse i knoglemarven. Det er blevet iagttaget, at
makrofager ved aktivering undergdr adskillige funkti-
onelle, biokemiske og morphologiske @ndringer, herun-
der membranrynkning, peroxidelaborering, foreget eks-
pression af TIa-antigener og foreget sekretion af
plasminogen. Makrofager anses ogsad for at vare en
neglekomponent 1 immunsystemet. I aktiveret tilstand
er de blevet sat i forbindelse med edelzggelse af
fremmede partikler og udslidte celler, og de er for
nylig blevet identificeret som tilvejebringende resi-
stens mod og/eller udryddelse af neoplastisk sygdom.
Udviklingen af aktiverede makrofager og prakursormo-
nocyter, der udvikler disse aktiviteter, kraver sam-
tidig tilstedeverelse af effektive aktiveringssigna-
ler og modtagelige mononuklezre fagocyter.

Det har veret almindeligt accepteret, at akti-
vering af makrofager kan induceres af visse lymfoki-
ner omtalt som makrofag aktiveringsfaktorer eller

MAF. Cameron et al., J. Clin. Invest. 63:977 (1979);

Mantavi et al., Int. 8. Cancer, 25:691 (1980); og

Kleinerman et al., J. Clin. Invest. 72:304 (1983).

Det vides ikke, om MAF er en bestemt lymfokin
eller helt eller delvis er opbygget af andre lymfoki-

ner. Nogle forskere har foresldet, at MAF i musesy-
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stemet er opbygget af gamma-interferon ("IFN-y"). Se
Roberts and Vasil, J. Interferon Res. 2:519 (1982) ;
og Svedersky et al., J. Exp. Med. 159:812 (1984).

Imidlertid menes andre lymfokiner end IFN-y og-
s& muligvis at aktivere makrofager til det punkt,
hvor de er i stand til at drazbe tumorceller. Makrofa-
ger producerer lymfokinen interleukin 1 ("IL-1%"), der
vides at stimulere vaksten af hudceller, medvirke til
heling af sar og fremkalde inflammation og feber.

Onozaki et al., J. Immunol., 135:314 (1985) har for

nylig foresllet, at IL-1 ogsd fremmer tumoricid akti-
vitet af friske monocyter.

Det er blevet rapporteret, at makrofager og
przkursormonocyter ogsd kan aktiveres til at udvise
tumoricid aktivitet wved behandling med forskellige
reagenser, sasom de bakterielle produkter lipopoly-
saccharid ("LPS"), Sone et al., Cancer Res., 42:2227

(1982) eller peptidoglycan eller analoge dertil, sa-
som muramyl-dipeptid ("MDP"), Nagao et al., Infec.

Immun., 24:304 (1979), Kleiner et al., Cancer Res.,

43:2010 (1983). Blandt andre makrofag aktiveringsrea-
genser er tumorpromotoren phorbol-myristat-acetat

("PMA"), Pick et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 332:378

(1979) og ionoforer, Pick et al., supra, og Hund et
al., Nature (London), 265:543 (1979).

De seneste forskningsrapporter har indiceret,
at effektiv aktivering af makrofager til at udvise
ikke-specifik tumoricid aktivitet ikke er resultatet
af et enkelt signal, men kraver en serie af reaktio-
ner. Meltzer postulerer i "Lymphokines", Pick og Lan-
dy, udg., Academic Press, New York, s. 319-343

(1981), at aktiveringen af makrofager til at udvise
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tumoricid aktivitet kraver rekruttering eller akkumu-
lering af blodmonocyter pd reaktionsstedet, sdsom ved
en infektion, hvorpad monocyterne differentierer til
kompetente mononuklezre fagocyter. Efter denne indle-
dende fase af monocytdifferentiering primes monocy-
terne til en modtagelig tilstand med et initialsignal
hidrerende fra en lymfokin. Endelig modning af den
fremmede makrofag til cytotoksisk aktivitet kraver
udlesning via et andet signal, f.eks. hidrerende fra
LPS. Anvendt i forbindelse med hinanden er de koncen-
trationer, der krzves af primingsignalet (lymfokinen)
og udlesningssignalet (LPS) for et givet niveau af
makrofag aktivering, meget lavere, end hvis disse
signaler anvendtes alene, hvilket indicerer en syner-
gistisk samvirkning mellem sadanne signaler.

Et forhold 1lig lymfokin-LPS samarbejdet er ble-

vet rapporteret for LPS og IFN-y. Schultz, J. Inter-
feron Res., 2:459 (1982). Udviklingen af rekombinant

DNA teknologien kombineret med in wvitro cellulare

biocanalyser har fert til kloning af c¢DNA'erne af IFN-
Y, IL-1l og andre lymfokiner. Tilgzngeligheden af meget

rent rekombinantafledt IFN-y har bekraftet tidligere
rapporter om dets MAF aktivitet og kravet om et andet
udlesningssignal, sdsom LPS for effektivt at inducere
IFN-y til at udvise ikke-specifik tumoricid aktivitet.

Den foreliggende opfindelse angdr anvendelsen
af GM-CSF til stimulering af makrofager til at for-
midle ikke-specifik tumoricid aktivitet, hvilken ak-
tivering ikke er afhzngig af tilstedevarelsen af en
costimulator, sasom LPS eller IFN-y. GM-CSF er en spe-
ciel type kolonistimulationsfaktor ("CSF"). CSF hen-

ferer til en familie lymfokiner, som far stamfader-
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celler, der findes i knoglemarven, til at differenti-
ere 1 specifikke typer af modne blodceller. Den sa&r-
lige type moden blodcelle, der fas fra en stamfader-
celle, afhenger af typen af tilstedevarende CSF (er).
F.eks. menes erytropoietin, at f& stamfaderceller til
at modnes til erytrocyter, medens trombopoietin menes
at drive stamfaderceller langs trombocytbanen. Til-
svarende afha&nger granulocytmakrofagkolonidannelse af
tilstedevaerelsen af GM-CSF. Selv om CSF's og herunder
GM-CSF's evne til at fremkalde modning og prolifera-
tion af hvide blodlegemer fra knoglemarvsstamfadre er
velkendt, har GM-CSF's kapacitet til saregent at ak-
tivere makrofager til at formidle ikke-specifik tumo-
ricid aktivitet hidtil veret ukendt.

I overensstemmelse med ovenstaende aktiveres
makrofager til at formidle ikke-specifik tumoricid
aktivitet udelukkende ved hjzlp af et GM-CSF signal.
De aktiverede makrofager kan anvendes til at inakti-
vere tumorceller in vivo eller in wvitro. Patienter
med tumorer kan behandles ved isolering af makrofa-
ger, fra patientens krop og derefter stimulere de
isolerede celler til at wudvise tumoricid aktivitet
ved dyrkning af cellerne med en terapeutisk virksom
mengde GM-CSF. Derefter kan de stimulerede celler ad-
ministreres til patienten, hvorefter de aktiverede
celler seger ud og edelzgger de tumorer, patienten er
hjemsegt af. Det vil kunne forstads, at i kraft af den
foreliggende opfindelse kan tumorpatienter behandles
med aktiverede makrofager, uden at patienterne udsazt-
tes for endotoxiner, radioaktive materialer eller an-
dre skadelige stoffer.

Tilstrazkkelige m@ngder homogen GM-CSF til brug

ifelge opfindelsen kan fremstilles ved hja®lp af re-
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kombinant DNA teknikker. Genet, der koder for GM-CSF,
isoleres og viderebehandles derefter til brug i sy-
stemer, som er i stand til, at udtrykke rekombinant-
proteinet p& hejt niveau. Den fra ekspressionsvarter-
ne udvundne GM-CSF renses til homogenitet wved anven-
delse af revers fase HPCL.

En procedure til at vise aktiverede makrofagers
effektivitet til at drabe specielle tumorer indbefat-
ter dyrkning af makrofager med GM-CSF i forskellige
koncentrationer. Efter en passende dyrkningsperiode
fjernes GM-CSF, og miltumorcellerne udszttes deref-
ter, efter at vere blevet radiomerket, for de aktive-
rede makrofageffektorceller. Efter en vyderligere
dyrkningsperiode fjernes de milceller, som er blevet
dra®bt, og de resterende malceller lyseres derefter
for at male resterende tallevardier som et kvantita-
tivt indeks for antallet af celler, som har overlevet
eksponeringen for aktiverede makrofager.

Detaljer vedrerende typiske udforelsesformer af
opfindelsen beskrives i det felgende under henvisning
til tegningen, hvor

figur 1 illustrerer nukleotidsekvensen og den
tilsvarende aminosyresekvens af det humane GM-CSF
gen, herunder det ikke-kodende 3'omrade,

figur 2 illustrerer pY fGM-2-
ekspressionsplasmidet med kodningsomradet af GM-CSF
genet indfert deri for anvendelse til transformering
af vartsceller med henblik pa at udtrykke funktionel
human GM-CSF,

figur 3 er en graf, der illustrerer den speci-
fikke lyse af tumorceller, som er formidlet af makro-

fager fra humant, perifert blod aktiveret wved for-
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skellige koncentrationer af renset rekombinant human
GM-CSF

figur 4 er en graf, der illustrerer den speci-
fikke lyse af tumorceller, som er formidlet af makro-
fager fra humant, perifert blod aktiveret ved for-
skellige koncentrationer af renset rekombinant human
GM-CSF og dermed sammenlignelig lyse formidlet af ma-
krofager aktiveret med LPS, IFN-y og IFN-y kombineret
med LPS, og

figur 5 er et fotografi af et selvfarvet po-
lyacrylamidgelba&nd af renset homogen rekombinant GM-
CSF.

Fremstilling af prakursormonocyter

Makrofager i form af monocyter fra perifert
blod rensedes med henblik pd efterfelgende aktivering
med GM-CSF under anvendelse af standardteknikker ind-
befattende Ficoll og Percell separation. Det ved dis-
se procedurer opndede topmonocytlag udstryges i medi-
um, hvorefter ikke-vedhzftende celler fjernes, sale-
des at de tilbageverende monolag kan aktiveres ved
tilsetning af GM-CSF og andre mulige aktiveringsmid-
ler, herunder LPS og IFN-y. For at gardere sig mod
tilstedevaerelsen af kontaminanter, sasom et endoto-
xin, testedes de ved celleseparationsprocessen an-
vendte reagenser med "Limulus Ameobocyte Lysate".
Desuden fremstilledes cellepopulationer med endoto-
xinfrie puffere og medier.

I stedet for at blive isoleret fra perifert
blod kan monocyter eller modne makrofager fas fra an-
dre kilder, s&som miltceller, lymfekirtelceller eller
lungeudskylninger.
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Fremstilling af rekombinant GM-CSF; kloning af GM-CSF
gen

GM-CSF produceres kun i ganske smd mengder in
vivo, men der kan fremstilles forholdsvis store meng-
der meget rent GM-CSF til brug ved aktivering af mo-
nocyter og makrofager ved hjzlp af rekombinantteknik-
ker. En diskussion af sddanne rekombinant DNA teknik-
ker til proteinfremstilling anferes i de redaktionel-
le og underbyggende artikler og i bind 196 af Science
(April 1977). For at drage fordel af de i denne refe-
rence omtalte rekombinant DNA teknikker m& genet, der
koder for GM-CSF, forst isoleres fra et cDNA biblio-
tek, f.eks. med en nick-translateret cDNA probe. Den
merkede probe fas fra et muse GM-CSF cDNA bibliotek
ved anvendelse af en syntetisk oligonukleotidprobe
svarende til afsnittet af muse GM-CSF's nukleotidse-
kvens,

For at isolere den molekylare klon af det huma-
ne GM-CSF gen ekstraheres alt RNA fra lymfomcelleli-
nier, sdsom HUT-102, Jurkat eller HL60 eller fra an-
dre typer kilder, sisom mononuklezre celler fra hu-
mant perifert blod. Polyadenyleret mRNA isoleres fra
den totale RNA ekstrakt. Et cDNA bibliotek konstrue-
res ved revers transkription af det polyadenylerede
MRNA med enzymet avianmyeloblastosis-virus ("AMV")
revers transkriptase. DNA'et geres dobbeltstrenget
med DNA polymerase I og indferes i en passende klo-
ningsvektor, sisom et plasmid, en bakteriofag eller
et kosmid. Resulterende rekombinante kloningsvektorer
anvendes derefter til transformering af en passende

vert, sasom Escherichia coli ("E.coli"), ger eller en

anden enkeltcellet organisme.
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Transformerede varter identificeres og samles i
forrdd. Plasmid DNA fremstillet ud fra disse forrad
hybridiseres med en nick-translateret cDNA muse GM-
CSF probe, der er radiomzrket med 32p  pet eller de
forrad af kloner, som giver et positivt signal over
for proben, identificeres, hvorefter det lovende for-
r&dd underinddeles, og hybridiseringsscreening genta-
ges. En enkelt transformant svarende til det humane
GM-CSF gen identificeres til sidst. Plasmid DNA frem-
stilles ud fra denne transformant og karakteriseres
ved DNA sekvensanalyse, f.eks. under anvendelse af
standardkadetermineringsmetoder, som dem der oprinde-
ligt blev udviklet af Sanger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. (U.S.A.), 70:5463 (1977).

Figur 1 illustrerer i den evre linie nukleotid-
sekvensen af det humane GM-CSF gen. Kodningsomréadet
af det humane GM-CSF gen strakker sig fra nukleotid
nr. 14 til nukleotid nr. 394. Den tilsvarende amino-
syresekvens bestemt ud fra nukleotidsekvensen anferes
nedenunder de relevante kodoner. Modent protein be-
gynder ved stjernen (*). Plasmid DNA betegnet pHG23
fremstillet ud fra cDNA'et fra den identificerede po-
sitive koloni og transformeret i E. coli er deponeret
i overensstemmelse med Budapesttraktatens bestemmel-
ser ved American Type Culture Collection ("ATCC"),
12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852,

U.S.A., under accessionsnr. 39900.

Ekspression af funktionel GM-CSF

Funktionel GM-CSF fremstilles ved ekspression
af det i pHG23 i vartsceller indeholdte GM-CSF gen og
testes derefter for det udtrykte produkts evne til at

stimulere vaksten af knoglemarvskolonier i agar. Et
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cDNA fragment af i det vesentlige hele kodningsomra-
det af det i figur 1 viste GM-CSF gen (Sfa NI til Nco
I fragmentet) indferes i en ekspressionsvektor udfor-
met til at dirigere syntese og udskillelse af GM-CSF
fra gervartsceller, f.eks. en vektor betegnet pYofGM-
2 som vist 1 figur 2. Ekspressionsvektoren, sasom
PYofGM-2 indeholder fortrinsvis sekvenser hidrerende
fra plasmid pBR 332 (vist ved tyk linie i figur 2)
indbefattende et replikationsomrdde og ampicillin-
resistensgenet (Ap”). I det ideelle tilfazlde indehol-
der ekspressionsvektoren ogsd sekvenser fra ger,
f.eks. tryptofan-1 genet (TRP-1) som en udvalgelig
marker og 2u garreplikationsomradet (afsnit wvist ved
tynd linie). Ekspressionsvektoren indbefatter for-
trinsvis yderligere pra/pro-a parringsfaktoren ("o-
faktor") fra g®r (prikket kasse) som en effektiv pro-
motor sammen med ledesekvenser til at styre syntesen
og udskillelsen af GM-CSF i garverter efterfulgt af
sekvensen for kodningsomradet af GM-CSF vist i figur
1 (skraveret kasse). a-faktorgenets struktur omtales
i Kurjan og Herkowitz, Cell, 30:933-943 (1982).
pPYfGM-2 ekspressionsplasmidet transformeres i

en passende stamme af Saccharomyces cerevisiae

("S.cerevisiae") . Blandt foretrukne stammer er

gerstammerne nr. 79, X2181-1B, DBY746, YNN280 og 20B-

12. Disse stammer er alle «, Trp I, Leu 2 for kompa-

tibilitet med a-faktorpromotoren og for udvalgelse af
Trp'-transformanter. Disse stammer er alle udbredt
tilgengelige, f.eks. kan stamme 79 fis fra Yeast Ge-
netic Stock Center, Department of Biophysics and Me-
dical Physics, University of California, Berkeley,
California 94702.
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Transformering af gaerverter med det rekombinan-
te ekspressionsplasmid indeholdende bIL-2 genet gen-
nemferes 1 henhold til velkendte procedurer, ved
hvilke sfzroplaster dannes og derefter wvaskes feor
plasmidoptagning. Der er etableret standardforskrif-
ter for denne procedure. Se f.eks. Beggs, Nature
(London), 275:104 (1978), og Hinnen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. (U.S.A.), 75:1929 (1978) .

Garfermenteringssupernatanter analyseres for
bioleogisk aktivitet ved hjelp af deres evne til at
dirigere dannelsen af blandede kolonier af granulo-
cyt- og makrofagtype fra celler fra human knoglemarv.

Som kontrol transformeredes ogsa plasmid pYaf af sam-

me konstruktion som pYafGM-2, men uden GM-CSF sekven-
serne 1 en garvert og fermenteringssupernatanten te-
stedes for biologisk aktivitet. pYafGM-2 supernatan-
ten fandtes at dirigere syntese af heje niveauer af
GM-CSF aktivitet ved knoglemarvsanalysen (1,2 x 10°
kolonidannende enheder per ml kultur (*"CFU-

c/ml")), .medens der ikke pavistes nogen aktivitet fra

supernatanten hidrerende fra pYof-kontrolplasmidet.

Rensning af rekombinant GM-CSF

Det i supernatanten fra ekspressionsvartscel-
lerne indeholdte rekombinant GM-CSF renses til den 1
det vasentlige er homogen ved revers fase HPLC. De
anvendte HPLC procedurer ger fortrinsvis brug af en
revers fase tetramethyl-, octadecyl-, octylmethyl-
eller diphenyl-bundet siliciumoxidsejle med en pore-

sterrelse, som er tilstrazkkelig stor.
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Egnede reversfase HPLC-sejler til denne brug
kan f&s i handelen. En foretrukket sejle til dette
formal er "Vydac®" sejleserien, der kan fa&s i hande-
len fra Separations Group, Hesperia, CA. F.eks. kan
der benyttes "Vydac® C4 eller Cl8" -adsorbent revers-
fasesejler bestaende af tetramethylsilangrupper bun-
det kovalent ved hjazlp af siloxan (silican-oxygen-
silican) bundet til overfladen af silicagel med en
porediameter p& 300 A, der er blevet klassificeret
til en middelpartikelsterrelse fra 30 til 44 um til
at kunne udnyttes optimalt med proteinet GM-CSF, dvs.
en poresterrelse pia mindst 300 A.

Fer den sattes til swjlen, geres den udtrykte
GM-CSF sur med en passende syre, sasom trifluoreddi-
kesyre ("TFA"). Elueringen af proteiner fra HPLC-
s@jlen udferes pd en mdde, der er velkendt inden for
omradet. En egnet elueringsprocedure til fjernelse af
de bundne proteiner fra sejlen indebarer brug af en
line®r radient gradient af acetonitril. En foretruk-
ket gradient til dette formdl er 0-100 vol/vol% ace-
tonitril gradient i TFA (pH 2,0-2,1).

Det eluerede protein kan bekvemt overviges med
pavisningssystemer, der er velkendte inden for omréa-
det. F.eks. kan de relative proteinkoncentrationer i
fraktioner elueret fra HPLC-sejlen bestemmes ved ma-
ling af det eluerede materiales absorbans i et auto-
matiseret UV-lysspektrofotometer ved en lysbelgelzng-
de pd 214 nanometer. Et passende automatiseret UV-
lysabsorbanspavisningsapparat kan f&s fra Waters As-

sociates, Milford, ME.
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Fraktioner udvundet ved HPLC proceduren analy-
seres for protein ved hjzlp af fluorescamin-analysen
og ved hjelp af SDS (natriumdodecyl-
sulphat)polyacrylamid-gelelektroforese efterfulgt af
selvfarvning som beskrevet i1 eksempel 4 nedenfor. Det
udvundne GM-CSF betegnet Fxn 57 analyseres derefter
for biologisk aktivitet under anvendelse af den oven-
for og i eksempel 3 nedenfor omtalte knoglemarvskolo-
nidannelsesanalyse.

Hvis der ikke opnis tilstrazkkelig proteinrens-
ning ved den indledende HPLC procedure, kan den gen-
tages ved anvendelse af samme sejle eller en anden
sejletype. Desuden kan der benyttes samme eller et
andet elueringsmiddel. Ved at udfere HPLC i to trin
rensedes GM-CSF til homogenitet som en enkelt symme-
trisk top af biologisk aktivitet. Som vist i figur 5
identificeredes der ved polyacrylamidgelelektroforese
to band af GM-CSF aktivitet med molekylvaegte pd ca.
21.000 og 17.000 dalton. Disse band svarer til glyco-
sylerede (21.000) og uglycosylerede (17.000) typer af
GM-CSF produceret af ger. Ved knoglemarvskolonidan-
nelsesanalysen fandtes aktivitetsniveauet af Fxn 57
at vere 1,5 x 10’ CFU-c/ml. Den specifikke aktivitet
af denne homogene GM-CSF fandtes at vere ca. 1,5 x 10°

CFU-c/ug protein, eller 3,0 x 10*® CFU-c/mol.

Fremstilling af malceller

Aktivering af makrofager til tumoricid tilstand
analyseres med hensyn til forskellige typer af tumor-
celler, herunder f.eks. A375 human myelom cellelinien
(ATCC nr. CRL 1619), den humane blareskel-carcinom
SCaBER (ATCC nr. HTB3), de humane astrocytomglio-
bastomer U-87 MG og U-373 MG (henholdsvis ATCC nr.
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HTB 14 og 17), de humane Ewing sarcomer Esa-1 og SK-
ES-2 (ATCC nr. HTB 83 og HTB 87), de humane maline
melanomer SK-MEL-28 og SK-MEL-3L (ATCC nr. HTB 72 og
HTB 73), den humane levercarcinom SK-Hep-1 (ATCC nr.
HTB-52), den humane pancreascarcinom MIA PACA-2 (ATCC
nr. CRL-1420) og den humane blarecarcinom 5637 (ATCC
nr. HTB-9). For analyse dyrkes midlcellerne i monolag
i medium suppleret med forskellige additiver, sasom
kalvefosterserum ("FCS"). Derefter radiomerkes mal-
cellerne, f.eks. med [***I] ioddeoxyuridin (” [*?*°I]
IUdR") . En standardforskrift for merkningsproceduren

anferes i Kleinerman et al., supra og Onozaki, supra.

Analyse for tumoricid aktivitet

Forskellige koncentrationer af testprever af
lovende aktivatorsubstanser, dvs. GM-CSF, IFN-y, LPS
settes til de ovenfor fremstillede udstregne makrofa-
ger. Efter en passende dyrkningsperiode, dvs. 24 ti-
mer, fjernes testpreven, og radiomzrkede malceller
s@ttes til kulturbrendene. Efter en endelig dyrk-
ningsperiode fjernes milceller drzbt af de aktiverede
makrofager, og de resterende levedygtige celler i
hver brend lyseres med et passende reagens, sasom
NaOH. Lysatets radioaktivitet miles derefter i en
gammateller. Brende, der indeholder radiomzrkede mal-
celler, men ikke-aktiverede makrofager, tjener som

kontrol for malcellelevedygtigheden.
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Den af de aktiverede makrofager formidlede cy-

totoksiske aktivitet beregnes som felger:

Procent spontan cytotoksicitet =

cpm i malceller dyrket med makrofager
100 -

: x 100
cpm i malceller alene

Procent specifik cytotoksicitet formidlet af aktive-

rede monocyter =

100 cpm i malceller dyrket med aktiverede makrofager

— N X 100
com i malceller dyrket med kontrolmakrofager

Figur 3 og 4 illustrerer den tumoricide aktivi-
tet af makrofager fra humant perifert blod aktiveret

med forskellige koncentrationer af rekombinant human

GM-CSF, LPS, IFN-y eller LPS sammen med IFN-y. Figur 3
illustrerer saledes den dosisafhengige kapacitet af
LPS og IFN-y til individuelt eller 1 kombination at
inducere makrofagformidlet tumormaldestruktion. Figur
3 viser ogsd aktiviteten ved forskellige koncentrati-
oner af gersupernatant indeholdende rekombinant GM-
CSF. Som vist i figur 3 stimulerede sadan garsuperna-
tant ved en fortynding pa 1:500 (200 CFU-c/ml) makro-
fager til at udvikle ca. 65% specifik cytotoksicitet.
Som ligeledes anfert i figur 3 var kontrolgarfermen-
teringssupernatant ikke i stand til at fremkalde
makrofag cytotoksicitet. R& gzrsupernatant har en ti-

ter pA ca. 1-2 x 10°> CFU-c¢/ml.
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Figur 4 viser et fuldt forleb af dosisreakti-
onstitrering af renset rekombinant human GM-CSF. Som
vist 1 figur 4 indtrazffer der en halv-maksimal frem-
kaldelse af makrofagformidlet tumorcellecytotoksici-
tet ved en fortynding af sejlefraktionen indeholdende
homogen GM-CSF pa ca. 1:1.000.000 (15 CFU-c/ml). Kon-

troldata, der illustrerer cytotoksiciteten af IFN-¥,

LPS og LPS i kombination med IFN-y vises ogsd i figur
4.

Som det fremgar af det foregdende, fungerede
GM-CSF effektivt som et saregent signal til at f& mo-
nocyter til at udvise tumoricid aktivitet. Dette er
en biologisk egenskab ved GM-CSF, som ikke hidtil har

veret kendt.

Behandling af tumorpatienter

Renset rekombinant GM-CSF som fremstillet oven-
for kan anvendes til at behandle humane patienter el-
ler andre pattedyr, der lider af tumorer, ved anven-
delse af forskellige terapiprocedurer. Terapeutisk
virksomme doser af GM-CSF kan administreres til et
individ med behov for behandling ad en razkke forskel-
lige konventionelle wveje, slsom parenteralt eller
transdermalt. I almindelighed kan den rekombinante
GM-CSF administreres i doser p4 ca. 1,0 til 10° ug/kg
legemsvaegt af individet per dag. Behandling pabegyn-
des fortrinsvis ved et lavere niveau i dette dosisin-
terval og weges derefter, indtil den enskede terapeu-
tiske effekt opnds. Der vil desuden nedvendigvis ind-
treffe variationer i dosis i afh®ngighed af forskel-
lige faktorer, f.eks. tilstanden af individet, som

behandles. Den person, der er ansvarlig for admini-
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streringen, vil i alle tilfzlde bestemme den passende
dosis for det enkelte individ.

Til parenteral administrering kan den rekombi -
nante GM-CSF indferes i individet i enkelte eller
multiple doser, f.eks. ved hj=zlp af subkutan, intra-
muskul®r, intraperitoneal, eller intravenes injekti-
on. Som alternativ vil GM-CSF kunne indferes via ae-
rosol inhalation, transdermal eller transbukal ab-
sorption eller rektalt suppositorium. Til administre-
ring ved injektion kan oplesninger af rekombinant GM-
CSF i sesamolie, jordneddeolie eller vandig propy-
lenglycol anvendes, s&vel som sterile ikke-toksiske,
ikke-allergene oplesninger af destilleret, serumalbu-
min, Ringer's oplesning, Hank's oplesning etc. Sadan-
ne oplesninger vil om nedvendigt kunne forpufres pa
passende made, og det flydende fortyndingsmiddel
ferst geres isotonisk med en tilstrazkkelig mengde sa-
line eller glucose.

Som en behandlingsforskrift kan makrofager iso-
leres fra en donor og stimuleres til tumoricid akti-
vitet ved at dyrke cellerne med en terapeutisk virk-
som mengde GM-CSF. De aktiverede makrofager kan der-
efter administreres til en recipient ved anvendelse
af en af de ovenfor omtalte teknikker. Typisk, men
ikke i alle tilfzlde, er donoren og recipienten samme
individ.

De foreliggende behandlingsprocedurer kan an-
vendes i forbindelse med praktisk taget alle typer af
tumorer, specielt "massive" tumorer. Blandt sadanne
tumorer er alle carcinomer, sasom blare, nyre, skel-
celler, lunge, lever, bryst og kolon. Sadanne tumorer

indbefatter ogsd eventuelle melanomer eller sarcomer.
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Opfindelsen illustreres narmere i de felgende

eksempler,

Eksempel 1

Fremstilling af makrofager fra perifert blod

Den del af makrofager fra perifert blod (opndet
fra Portland, Oregon, Red Cross) der udgjorde det gu-
le lag rensedes under anvendelse af pyrogen-fri rea-
genser malt ved hjzlp af “Limulus Amecbocyte Lysate®
(Whittaker M.A. BioProducts, Walkersville, MD). Hvert
brungult lag fortyndedes i "Roswell Park Memorial
Institute ("RPMI")-1640" medium med heparin (50 U/ml,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) til 200 ml af cel-

ler og lagdeltes pad "Isolymph®” (Gallard-Schlesinger,
Carle Place, NY) og centrifugeredes derefter ved 1400
Xx g 1 25 min. Graznsefladecellerne (mononuklezre leu-
kocyter) vaskedes og lagdeltes derefter ved en kon-
centration fra 4 til 5 x 10’ celler i 2 ml p& kontinu-
erte "Percoll®" (Pharmacia Fine Chemicals) gradienter
og centrifugeredes derefter ved 200 X g og 4°C i 20
min. for at adskille makrofagerne fra resten af de
mononuklezre leukocyter. Det resulterende topmakro-
faglag opsamledes, vaskedes i "RPMI-1640" med 5% FCS
og pletteredes derefter i en koncentration fra 1 til
2 x 10° celler per brend i fladbundede 96-brends
"Microtiter" plader (Costar, Cambridge, MA) sammen
med "RPMI-1640" og 5% FCS. Efter inkubation i 1 time
ved 37°C fjernedes de ikke-vedhzftede celler ved sug-
ning med en 18 gauge nal, hvorefter makrofaglagene
skylledes to gange med serumfrit "RPMI-1640" medium,
hvorved makrofagerne gjordes klar til tilsatning af

testprever bestaende af forskellige koncentrationer
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af formodede aktivatorer, s&som GM-CSF, IFN-y. LPS el-

ler LPS i kombination med IFN-y som omtalt narmere ne-

denfor.

Eksempel 2
Fremstilling af rekombinant GM-CSF

I det vaesentlige hele GM-CSF-genets kodningsom-
radde og en del af dets 3'-flankeomrdde fjernedes fra
cDNA klonen ifelge figur 1 og anvendtes til dannelse

af et rekombinant ekspressionsplasmid  betegnet
pYafGM-2 til at styre GM-CSF ekspression 1 g=®r-

vertsceller. pYofGM-2 ekspressionsplasmidet er depo-
neret i overensstemmelse med Budapesttraktatens be-

stemmelser ved ATCC under accessionsnr. 53157. Som

vist 1 figur 2 indbefatter pYafGM-2 et replika-
tionsomrdde og et Ap® resistensgen fra plasmid pBR322
(vist ved tyk streg). Ekspressionsplasmidet indbefat-
ter ogsd 2u cirkelreplikationsomradet for gar og et
Trp I gen til udvalgelse af transformerede garvarter
(TRP - [Trp - auxotrofe], afsnit vist ved tynd streg

i figur 2). Ekspressionsplasmidet indbefatter yderli-
gere ger o-faktorpromotor- og ledesekvenserne {(prik-

ket kasseafsnit) til brug ved styring af transkrip-
tion og udskillelse af GM-CSF. GM-CSF sekvenserne

(skraveret kasseafsnit) er fusioneret med a-
faktorsekvenserne med et syntetisk oligonukleotid
(4bent kasseafsnit) som omtalt nazrmere nedenfor.

Som navnt ovenfor fjernedes GM-CSF genets kod-
ningsomradde fra Sfa NI til Nco I stedet fra pHG 23
klonerne ved anvendelse af Sfa NI og Nco I restrikti-
onsenzymer ved en standardforskrift, f.eks. som an-

fert i Maniatis et al., Molecular Cloning, A Labora-
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tory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N.Y. Sfa NI enzymet spalter GM-CSF ge-
net fra pHG23 klonen pad et sted, der befinder sig to
nukleotider nedstrems fra 5'terminalen af det omréade,
der koder for det modne protein (nukleotid nr. 14),
da der ikke fandtes noget restriktionssted, som sva-
rede precist til nukleotid nr. 14. Et oligonukleotid
syntetiseredes kemisk for igen at tilfeje 5'- termi-
nal-afsnittet af det modne GM-CSF gens kodningsomrade
og ogsd for at tilfeje et andet o-faktor-
behandlingssted for at opni fuldstzndig behandling af
signalsekvensen for udskillelse af den modne form af
GM-CSF. Sammensaztningen af oligonukleotidet som vist
i tabel I nedenfor og i figur 2 (abent kasseafsnit)
indbefatter en Hind III komplementzr 5'-terminal ef-
terfulgt af et Cathepsin-B-lignende modningssted op-
bygget af sekvensen: TCT TTG GAT AAA AGA efterfulgt
af en Sfa NI komplementazr 3'-terminal, der koder for
de ferste to aminosyrerester i det modne GM-CSF pro-
tein. Selv om det i tabel I viste oligonukleotid syn-
tetiseredes kemisk ved triester-teknikken som beskre-

vet 1 detaljer af Sood et al., Nucl. Acad. Res.,

4:2557 (1977) og Hirose et al., Tet. Lett., 28:2449

(1978) ma det forstds, at oligonukleotidet kan frem-

stilles p& andre mader, s&som ved phosphodiester-
metoden.

Tabel 1

s- A GCT TCT TTG GAT AAA AGA  GC 3
AGA AAC CTA TIT TCT CGT GGG
Ser Leu Asp Lys Arg Ala Pro
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Det m& forstds, at andre rekombinant DNA
standardteknikker vil kunne anvendes til at frembrin-
ge samme ekspressionsvektor, og at den konstruktion,
der er beskrevet i detaljer ovenfor, er en illustre-
rende reprasentant for forskellige strategier, som
ville kunne anvendes til fremstilling af et GM-CSF
cDNA fragment til indfering i pYafGM-2 ekspressions-
vektoren eller til ekspression i andre bakterie- el-

ler pattedyrsvektorer.
pYafGM-2 vektoren transformeredes 1 garstamme

79 (a, Trp 1-1, Leu 2-1) af S. cerevisiae for udval-

gelse af Trp' transformanter ved hjelp af standardtek-
nikker. Forud for transformering dyrkedes stamme 79
enten i selektive medier (YNB-trp, bestaende af 0,67%
gernitrogenbase (Difco Labs., Detroit, MI), 0,5% (Ca-
samino-syrer, 2% glucose, 10 mikrogram/milliliter
("ug/ml") adenin og 20 pg/ml uracil) eller i rigt me-
dium (YPD, bestdende af 1% garekstrakt, 2% pepton og

2% glucose suppleret med 80 pg/ml adenin og 80 pg/ml
uracil) . Celler hestedes ved centrifugering ved 1000
X g og 22°C i 5 min., hvorefter den resulterende pil-
le vaskedes med sterilt destilleret vand.

Gercellerne koncentreredes derefter ved re-
suspendering i 1/10 vol. SED {1 M sorbitol, 25 mM
ethylendiamintetracetat ("EDTA") [pH 8,0 og 50 mM
dithiothreitol] og inkubation ved 30°C i 10 min. Der-
efter centrifugeredes celle-puffer-blandingen i 5
min. ved 300 x g. Pillen vaskedes en gang med 1/10
vol 1 M sorbitol, og cellerne resuspenderedes i 20 ml
SCE (1 M sorbitol, 0,1 M natriumcitrat [pH 5,8], 0,01
M EDTA). Glusulase sattes i en mengde p& 107° vol til

oplesningen for at nedbryde cellevaggene, hvorefter
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oplesningen inkuberedes ved 30°C i 30 min. under lej-
lighedsvis forsigtig rystning. Tilstedevarelsen af
sferoplaster analyseredes ved fortynding af 10 mikro-
liter ("ul") af gercellerne i en drabe af 5 vagt/vol%
SDS pa et mikroskopobjektglas for at undersege for
"skygger" ved 400 x fasekontrast. Derefter centrifu-
geredes celleblandingen ved 300 x g i 3 min. Den re-
sulterende pille vaskedes to gange med 1/10 vol. 1M
sorbitol og derefter en gang med CaS (1 M sorbitol,
10 mM CaCl,) .

Derefter transformeredes garsfezroplasterne med
den tidligere fremstillede plasmidvektor ved en pro-
cedure pad grundlag af Beggs, supra. De pelletiserede
sferoplaster suspenderedes i 1/200 vol CaS og opdel-
tes 1 100 mikroliter portioner i 1,5 ml Eppendorf

rer. Fra 1 til 10 pl af plasmid DNA'et sattes til hver

portion (0,5 til S5 pg). Blandingen inkuberedes wved
stuetemperatur i 10 min., hvorefter 1 ml PEG (20% PEG
4000, 10 mM CaCl,, 10 mM Tris-HC1l [pH 7,4] sattes til
hver portion for at fremme DNA optagelsen. Efter 10
min. ved stuetemperatur centrifugeredes blandingen i
5 min. ved 300 x g. Den resulterende pille resuspen-
deredes i 150 pl SOS (10 ml 2 M sorbitol, 6,7 ml YEPD
(1% (vaegt/vol) gerekstrakt, 2% (vagt/vol) pepton, 2%
(veagt/vol) glucose], 0,13 ml 1 M CaCly, 27 pl 1% tryp-
tofan og 3,7 ml vand). Denne blanding inkuberedes ved
30°C i 20 min. Derefter blev cellerne udstreget.

Fer nudstrygning prainkuberedes de selektive
protoplast/DNA blandingsplader ved 37°C. 3 ml smeltet
topagar (45°C) sammensat af 18,2 ml sorbitol, 2 g
agar, 0,6 g "Difco" gmrnitrogenbase (uden aminosy-

rer), 2 g glucose, 0,1 ml 1% adenin, 0,4 ml 1% uracil
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og aminosyrer efter behov sattes derefter til hver
portion af transformerede celler, og rerenes indhold
heldtes pad de selektive plader. Derefter inkuberedes
pladerne fra 2 til 4 dage ved 30°C. Kolonier, som ud-
vikledes i Trp minus-mediet, indeholdt plasmider, dex
havde Trp 1 genet, dvs. sadanne, som er transforme-
ret.

For biologisk og tumoricid analyse dyrkedes
transformanterne i 20 til 50 ml rigt medium ved 30°C
til stationer fase.

P4 udvindingstidspunktet tilsattes proteasein-
hibitorerne phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) og

Pepstatin A til en slutkoncentration pad henholdsvis 1
mM og 1 pm. Cellerne fjernedes derefter ved centrifu-
gering ved 300 x g, og mediet filtreredes gennem et

0,45 pm celluloseacetatfilter (Corning Glass Works,

NY). De sterile supernatanter opbevaredes ved 4°C.

Eksempel 3

Kolonianalyse

Tilstedevarelsen af human GM-CSF udvundet fra
gerkulturerne i eksempel 2 bekrzftedes ved analyse af
supernatanternes evne til at stimulere vakst af huma-
ne knoglemarvskolonier i agar. Til brug ved analysen
opsamledes human knoglemarv fra hoftebensranden pa
voksne donorer i en hepariniseret injektionssprejte.
Marven fortyndedes i forholdet 1:3 med phosphat-£for
pufret saltoplesning (PBS) ved stuetemperatur og lag-
deltes p& en oplesning af 54% "Percoll®" (Pharmacia
Fine Chemicals) . Efter centrifugering ved 500 x g
ved stuetemperatur i 20 min. opsamledes grznsefladen

og vaskedes med 20 volumener PBS. Derefter centrifu-
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geredes suspensionen ved 250 x g ved stuetemperatur i
10 min. S& resuspenderedes cellerne i 10 ml ‘"a-

Minimal Essential Medium" med nukleotider ("«-Mem",
Gibco) med henblik pad celletzlling og bestemmelse af
levedygtighed. Derefter tilsattes FCS, og celle-
suspensionen opbevaredes pa isg, indtil analysen ud-
fortes.

Ved analysen tilsattes knoglemarvsceller be-
handlet som ovenfor til en slutkoncentration pd 1 x
10°/ml til et inkubationsmedium bestdende af: (a) 7
dele af en oplesning indeholdende 28% FCS, 0,7 x 107¢
M 2-mercaptoethanol, 0,12 mg/ml asparagin, 0,7 mg/ml
glutamin, 150 enheder penicillin G, 150 enheder

streptomycin, 1,1 x o-MEM med nukleotider og 2,2 x
vitaminer (Gibco), og (b) 3 dele af en 1,4% bakto-
agar-oplesning (Difco). Xulturerne inkuberedes ved
37°C i en fugtet atmosfare i narver af 5% CO,. Efter 7
til 14 dages dyrkning bestemtes antallet af kolonier
og deres type, enten granulocyt, makrofag eller blan-

det granulocyt-makrofag. Opfinderne fandt, at GNI-CSP

genet fra pYofGM-2 kloner dirigerede syntese af GM-
CSP aktivitet i et hejt niveau pa 1,25 x 10° koloni
dannende enheder per 10° (CFU-c/ml). Dette aktivitets-
niveau blev bestemt ved at multiplicere det resiprok-
ke af fortyndingen, der gav 50% af det maksimale ko-
loni antal, med 50. Opfinderne niede frem til, at det
gennemsnitlige antal kolonier fra 1 x 10° knoglemarvs-
celler var 96 + 29. De kolonier, der efter 14 dage
var dannet med den rekombinante GM-CSF, var veldefi-
nerede og bestod af 3 typer: Ca. 1/3 blandede granu-
locyt-makrofag-kolonier, ca. 1/3 tette granulocytko-

lonier og ca. 1/3 spredte makrofagkolonier.
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Som en kontrol af ekspressionssystemet trans-
formeredes et plasmid identisk med pYo-fGM-2, men
uden GM-CSF sekvenserne ogsd i gzrstamme 79. Kultur-
supernatanten fra garen frembragte ikke nogen GM-CSF

aktivitet ved knoglemarvskolonidannelsesanalysen.

Eksempel 4
Rensning af rekombinant GM-CSF

Mediet fra eksempel 2 indeholdende udskilt re-
kombinant GM-CSF bragtes til 1% i TFA og filtreredes
derefter gennem 0,45 pm filter (Corning Glass Works,
New York). Derefter pumpedes mediet direkte i en "Vy-
dac® Ca" reversfasesejle (1,0 x 30 cm rustfrit stal
med 10 pm pakning eller "Waters®" radiale kompressi-

onspatron [Waters Associate, Milford, ME] pakket med

50 pm "Vydac® C4" pakning) under anvendelse af en
"Milton Roy" pumpe (Lab. Data Control, Riveria Beach,
FL) ved en stremningshastighed pad S ml/min. Op til 1
1 medium tilsattes pa en gang, og den samlede prote-
inbelastning pa sejlen fandtes i almindelighed at vea-
re omkring 20 mg. Belastningssejlen vaskedes med 0,1%
TFA for at fjerne ubundne prevekomponenter, indtil
absorbansen ved 214 nm £faldt til basislinievardier
(verdier fer belastning). Eluering af det bundne pro-
tein opnaedes med en linear gradient af 0 til 95%
acetonitril i 0,1 vol/vol% TFA med en hastighed pa 1%
acetonitril/ml. Gradienten dannedes wmed en "Waters®"
veskekromatograf bestdende af en "Model 680" gradi-
entdanner, 2 "M-45" pumper og en "Model 414" detek-
tor, der overvagede ved 214 nm. Topproteinfraktioner

iagttoges ved fra 55 til 60% acetonitril.
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Topfraktionerne indeholdende GM-CSF fra den
forste HPLC procedure opsamledes og fortyndedes i
forholdet 1:3 i 0,1 vol/vol% TFA i H,0, hvorefter ak-
tiviteten underkastedes rekromatografi og re-eluering
med samme gradient af TFA og acetonitril pa en "Vy-
dac® C18" sejle (3,9 ml x 15 cm sejle, 5 pm pakning) .
Topfraktioner iagttoges ved fra 55 til 60% aceto-
nitril.

Fraktioner analyseredes for protein ved fluo-
rescaminanalyse. Desuden analyseredes topfraktioner
igen ved SDS polyacrylamid gelelektroforese efter-
fulgt af selvfarvning. Ved elektroforeseprocessen
torres 20 pl portioner af de under elueringsproceduren
opsamlede fraktioner under vacuum efter tilsatning af

2 ml 10% SDS til hver portion. Den terrede remanens

oplestes i 40 pl ikke-reducerende prevepuffer sammen-
sat af 0,0625 M Tris (pH 6,8), 2 vagt/vol% SDS, 10
vol/vol% glycerol og 5 vol/vol% 2-mercaptoethanol.
Oplosningen kogtes i 3 min., hvorefter den underka-
stedes elektroforese p& 12% polyacrylamidgel ved den
af Laemmli, Nature (London), 227:680 (1970) beskrevne

metode. Gelpreverne for de individuelle fraktionstal

selvfarvedes ved den af Oakley et al., Anal. Bio-

chem., 105:361-364 (1980) beskrevne metode. Essentiel

homogenitet af GM-CSF bekrzftedes ved elektroforesen
og selvfarvningen, som gav to proteinbadnd svarende
til glycosylerede (21.000 dalton) og ikke-
glycosylerede (17.000 dalton) typer af GM-CSF, figur
5. Aktiviteten af dette homogene materiale bestemt
ved den i eksempel 3 ovenfor beskrevne kolonidannel-

sesanalyse fandtes at vere ca. 1,5 x 10’ CFU°/ml med
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en specifik aktivitet pa 1,5 x 10° CFU“/pug af protein.

pl verdien fandtes at vare ca. fra 5,0 til 5,4.

Eksempel 5
Fremstilling af merkede milcellex

Malceller opbevaredes i "RPMI 1640" medium sup-
pleret med 5% ved 37°C i en fugtet atmosfare indehol -
dende 5% CO,. Cytotoksicitetsanalyse udfertes, nar de
dyrkede malceller var i deres eksponentielle vekstfa-
se. Malcellerne indbefattede den humane melanomcelle-
linie A375 (ATCC nr. CRL 1619), den humane levercar-
cinomcellelinie SK-Hep-1 (ATCC nr. HTB-52), den huma-
ne pancreascarcinom MIA-PACA-2 (ATCC nr. CRL-1420) og
den humane blarecarcinom 5637 (ATCC nr. HTB-9).

De eksponentielt voksende mélceller radiomarke-
des med ?°I-IUdR. Ved radiomzrkningsproceduren inku-
beredes milcellerne ved 37°C i 24 timer i RPMI medium
suppleret med 5% FCS medium indeholdende 1251 -1UdR
(0,3 uCi/ml; specifik aktivitet, 200 mCi/ml; New Eng-
land Nuclear, Boston, MA). Derefter vaskedes cellerne
to gange for at fjerne ubundet radiomerkat og heste-
des derefter ved 1 minuts trypsinisering med 0,25%
trypsin (Difco Labs, Detroit, MI) og 0,02% EDTA. De
merkede celler resuspenderedes 1 RPMI-1640 medium

suppleret med 5% FCS.

Eksempel 6
Analyser for tumoricid aktivitet

Ved tumoricid analyseproceduren sattes 200 pl
volumener af forskellige koncentrationer/fortyndinger

af testprever af rekombinant GM-CSF fra eksempel 4,

renset naturel IFN-y (Meloy Laboratories, Springfield,
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VA), LPS (Difco Labs., Detroit, MI, E, coli LPS-N) og
LPS kombineret med IFN-y til dyrkningsbrendene inde-
holdende de udstregne makrofager. Som navnt i eksem-
pel 1 fjernedes ikke-vedhzftende makrofagceller fra
dyrkningsbrendene ved udsugning med en 18 gauge nal,
for testpreverne sattes til makrofagerne, hvorefter
monolagene skylledes to gange med serumfrit "YRPMI-
1640". For GM-CSF's vedkommende udfertes analyser med
forskellige fortyndinger af bade supernatant produce-
ret med gar indeholdende GM-CSF plasmidet som frem-
stillet i eksempel 2 ovenfor (figur 3) og renset re-

kombinant GM-CSF gsom fremstillet i eksempel 5 (figur
4). Fortyndingerne af LPS, IFN-y og LPS sammen med

IFN-y anferes ogsa i figur 3 og 4. Som kontrol udfer-
tes analyser med supernatanter produceret med gar,
som ikke indeholdt GM-CSF plasmidet. Efter 24 timers
inkubation af testprever med hvilende makrofager su-
gedes testpreverne fra.

Ca. 10° I-UdR-merkede malceller fra eksempel
5 sattes til hver af makrofagbrendene til opnaelse af
et indledende mal-til-effektor (aktiveret makrofag)
celleforhold mellem 1:10 og 1:20. Desuden blev radio-
mzrkede malceller udstreget alene som en yderligere
kontrolgruppe. Da analysen maler lyse af vedhzftende
malceller, hvorved celle-til-cellekontakt mellem ef-
fektor- og malceller er pdkrazvet, blev kultursuperna-
tanterne suget fra efter 24 timer og erstattet med
frisk "RPMI-1640" medium for at eliminere potentielle
fejl p& grund af celler, som ikke hang ved, men ikke
nedvendigvis blev drazbt ved analysen. Efter yderlige-
re 48 timer skylledes monolagene kraftigt for at

fjerne malceller drebt af makrofagerne. De vedhaften-
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de levedygtige celler, som blev tilbage i hver brend,
lyseredes med 50 gl 0,5 M NaOH. De resterende tallin-
ger opsamledes med en bomuldstampon, hvorefter radio-
aktiviteten maltes med en gammatzller. Den procentu-
elle makrofagformidlede cytotoksicitet beregnedes 1
henhold til formlen:

Procent udviklet cytotoksicitet =

Loo - cpm 1 malceller dyrket med stimulerede makrofager

cpm i malceller dyrket med hvilende nakrofager x 100

Analyseresultaterne er indeholdt i figur 3 og

4. Som vist i figur 3 og som forventet aktiverede LPS
og IFN-y inteferon makrofager til det punkt, hvor de

formidler tumoricid aktivitet. Desuden var som tidli-

gere rapporteret IFN-y's effektivitet som makrofagak-
tivator kun signifikant, ndr den tilsattes sammen med
en lille mengde LPS. Som yderligere vist i figur 3
var supernatant produceret med ger indeholdende GM-
CSF plasmidet effektivt til at £f& makrofager til at
drzbe tumorceller, medens kontrolsupernatant (produ-
ceret med gar, som ikke indeholder GM-CSF plasmidet)
ikke var i stand til at fremkalde makrofag cytotoksi-
citet.

Figur 4 viser et fuldt forleb af dosistitrering
af renset rekombinant GM-CSF. Som vist i figur 4 hav-
de renset rekombinant GM-CSF selv ved en fortynding
P4 1:500.000 en evne til at aktivere makrofager til
at udtrykke tumoricid aktivitet (30 CFU-c¢/ml), o9
halv-maksimal fremkaldelse af udviklet specifik cyto-

toksicitet indtraf ved en fortynding af sejlefraktio-
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nen pa ca. 1:1.000.000 (15 CFU-c¢/ml). Som i figur 3
vises der ogsd i figur 4 passende kontrolprever af
LPS, IFN-y og IFN-y plus LPS. Til forskel fra IFN-y
tjente GM-CSF som et effektivt enkeltsignal til
aktivering af makrofager til tumoricid aktivitet 1

fravar af exogent LPS.

Eksemgel 7

Analyse for tumoricid aktivitet - human carcinom-

cellelinie

Den i eksempel 6 anferte analyse for tumoricid
aktivitet gennemferes ogsid med hensyn til den humane
blareskeicarcinom SCaBER (ATCC nr. HTB 3). Disse mal-
celler radiomerkes som beskrevet i eksempel 5. Analy-
sen udferes under anvendelse af samme procedure som
beskrevet 1 eksempel 6 med undtagelse af, at der i
stedet for A375 malcellerne anvendes radiomerkede
SCaBER malceller.

Eksempel 8
Analyse for tumoricid aktivitet - human myelom

Tumoricid analyseproceduren i eksempel 6 og 7
anvendes i forbindelse med den humane maligne myelom
SK-MEL-28 (ATCC nr. HTB 72). Malcellerne radiomzrkes
som beskrevet i eksempel 5. Analysen udferes pa samme
made som anfert i eksempel 6 og 7 med undtagelse af,

at SK-MEL-28 celler anvendes som malceller.

Eksempel 9

Analyse for tumoricid aktivitet - human hepatom

Den i eksempel 6 anferte analyse for tumoricid
aktivitet udfertes ogsd med hensyn til den humane le-

vercarcinom SK-Hep-1 (ATCC nr. HTB-52). MAalcellerne



10

15

20

25

30

DK 174603 B1

30

radiomerkedes pa samme made som beskrevet i eksempel
5. Ved analysen anvendtes GM-CSF i en koncentration
pad 10 nanogram per milliliter (ng/ml) analysevolumen.
Ca. 10* *°1Udr-maerkede malceller anvendtes ved hver
analyse til opnaelse af et indledende mal:effektor
(aktiveret monocyt) celleforhold mellem 1:20 og 1:30.
Som kontrol blev radiomzrkede malceller ogsa udstre-
get alene. Ved denne analyse fandtes de GM-CSF-
aktiverede monocyter i gennemsnit at formidle speci-
fik cytotoksicitet af tumorcellerne ved et niveau pa

ca. 14%.

Eksempel 10

Analyse for tumoricid aktivitet - human pancreascar-

cinom

Tumoricidanalyseproceduren i eksempel 9 anvend-
tes 1 forbindelse med den humane pancreascarcinom
cellelinie MIA PACA-2 (ATCC nr. CRL 1420). Malceller-
ne radiomzrkedes som beskrevet 1 eksempel 5. Analysen
udfertes pd den i eksempel 9 anferte made med undta-
gelse af, at MIA PACA-2 cellerne-anvendtes som mal-
celler. Ved denne specielle analyse fandtes den gen-
nemsnitlige procentuelle genererede cytoksicitet at

vaere ca. 38%.

Eksempel 11

Analyse for tumoricid aktivitet - human blzrecarcinom

Tumoricidanalyseproceduren i eksempel 9 anvend-
tes ogsd i forbindelse med den humane blerecarcinom-
cellelinie 5637 (ATCC nr. ETB-9). Malcellerne mzrke-
des som beskrevet i eksempel 5. Rnalysen udfertes péa
samme made som anfert i eksempel 9 med undtagelse af,

at 5637 celler anvendtes som malceller. Ved denne
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specielle analyse fandtes den procentuelle genererede
cytotoksicitet at vare ca. 30%. Denne specielle ana-
lyse og de ovenfor anforte viser, at GM-CSF tjente
som effektivt enkeltsignal til aktivering af makrofa-

ger til tumoricid aktivitet.
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PATENTI KRAYV

1. Anvendelse af granulocyt makrofag kolonisti-
mulerende faktor til fremstilling af et medikament
til fremme af tumoricid aktivitet af celler af makro-
fag herkomst, hvori cellerne af makrofag herkomst ud-
settes for en virksom mzngde af navnte medikament.

2. Anvendelse af granulocyt makrofag kolonisti-
mulerende faktor ifelge krav 1, hvori fremgangsmaden
til fremme af tumoricid aktivitet af cellerne af
makrofag herkomst omfatter:

a) Isolering af celler af makrofag herkomst fra

kroppen;

b) de isolerede celler kontaktes med en virksom
mengde af en granulocyt makrofag kolonisti-
mulerende faktor; og

c) derefter indferes cellerne i en recipients
krop.

3. Anvendelse af granulocyt makrofag kolonisti-
mulerende faktor ifelge krav 1, hvori fremgangsmaden
til fremme af tumoricid aktivitet af celler af makro-
fag herkomst omfatter indfering i kroppen af et men-
neske, en effektiv mzngde af granulocyt makrofag ko-
lonistimulerende faktor.

4. Anvendelse af granulocyt makrofag kolonisti-
mulerende faktor ifelge krav 3, hvor medikamentet
fremstilles til administrering wved injektion, oral
administrering, aerosol inhalation, transdermal eller
transbukal absorption eller ved rektal suppositorium.

5. Anvendelse af granulocyt makrofag kolonisti-
mulerende faktor ifelge krav 4, hvor wmedikamentet
fremstilles til administrering ved subkutan, intra-

muskul®r, intraperitoneal eller intraveneas injektion.
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6. Anvendelse af granulocyt makrofag stimule-
rende faktor til fremstillingen af et medikament til
cancerterapi.

7. Anvendelse af granulocyt makrofag stimule-
rende faktor ifelge krav 6, hvori fremgangsmiden til
cancerterapi omfatter trinnene med indfering i krop-
pen af et menneske af en virksom mengde af granulocyt
makrofag kolonistimulerende faktor.

8. Anvendelse af granulocyt makrofag kolonisti-
mulerende faktor ifelge et vilkarligt af kravene 1-7,
hvori den granulocyt makrofag kolonistimulerende fak-
tor er fremstillet ved rekombinant DNA teknikker.

9. Anvendelsen af granulocyt makrofag koloni-
stimulerende faktor ifelge et vilkarligt af kravene
1-8, hvor den granulocyt makrofag kolonistimulerende
faktor er oprenset til en specifik aktivitet péa
mindst 1,5 x 10° kolonidannende enheder pr. ug protein
som bestemt ved knoglemarvskolonidannende analyse.

10. Anvendelsen af granulocyt makrofag koloni-
stimulerende faktor ifelge et vilkdrligt af kravene
1-5 eller krav 9 afhengig af kravene 1-5, hvori ma-
krofagerne er afledt fra perifere blodmonocytter.

11. Anvendelsen af granulocyt makrofag koloni-
stimulerende faktor ifelge et vilkidrligt af kravene
1-10, hvori fra 0,01 til 100 nanogram granulocyt ma-
krofag kolonistimulerende faktor anvendes per 2 x 10°
celler af makrofag herkomst.

12. Anvendelsen ifelge et vilkarligt af kravene
1-11, hvori den granulocyt makrofag kolonistimuleren-
de faktor er human granulocyt makrofag kolonistimule-

rende faktor.
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