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Sammendrag:

Manmale interleukin-7 proteiner (IL-7’er), DNA’er og ekspressions-
vektorer, der indkoder mammale IL-7’er, og fremgangsmader til fremstil-
ling af mammale IL-7’er som produkter af cellekultur, inklusive rekombi-
nante systemer, beskrives. :
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Den foreliggende opfindelse vedregrer generelt omriderne immunofogi
og molekylarbiologi og i sardeleshed en polypeptidvakstfaktor, der regu-
lerer proliferationen og differentieringen af lymfocyt— og andre hazmato-
poietiske stamformer. '

B- og T-lymfocytter er immunresponsernes primere effektorceller.
Begge celleklasser anses for i sidste instans at stamme fra hamatopoie-
tiske stamceller i mammal knoglemarv, via stamform— eller prekursorcel -
ler, der reprasenterer skelnelige stadier i differentieringen af hver
klasse. o _ .

B-1ymfocytter eller B-celler er przkursorer for cirkulerende anti-
stof-udskillende plasmaceller. Modne B-celler, som er karakteriseret ved
ekspression af overfladebundet immunglobulin, som er i stand til at bin-
de specifikke antigener, stammer fra hzmatopoietiske stamceller via en
mellemliggende ceileklasse, der er kendt som prz-B-celler. Modne T-cel-
ter udvikles hovedsageligt i thymus, antageligt ud fra en endnu uidenti-
ficeret prazkursorcelle, der pd et tidligt trin af T-lymfocytudviklingen
emigrerer fra knoglemarven til thymus.

Mens der er sket betydelige fremskridt med hensyn til indentifika-
tionen af oplgselige hormonlignende faktorer, der regulerer differentie-
ringen af andre celler af hamatopoietisk oprindelse, fx. granulocytter
og makrofager, vides der ikke meget om de i B— og T-cellelymfogenese in-
volverede regulatoriske faktorer. Den pluripotente lymfoide stamcelle er
ikke blevet identificeret, og heller ikke alle de faktorer eller beting-
elser, der kraves til anvendelse og ekspansion af B— og T-celleslegter-
ne, er blevet defineret. De senere stadier af B— og T-cellevakst og
—differentiering, der fplger efter forekomsten af overfladeimmunglobulin
og'fremkomsten af B-cellen fra knoglemarven eller af T-cellen fra thy-
mus, er blevet bedst undersggte. Dette arbejde har afslgret et antal
faktorer, som pavirker modne perifere B- og T-celler, inklusive IL-1,
IL-2, IL-4, IL-5, interferon gamma, BSF-2, neuroleukin og den transfor-
merende vakstfaktor beta. :

Fragmentarisk bevismateriale med hensyn til B-cel]erne,-der anses
for at vare de umiddelbare prakursorer for modne funktionelle perifere
B-celler, er blevet tilgangeligt. Disse pra-B-celler er blevet defineret
som celler, der indeholder en cytoplasmatisk u-kade, men ingen cytoplas-
matisk let kade og intet overfladeimmunglobulin.

Paige, Nature 302:711 (1983) og Paige et al., Eur. J. Immunol.

14:979 (1984) beskriver teknikker til dyrkning af B-celle-stamformer
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hidrgrende fra leverceller fra 14 dage gamle musefostre. Det iagttogeﬁ,

at disse pra-B-celler differentierede til antistof-udskillende B-celler

in vitro, ndr kulturer naredes med et lag af fstale leverceller, knogle-
marvs-adherente celler eller konditionerede medier indeholdende koloni-

stimulerende faktorer. _

Giri et al., J. Immunol. 132:223 (1984) dyrkede en fra murin knog-
Temarv stammende pre-B-cellelinie, 70Z/3, i nervar af delvist oprensede
IL-1 preparater stammende fra lipopolysaccharid (LPS) —inducerede
P388D1-cellesupernatanter. Efter kontakt med IL-1-prazparatet blev det. .
iagttaget, at praz-B-cellerne udtrykte overfladeimmunglobulin. Jyonouch;
et al., J. Immunol. 135:1891 (1985) rapporterede, at en eller flere hu-
morale faktorer fra serumet fra NZB-mus var i stand til at forgge mod-
ningen af prekursorer af B-celleslazgt. Landreth et al., J. Immunol.
134:2305 (1985) paviste, at en faktor (eller faktorer), som var til ste-
de i urinen fra en cyklisk neutropen patient, stimulerede dannelsen af
prz-B-celler i humane og murine knoglemarvskulturer,

Det har imidlertid varet vanskeligt at fortolke disse resultater
p.g.a. den ikke-homogene natur af de involverede cellepopulationer. De
pleiotrope virkninger af kendte lymfokiner samt deres potente iboende
biologiske aktiviteter vanskeligger analysen af assays, der involverer
responsen af heterogene cellekulturer over for konditionerede cellekul-
turmedier stammende fra serumholdige cellekulturer.

En stgrre hindring for undersggelsen af lymfocytudvikling har va-
ret den vanskelighed, som er forbundet med at opna berigede populationer
af levedygtige lymfoidprakursorer. Gennem det af Whitlock og Witte, J.
Immunol. Meth. 67:353 (1984), udviklede langtids-knoglemarvskultursystem
blev der tilvejebragt en kilde for pra-B-celler til underspggelse. I en
Whitlock-Witte kultur anvendes et adharent stettelag omfattende fra
stroma stammende fibroblaster, makrofager og endothelialceller som fede-
lag til stotte for veksten af en gvre fase af ikke-adharente pra-B— og
tidligere lymfoidprakursorer.

Whitlock et al., Cell 48:1009 (1987), og Hunt et al., Cell 48:997
(1987), rapporterede kloning af cellelinier stammende fra murin knogle-
marvsstroma, hvilke cellelinier var i stand til at stgtte veksten af
pre-B-celler og andre przkursorer af modne B-celler i Whitlock-Witte
kulturer. Supernatanter fra en sidan cellelinie, betegnet ALC, blev te-
stet for aktivitet ved IL-1, IL-2, IL-3 og IL-4 assays. Fravar af akti-
vitet ved disse assays lod formode, at disse faktorer ikke var kilden
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for den proliferations-inducerende aktivitet, der findes i ALC-supernél
tanter. Bide Whitlock et al. og Hunt et al. tog den pra-B-celle induce-
rende aktivitet, som ifslge deres iagttagelser md tilskrives en hidtil
ukendt faktor, som er til stede i stromacellesupernatanterne, med i
deres overvejelser. ’

Under udviklingen af den foreliggende opfindelse anvendtes en va-
riant af Whitlock-Witte kultursystemet som en kilde for umodne B-celler,
der dannede basis for en hurtig kvantitativ assay til pavisning af
vekstfaktorer, som var i stand til at stimulere proliferation af pre-B-.
celler. En formodet faktor, der iagttoges i murine stromacellekulturer,
betegnedes forsggsvis "lymfopoietin-1" ("LP-1") og derefter "interleu-
kin-7" ("IL-7"). Til kloning af et murint IL-7 cDNA, som anvendtes til
opnielse af det humane cONA, anvendtes en ny kloningsteknik. Til opnael-
se af en cellelinie, der udtrykte en opleselig murin IL-7 i paviselige
mengder, etableredes en ny cellelinie ved transformering af stromaceller
hidrgrende fra en Whitlock-Witte kultur. Denne cellelinie, der udskiller
en pra-B-ce]levékstaktivitet i serum-frit medium, tilvejebragte specifik
IL-7 budbringer-RNA til ekspressionskloning og protein til oprensning og
sekvensering. Isolering af en murin cDNA-klon muliggjorde identifikation
ved krydshybridisering af humane genom- og cDNA-kloner, der indkoder hu-
man IL-7. ‘

Forelgbige forsgg, der omfattede administrering af oprenset rekom-
binant IL-7 til mus, har vist, at IL-7 udover at stimulere udviklingen
og proliferationen af de hamatopoietiske prazkursorer for T- og B-celler

'0gsd er i stand til at inducere proliferationen af megakaryocyt— og gra-

nulocyt/makrofag-prakursorer i knoglemarv. I betragtning af de poten-
tielle immunologiske terapeutiske anvendelser til stimulering af proli-
ferationen af prakursorer for T-celler og antistof-udskillende B-celler
samt andre hzmatopoietiske celletyper er det af betydelig interesse at
udvikle teknologier til fremstilling af biologisk aktive IL-7 molekyler.
Anvendelse af rekombinante ekspressionssystemer kan tilvejebringe til-
strekkelige mengder af rent protein til at muliggere en detaljeret
undersggelse af den biologiske aktivitet af sddanne molekyler og imgde-
komme den forventede kliniske efterspgrgsel efter terapeutiske IL-7 pra-
parater.

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer mammale interleukin-7
(IL-7) proteiner, der tidligere blev betegnet lymfopoietin-1 ("LP-1").
Disse molekyler kan fremstilles ved oprensning fra cellekultursuperna-
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tanter eller ved ekspression af DNA-sekvenser, der indkoder mammal IL-7.
Sddanne sekvenser bestdr i det vasentlige fortrinsvis af en enkelt aben
leseramme-nukleotidsekvens, som kan udtrykkes i en rekombinant trans-
kriptionel enhed under kontrol af mammale, mikrobielle eller virale
transkriptionelle eller translationelle kontrolelementer. Den forelig-
gende opfindelse tilvejebringer ogsd rekombinante ekspressionsvektorer
omfattende DNA-sekvenserne, eukaryotiske og prokaryotiske ekspressions-
systemer omfattende de rekombinante ekspressionsvektorer, fremgangsmader
til fremstilling af proteinerne ved oprensning fra mammale.cellekultur-
medier eller ved rekombinant ekspression i passende eukaryotiske e]lef\:
prokaryotiske systemer, forskellige terapeutiske prazparater og frem-
gangsmader, der omfatter eller involverer anvendelsen af proteinerne
ifelge opfindelsen, samt antistoffer, som er immunreaktive med protei-
nerne ifglge opfindelsen.

Herefter fglger en kort beskrivelse af tegningen.

Fig. 1 viser restriktionskort over cDNA-kloner, der indkoder huma-
ne og murine IL-7 proteiner. Kasserne viser beliggenheden af de abne lea-
serammer og krydsskravering viser et signalpeptid eller en ledersekvens.
De tilnzrmede beliggenheder af udvalgte restriktionsendonukleasegenken-
delsessteder er markeret.

Fig. 2 viser nukleotidsekvensen af en cDNA-klon, der indkoder mu-
rin IL-7 (mIL-7), som blev identificeret ved direkte ekspressionskloning
under anvendelse af en mammal ekspressionsvektor. Startkodonen for det
native protein i fuld lengde, kodonen, der specificerer den N-terminale
aminosyre af den modne sekvens samt termineringskodonen er understreget.

Fig. 3 viser nukleotidsekvensen og den deraf afledte aminosyrese-
kvens af kodningsomradet af den murine cDNA-klon i fig. 2. Den modne
proteinsekvens indkodes af den nukleotidsekvens, der begynder ved nu-
kleotid 1 og ender ved nukleotid 387. Det formodede signalpeptid, der er
indkodet som en ledersekvens for det native translationsprodukt, indko-
des af nukleotiderne -75 til -1. Den N-terminale glutaminsyrerest af mo-
den mIL-7 er understreget.

Fig. 4 viser nukleotidsekvensen af en cDNA-klon, der indkoder hu-
man IL-7 (hIL-7), som ved krydshybridiseringsundersggelser blev isoleret
ved anvendelse af en fra mIL-7 cDNA stammende probe. Startkodonen for
det native protein i fuld langde, kodonen, der specificerer den N-termi-
nale aminosyre af den modne sekvens, samt termineringskodonen er under-
streget.
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Fig. 5 viser nukleotidsekvensen og den deraf afledte aminosyrese-
kvens af kodningsomridet af hIL-7 cONA-klonen i fig. 4. Det modne humane
protein indkodes af den sekvens, der begynder ved nukleotid 1 og ender
ved nukleotid 456. Et formodet hydrofobt signalpeptid, der er indkodes
som en ledersekvens af det native translationsprodukt, indkodes af nu-
kleotiderne =75 til -1. ﬁen N-terminale asparaginsyrerest af det modne
protein er understreget. Et plasmid, der barer kodningssekvensen for
hIL-7 i E. coli stamme JM107, blev deponeret i American Type Culture
Collection d. 21. oktober 1987 under 1gbenummeret ATCC 67546.

Fig. 6 viser responsen af prz-B-celler (diagram A) og thymocytter
(diagram B) over for IL-7. I det i diagram A afbildede forseég dyrkedes
pre-B-celler fra Whitlock-Witte knoglemarvskulturer (se nedenfor) ved en
tzthed pd 2,5 x 105 celler pr. ml i narvar af IL-7 i tre dage ved
37°C. Der anvendtes to kilder for IL-7: seriefortyndinger af superna-
tanter fra C0S-7 celler transficeret med en ekspressionsvektor indehold-
ende IL-7 genet (ikke udfyldte kvadrater) og oprenset rekombinant IL-7
protein, der begyndte ved en koncentration pa lOO‘hé/m] (udfyldte kva-
drater). I det i diagram B afbildede forsgg dyrkedes thymocytter ved en
tzthed pd 1 x 107 celler pr. ml under samme betingelser, med undtagel-
se af, at fortyndinger af oprenset rekombinant IL-7 protein pabegyndtes
ved en koncentration pa 1 pg/ml. I alle forsgg reprasenterer hver af-
bildet verdi middelvardien af tre prover.

Fig. 7 er en skematisk afbildning af det mammale hpjekspressions-
plasmid pDC201, som beskrives mere detaljeret i eksempel 7.

1. Definitioner

"Interleukin-7" og "IL-7" betegner et mammalt endogent sekretorisk
protein, som er i stand til at inducere proliferation af lymfocyt-stam-
former og —prakursorer stammende fra knoglemarv, indbefattende de spe-
cialiserede prekursorer, der er kendt som pre-B-celler. Alternative be-
tegnelser for dette molekyle er “pra-B-cellevekstfaktor“’og "lymfopoie-
tin-1". Den forudsagte molekylvagt af det modne murine protein, der sva-
rer til den i fig. 3 afbildede sekvens, er 14.897 dalton, eksklusive en
eventuel glycosylering. Den anslaede molekylvegt af det modne humane
protein, der svarer til den i fig. 5 afbildede sekvens, er 17.387 dal-
ton, eksklusive glycosylering. Som anvendt i hele beskrivelsen betyder
udtrykket "moden” et protein, som er udtrykt i en form, der mangler en
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ledersekvens, som kan vare til stede ved transkriptioner af et nativt
gen i fuld laengde. :

"I det vasentlige homologe" eller "i det vasentlige identiske",
som kan anvendes bide i forbindelse med nukleinsyre- og aminosyresekven-
ser, betyder, at en given sekvens, fx. en mutantsekvens, afviger fra en
referencesekvens ved en eller flere substitutioner, udeladelser eller
tilfajelser, idet dette dog i sidste instans ikke resulterer i en ugun-
stig funktionel ulighed mellem referencesekvenserne og de pigeldende se-
kvenser, Med'heng}n til den foreliggende opfindelse anses aminosyrese-; .
kvenser med mere end 90% lighed, zkvivalent biologisk aktivitet og akviT |
valente ekspressionskarakteristika for i det vasentlige identiske eller
homologe, og tilhgrer den gruppe proteiner, der defineres ved udtrykket
“interleukin-7". Aminosyresekvenser med mere end 40% lighed anses for i
det vasentlige 1ig hinanden. Ved definering af nukleinsyresekvenser an-
ses alle omhandlede nukleinsyresekvenser, som er i stand til at indkode
i det vasentlige homologe eller lignende aminosyresekvenser, for i det
vesentlige homologe med eller lignende en referencenukleinsyresekvens.
Ti1 bestemmelse af homologi eller lighed ber afskaring eller interne
udeladelser af referencesekvensen lades ude af betragtning. Sekvenser
med mindre grader af homologi og sammenlignelig bioaktivitet anses for
at vare zkvivalente. Med hensyn til den foreliggende opfindelse anses en
“underenhed” af et IL-7 protein for at udgere en aminosyresekvens pi
mindst 20 aminosyrer.

Som anvendt i det foreliggende betyder "rekombinant", at et prote-
in stammer fra rekombinante (fx. mikrobielle eller mammale) ekspres-
sionssystemer, hvilket kan indbefatte transformation af celler af en
hvilken som helst art ved af fagmanden kendte teknikker. "Mikrobiel" be-
tegner rekombinante proteiner fremstillet i bakterie— eller fungus (fx.
ger) ekspressionssystemer. Som et produkt definerer “rekombinant mikro-
bielt" et protein, der i det vasentlige er fri for native endogene sub-
stanser og ikke er ledsaget af dermed forbundet nativ glycosylering.
Protein udtrykt i de fleste bakteriekulturer, fx. E. coli, vil vare fri
for glycan. Protein udtrykt i ger, vil udvise et glycosyleringsmgnster,
der adskiller sig fra det mgnster, som udtrykkes i mammale celler.

"Isoleret DNA-sekvens" betegner en DNA-polymer i form af et sepa-
rat fragment eller som en komponent af en sterre DNA-konstruktion, som
stammer fra DNA, der mindst en gang er blevet isoleret i det vasentlige
i ren form, dvs. fri for kontaminerende endogent materiale og i en meng-
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de eller koncentration, der muligger identifikation, manipulation og ﬁd-
vinding af sekvensen og dens nukleotidsekvenskomponenter ved biokemiske
standardmetoder, fx. under anvendelse af en kloningsvektor. Sadanne iso-
lerede sekvenser tilvejebringes fortrinsvis i form af en aben laseramme,
der ikke er afbrdt af interne ikke-translaterede sekvenser eller intro-
ner, der typisk er til stede i eukaryotiske gener. Sekvenser af ikke-
translateret DNA kan vare til stede nedenstrgms for den abne lzseramme,
hvor de ikke forstyrrer manipulation eller ekspression af kodningsomra-
derne. "Nukleotidsekvens" betegner en heteropolymer af deoxyribonuklegzb
tider. I almindelighed sammles DNA-sekvenser, der indkoder proteinerne
ifelge opfindelsen, af cDNA-fragmenter og korte oligonukleotidlinkere
eller af en rakke oligonukleotider til opndelse af et syntetisk gen, som
kan udtrykkes i en rekombinant transkriptionel enhed. IL-7 DNA’er kan
ogsa isoleres fra genom-DNA fra en hvilken som helst mammal celle.
"Rekombinant ekspressionsvektor" betegner et plasmid omfattende en
transkriptionel enhed, der omfatter en samling af {1) et eller flere ge-
netiske elementer med en regulatorisk rolle ved genekspression, fx. pro-
motorer elier forstazrkere, (2) en strukturel- eller kodningssekvens, der
transkriberes til mRNA og translateres til protein, og (3) passende
transkriptionsstart— og —-termineringssekvenser. Strukturelle elementer
beregnet til anvendelse i garekspressionssystemer indbefatter fortrins-
vis en ledersekvens, der muligger ekstracelluler udskillelse af transla-
teret protein af en vertscelle. Alternativt kan rekombinant protéin,
hvor det bliver udtrykt uden en leder— eller transportsekvens, indbefat-
te en N-terminal methioninrest. Denne rest kan eventuelt derefter spal-
tes fra det udtrykte rekombinante protein til opnaelse af et slutpro-
dukt. Vektorer, der er potentielt anvendelige til ekspression af biolo-
gisk aktive IL-7 proteiner, omfatter ogsid viruser, fx. fag, eller DNA-

fragmenter, som ved rekombination kan integreres i vartsgenomet.

"Rekombinant mikrobielt ekspressionssystem” betyder en i det ve-
sentlige homogen monokultur af egnede vartsmikroorganismer, fx. bakteri-
er sisom E. coli eller ger sasom S. cerevisiae, som har en rekombinant
transkriptionel enhed stabilt integreret i kromosomal DNA eller bzrer
den rekombinante transkriptionelle enhed som en komponent af et forekom-
mende plasmid. I aimindelighed stammer celler, der udger systemet, fra
en enkelt stamtransformant. Som defineret i det foreliggende vil rekom-
binante ekspressionssystemer udtrykke heterologt protein ved induktion
af de regulatoriske elementer, som er kadet til DNA-sekvensen eller til
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det syntetiske gen, som skal udtrykkes.

2. Udvikling af IL-7 assay og kilder for cellefaktor

Til identfikation af en faktor, der udskilles af murine knogle-
marvsstromaceller, som regulerer pra-B-cellevakst, i cellekultur, an-
vendtes et in vitro kultursystem for B-celleprazkursorer. Den iagttagne
strenge afhzngighed af pre-B-cellens vakst af deres stromafedelag i
Whitlock-Witte kulturer Tod formode, at stromacellerne frembragte en
pre-B-cellevakst-stimulerende aktivitet. Til karakterisering af denne
vekstaktivitet udvikledes en kvantitativ assay, og der ledtes efter en
cellekilde for den praz-B-cellevekstfremmende aktivitet.

Ved indledningsvise forsgg pa at udvikle en bioassay anvendtes
cellefrie supernatanter fra langtids-stromaknoglemarvs(fgde)lag som en
kilde for vazkstfremmende aktivitet. I almindelighed var assay-resulta-
terne usikre, fordi der iagttoges et stimulationsindeks pad kun to.til l
fire gange over baggrund. Dette stemmer overens med de af Whitlock et
al., Cell 48:1009 (1987), og Hunt et al., Cell 48:997 (1987), rapporte-
rede resultater. Til undgielse af denne hindring og etablering af en eq-
net cellekilde for vakstfaktor frembragtes en immortaliseret cellelinie
ved transfektion af stromaceller fra langtids-knoglemarvskulturer med
det pSV3neo-plasmid, der indeholder de SV40 T antigen-transformerende
sekvenser. Det blev fundet, at en resulterende klonal ce]]é]inie, beteg-
net IxN/A6, grundlzggende producerer en faktor, som er i stand til at
stotte vaksten af prakursor-B-celler. Det blev herefter fundet, at der
kunne frembringes sammenlignelige niveauer af praz-B-cellevakstfremmende
aktivitet, ndr cellerne dyrkedes under serum-frie betingelser i narvar
af 1 pg/ml LPS.

Til frembringelse af en optimal assay-sensibilitet opniedes en
starkt beriget population af przkursor-B-celler fra langtids-knogle-
marvskulturer. Der anvendtes et yderligere celleberigelsestrin, hvor der
udfertes en en passage over G-10 Sephadex til opnielse af en mere homo-
gen population, sem var i stand til at frembringe egnede biologiske
assayresultater. Specificiteten af dette assaysystem testedes med andre
definerede faktorer. Ingen af de testede faktorer, inklusive IL-1a, IL-
18, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF, G-CSF, CSF-1, BSF-2, a-, B- og v-in-
terferon, neuroleukin og den transformerende vakstfaktor B, var i stand
til at inducere stimulering af thymidininkorporering over baggrundsni-
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veauer over en rekke faktorkoncentrationer. Desuden fremkaldte renset
mIL-7 ingen respons i standardbioassays for IL-1, IL-2, IL-3, GM-CSF
(FDCPZ-ID), IL-4, IL-5, G-CSF, CSF-1 og interferon. Imidlertid stimule-
rede cellefrie supernatanter fra IxN/A6-cellelinien dannelsen af murine
kolonier af makrofagtype i bled agar. Fraktionering af IxN/A6-konditio-
neret medium ved DEAE-Sephacel kromatografi oplgste den kolonistimule-
rende aktivitet fra den pre-B-cellevakstfremmende aktivitet. En fore-
trukket assayprotokol for IL-7 aktivitet er beskrevet nedenfor.

3. Assay for IL-7 biologisk aktivitet

Til etablering af en pra-B-celleprakursorpopulation startedes
knoglemarvskulturer og holdtes som beskrevet af Whitlock et al., J.
Immunol. Meth. 67:353 (1983), i RPMI 1640 suppleret med en udvalgt por-

tion 5% kalvefosterserum (FBS) (Irvine Scientific, Santa Clara, CA,
USA), 50 uM 2-mercaptoethanol, 50 U/ml penicillin, 50 ug/ml streptomycin

’ og 2 mM L-glutamin.

De fra denne type kultursystem opnidede ikke-adhzrente hamatopoie-
tiske celler er blevet vist at omfatte B-stamformceller, pra-B-celler og
nogle tidlige B-celler. Se Whitlock et al., Cell 32:903 (1983).
Dorshkind et al., J. Immunol. 137:3457 (1986) péaviste klart, at celler
fra sadanne knoglemarvskulturer var i stand til at rekonstituere bade B-
celle- og T-celleafsnittene i kombinerede mus med immundefekt, hvilket

viser, at et lymfoidt stamcelleelement ogsd kan vare til stede i disse
kulturer. P3 nuvarende tidspunkt er det komplette repertoire af ansvar-
lige celler ikke blevet bestemt, men det er klart, at demne population
omfatter prakursorceller af B-afstamning. Disse celler ser ud som lymfo-
cytter med en stor kerne og en lille rand af cytoplasma, der stemmer
overens med en pre-B-cellefanotype.

Til analyse fjernes ikke-adhzrente prz-B-celler fra adhzrente
stromalag af Whitlock-Witte-kulturer ved forsigtig pipettering, pellete-
res ved centrifugering og resuspenderes i 1-2 ml Iscoves modificeret
Dulbeccos-medium (IMDM) indeholdende 5% FBS, 50 U/ml penicillin, S0
pg/ml streptomycin og 2 mM L-glutamin (assaymedium).

Cellerne anbringes dernast i en 1ille s¢jle med Sephadéx G-10 (va-
remerke tilhgrende Pharmacia Fine Chemicals, Inc., Uppsala, SE, for gel-
filtreringsmedier) ved en tathed pd mindre end 108 celler pr. ml gel
til fjernelse af eventuelle lgsnede celler, kontaminerende adharente
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celler eller stromaceller, og inkuberes dernest ved stuetemperatur i 10
minutter som beskrevet af Ly et al., J. Immunol. Meth, 5:239 (1974).
Praz-B-cellerne elueres dernast fra Gl10-kolonnen med assaymedium, vaskes
0g resuspenderes til en tazthed pd 2,5 x 105 celler/ml i assaymedium.
Prgver, som skal underkastes analyse, seriefortyndes i individuelle .
brende i en mikrotiterplade med 96 brgnde til et slutvolumen pid 50 ml.
50 #1 cellesuspension (12.500 celler/brend) szttes til hver brend, og
pladerne inkuberes i 48 timer i en fugtet COz-inkubator indeholdende
7,5% COZ’ 5% 02, rest NZ' Kulturerne pulseres i lgbet af de-sidste fire
timers inkubation med 2 uCi/brend tritieret thymidin (3H-Td, NEN, 60-
80 Ci/mmol) i et volumen pd 25 ul. Kulturer hdstes med en automatiseret
hgster pd glasfiberfiltre og inkorporeret radioaktivitet bestemmes ved
vaeskescintillationstz11ling. 1 enhed IL-7 defineres som den mengde fak-
tor, der kraves til inducering af halv-maksimal 3H-Tdr-inkorporering
under de ovenfor for IL-7 assayen beskrevne betingelser.

Resultaterne af typiske pra-B-celleproliferationsassays under an--
vendelse af urensede og rensede fragmenter af rekombinante IL-7 er af-
bildet i fig. 6, diagram A.

4, Isolering af renset nativt protein

Udvikling af oprensningsmetoder for murin IL-7 afslerede, at fak-
torens biologiske aktivitet er stabil under mange forskellige betingel-
ser inklusive ekstreme pH-vardier (2,1 til 9,0) og oplgsninger indehold-
ende de organiske oplgsningsmidler acetonitril eller n-propanol. Oples-
ning af aktiviteten med SDS-PAGE (natriumdodecylsulfat-polyacrylamidgel-
elektroforese) viste, at IL-7 aktiviteten var forbundet med et protein
med Mr=25'000 og var stabil i narvar af SDS og temperaturer pa 70°C.
Reduktion af proteinet ved kontakt med 1% 2-mercaptoethanol gdelagde
imidlertid fuldstandigt dets biologiske aktivitet, hvilket indikerede
tilstedeverelsen af intramolekylzre disulfidbindinger. Praparativ SDS-
PAGE gav et enkelt protein med Mr=25'000’ der stemte overens med den
biologiske aktivitet. Desuden blev radiomerket IL-7 bundet specifikt til
celler, der reagerer pd denne faktor, hvilket lader formode, at IL-7
ligesom andre polypeptidhormoner binder til specifikke receptorer pi
celleoverflader. Oprensningsprotokollen resulterede i en 10 million fold
oprensning med et slutudbytte pa 35%. En ved Edman-nedbrydning opndet N-
terminal sekvens var X-X-His-Ile-Lys-Asp-Lys-Glu-X-Lys-Ala-Tyr-Glu-X-
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Val-Met, som var enestdende, ndr den sammenlignedes med en database af
offentligt tilgengelige proteinsekvenser. |

Den oprensede IL-7 udviste en anslaet specifik aktivitet pad ca. 4
x 10¢ enheder/ug protein og var aktiv ved en koncentration pa 10'1 pM,
baseret pd visuelle bedemmelser af proteinkoncentrationen bestemt ved
intensiteten af sglv-farvet SDS-PAGE. Denne indledningsvise bedsmmelse
af den specifikke aktivitet ved pra-B-celleproliferationsanalysen er
blevet revideret nedad i lyset af mere ngjagtige bestemmelser af pro-
teinkoncentrationer. Den specifikke aktivitet af renset rekombinant IL-7
i pra-B-celleproliferationsanalysen synes at ligge i omradet fra 1-2 x
105 enheder/pg.

5. Isolering af cDNA’er

Til opnaelse af den murine kodningssekvens isoleredes en DNA-se-
kvens, der indkoder mIL-7, fra et cDNA-bibliotek fremstillet ved revers
transkription af polyadenyleret RNA isoleret fra den transformerede mu-
rine stromacellelinie IxN/A6. Biblioteket screenedes ved direkte eks-
pression af cDNA-fragmentpuljer i abe C0S-7 celler under anvendelse af

en mammal ekspressionsvektor (pDC201), der anvender regulatoriske se-

kvenser stammende fra SV40 og Adenovirus 2. Ca. 720.000 cDNA’er screene-
des i puljer pi ca. 1000 cDNA’er indtil assay af supernatanten af en
transficeret pulje paviste en tifold forggelse i thymidininkorporering i

_ forhold til baggrund. Et nedfrosset bakterieforrad fra denne positive

pulje anvendtes si til opnaelse af plader med ca. 200 kolonier. Plasmid--
DNA fra kolonierne pd hver af disse plader sammenblandedes og transfor-
meredes i COS-7 celler, og en positiv pulje identificeredes. Individuel-

.1e kolonier fra denne pulje screenedes, indtil der identificeredes en

enkelt klon, der styrede syntesen af et 25 kilodaiton protein med pavi-
selig IL-7 aktivitet. Denne klon isoleredes og dens indskud sekvensbe-
stemtes til bestemmelse af kodningssekvensen af det i fig. 2 viste muri-
ne cDNA. Dette cDNA omfatter et langt ikke-transiateret omrade pa 548
basepar ved siden af translationsbegynde]sesstedef. Begyndelsesstedet
for det modne protein udledtes ved sammenligning med en N-terminal ami-
nosyresekvens opndet fra hpjt oprensede praparater af IL-7 stammende fra
A6 cellesupernatanter. Kodningsomradet indeholder 6 cysteinrester og to
potentielle N-glycosyleringssteder.

Prober konstrueredes fra den murine sekvens og anvendtes til
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screening af humane genom-DNA-biblioteker og humane cDNA-biblioteker
stammende fra kulturer af den humane leveradenocarcinomacellelinie SK-
HEP-1 (ATCC HTB-52). cDNA-kloner, der hybridiserede til oligonukleotid-
prober stammende fra humane genomsekvenser, og prober omfattende udvalg-
te 3’ og 5’ utranslaterede sekvenser af det murine gen isoleredes og se-
kvensbestemtes derefter. Den siledes isolerede fulde cDNA-sekvens er af-
bildet i fig. 4, og den deraf afledte kodningssekvens er afbildet i fig.
5.

Human IL-7 indkodes af et multi-exon gen. Ved isolering af den j .
fig. 4 viste cDNA-klon iagttoges flere alternative mRNA-konstruktioner;~
som kan tilskrives forskellige mRNA-splejsningsforekomster efter trans-
kription. Disse alternative konstruktioner, som har store homologiomra-
der til fzlles med de cDNA’er, der specifikt er anfgrt i kravene, anses
for at ligge inden for opfindelsens rammer.

6. Syntetiske DNA-konstruktioner

I sine nukleinsyreudfgrelsesformer tilvejebringer den foreliggende
opfindelse DNA-sekvenser, der indkoder mammale IL-7’er, IL-7 analoge og
underenheder. Eksempler pd mammale IL-7’er omfatter IL-7’er fra prima-
ter, mennesker, mus, hunde, katte, heste, kvag, svin, far, hjorte og ge-
der. IL-7 DNA tilvejebringes fortrinsvis i en form, som kan udtrykkes i
en rekombinant transkriptionel enhed under kontrol af mammale, mikrobi-
elle eller virale transkriptionelle eller translationelle kontrolelemen-
ter. En sekvens, som skal udtrykkes i en mikroorganisme, vil fx. ikke
indeholde introner. I foretrukne aspekter omfatter DNA-sekvenserne
mindst en, men eventuelt mere end en sekvenskomponent stammende fra en
cDNA-sekvens eller kopi deraf. Sidanne sekvenser kan vare bundet til el-
ler flankeret af DNA-sekvenser fremstillet ved samling af syntetiske
oligonukleotider. Eksempler pd sekvenser omfatter sadanne, som i det va-
sentlige er homologe med de i fig. 3 og fig. 5 afbildede nukleetidse-
kvenser. Kodningssekvenserne kan eventuelt omfatte kodoner, der indkoder
en eller flere yderligere aminosyrer, som befinder sig ved N-terminal,
fx. en N-terminal ATG-kodon, der specificerer methionin, som i en lase-
ramme er forbundet med nukleotidsekvensen. P.g.a. kodedegeneration kan
der forekomme betydelige variationer i nukleotidsekvenser, der koder for
samme aminosyresekvens. Et eksempel pd en DNA-udfgrelsesform er den, der
svarer til sekvensen af nukleotiderne 1-387 i fig. 3. Syntetiske DNA-se-
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kvenser, der indkoder IL-7 proteiner, som omfatter nukleotidsekvenser;
der er andret til indfering af restriktionssteder eller en foretrukket
kodonanvendelse for bakterieekspression falder inden for opfindelsens

rammer.

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer ogsa ekspressionsvekto-
rer til fremstilling af nyttige mengder oprenset IL-7, som kan omfatte
syntetiske eller af cONA afledte DNA-fragmenter, def indkoder mammale
IL-7’er eller IL-7 analoge eller underenheder, som operativt er bundet
til regulatoriske elementer stammende fra mammale, bakterielle, gar-
bakteriofag- eller virale gener. Nyttige regulatoriske elementer er be-
skrevet mere detaljeret nedenfor. Efter transformation eller transfek-
tion af passende cellelinier kan sidanne vektorer pavirkes til at ud-
trykke rekombinant protein.

7. Rekombinante ekspressionssystemer

Mammale IL-7’er kan ddtrykkes i mammale celler eller insektceller,
gar, bakterier eller andre celler under kontrol af passende promotorer.
Cellefrie translationssystemer kan ogsd anvendes til fremstilling af
mammal IL-7 under anvendelse af RNA‘er afledt af DNA-konstruktioner
ifelge opfindelsen. Passende klonings— og ekspressionsvektorer til an-
vendelse med bakterielle, svampe—, gezr— og mammale cellevarter er be-
skrevet af Pouwels et al., Cloning Vectors: A Laboratory Manual,
(Elsevier, New York, 1985), hvis relevante dele hermed inkorporeres ved

henvisning.

Forskellige mammale cellekultursystemer kan anvendes til at ud-
trykke rekombinant protein. Eksempler pd mammale ekspressionssystemer
omfatter COS-7 linierne af abenyrefibroblaster beskrevet af Gluzman,
Cell 23:175 (1981), og andre cellelinier, som er i stand til at udtrykke
en kompatibel vektor, fx. cellelinierne C127, 373, CHO, Hela og BHK .
Mammale ekspressionsvektorer kan omfatte ikke-transkriberede elementer
sdsom et replikationsomrade, en egnet promotor og forstarker, og andre
5'— og 3’-flankerende ikke-transkriberede sekvenser og 5 eller 3’ ikke-
translaterede sekvenser sasom npdvendige ribbsombindingssteder, et poly-
adenyleringssted, splejsningsdonor— og acceptorsteder, samt termine-
ringssekvenser. DNA-sekvenser stammende fra det SV40 virale genom, fx.
SV40-omride—, tidlige promotor-, forstazrker—, splejsnings— og polyadeny-
leringssteder kan anvendes til tilvejebringelse af de andre, til eks-
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pression af en heterolog DNA-sekvens ngdvendige, genetiske elementer.
Yderligere detaljer med hensyn til anvendelsen af mammale hejekspres-
sionsvektorer til fremstilling af en rekombinant mammal IL-7 er vist i
eksempierne 3 og 8 nedenfor. Eksempelvis kan vektorer opbygges som be-
skrevet af Okayama og Berg, Mol. Cell. Biol. 3:280 (1983), Cosman et
al., Nature 312:768 (1984), Cosman et al., Mol. Immunol. 23:935 (1986),
eller Clark et al., US-patentskrift nr. 4.675.285.

Gersystemer, i hvilke der fortrinsvis anvendes Saccharomyces-arter

sisom S. cerevisiae, kan ogsd anvendes til ekspression af de rekombinan-
te proteiner ifelge opfindelsen, savel som ger af andre slegter, fx.
Pichia eller Kluyveromyces.

Generelt vil nyttige garvektorer omfatte replikationsomrider og
valgbare markgrer, der tillader transformation af bade gar og E. coli,
fx. ampicillinresistensgenet af E. coli og S. cerevisiae TRP1 gen, og en
promotor stammende fra et hgjt udtrykt gaergen til fremkaldelse af trans-
kription af en nedenstrems strukturel sekvens. Siddanne promotorer kan
stamme fra transkriptionelle gerenheder, der indkoder hgjt udtrykte ge-
ner sisom bl.a. 3-phosphoglyceratkinase (PGK), a-faktor, sur phosphatase
eller varmechockproteiner. Den heterologe strukturelle sekvens sammen-
stilles i en passende ramme med translationsinitierings— og termine-
ringssekvenser og fortrinsvis en ledersekvens, som er i stand til at
styre udskillelse af translateret protein i det ekstracellulzre medium.
Den heterologe sekvens kan eventuelt indkode et fusionsprotein, der ind-
befatter et N-terminalidentifikationspeptid (fx. Asp-Tyr-Lys-(Asp)4-Lys)
eller en anden sekvens, der giver de gnskede karakteristika, fx. stabi-
lisering eller forenklet oprensning af udtrykt rekombinant produkt.

Nyttige garvektorer kan samles under anvendelse af DNA-sekvenser
fra pBR322 for udvalgelse og replikation i E. coli (Ampr-gen og replika-
tionsomrade) og gar-DNA-sekvenser, der omfatter en alkoholdehydrogenase
2 (ADH2) promotor, som kan undertrykkes med glucose. ADH2-promotoren er
blevet beskrevet af Russell et al., J. Biol. Chem. 258:2674 (1982) og
Beier et al., Nature 300:724 (1982). Sidanne vektorer kan ogsd omfatte
et gar TRP1-gen som en valgbar markgr og ger 2 u replikationsomradet. En
garledersekvens, fx. a-faktorlederen, der styrer udskillelse af hetero-
loge proteiner fra en gervart, kan indfgjes mellem promotoren og det
strukturelle gen, som skal udtrykkes. Se. Kurjan et al., US-patentskrift
nr. 4.546.082, Kurjan et al., Cell 30:933 (1982), og Bitter et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:5330 (1984). Ledersekvensen kan modifice-
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res til nar dens 3'-ende at indeholde et eller flere nyttige restrik-
tionssteder for at lette fusion af ledersekvensen til fremmede gener.

Egnede gartransformationsprotokoller er kendt af fagmanden. En
teknik er eksempelvis beskrevet af Hinnen et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 75:1929 (1978), der udvalger for Trp+-transf0rmanter i et selektivt
medium bestdende af 0,67% gzrnitrogenbase, 0,5% casaminosyrer, 2% gluco-
se, 10 pg/ml adenin og 20 pg/ml uracil.

Vartsstammer transformeret med vektofer, der omfatter ADHZ2-promo-
toren, kan dyrkes for ekspression i et rigt medium bestiende af 1% gar:
ekstrakt, 2% pepton og 1% glucose suppleret med 80 pg/ml adenin og 80
pg/ml uracil. Ophavelse af undertrykkelsen af ADH2-promotoren optrader,
nar glucosen i mediet er blevet opbrugt. Urensede gersupernatanter hg-
stes ved filtrering og holdes ved 4°C fgr yderligere oprensning. An-
vendelse af et garekspressionssystem til fremstilling af en rekombinant

mammal IL-7 beskrives i eksempel 4 nedenfor.

Anvendelige ekspressionvektorer til bakteriel anvendelse opbygges
ved indfgjelse af en strukturel DNA-sekvens, der indkoder mammal IL-7,
sammen med egnede translationsinitierings— og termineringssignaler i den
operative lasefase med en funktionel promotor. Vektoren omfatter en el-
ler flere fanotypisk valgbare markerer og et rep1ikationsomréde til sik-
ring af forsterkning i varten. Egnede prokaryotiske varter for transfor-
mation omfatter E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium og
forskellige arter af Pseudomonas, Streptomyces og Staphylococcus slzg-

- terne, selvom det ogsa kan valges at anvende andre arter.

Ekspressionsvektorer opbygges passende ved spaltning af cDNA-klo-
ner ved steder i narheden af kodonen, der indkoder den N-terminale rest
af det modne protein. For eksempel kan det murine cDNA skzres med Ndel
eller Clal, eller det humane cDNA med Clal, til frembringelse af et
fragment, der i det vasentlige omfatter hele kodningsomradet. Syntetiske
oligonukleotider kan sd anvendes til at "tilbagefere" eventuelle ude-
ladte afsnit af kodningsomriadet og tilvejebringe en forbindelsessekvens
til ligering af kodningsfragmentet i en passende laseramme i ekspres-
sionsvektoren, og eventuelt en kodon, der specificerer et initiator-
methionin.

Som et reprasentativt, men ikke begraznsende eksempel, kan nyttige
ekspressionsvektorer til bakteriel anvendelse omfatte en valgbar marker
og et bakterielt replikationsomride stammende fra kommercielt tilgange-
lige plasmider, der omfatter genetiske elementer af den velkendte klo-
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ningsvektor pBR322 (ATCC 37017). Sidanne kommercielle vektorer omfatfer
fx. pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sverige) og pGEM]
(Promega Biotec, Madison, WI, USA). Disse pBR322 "skelet”"-afsnit kombi-
neres med en passende promotor og den strukturelle sekvens, som skal ud-
trykkes. Et specielt nyttigt bakterielt ekspressionssystem anvender fag
)\ PL promotoren og den cI857ts termolabile repressor. Plasmidvektorer,
der kan opnds fra American Type Culture Collection og inkorporerer deri-
vater af X PL promotoren, omfatter plasmid pHUB2, som forefindes i E.
coli stamme JMBY (ATCC 37092), og pPLc28, som forefindes i-E. coli RRL.
(ATCC 53082). Andre nyttige promotorer til ekspression i E. coli omfat-
ter den af Studier et al., J. Mol. Biol. 189:113 (1986), beskrevne T7
RNA-polymerasepromotor, den af Lauer, J. Mol. Appl. Genet. 1:139-147
(1981) beskrevne lacZ-promotor, som er tilgangelig som ATCC 37121, og
den af Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring
Harbor Laboratory, 1982, p. 412), beskrevne tac-promotor, som er til-
gengelig som ATCC 37138.

Efter transformation af en passende vartsstamme og dyrkning af
vartsstammen til en passende celletzthed ophzves undertrykkelsen af den
udvalgte promotor med passende foranstaltninger (fx. temperaturandring
eller kemisk pavirkning), og cellerne dyrkes i yderligere et stykke tid.
Cellerne hgstes typisk ved centrifugering, brydes med fysiske eller ke-
miske midler, og den resulterende ra ekstrakt gemmes til yderligere op-
rensning. Cellerne dyrkes fx. i en 10 1 fermenteringsbeholder under mak-
simal beluftning og kraftig omrgring. Fortrinsvis anvendes et antiskum-
middel (Antifoam A). Kulturer dyrkes ved 30°C i det af Mott et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:88 (1985), beskrevne superinduktionsmedi-
um, der eventuelt omfatter antibiotika, undertrykkelsen ophzves ved en
celletzthed svarende til A600 = 0,4-0,5 ved at have temperaturen til
429C, og cellerne hgstes fra 2 tit 20, fortrinsvis 3 til 6 timer efter
temperaturendringen i opadgaende retning. Cellemassen koncentreres ind-

Tedningsvis ved filtrering eller andre foranstaltninger og centrifugeres _

si ved 10.000 x g i 10 minutter ved 4°C efterfulgt af hurtig nedfrys-
ning af cellepelleten.

Anvendelsen af et bakterielt ekspressionssystem til fremstilling
af en rekombinant mammal IL-7 er beskrevet i eksempel 5 nedenfor.
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8. Oprensningsfremgangsmader

Fortrinsvis fremstilles oprensede mammale IL-7’er eller biozkviva-
lente homologe ved dyrkning af egnede vart/vektorsystemer til ekspres-
sion af de rekombinante translationsprodukter af de syntetiske gener
ifelge opfindelsen, som derefter oprenses fra kulturmedier.

En alternativ fremgangsmide til fremstilling af renset IL-7 omfat-
ter oprensning fra cellekultursupernatanter. Ved denne fremgangsmade an-
vendes en cellelinie, som opbygger nyttige mengder af proteinet. Super-.
natanter fra sidanne cellelinier kan eventuelt koncentreres under an-
vendelse af et kommercielt tilgengeligt proteinkoncentrationsfilter, fx.
en Amicon (varemerke tilhgrende W.R. Grace & Co., Danvers, MA, USA) el-
ler Pellicon (varemzrke tilhgrende Millipore Corp., Bedford, MA, USA)
ultrafiltreringsenhed. Efter koncentrationstrinnet kan koncentratet til-
feres en egnet anionbytterharpiks, fx. en matrix eller et substrat med
diethylaminoethyl (DEAE) sidegrupper. Matrixerne kan vare acrylamid,
agarose, dextran, cellulose eller andre typer, der szdvanligvis anvendes
til proteinoprensning. En foretrukket matrix er DEAE-Sephacel
(Pharmacia). Nir der anvendes medier, som indeholder DEAE-grupper, til-
féres ekstrakter indeholdende IL-7, ved en svagt basisk pH-verdi (fx. pH
8) og ved en natriumchloridkoncentration (eller et andet egnet salt) pa
ca. 100 mM. Mange kontaminerende proteiner bindes af ijonbytteren, mens
IL-7 udvindes i ubundne fraktioner.

Efter anionbytningskromatografi kan anvendes et kationbytnings;
trin. 1 dette trin tilfgres IL-7-holdige fraktioner til en kationbytter
under svagt sure betingelser med en lav saltkoncentration (fx. pH 5, 100
mM NaC1). IL-7 bindes af ionbytteren og kan elueres i en mere oprenset
form ved hsjere saltkoncentrationer og ved en svagt basisk pH-vardi. Eg-
nede kationbyttere omfatter forskellige uoplgselige matrixer omfattende
sulfopropyl— eller cafboxymethy]grupper. Sulfopropylgrupper er foretruk-
ket. Et egnet materiale til IL-7 oprensning er SP-trisacryl (Pharmacia-
LKB). Efter kationbytterkromatografi har et affinitetstrin, hvori der
anvendes en matrix med en bld farveligand, vist sig at vare til nytte.
Egnede farveligander omfatter Blue B, der kan opnas som et konjugat med
agarose (Blue B agarose). Andre farveligandzkvivalenter kan ogsd anvend-
es. Til sidst kan der til yderligere oprensning af et IL-7 przparat an-
vendes et eller flere revers fase hpjtryksvaskekromatografitrin (RP-
HPLC) under anvendelse af hydrofobe RP-HPLC-medier, fx. silicagel med
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methylsidegrupper eller andre alifatiske sidegrupper. Nogle eller alle
de foregdende oprensningstrin kan i forskellige kombinationer ogsa an-
vendes til tilvejebringelse af et homogent rekombinant protein.

I bakteriekultur fremstillet rekombinant protein isoleres sedvan-
ligvis ved indledningsvis ekstraktion fra cellepelieter efterfulgt af et
eller flere koncentrationstrin, udsaltningstrin, vandige ionbytter— el-
ler storrelsesudelukkelses-kromatografitrin. Proteinet kan renatureres
efter bakterieekspression ved kontakt med et katalytisk reduktionsmiddel
ved en proteinkoncentration pd 10-50 ug/ml i narver af 1-6-M guani-
din,HC1 for at hindre aggregering. Til sidst kan hgjtryksvaskekromato-
grafi (HPLC) anvendes til det endelige oprensningstrin. Mikrobielle cel-
ler anvendt til ekspression af rekombinant mammal IL-7 kan afbrydes ved
en hvilken som helst passende metode, inklusive nedfrysnings-optenings-
cykler, sonikering, mekanisk brydning eller anvendelse af cellelyse-
ringsmidler.

Fermentering af gar, der udtrykker mammal IL-7 som et udskilt pro-
tein, forenkler oprensningen i hgj grad. Udskilt rekombinant protein
stammende fra fermentering i stor milestok kan oprenses ved fremgangsma-
der, som er analoge med de af Urdal et al., J. Chromatog. 296:171 (1984)
beskrevne fremgangsmader. Denne reference beskriver to sekventielle re-
vers fase HPLC-trin til oprensning af rekombinant human GM-CSF pa en
praparativ HPLC-kolonne.

Som anvendt heri henviser "renset eller oprenset" til et mammalt
IL-7 przparat med en specifik aktivitet pd mindst ca. 104 enheder pr. ug
protein i en prz-B-celleproliferationsassay som beskrevet andetsteds i
beskrivelsen. Fortrinsvis udviser oprensede IL-7 przparater en specifik
aktivitet pd mindst ca. 105 enheder/ug.

9. Biologisk aktive proteinanaloge
I sine forskellige proteinudfgrelsesformer tilvejebringer den fo-

religgende opfindelse i det vasentlige homogene rekombinante mammale IL-
7 polypeptider, som er fri for kontaminerende endogene materialer og
eventuelt uden dermed forbundet glycosylering af native mgnstre. De na-
tive murine og humane IL-7 molekyler udvindes fra cellekulturen som gly-
coproteiner med en tilsyneladende molekylvagt pa ca. 25 kilodalton (kD)
ved SDS-PAGE. IL-7’er udtrykt i mammale ekspressionssystemer, fx. COS-7
celler, kan have 1ignende eller 1idt afvigende molekylvagt og glycosyle-
ringsmgnster i forhold til de native molekyler, i afhangighed af eks-
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pressionssystemet. Ekspression af IL-7 DNA’er i bakterier sisom E. coii
giver ikke-glycosylerede molekyler med en tilsyneladende molekylvagt pa
ca. 16 kD ved SDS-PAGE under ikke-reducerende betingelser.

Rekombinant IL-7 proteiner ifglge opfindelsen omfatter ogsa N-ter-
minale murine og humane methionyl IL-7’er. Yderligere udferelsesformer,
som kan komme i betragthing, er mammale IL-7'er udtrykt som fusionspro-
teiner med en polypeptidleder omfattende sekvensen Asp-Tyr-Lys-(Asp4)-
Lys eller andre egnede peptid— eller proteinsekvenser anvendt som hjzlp
til ekspression i mikroorganismer eller oprensning af mikrebielt udtryk-
te proteiner. ’

Biozkvivalente og biologisk aktive homologer eller analoger af
proteinerne ifslge opfindelsen omfatter forskellige muteiner, fx. afkor-
tede versioner af IL-7’er, hvori terminale eller indre rester eller se-
kvenser, som.ikke behgves for den bio1ogiske aktivitet, udelades, og og-
sd alloproteiner sidsom dem, der er beskrevet af Koide et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:6237 (1988). Som anvendt heri betyder udtrykkene
"biozkvivalent" og "biologisk aktiv", at et givet protein har en biolo-
gisk aktivitet til falles med et nativt IL-7 molekyle. Andre muteiner,
som kan komme pd tale, er sddanne, hvori en eller flere cysteinrester er
blevet udeladt er erstattet med andre aminosyrer, fx. neutrale aminosy-
rer, for at tilvejebringe gunstigere renaturerings— eller stabilitets-

egenskaber. Andre forsgg pd mutagenese omfatter modifikation af nabo-
stillede dibasiske aminosyrerester til forpgelse af ekspression i gar-
systemer, hvori der findes KEX2-proteaseaktivitet, eller modifikation af
proteinsekvensen til eliminering af et eller flere N-bundne glycosy-
leringssteder. Det blev ogsd iagttaget, at udeladelse af resterne 121-
139 af det humane IL-7 molekyle, der ikke har nogle modparter i det mu-.
rine IL-7 molekyle, ikke fjerner biologisk aktivitet i murine eller hu-
mane pra-B-celleassaysystemer.

Som anvendt heri betegner “"mutant aminosyresekVens" et polypeptid
indkodet af en nukleotidsekvens, der med vilje er gjort forskellig fra
en nativ sekvens. "Mutant protein” eller "mutein” betyder et protein,
der omfatter en mutant aminosyresekvens. "Nativ sekvens” betegner en
aminosyre— eller nukleinsyresekvens, som er identisk med vildtypen eller
den native form af et gen eller protein. Udtrykkene "KEX2-protease-
genkendelsessted"” og "N-glycosyleringssted" er defineret nedenfor. Ud-
trykket "inaktivere" som anvendt til definering af specielle aspekter af
den foreliggende opfindelse betyder @ndringen af et udvalgt KEX2-protea-
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segenkendelsessted for at forsinke eller forhindre spaltning med KEX2-
proteasen af Saccharomyces cerevisiae, eller andre et N-glycosylerings-
sted til udelukkelse af covalent binding af oligosacchariddele til spe-
cielle aminosyrerester.

Sted-specifikke mutageneseprocedurer kan anvendes til inaktivering .
af KEX2-proteasebehandlingssteder ved udeladelse, tilfejelse eller sub-
stituering af rester til endring af Arg-Arg, Arg-Lys og Lys-Arg par til
eliminering af forekomsten af disse nabostillede basiske rester. Lys-Lys
par er betydeligt mindre tilbgjelige til KEX2-spaltning, og omdannelse-.-
af Arg-Lys eller Lys-Arg til Lys-Lys reprasenterer en konventionel og
foretrukket fremgangsmide til inaktivering af KEX2-steder. De resul-
terende muteiner er mindre tilbgjelige til spaltning med KEX2-proteasen
pid andre steder end gar a-faktorledersekvensen, hvor spaltning efter ud-
skillelse er tilsigtet.

Mange udskilte proteiner opnar covalent bundne kulhydratenheder
efter translation, hyppigt i form af o1igosaccharidenheder'bundet til
asparaginsidekader med N-glycosidbindinger. Bide strukturen og antallet
af oligosaccharidenheder bundet til et specielt udskilt protein kan vere
hejst forskellig, hvilket resulterer i et bredt omriade af tilsyneladende
molekylmasser, som kan tilskrives et enkelt glycoprotein. mIL-7 og hIL-7
er udskilte glycoproteiner af denne type. Forseg pad at udtrykke glyco-
proteiner i rekombinante systemer kan blive gjort mere kompliceret af
den heterogenitet, der kan tilskrives denne variable kulhydratkomponent.
Oprensede blandinger af rekombinante glycoproteiner sisom human eller
murin granulocyt-makrofagkolonistimulerende faktor (GM-CSF) kan fx. be-
sta af fra 0 til 50 vagt-% kulhydrat. Miyajima et al., EMBO Journal
5:1193 (1986) rapporterede ekspression af en rekombinant murin GM-CSF,
hvori N-glycosyleringssteder var blevet muteret for at forebygge glyco-
sylering og reducere heterogenitet af det af gar udtrykte produkt.

Tilstedevarelsen af variable mengder af associerede kulhydrater i
rekombinante udskilte glycoproteiner ger oprensningsprocedurerne mere
kompliceret, hvilket resulterer i et reduceret udbytte. Hvis glycopro-
teinet desuden skal anvendes som et terapeutisk middel er der en mulig-
hed for, at patienterne vil udvikle allergiske reaktioner mod garkulhy-
dratdelene, hvilket vil krave en afbrydelse af terapien. Pad grund af
dette kan biologisk aktive, homogene analoge af immunregulatoriske gly-
coproteiner med reduceret kulhydratmengde vere gnskverdige til terapeu-
tisk anvendelse.
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Funktionelle mutantanaloge af mammale IL-7’er med inaktiverede N-
glycosyleringssteder kan fremstilles ved oligonukleotidsyntese og lige-
ring eller ved sted-specifikke mutageneseteknikker som beskrevet neden-
for. Disse analoge proteiner kan med godt udbytte fremstilles i en homo-
gen, kulhydrat-reduceret form ved anvendelse af garekspressionssystemer.
N-glycosyleringssteder i eukaryotiske proteiner er karakteriseret ved
aminosyretripletten Asn-A!-Z, hvor A! er en hvilken som helst amino-
syre med undtagelse af Pro, og Z er Ser eller Thr. I denne sekvens giver
asparagin en aminosidekadegruppe til covalent binding af kulhydrat. Et..
sddant sted kan elimineres ved substituering af Asn eller rest Z med en '
anden aminosyre, udeladelse af Asn eller Z eller indfgjelse af en anden
aminosyre end Z mellem A! og Z, eller en andenaminosyre end Asn mellem
Asn og Al. Substitueringer udfgres fortrinsvis pa konventionel made,
dvs. de mest foretrukne subsitueringsaminosyrer er sddanne, som har lig-
nende fysisk-kemiske egenskaber som den rest, der skal erstattes. Pa
lignende made ber der ved tilrettelazggelsen af en udeladelses— eller
indfgjelsesstrategi tages den potentielle virkning af udeladelsen eller
indfgjelsen pa den biologiske aktivitet i betragtning.

Udover de ovenfor beskrevne specielle muteiner kaﬁ tairige DNA-
konstruktioner indbefattende alle eller en del af de i fig. 1-5 afbilde-
de nukleotidsekvenser sammen med oligonukleotidkassetter omfattende
yderligere nyttige restriktionssteder fremstilles pa bekvem mide. Muta-
tioner kan indfgres pa specielle steder ved syntetisering af oligonu-
kleotider indeholdende en mutantsekvens, flankeret af restriktionsste-
der, der muligger ligering til fragmenter af den native sekvens. Efter
ligering indkoder den resulterende rekonstruerede sekvens et mutein med
den gnskede aminosyreindfgjelse, —substitution eller —udeladeise.

Alternativt kan der anvendes o]igonuk]eo;id-styrede stedspecifikke
mutageneseprocedurer til tilvejebringelse af et andret gen med specielle
kodoner, der er andret iht. den pikravede substituering, udeladelse el-
ler indfgjelse. Walder et al., Gene 42:133 (1986), Bauer et al., Gene
37:73 (1985), Craik, Biotechniques, januar 1985, 12-19, Smith et al.,
Genetic Engineering: Principles and Methods (Plenum Press, 1981), og US-
patentskrift nr. 4.518.584 omhandler egnede teknikker og inkorporeres i
det foreliggende ved henvisning.

I en udferelsesform af opfindelsen er aminosyresekvensen af IL-7
bundet til en gar a-faktor ledersekvens via en N-terminal fusionskon-
struktion omfattende et nukleotid, der indkoder peptidet Asp-Tyr-Lys-
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Asp-Asp-Asp-Asp-Lys (DYKDDDDK). Sidstnavnte sekvens er i hgj grad anti-
genisk og tilvejebringer en epitop, der bindes reversibelt af specifikt
monoklonalt antistof, hvilket muligger hurtig analyse og let oprensning
af udtrykt rekombinant protein. Denne sekvens spaltes ogsa specifikt af
bovin mucosal enterokinase ved den rest, der felger umiddelbart efter
Asp-Lys parret. Med dette peptid afsluttede fusionsproteiner kan ogsa
vere resistente mod intracelluler nedbrydning i E. coli. En alternativ
opbygning er Asp-Tyr-Lys—Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-G1u-Ile-Gly-Arg-Pro, der
tilvejebringer et faktor X genkendelsessted umiddelbart nedenstrems fra.
enterokinasestedet.

10. Administrering af IL-7

I sine prazparat- og fremgangsmadeaspekter tilvejebringer den fore-
1iggende opfindelse terapeutiske prazparater omfattende en virksom mengde
af et hvilket som helst af de mammale IL-7 proteiner ifslge opfindelsen
og en egnet diluent eller barer, samt fremgangsmader til stimulering af
B- og/eller T-lymfocytudvikling eller proliferation eller modulering el-
ler forggelse af immun, lymfopoietisk eller hematopoietisk respons i
pattedyr, indbefattende mennesker, hvilke omfatter administrering af en
virksom mengde af et hvilket som helst af de foregidende praparater. An-
vendelse i forbindelse eller blanding med andre lymfokiner, fx. IL-la,
IL-18, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, CSF-1, GM-CSF eller G-CSF, IFN-a,
IFN-B eller IFN-v, kommer ogsd i betragtning.

Ti1 terapeutisk anvendelse administreres en oprenset IL-7 til et
pattedyr for en i det pageldende tilfzlde passende behandling. Saledes
kan fx. et mammalt IL-7 preparat administreret som en stimulator af prea-
B- eller pra-T-celleproliferation eller som modulator af immun eller ha-
matopoietisk effektorcelleudvikling, proliferaton eller funktion indgi-
ves ved bolusinjektion, fortlgbende infusion, vedblivende frigerelse fra
implantater eller andre egnede teknikker. Et IL-7 terapeutisk middel vil
typisk blive administreret i form af et praparat omfattende oprenset
protein i forbindelse med fysiologisk acceptable barere, excipienser el-
ler fortyndingsmidler. Neutralt pufret saltvand eller saltvand blandet
med conspecifikt serumalbumin er eksempler pd passende fortyndingsmid-
ler. Produkt formuleres fortrinsvis som et lyofilisat under anvendelse
af passende excipiensoplgsninger (fx. saccharose) som diluenter. Passen-
de doseringer kan bestemmes ved forseg, i almindelighed kan doseringer
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pa 10 ng til 100 pg/kg/dag, fortrinsvis 100 ng til 1 pg/kg/dag i 1-20
dage forventes at fremkalde en biologisk virkning. Bolusinjektion pal
pa/kg kan fx. gives med 4 dages intervaller som en stimulator af hamato-
poietisk celleudvikling.

De folgende eksempler belyser specielle aspgkter af den forelig-
gende opfindelse, inklusive oprensning af nativ murin IL-7, kloning og
ekspression af gener, der indkoder murine og humane. IL-7 proteiner, op-
rensning af rekombinante murine og humane IL-7 proteiner til homogeni-
og administrering af oprensede IL-7 proteiner til pattedyr i et terapé;:
tisk modelsystem. I eksemplerne udfertes alle procedurer, der involverer
anvendelse af DNA-enzymer, fx. restriktionsendonukleaser og DNA-polyme-
raser, iht. producentens anvisninger. Alle prober blev merket med 32P.
Andre standardteknologier til nukleinsyremanipulation ligner i det ve-
sent]ige dem, der er beskrevet af Maniatis, ovenfor, og af Ausubel et
al., eds., Current Protocols in Molecular Biology (Wiley-Interscience,
Media, PA, USA).

Eksempel 1 _
Skabelse af en murin IL-7 producerende cellelinie (IxN/A6) ved transfek-

tion, oprensning af murin Il -7 fra cellesupernatanter

Adhzrente knoglemarvsstromaceller transficeredes med plasmidet
pSV3neo indeholdende SV40 T antigentransformeringssekvenserne under an-
vendelse af en calciumphosphatprocedure som beskrevet af Southern et
al., J. Mol. Appl. Genet. 1:327 (1982), og Graham et al., Virology
52:456 (1973), som modificeret af Wigler et al., Cell 14:725 (1978). De
transficerede adhzrente celler fjernedes med trypsin:EDTA og Klonedes
ved grensefortynding. Supernatanterne fra de resulterende kloner teste-
des for IL-7 aktivitet og den bedste producent (IxN/A6) ekspanderedes
for yderligere undersggelse. Denne cellelinie overvigedes pd minedsbasis
for mycoplasma under anvendelse af kommercielt tilgazngelige mycoplasma-
pavisningssat.

Konditionerede medier fra IxN/A6-celler fremstilledes i 1750 cm?
vavskulturrulleflasker (Falcon #3029) pid folgende mide. Nir cellerne
ndede sammenflydningsstadiet, erstattedes mediet med 1 1/ruileflaske se-
rum-fri RPMI suppleret med 2,3 g/1 glucose og 1,54 g/1 natriumbicarbo-
nat, der som stimulant indeholdt 1 pg/ml S. typhimurium LPS. Flaskerne
gassedes med 10% CO2 i Tuft og inkuberedes i 6 dage. Supernatanten hg-
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stedes og koncentreredes dernast 20-fold i et Amicon DC10 hu]fiberapba-
rat (10.000 MW afskaring). De rd koncentrater steriliseredes ved filtre-
ring fer analyse og oprensning.

1 1 af det urensede, koncentrerede, konditionerede medium indstil-
ledes til pH 8 med 1 N NaOH og fortyndedes med sterilt destilleret vand
til en konduktivitet pd 1 m Siemen/cm (en konduktivitet pd 1 m Siemen/cm
svarer til en natriumchloridkoncentration pd 100 mM pd en Radiometer
CDM83 konduktivitetsmdler). Koncentratet overfprtes si til en DEAE-
Sephacel (Pharmacia) kolonne (5,0 x 15 cm), der forud var akvilibrerg}Q
med 20 mM Tris-HC1 (pH 8) indeholdende 100 mM NaCl. Udlgbet overvégedé;>
ved 00280’ og den proteinholdige gennemlgbsfraktion opsamledes for yder-
ligere oprensning.

Den ikke-bindende fraktion fra DEAE-Sephacel-kolonnen indstilledes
til pH 5 med 1 M citronsyre (fri syre). Denne overfdrtes si direkte til
en kolonne (3,2 x 12,5 cm) af SP-Trisacryl (Pharmacia-LKB), der tidlige-
re var blevet akvilibreret i 10 mM citrat (pH 5,0) indeholdende 100 mM
NaCl. Kolonnen vaskedes med 5 kolonnevolumener akvilibreringspuffer ef-
terfulgt af vask med 5 kolonnevolumener 20 mM Tris-HC1 (pH 8). Nar ko-
lonneudlgbets pH naede 8 og OD280 var vendt tilbage til basislinievardi-
er, elueredes kolonnen med en 1 1 linear gradient fra 0,0 til 0,5 M na-
triumchlorid i 20 mM Tris-HC1 (pH 8). Elueringen udfgrtes ved en strom-
ningshastighed pa 50 ml/time, og 10 ml fraktioner opsamledes og analyse-
redes for tilstedevarelsen af IL-7.

Kombinerede IL-7-holdige fraktioner fra to separate SP-Trisacryl-
elueringer kombineredes og overfgrtes direkte til en kolonne (2,5 x 40
cm) af Blue B agarose (Amicon Corp., Danvers, MA, USA), der forud var
blevet ®kvilibreret i 20 mM Tris-HC1 (pH 8) indeholdende 125 mM NaCl.
Preven tilsattes med en strgmningshastighed pa 15 ml/time. Efter vask
med akvilibreringspuffer indtil 00280 var vendt tilbage til basislinie-
verdier elueredes kolonnen med en 1 1 linear gradient fra 0,125 til 2 M
NaCl i 20 mM Tris-HCY (pH 8). 10 ml fraktioner opsamledes ved en strgm-
ningshastighed pa 25 ml/time og analyseredes for IL-7 aktivitet.

Hajtryksvaeskekromatografi (HPLC) udfertes med en Waters Associates
(Milford, MA) vaskekromatograf, der var forsynet med to model 510 pum-
per, en model 720 systemkontroller og en model 441 absorbansdetektor,
der overvagede ved 214 nm i det vasentlige som beskrevet af Urdal et
al., J. Chrom. 296:171 (1984). Store prevevolumener pumpedes i kolonner
med en minipumpe.



10

15

20

25

30

35

DK 175865 B1

25

Fraktioner indeholdende IL-7 aktivitet fra Blue B agarosekromatb-
grafitrinnet sattes med en strgmningshastighed pa 5 ml/minut til en 8 mm
x 10 cm radial PAK-patron (Waters Associates) indeholdende 15-20 um
Vydac C-4 revers fase siliciumoxid (Separations Group, Hesperia, CA,
USA). Vand indeholdende 0,1% trifluoreddikesyre (TFA, oplgsningsmiddel
A) skylledes gennem kolonnerne indtil absorbansen ved 214 nm var nede pa
basislinieniveauer. P4 dette tidspunkt etableredes en linear gradient,
der ferte fra 0 til 100% oplgsningsmiddel B {acetonitril indeholdende
0,1% TFA) med en hastighed pd 1% oplesningsmiddel B/minut og en strem.. .
ningshastighed pa 1 ml/minut.

Aktive fraktioner efter en enkelt HPLC-fase kombineredes, fortynd-
edes med to volumener 0,9 M eddikesyre og 0,2 M pyridin {(pH 4,0 puffer
AZ) og overfortes til samme kolonne efter genzkvilibrering i pyridin-
acetat oplgsningsmiddelsystemet. En gradient af oplesningsmiddel B2 (0,9
M eddikesyre, 0,2 M pyridin og 60% N-propanol) sattes sa til kolonnen,
der forte fra 0 til 20% opldsningsmiddel 82 pa 10 minutter og fra 20% B2
til 84% BZ pa 100 minutter ved en strgmningshastighed pa 1 ml/minut.

Fraktioner indeholdende aktivitet fra denne anden HPLC-fase kombi-

- neredes, fortyndedes med to volumener oplgsningsmiddel A2 og sattes til

en 3,9 mm x 30 cm radial PAK-kolonne pakket med 10 pm Vydac C-18 revers
fase siliciumoxid, der forud var blevet akvilibreret i 20% oplgsnings-
midde) 82. En gradient af oplgsningsmiddel B2 fra 20% til 84% anvendtes
til eluering af protein fra kolonnen. Fraktioner indeholdende aktivitet
fra den tredje HPLC-fase fortyndedes med to volumener oplgsningsmiddel
A1 (0,1% TFA) og sattes til C-18 kolonnen, der tidligere var blevet
#kvilibreret i 20% oplgsningsmiddel B1 (acetonitril, 0,1% TFA), og en
gradient af opl@gsningsmiddel B1 etableret ud fra 20% til 100% B1 med en
gndringshastighed pa 1% pr. minut og en stremningshastighed pa 1 ml/mi-
nut anvendtes til eluering af IL-7. ‘

SDS-PAGE udfertes ved en modifikation af den af Laemmli, Nature
227:680 (1970), beskrevne fremgangsmide. Materiale, oprenset gennem fire
RP-HPLC-faser, inddampedes til terhed under vakuum i et 1yofif}serings-
apparat og genoplgstes i et 1ille volumen SDS-prevepuffer uden 2-mercap-
toethanol. Pregven underkastedes elektroforese pa en 12% polyacrylamid-
gel. Det passende spor af den resulterende gel blev skaret i afsnit pa
1-2 mm, og hvert afsnit findeltes og elueredes ved diffusion natten over
i 0,2% SDS, hvorefter den biologiske aktivitet i hver fraktion bestem-
tes. De aktive fraktioner kombineredes, og en del analyseredes efter
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elektroforese pd et Phastgel PAGE system (Pharmacia) under anvendelse af
en 10-15% gradientgel. Proteiner synliggjordes under anvendelse af en
sgivfarningsmetode.

I tabel 1 nedenfor sammenstilles resultaterne af de til rensning
af IL-7 anvendte fremgangsmider. Ved pH 8,0 og 100 mM NaCl bandt IL-7
aktiviteten i det koncentrerede medium fra IxN/A6-celler ikke til DEAE-
Sephacel kolonnen, selvom 90% af det samlede protein, som var til stede
i det rd konditionerede medium, inklusive det, som var ansvarligt for

makrofagkolonistimuleringsaktivitet, bandt til kolonnen. Efterfelgende::: ..

kromatografitrin, inklusive SP-Trisacryl, Blue B agarose og fire separa-
te revers fase HPLC-protokoller resulterede i en 200.000-fold oprensning
af IL-7 aktivitet.

Tabel 1
Oprensning af murin interleukin-7 (Il-7)

S.A. Oprensning
Trin (enheder/pg)  (-fold) Udbytte (%)

1. Koncentrat 0,38 1 -

2. DEAE-Sephacel (ubundet) 4,63 12,2 100
3. SP-Trisacryl 153 403 113
4. Blue B agarose 423 1113 80
5. RP-HPLC 8 x 10¢ 2 x 105 50
6. SDS-PAGE 4 x 106 10 x 10¢ 35

Behandling af 800 1 rit konditioneret medium pd denne made resul-
terede i fire HPLC-kolonnefraktioner, der indeholdt ialt 5 x 10 enhe-
der IL-7 aktivitet. Analyse af dette materiale ved SDS-PAGE og sglvfarv-
lzsl-markning afslgrede, at et antal proteiner stadig var til
stede pad dette oprensningstrin. Hovedproteinet, som var til stede i det-
te materiale, udviste en masse pd 18.000, dog kunne svage band over og
under dette band pavises.

Der udfertes to forsegg for at identificere det protein i denne
blanding, der var ansvarligt for IL-7 aktivitet. I forste forseg tilfer-
tes IL-7 til SDS-PAGE under ikke-reducerende betingelser. Efter fuldfe-
relse af elektroforese blev gelen skdret i 1 mm band, og proteinet i

ning eller
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hvert bind elueredes i medier og analyseredes for biologisk aktivitet.
Resultaterne viste, at den biologiske IL-7 aktivitet var forbundet med
et protein med Mr=25'00° og var forskellig fra det omrdde af gelen, der
svarer til den, der indeholder Mr 18.000 proteinbandet. Der isoleredes
ingen aktivitet, ndr elektroforese udfertes under reducerende betingel-
ser. ,
I det andet forsgg absorberedes 125] market IL-7 til celler, der
reagerer pa denne faktor (IxN/2b). IxN/2b er en klonal cellelinie stam-
mende fra de-ikke adhzrente pre-B-celler fra en langtidsknoglemarvskulz: .
tur. Disse celler kan dyrkes i fravar af exogene fedeceller og er
strengt afhzngige af renset IL-7 for fortsat vakst og levedygtighed.
Cellerne vaskedes og ekstraheredes si med PBS indeholdende 1% Triton X-
100 (polyoxyethylenetheroverfladeaktivt middel, Rohm & Haas Co.,
Philadelphia, PA, USA). En del af dette materiale analyseredes sa efter
SDS-PAGE ved autoradiografi. Resultaterne viste, at kun et protein med
M.=25.000 syntes at binde til IL-7-responsive celler. Overskydende umer-

“ ket IL-7 inhiberede binding af dette protein, og kontrolceller, der ikke

reagerer pa IL-7, bandt ikke til Mr 25.000 proteinet. Resultaterne af
begge forseg lod formode, at et protein med Mr=25‘°0° var anqur]igt for
IL-7 aktivitet. ‘

IL-7 aktivitetens modstandsdygtigheden over for SDS-PAGE lod for-
mode, at denne fremgangsmade kunne anvendes som det sidste trin ved op-
rensningen af dette protein. Resultaterne viste, at IL-7 aktiviteten som
fundet i pilotforseget eluerede pd et sted, der stemte overens med et
protein med Mr 25.000. PAGE-analyse af denne bioaktive fraktion afsiere-
de et enkelt protein pdvist ved splvfarvning. Proteinsekvensbestemmelse
ved Edman-nedbrydning under anvendelse af et Applied Biosystems (Foster
City, CA, USA) automatiseret sekvensbestemmelsesapparat viste felgende
N-termina]aminosyresekvéns: X-X-His-I1e-Lys-Asp-Ly5161u;X-Lys-A]a-Tyr-
Glu-X-Val-Met.

Den endelige specifikke aktivitet blev forelgbigt ansldet til at
vere 4 x 106 enheder/ug protein, hvilket ville reprasentere en 10 mil-
lion-fold oprensning i forhold til udgangsmaterialet. Af de tidligere
anfarte grunde er dette skon blevet revideret i nedadgdende retning til
ca. 2 x 105 enheder/pg, ®zkvivalent med den specifikke aktivitet af ho-
mogen rekombinant murin IL-7 fremstillet i COS-7 celler.
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Eksempel 2
Isolering af ¢DNA indkodende murin IL-7 ved direkte ekspression af ak-

tivt protein i COS-7 celler

Et cDNA-bibliotek blev opbygget ved revers transkription af poly-
adenyleret mRNA isoleret fra total RNA ekstraheret fra IxN/A6-celler
dyrket under IL-7-inducerende betingelser. Cellerne dyrkedes i RPMI
1640-medium plus 5% kalvefosterserum i 48 timer i nazrvar af 10 ng/ml
phorbolmyristylacetat (PMA) og 1 pg/mi S. typhimurium LPS til frembring-
else af en maksimal IL-7 specifik budbringer-RNA-produktion. Celler hg:. .
stedes under anvendelse af trypsin-EDTA og cytoplasma-RNA isoleret under
en NP40-1ysisprocedure, som i det vasentlige var identisk med den af
Pennica et al., Nature 301:214 (1983) beskrevne. Poly At RNA isoleredes
ved oligo-dT-cellulosekromatografi, og dobbeltstrenget cDNA fremstille-
des under anvendelse af revers transkriptase. Stump-endet cDNA 1igeredes
i Smal-skaret dephosphoryleret pDC201-vektor-DNA.

Den eukaryotiske hgjekspressionsvektor pDC201 (se eksempel 7 og
fig. 7) samtedes ud fra SV40, adenovirus 2 og pBR322 DNA, der i rekke-
folge omfattede (1) et SV40-fragment indeholdende replikationsomradet,
tidlige og sene promotorer samt forstzrker, (2) et adenovirus-2-fragment
indeholdende den sene hovedpromotor, den fgrste exon og en del af det
forste intron af den sene tredelte leder, (3) en syntetisk sekvens om-
fattende et Hind III sted, et splejsningsacceptorsted, anden og tredje
exon af den tredelte adenovirus-2-leder og et multipelt kloningssted in-
deholdende et Smal-sted, (4) yderligere SV40-sekvenser indeholdende tid-
1ige og sene polyadenyleringssteder, (5) adenovirus-2-sekvenser omfat-
tende de virus-associerede RNA-gener, og (6) pBR322-elementer til repli-
kation i E. coli.

Det resulterende IxN/A6 cDNA-bibliotek i pDC201 blev anvendt til
transformering af E. coli stamme DH5x, og rekombinanter udpladedes til
tilvejebringelse af ca. 1000 kolonier pr. plade og tilstrazkkeligt mange
plader til at tilvejebringe ca. 50.000 totale kolonier pr. screen. Kolo-
nier skrabedes fra hver plade, kombineredes, og plasmid-DNA fremstille-
des ud fra hver pulje. Den kombinerede DNA anvendtes sd til transfektion
af et sammenflydende underlag af C0S-7 abeceller under anvendelse af
DEAE-dextran efterfulgt af chlorquin-behandling som beskrevet af Luthman
et al., Nucleic Acids Res. 11:1295 (1983) og McCutchan et al., J. Natl.
Cancer Inst. 41:351 (1968). Cellerne dyrkedes si i tre dage for at til-
lade forbigdende ekspression af de indfgjede sekvenser. Efter tre dage
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blev cellekultursupernatanter analyseret for IL-7 aktivitet under an-
vendelse af den andetsteds i beskrivelsen beskrevne prz-B-celleprolife-
rationsassay. Efter at ca. 720.000 rekombinanter fra biblioteket var
blevet screenet pd denne made, blev det iagttaget, at en t}ansfektant-
pulje. frembragte IL-7 aktivitet i proliferationsassayen til et niveau
10-fold over baggrunden.

En nedfrosset lager af bakterier fra den positive pulje anvendtes
sd til opndelse af plader med ca. 200 kolonier. Disse plader behandledes
som fgr til opndelse af plasmid-DNA fra de kombinerede baktériekolonier;,
og DNA transficeredes i COS-7 celler som beskrevet ovenfor. Efter iden-
tifikation af en positiv pulje fremstilledes plasmid-DNA ud fra indivi-
duelle kolonier og screenedes igen ved C0S-7 celletransfektion. Pa denne
made isoleredes en enkelt klon, som var i stand til at fremkalde eks-
pression af IL-7 i C0S-7 celler. Indfgjelsen subklonedes og sekvensbe-
stemtes med konventionelle teknikker. Sekvensen er vist i fig. 2.

Eksempel 3
Isolering af cDNA, der indkoder human IL-7, og ekspression af aktivt

protein i COS-7 celler :
Indledende forsgg pa at pdvise human IL-7 mRNA pa Northern blots

under anvendelse af nick-translateret murin IL-7 cDNA slog fejl. Det var
imidlertid muligt at opnd hydridisering af den murine probe til Southern
blots af humant genom-DNA. Der pabegyndtes siledes en segning efter et
humant IL-7 cDNA ved forst at screene et kommercielt tilgezngeligt humant
genombibliotek. Ca. 400.000 humane genomkloner screenedes med nick-
translateret murin IL-7 cDNA under anvendelse af teknikker beskrevet af
Benton og Davis, Science 196:180 (1977). Denne screening gav en enkelt
hybridiserende klon, der blev oprenset og restriktionskortlagt. Southern
blots af dette klonede genom-DNA viste, at hybridiseringen til den muri-
ne probe var begraznset til et 1,2 kb EcoRI-fragment. Dette fragment sub-
klonedes og sekvensbestemtes, hvilket afslerede, at det svarede til det
5’-ikke-kodende omriade af genet, der strakker sig til de fo@rste 10 baser
af kodningsomrddet, hvorefter den humane genom-DNA var afvigende fra den

murine IL-7 cDNA-sekvens p.g.a. tilstedevarelsen af en intron. Bestem-
melsen af denne genomsekvens muliggjorde syntese af oligonukleotider med
sekvenser, som er komplementzre til det humane IL-7 RNA-transkript. To
sddanne oligonukleotider med 29 og 31 baser fremstilledes, merkedes med
32p ynder anvendelse af T4-polynukleotidkinase og anvendtes til '
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probning af Nothern blots af RNA fra et antal humane cellelinier. Det
blev fundet, at disse prober specifikt hydridiserer til to stdrrelses-
klasser af mRNA fra en human leveradenocarcinomacellelinie, SK-HEP-1
(ATCC HTB 52).

Et cDNA-bibliotek opbyggedes ved revers transkription af polyade-
nyleret mRNA isoleret fra total RNA, der var blevet ekstraheret fra SK-
HEP-1. Cellerne dyrkedes i RPMI 1640 medium plus 10% kalvefosterserum i
16 timer i narvar af 1 pg/ml LPS til fremkaldelse af hIL-7 mRNA-syntese.
Polyadenyleret mRNA isoleredes ved kromatografi pd oligo-dT celluloseis:.
og revers-transkriberedes under anvendelse af standardteknikker til til-
vejebringelse af en f@rste cDNA-streng. Dette cDNA gjordes dobbelt-
strenget under anvendelse af DNA-polymerase I, stumpendet med T4 DNA-po-
lymerase, methyleredes med EcoRI-methylase til beskyttelse af EcoRI-
spaltningssteder inden i cDNA’et og ligeredes til EcoRI-linkere. De re-
sulterende konstruktioner blev nedbrudt med EcoRI til fjernelse af alle
linkere med undtagelse af en kopi ved hver cDNA-ende og ligeredes til
EcoRI-skdrne og dephosphorylerede arme af bakteriofag Agtl0 (Huynh et
al., DNA Cloning: A Practical Approach, Glover, ed., IRL Press, pp. 49-
78). Det ligerede DNA pakkedes i fagpartikler under anvendelse af et
kommercielt tilgangeligt szt til dannelse af et rekombinantbibliotek
(Stratagene Cloning Systems, San Diego, CA, USA). Rekombinanter udplade-
des p& E. coli stamme C600 (hfl ) og screenedes ved standard plaquehy-
bridiseringsteknikker under moderat strenge betingelser (50°C, 0,9 M
NaCl) under anvendelse af samme kinase-oligonukleotider, som hybridise-
rede til mRNA’et. Ved screening af ca. 150.000 plaquer blev en klon, der
hybridiseredes til proberne, nar filtrene vaskedes med 1xSSC ved 55°C,
isoleret fra biblioteket. Denne klon (hIL-7 cDNA #1) plaque-rensedes, og
det indfgjede DNA oprensedes og subklonedes i et EcoRI-skaret derivat
(pGEMBL18) af standard kloningsvektoren pBR322 indeholdende en poly-
Tinker med et unikt EcoRl-sted, et BamHl-sted og talrige andre unikke
restriktionssteder. Et eksempel pa en vektor af denne type er beskrevet
af Dente et al., Nucleic Acids Research 11:1645 (1983).

Dette cDNA blev sa sekvensbestemt og viste sig at have en langde
pa 1465 basepar, med en dben lzseramme, som var i stand til at kode for
et protein med 133 aminosyrer. Bide DNA og aminosyresekvensen af dette
humane cDNA udviste ca. 78% homologi med det murine IL-7 cDNA. Nar dette
humane cDNA imidlertid subklonedes i Smal-stedet af pDC201 for at mulig-
gere dens ekspression i C0S-7 celler blev der efter transfektion ikke
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pavist IL-7 aktivitet i kultursupernantanterne.

Til opnielse af yderligere humane IL-7 cDNA screenedes ca. 1
million Agtl0-bakteriofag indeholdende cDNA’er stammende fra SK-HEP-1
poly A* RNA under anvendelse af nick-translateret human IL-7 cDNA #1.
Dette resulterede i isoleringen af 5 yderligere cDNA'er, der si blev
indfgjet pa Smal-stedet af pDC201. Disse konstruktioner transficeredes
sa i C0S-7 celler, og kultursupernatanterne analyseredes for IL-7 akti-
vitet. Et cDNA, betegnet hIL-7 #3, udviste paviselig IL-7 aktivitet.

Dette cDNA subklonedes i pGEMBL18 og sekvensbestemtes. cDNA-sekvensen-er., ...

vist i fig. 4, kodningssekvensen og den-afledte aminosyrgsekvens af hIL-
7 er vist i fig. 5.

Eksempel 4
Ekspression af murin IL-7 i et g®rsystem

Til frembringelse af en gzrekspressionsvektor for mIL-7, andredes
garplasmid pBC10, som er et derivat og azkvivalent af pYaHuGM (ATCC
53157), pa folgende made. pBCl0 er en gar/bakterie-shuttlevektor omfat-
tende (1) et replikationsomriade og et Ampr-gen fra pBR322, der muligger
udvelgelse af replikation i E. coli, (2) TRP1-genet og 2u replikations-

omradet for udvalgelse og replikation i S. cerevisiae, (3) geralkoholde-

~ hydrogenase 2 (ADH2) promotoren efterfulgt af gar pra-pro a-faktor le-

dersekvensen for at muliggere ekspression af fremmed protein og udskil-
lelse fra gar, og (4) et multipelt kloningssted omfattende et Spel-sted.
pBC10 blev fuldstendigt nedbrudt med Asp718 og Spel, vektorfragmentet

isoleredes og ligeredes til det efterfglgende oligonukieotid A, der til-
vejebringef en N-terminal epitop eller identifikationsleder Asp-Tyr-Lys-

'(Asp4)-Lys ("flag") fusioneret ved siden af og i ramme'medka-faktor le-

dersekvensen, efterfulgt af et faktor X proteasegenkendelsessted, og en
polylinkersekvens omfattende Stul—, Ncol-, BamHl—, Smal- og Spel-spalt-
ningssteder:
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Asp718! la-faktor-behandling

CCT TIG AGA GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG GAA ...
'-GA AAC CTA TTT TCT CTG ATG TIC CIG CTG CTA CIG TIC CTT ...
Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Glu ...

"flag’"-epitop

4Stul Ncol 4Smal  {Spel
....ATC GAA GGT AGG CCT CCA TGG ATC CCC CGG GAC A-3'
«...TAG CTT CCA TCC GGA GGT ACC TAG GGG GCC CTG TGA TC-5'
....Ile Glu Gly Arqg Pro 1BamH1

Posommauay

Faktor X sted polylinker

Den resulterende konstruktion, betegnet pIXY166, blev sa nedbrudt
med Stul og Spel, og vektoren ligeredes til et =950 bp Ndel-Xbal frag-
ment omfattende hovedharten af kodningsomradet af mIL-7 cDNA, og den ef-
terfglgende oligonukleotidlinker, der tilbagefgjer de N-terminale 11
aminosyrer af den modne sekvens af mIL-7 op til det indre Ndel-sted:

5¢_GAG TGC CAC ATT ARA GAC AAA GAA GGT ARA GCA-3'
3/—CTC ACG GIG TAA TTT CIG TTT CTT CCA TTT CGT AT-5'
Glu Cys His Ile Lys Asp Lys Glu Gly Lys Ala

Denne ekspressionsvektor, betegnet pIXY171, blev oprenset og an-
vendt til transformering af en diploid gerstamme af S. cerevisiae
(Xv2181) ved standardteknikker sdsom de i EPA 0165654 beskrevne, idet
der udvalgtes for tryptophanprototropher. De resulterende transformanter
dyrkedes for ekspression af et flag-mIL-7 fusionsprotein. Kulturer til
analyse for biologisk aktivitet dyrkedes i 20-50 ml YPD-medium (1% gar-
ekstrakt, 2% pepton, 1% glucose) ved 37°C til en celletathed pa 1-5 x
108 celler/ml. Cellerne fjernedes sd ved centrifugering, og mediet
filtreredes gennem et 0,45 pm celluloseacetatfilter. Af den transforme-
rede gerstamme fremstillede supernatanter underkastedes sd analyse ved
omsztning med et monoklonalt museantistof efterfulgt af peberrodsperoxi-
dase-konjugeret gede-antimuse-antistof til pavisning af tilstedevarelsen
af flag-peptidet, og analyseredes ogsd ved prz-B-celle proliferations-
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assay for IL-7 aktivitet, hvilket bekrzftede ekspression af et biologisk
aktivt protein.

Eksempel 5
Ekspression af human IL-7 i ger

For ekspression af hIL-7 blev en garekspressionsvektor stammende
fra pIXY120 opbygget som fglger. pIXY120 er identisk med pYaHuGM (ATCC
53157) med undtagelse af, at den ikke indeholder noget cDNA-indskud og
omfatter et polylinker/multipelt kloningssted med et Ncol-sted. Denne:..
vektor omfatter DNA-sekvenser fra fglgende kilder: (1) et stort Sphl
(nukleotid 562) til EcoRI (nukleotid 4361) fragment udskdret fra plasmid
pBR322 (ATCC 37017), indbefattende replikationsomradet og ampicillinre-
sistensmarkgren for udvelgelse i E. coli, (2) S. cerevisiae DNA omfat-
tende TRP-1 markgren, 2p replikationsomradet, ADH2-promotoren, og (3)
DNA, der indkoder et signalpeptid med 85 aminosyrer stammende fra genet,
der indkoder den udskilte peptid a-faktor (se Kurjan et al., US-patent-
skrift nr. 4.546.082). Et Asp718-restriktionssted blev indfart ved posi-
tion 237 i a-faktor signalpeptidet for at lette fusion til heterologe
gener. Dette tilvejebragtes ved andring af thymidinresten ved nukleotid
241 ti) en cytosinrest ved oligonukleotid-styret in vitro mutagenese som
beskrevet af Craik, Biotechniques, januar 1985, 12-19. Et syntetisk oli-
gonukleotid indeholdende multiple kloningssteder og med felgende sekvens
blev indfgjet fra Asp718-stedet ved aminosyre 79 nzr ved 3’-enden af a-
faktor signalpeptidetlti1 et Spel-sted i 2u-sekvensen:

 AspT18 Stul - Ncol Bamil
GTACCTTTGGATAAAAGAGACTACAAGGACGACGATGACAAGAGGCCTCCATGGAT. . «

GAAACCTATTTTCTCTGATGTTCCTGCTGCTACTGTTCTCCGGAGGTACCTA. . .
| ~———Polylinker—

Smal Spel
. + .CCCCCGGGACA

—Polylinker—-|

pBC120 adskiller sig ogsd fra pYaHuGM ved tilstedevarelsen af et
514 bp DNA-fragment stammende fra den enkeltstrengede fag fl, der inde-
holder replikationsomridet og det intergeniske omrade, som er blevet
indfejet ved Nrul-stedet i pBR322-sekvensen. Tilstedevarelsen af et fl
replikationsomrdde tillader frembringelse af enkeltstrengede DNA-kopier
af vektoren ved transformering i passende stammer af E. coli og superin-
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fektion med bakteriofag f1, hvilket letter DNA-sekvensbestemmelse af
vektoren og tilvejebringer en basis for in vitro mutagenese. Til indfej-
else af et cDNA nedbrydes pIXY120 med Asp718, der spalter i narheden af
3’-enden af a-faktor lederpeptidet (nukleotid 237), og fx. Ncol, der
spalter i polylinkeren. Det store vektorfragment oprenses dernazst og 1i-
geres til et DNA-fragment, der indkoder proteinet, som skal udtrykkes.

Til frembringelse af en udskillelsesvektor for ekspression af hu-
man IL-7 udskzres et cDNA-fragment, der indkoder hIL-7 fra Clal-stedet
(se fig. 1) til et Ncol-sted ved 3'-enden af den ibne laseramme, fra-en.
cDNA, der indeholder den fuldstzndige hIL-7 sekvens. pIXY120 nedbrydes
med Asp718 nar ved 3'-enden af a-faktorlederen og Ncol. Vektorfragmentet
ligeres til Clal-Ncol hIL-7 cDNA-fragmentet og det efterfglgende oligo-
nukleotid, der gendanner de sidste fem aminosyrer af a-faktorlederen og
de fgrste 20 aminosyrer af moden hIL-7.

a-faktorbehandling---1{ EcoRV

GTA CCT TTG GAT AAA AGA GAT TGT GAT ATC GAA GGT AAA GAT GGC ...
GA AAC CTA TTT TCT CTA ACA CTA TAG CTT CCA TIT CTA CCG ...
Pro Leu Asp Lys Arg Asp Cys Asp Ile Glu Gly Lys Asp Gly ...

| ———hIL-7——>

... AAA CAA TAT GAG AGT GTT CTA ATG GTC AGC AT
... TTT CTT ATA CTC TCA CAA GAT TAC CAG TCG TAG C
Lys Gln Tyr Glu Ser Val Leu Met Val Ser Ile

Oligonukleotidet indeholder ogsd en T->C andring ved nukleotid 12
til indfering af et EcoRV-restriktionssted, uden at azndre den indkodede
aminosyresekvens. Den resulterende hIL-7 ekspressionsvektor betegnes
pIXY192.

Til frembringelse af en intracellular ekspressionsvektor for hIL-7
produktion i S. cerevisiae nedbrydes pIXY120 med Xhol (der spalter 5'-
enden af a-faktorledersekvensen) og Ncol til fjernelse af DNA-sekvensen,
der indkoder lederen. Vektorfragmentet isoleres og ligeres til et EcoRV-
Ncol-fragment, der indkoder hIL-7 fra nukleotid 12 stammende fra pIXY192
(som beskrevet ovenfor) og det efterfslgende oligonukleotid:
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T CGA GAC AAA ATG GAT TGT GA
CTG TTT TAC CTA ACA CT
Met Asp Cys Asp-

Dette oligonukleotid binder moden hIL-7 til gar-ADHZ2-promotoren og
ti]vejebringer en initiatormethioninkodon og de fgrste tre aminosyrer af
moden hIL-7 op til EcoRV-stedet. Den resulterende vektor betegnes
pIXY193.

De foregaende ekspressionsvektorer oprenses sd og anvendes til
transformering af en diploid garstamme af S. cerevisiae (XV2181) ved
standardteknikker sdsom de i EPA 165.654 beskrevne, der udvzlger for
tryptophanprototropher. De resulterende transformanter dyrkes for eks-
pression af et hIL-7 protein enden intracellulart eller som et udskilt
protein. Kulturer, som skal analyseredes for biologisk aktivitet, dyrkes
i 20-50 m1 YPD-medium (1% garekstrakt, 2% pepton, 1% glucose) ved 37°C
til en celletzthed pa 1-5 x 108 celler/ml. Til adskillelse af celier
fra medium fjernes celler ved centrifugering, og mediet filtreres gennem
et 0,45 p celluloseacetatfilter for analyse. De af den pIXY192-transfor-
merede gerstamme fremstillede supernatanter eller ra ekstrakter frem-
stillet ud fra brudte, med pIXY193 transformerede garceller, underkastes
analyse under anvendelse af pra-B-celle proliferationsassayen for IL-7
aktivitet til verifikation af ekspressionen af et biologisk aktivt pro-
tein.

Eksempel 6
Ekspression af murin IL-7 i E. coli

Moden mIL-7 blev udtrykt intracellulert i E. coli ved anbringelse
af kodningsomradet nedenstrgms for bakteriofag XA til venstre for pro-
motor PL. Den af plasmidet producerede mRNA indeholder et samstemmende
ribosombindingssted og ATG (initiatormethioninkodon). Ekspressionsplas-
midet blev opbygget som fglger. For det ferste blev plasmid pLNbIL2
(ATCC 53202, se EPA 215.576) nedbrudt med Xbal og Stul, og det resulte-
rende 5,2 kb vektorfragment blev udvundet. For det andet syntetiseredes

et syntetisk oligonukleotid til binding af den transkriptionelle enhed

af det afkortede N-gen af fag lambda til et samstemmende ribosombind-
ingssted (cRBS) og kodningsomridet af mIL-7 op til Ndel-stedet (se fig.
1). Dette oligonukleotid havde fglgende sekvens:
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(Xba1) BglII  CRBS

CMGATCICPMGGAGGTAAMTANGAAMCATATTAMGATAMG&A
WMCAMTACCPPACAGTANTITCN\THCITCCA. .
Met Glu Cys His Ile Lys Asp Lys Glu Gly
(Ndel) .
. AAA GCA
.. TTT CGTAT
.. Lys Ala

For det tredje blev et restriktionsfragment indeholdende hoved-
parten af mIL-7 kodningsomrddet udvundet fra klonen, der var blevet iso-
leret ved Ndel- og Pvull-nedbrydning som beskrevet i eksempel 2. De fo-,
regiende tre fragmenter ligeredes sammen til tilvejebringelse af et
ekspressionsplasmid betegnet pLNPBGF. Dette plasmid anvendtes til trans-
formering af E. coli stamme K802:pRK248cIts (ATCC 33526, ATCC 33766),
der si dyrkedes i superinduktionsmedium (se Mott et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82:88 (1985)). Ekspression af den rekombinante transkrip-
tionelle enhed blev fremkaldt ved zndring af dyrkningstemperaturen fra
300C til 42°C, nar kulturerne ndede en ODGOO pi ca. 0,5, og henstil-
ling ved denne temperatur i ca. to timer. Pi dette tidspunkt hpstedes
cellerne, og den resulterende cellepellet oplgstes i en ekstraktionspuf-
fer bestiende af (for en pille svarende til 1 ml kultur) 0,5 ml 7 M gua-
nidin, HC1, 10 mM citrat pH 7,0, 5 mM EDTA, 0,1% B-mercaptoethanol og
0,1% Triton X100. Den resulterende fuldt denaturerede celleekstrakt for-
tyndedes sd hurtigt (1 del pr. 100) i vavskulturmedium (RPMI 1640) inde-
holdende 1% bovinserumalbumin. Denne fremgangsmide resulterede i eks-
pression af 20-50.000 enheder aktivitet pr. ml celleekstrakt.

mIL-7 ekspressionsniveauet forbedredes ca. 100-fold ved overfgrsel
af et restriktionsfragment fra pLNPBGF, der indkoder proteinet iet
plasmid indholdende et afkortet ikke-kodende 5’-omrade. Dette ekspres-
sionsplasmid (betegnet pPL1ppPBGF) blev opbygget ud fra plasmid pPL3 som
felger. pPL3 er et derivat af det kommercielt tilgangelige plasmid pGEM]
(Promega Biotec, Madison, WI, USA) indeholdende en teﬁperaturfalsom A
PL-promotor, der i det vesentlige ligner den, der er beskrevet detalje-
ret af Gourse et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:1069 (1985). Lig-
nende X PL-promotorsekvenser er til stede pa plasmiderne pHUB2, der
forekommer i E. coli stamme JMB9 (ATCC 37092), og pPLc28, der forekommer
i E. coli RR1 (ATCC 53082). pPL3 blev nedbrudt med HindIII, det resulte-
rende lineariserede plasmid blev gjort stump-endet med T4 polymerase og
derefter nedbrudt med Asp718. Derefter fremstilledes et syntetisk oligo-
nukleotid med falgende sekvens:

DK 175865 B1
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(Asp718) (XbaI)
GTACOGCTACATGGAGATTAACTCAAT
GCGATGTACCTCTAATTGTGTTAGATC .

Et restriktionsfragment fra pLNPBGF indeholdende hele kodningsom-
radet blev fremstillet ved nedbrydning med Xbal og Sspl. De foregdende
elementer blev ligeret sammen under anvendelse af standardteknikker, og
det resulterende plasmid pPL1ppPBGF anvendt til transformering af
K802:pRK248cIts. Nir denne stamme blev induceret som beskrevet ovenfor
blev der frambragt ca. 2,5-3,2 millioner enheder af pra-B-cellevakst-
fremmende aktivitet pr. ml kulturmedium i celleekstrakter fremstillet
som beskrevet ovenfor. Desuden viste SDS-PAGE et tet farvet proteinband
i en position, der stemte overens med molekylvagten af moden mIL-7.

Eksempel 7 .
Ekspression af rekombinant human IL-7 under anvendelse af hgieffektive

mammale ekspressionssystemer

Det i fig. 7 afbildede mammale ekspressionsplasmid pDC201 er ud-
formet sialedes, at det udtrykker cDNA-sekvenser indfpjet ved dets mul-
tiple kloningssted (MCS) ved transfektion i mammale celler. Idet der nu
henvises til fig. 7, omfatter pDC201 felgende komponenter: SV40 (skrave-
ret felt) indeholder SV40-sekvenser fra koordinater 5171-270 inklusive
replikationsomridet, forstazrkersekvenser og tidlige og sene promotorer.
Fragmentet er orienteret séledes, at transkriptionsretningen fra den
tidlige promotor er som vist med pilen. Ad-MLP (uskraveret felt) inde-
holder adenovirus-2-sekvenser fra koordinater 5779-6231 inklusive den
sene hovedpromotor, den fgrste exon og en del af intronet mellem den
forste og anden exon i den tredelte leder. TPL {prikket felt) indeholder
en syntetisk DNA-sekvens, der specificerer adenovirus-2-sekvenser 7056-
7172, 9634-9693 (indeholdende acceptorsplejsningsstedet af den anden
exon i den tredelte leder, den anden exon og en del af den tredje exon i
den tredelte leder) og et multipelt kloningssted (MCS) indeholdende ste-
der for Kpnl, Smal og BglII. pA (skraveret felt) indeholder SV40-sekven-
ser fra 4127-4100 og 2770-2533, der omfatter polyadenylerings— og af-
slutningssignalerne for tidlig transkription. VA (sort felt) indeholder
adenovirus-2-sekvenser fra 10226-11555, der omfatter de virus-associere-
de RNA-gener (VAI og VAII), og et Nhel-sted, der er beliggende ca. 570
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basepar nedenstrgms for MCS. De fuldt optrukne linier stammer fra pBR322
og reprasenterer (begyndende efter pA-sekvenserne og i retning med uret)
koordinater 29-23, 651-185 (pa dette sted indfgjes VA-sekvenserne), 29-
1, 4363-2486 og 1094-375. pDC201 er et derivat af pMLSV, der tidligere
er beskrevet af Cosman et al., Nature 312:768 (1984).

C0S-7-celler dyrkes og transficeres som beskrevet af Cosman et
al., ovenfor, med plasmid-DNA fra en 1,5 ml kultur af E. coli DHba (rec
A7), som er transformeret med Smal-udskiret pDC201 omfattende en indfej-
et. hIL-7 cDNA (se eksempel 3 ovenfor). I en foretrukket udfgrelsesform.
anvendes en til en human IL-2-receptor (p55, Tac-antigen) signalsekvens
splejset hIL-7 cDNA til forggelse af udskitlelsen af rekombinant hIL-7
fra transficerede C0S-7 celler.

1 denne udfgrelsesform bliver pDC201-plasmidet, som har hIL-7
cDNA-indfgjelsen, udskdret med Clal og Nhel, og det resulterende Clal-
Nhel-fragment (indeholdende den C-terminale del af den humane IL-7 kod-
ningssekvens) ligeres til det efterfgigende oligonukieotid, der regene-
rerer sekvensen, som indkoder de fgrste 19 aminosyrer af moden human IL-
7 op til og indbefattende et internt Clal-sted:

ECORV
AT'IGTGATATCGAAGGTAAAGATGGCAM@ATATGAG...
TA ACA CTA TAG CTT CCA TIT CTA CCG TIT GIT ATA CIC...
Asp Cys Asp Ile Glu Gly Lys Asp Gly Lys Gln Tyr Glu...

Clal
.. -AGT GTT CTA ATG GTC AGC AT -
... TCA CAA GAT TAC CAG TCG TAGC
...Ser val Leu Met Val Ser.

Et Pvull-Xbal-fragment af en human IL-2 receptor-cDNA udskzres sa
fra pMLSV-N1/N4-S (ATCC 39890, se EPA 162.699 og Cosman et al., oven-
for). Dette plasmid omfatter et Pvull-sted lige ovenstrems for det i de
anferte publikationer beskrevne PstI-sted. Pvull-Xbal-fragmentet isole-
res og .geres stumpt med T4 DNA polymerase og 1jgeres ti1 BamHI-linkere.
Dette fragment klones si i en BgllI-udskiret intermedizr vektor. Efter
spaltning med BamHI isoleres det resulterende fragment og klones i
Bg111-udskiret pDC201 til opnielse af pDC201/IL-2R. Til splejsning af
IL-2 receptorlederen til moden hIL-7 udskeres pDC201/IL-2R med Sstl, ge-
res stump og udskeres si med Nhel, og det resulterende vektorfragment
ligeres til hIL-7-fragmentet, der blev samlet under anvendelse af det
foregiende oligonukleotid. Nar den resulterende vektor transficeres i
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C0S-7 celler, fremkalder den en midlertidig ekspression af hiL-7 pd hejt
niveau.

Et alternativt mammalt celleekspressionssystem for human IL-7 sam-
les ved indfgjelse af den foregdende IL-2R/IL-7-konstruktion i en stabil
mammal ekspressionsvektor indeholdende en valgbar marker, der sd indfg-
res i nyreceller (BHK) fra babyhamstere. Ekspressionsvektoren opbygges
som fglger. Et Smal-HincIl cDNA-fragment udskares fra det foregdende som
ovenfor beskrevet samlede pDC201/hIL-2R/hIL-7 plasmid og klones i det

reparerede (Klenow-polymerase) BamHl-sted af en mammal ekspressionsvek-. .

tor, der omfatter et SV40 replikationsomrdde og en viral forstarkerse-
kvens bundet til en musemetallothioneinpromotor (MT-1). Se Palmiter et
al., US-patentskrift nr. 4.579.821. Denne hybridpromotor udviser et hajt
niveau af stabil, konstitutiv ekspression i mange forskellige mammale
celletyper. pNPV1 indeholder ogsa den normale dihydrofolétreduktase
(DHFR) DNA-sekvens, der muligger methotrexatudvalgelse for mammale cel-
ler, der indeholder dette plasmid. DHFR-sekvensforstarkningsforekomster
i sadanne celler kan udvzlges ved anvendelse af forhgjede methotrexat-
koncentrationer. P& denne mide forstarkes generelt ogsd de tilstpdende
DNA-sekvenser, hvilket resulterer i forstarket ekspression.

Udvalgelse og ekspression udfgrtes under anvendelse af adhzrent
BHKtk-ts 13 celler (ATCC CRL 1632), beskrevet af Waechter et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 79:1106 (1982), og Talavera et al., J. Cell
Physiol. 92:425 (1977). Disse celler er i stand til bade hgj mannose— og
kompleks oligosaccharidproteinmodifikation (se Hsieh et al., J. Biol.
Chem. 258:2548 (1983)). Efter linearisering af ekspressionsplasmidet med
Sall indferes DNA i BHK-celler ved elektroporation ved 300 V ved 960
mikrofarad. £gnede elektroporationsteknikker er beskrevet af Ausubel et
al., eds., ovenfor, ved 9.3.1. Efter 48 timer indfertes 1 mikromol me-
thotrexat i kulturmediet, og resistente kolonier udvalgtes efter et
tidsrum pa to uger. Reprasentative kloner underkastedes bioanalyse for
udskillelse af hIL-7 i kultursupernatantfraktionen. De hgjeste ekspres-
sionskloner underkastedes sa yderligere udvalgelsesforskrifter under an-
vendelse af 10, 20 og 50 mikromol methotrexat. Resistente kolonier ana-
lyseredes yderligere til identifikation af kloner med hgjt ekspressions-
niveau. De under dette forsgg udvalgte BHK-linier er adhazrente celler,
og der kan udtznkes systemer til opskaleret produktion, der enten invol-
verer dyrkning i suspension under anvendelse af perler eller dyrkning i
bioreaktorer under anvendelse af hulfiberteknik. BHK-celler kan let til-
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passes dyrkning som suspensionsceller.

Eksempel 8
Anvendelse af IL-7 til stimulering af proliferation af umodne T-celler

og thymocytter .

Til pdvisning af, at IL-7 stimulerer proliferation af forskellige
T-celleslzgter og —stadier dyrkedes thymocytter fra fetale og voksne mus
i nerver af urensede og rensede praparater af rekombinant murin IL-7.

Thymus, som er ansvarlig for udviklingen og/eller differentiering= .
en af den cellulere immunrespons, udgeres af en heterogen population af
T-celler. Det overvejende flertal, ca. 80-85% af cellerne, er fenotypisk
enestdende (CD4+/CD8+) og funktionelt uegnet. I thymus forefindes ogsd
mere modne celler, bide funktionelt og fenotypisk. Disse celler eller
enkelte positive (CD4¥/CD8” eller CD47/CD8*) omfatter ca. 5-10% af thy-
mocytterne og er i stand til at reagere pa forskellige immunologiske
stimuli. Der forefindes ogsi en population af CD4 /CD8 celler i thymus,
som antages for at vare den tidligste celle i T-celle-ontogenesen. [
CD4"/CD8” underklassen findes celler, som er i stand til at repopulere
thymus hos immunkompromitterede recipienter og foranledige andre thymo-
cytpopulationer.

Det er kendt, at tidlige thymocytter, fx. L3T4 /Lyt2™ eller cDa /-
CD8™ celler, kan repopulere thymus hos bestridlede recipienter og diffe-
rentiere til de forskellige thymocytunderpopulationer (dvs. CD4+/CD8',
D4 /cD8" og cDa*/cD8Y). Til bestemmelse af virkningerne af IL-7 pa thy-
mocytproliferation inkuberedes forskellige thymocytpraparater i narvar
af oprenset mIL-7 og [3H]-thymidin, og de relative niveauer af inkor-
poreret radioaktivitet mdltes ved scintillationst®lling. I de felgende
forsagsrekker fremstilledes kultursupernatanter, der indeholdt IL-7
stammende fra en C0S-7 cellelinie, som var transformeret med en ekspres-
sionsvektor omfattende et murint IL-7 cDNA, som beskrevet i eksempel 3.
Disse supernatanter anvendtes direkte eller oprenses til en enkelt pro-
teintype pa 25 kd som narmere beskrevet i eksempel 1. Efter oprensning
havde den rekombinante mIL-7 en specifik aktivitet pd ca. 8 x 105 en-
heder/mg protein. |

I thymocytproliferationsanalysen dyrkedes voksne C3H/HeJ- eller
C57BL/6J-thymocytter ved en tzthed pd 105 celler/bregnd pd fladbundede
Costar mikrotiterplader med 96 brende (Cambridge, MA, USA) i RPMI-1640
medium suppleret med 10% kalvefosterserum, 5 x 10'5 M 2-mercaptoethanol,
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50 pg/ml glutamin, til et slutvolumen pd 0,2 ml. Rekombinant murin IL-2
sattes til kulturerne ved en koncentration pa 50 ng/ml, mens rIL-7 til-
sattes i en 1:50 fortynding af rd COS-7 supernatant indeholdende ca.
1,25 ng/ml mIL-7. 3H-thymidin sattes til kulturbregndene i de sidste 6
timer af en 72 timers kultur. Data er udtrykt i tzllevardier pr. minut
(cpm) i tabel 2 nedénfor, som det aritmetiske gennemsnit af firdobbelte
analyser. '

De mitogene evner af IL-7 bedemtes pd de tidligste T-celler, eller

thy" CD4”/CD8" thymocytter, bide alene og i narvar af Con A. Der an- 4x:i ...

vendtes to kilder for CD4 /CD8" thymocytter. CD4 /CD8 thymocytterne op-
niedes fra voksne thymus ved negativ udvalgelse under anvendelse af
antistof og komplement-medieret cyto]jse. Voksne CS7BL/6J-thymocytter
inkuberedes ved 4°C i 45 minutter med 1ige volumener af anti-L3T4 og
anti-Lyt2 mAb. Efter denne inkubation centrifugeredes cellerne, superna-
tanten opsugedes og cellerne resuspenderedes i kultursupernatanten af
Mar 18,5 cellelinien (anti-rotte kappa-kade mAb) (American Type Tissue
Center, Rockville, MD, USA) (1 ml1/107 celler) i 30 minutter ved 4°C.
Efter centrifugering resuspenderedes cellerne i en 1:10 fortynding af
kaninkomplement og inkuberedes i 30 minutter ved 37°C. Cellerne vaske-
des en gang, og de levedygtige celler isoleredes ved centrifugering gen-
nem en diskontinuert tazthedsgradient. De resulterende celler udgjorde
ca. 0,1% af cellerne ved starten. Cellerne havde en levedygtighed pa me-
re end 98%, og analyse af CD4— og CD8-ekspression ved immunfluorescens-
farvning og flowcytometri viste, at de var mindre end 4% 04" eller
cog*. \

CD4™/DC8™ thymocytter opniedes ogsé som fetale trettendedags-thy-
mocytter, der fortrinsvis bestir af (>99%) CD4 /CD8" Thyl+ celler. Fota-
le trettendedags-thymocytter {idet dag‘o er den ferste dag for vaginal
prop) dyrkedes ved en tethed pa 5 x 10¢ celler/brgnd i rundbundede
plader iht. den af Raulet, Nature 314:101 (1985), beskrevne fremgangsma-
de. Nar disse celler blev dyrket med rekombinant IL-7 jagttoges en pro-
liferationsrespons som vist i tabel 2. CD4 /CD8 thymocytter kan proli-
ferere som en reaktion pa IL-7 i fravaer af comitogen.

Tilsatningen af plantelectinconcanavalin A (Con A, 2,5 pg/ml) til
kulturerne forstarkede merkbart responsen af CD4 /CD8 thymocytter over
for IL-2 og IL-7. Voksne CD4 /CD8 celler reagerede ganske kraftigt pa
Con A alene, mens tilsatningen af IL-2 til kulturerne gav en trefold
proliferationsforegelse. Tilsatningen af IL-7 mere end fordoblede proli-
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ferationsresponsen for disse celler. Fgtale thymocytter reagerede ikke i
nogen milelig grad pa Con A alene, men i narver af IL-2 eller IL-7 iagt-
toges en signifikant proliferation. Disse data viser, at celler pa det
mindst modne intrathymiske T-celledifferentieringstrin kan stimuleres
til proliferation med IL-7, hvilket viser dette cytokins rolle ved T-
celledifferentiering og -modning.

Tabel 2
IL-7-drevet proliferation af voksne og fptale thymocytter
(middel cpm/kulturbregnd x 10'3 ved thymocytproliferationsanalyse)

Kulturtilsztninger
Thymocytter Con A Ingen IL-2 IL-7
Voksen CD4 /CD8” - 0,7 19,1 11,7
+ 43,3 130,3 98,4
Fetal trettendedags - 0,6 11,5 6,7
+ 1,0 23,3 12,9

Den relative effektivitet af IL-7 som en T-cellemitogen blev ogsa
undersggt, bade alene og i narvar af en co-mitogen stimulus, PHA, og
sammenlignet med to andre T-cellevakstfaktorer, Interleukin-2 (IL-2) og
Interleukin-4 (IL-4). Bade IL-2 og IL-7 stimulerede thymocytprolifera-
tion direkte, IL-2 var imidlertid ti gange mere aktiv pd vagtbasis end
IL-7. Selv ved koncentrationer si hsje som 1 pg/ml var IL-4 et dirligt
mitogen for thymocytkulturer. Nir imidlertid lectinet fytohamaglutinin
(PHA) sattes til kulturerne til en slutkoncentration pa 1% (volumen/vo-
lumen), iagttoges en markant forggelse i IL-2-, IL-4- og IL-7-afhangig
proliferation. .

IL-7 virker uafhangigt af IL-2, IL-4 eller PHA ved stimulering af
thymocytproliferation. For eksempel forggede IL-7 (ved ca. 1-2 ng pr.
ml) proliferationsresponsen signifikant ved IL-2-koncentrationer, der
var mettende for thymocytproliferation (1-1000 ng/ml), hvilket resulte-
rede i en ca. 50% forggelse af tritieret thymidininkorporation. Pa lig-
nende mide iagttoges ogsi en forggelse i IL-4-afhangig proliferation i
nerver af IL-7. IL-7-drevet proliferation af thymocytter blev desuden
ikke inhiberet af monoklonalt anti-IL-2-receptorantistof ved koncen-
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trationer, der muliggjorde inhibering af IL-2-drevet thymocytprolife-
ration. Et monoklonalt anti-mIL-4-antistof inhiberede heller ikke IL-7's
evne til at inducere thymocytproliferation.

De foregdende forsgg viser, at IL-7 er i stand til at stlmulere

proliferationen af umodne T-celler og ogsd er en kraftig co-stimulator
for modne T-celler i nervaer af et mitogen.
Eksempel 9

Administrering af IL-7 til normale mus

Der udfertes en razkke forseg til bestemmelse af virkningerne af
intraperitoneal administrering af mIL-7 til normale C57BL/6J-mus
(Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA). Murin IL-7, fremstillet ved
C0S-7 celleekspression som beskrevet i eksempel 3, blev administreret pa
dag 0 til 4. Cellularitet, funktion og celleoverfladeantigenfznotype i
milten, den peritoneale kavitet, perifert blod, thymus oglknoélemarv un-
dersggtes pa dag 5 og 8, ved doseringer pd 40 ng, 200 ng og 1 ug pr. dyr
under anvendelse af 5 mus pr. doseringsgruppe.

Knog}emarvsgranu]ocyt/makrofagko]onidannende enheder (CFU-GM) for-
hgjedes pd dag 8 i mus, der modtog alle doser af IL-7, idet 40 ng grup-
pen udviste den maksimale foregelse i sammenligning med kontrolmus, der
kun modtog excipiens. P& lignende made forpggedes pd IL-7 reagerende

“marvceller i de samme mus, idet den maksimale virkning‘optrédte i 40 ng

gruppen. Knoglemarvsmegakaryocyt-CFU (CFU-MK) forpgedes i alle dose-
ringsgrupper og var maksimal (3 x over kontrolgrupperne) pi dag 8 i mus,
der modtog 200 ng. I milten forggedes CFU-GM kun i mus, der modtog den
hejeste IL-7 dosis.

Perifert blodcellularitet forpgedes 1,5 til 2,5 x pad dag 5 i alle
dosisgrupper og forblev ved ca. 2,5 x i den hpje dosisgruppe pa dag 8.
Lignende kinetik iagttoges for cellularitet i den peritoneale kavitet,
men forggelser var her op til 3,5 x. Knoglemarv forggedes =1,5 x pa dag
5, men var ikke forskellig fra kontrolgrupperne pa dag 8. I milten iagt-
togeé en cellularitetsforggelse pa 1,5-1,8 x pad dag 5 og 8 i hajdosis-
gruppen. Thymuscellularitet var uandret pa dag 5, men forgget 2 x pd dag
8 i hejdosisgruppen.

Eksempel 10
Fremstilling af med IlL-7 immunreaktive antistoffer

Preparater af oprenset nativt eller rekombinant IL-7, fx. human
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IL-7, anvendes til dannelse af polyklonale antisera eller fortrinsvis
monoklonale antistoffer mod IL-7 under anvendelse af konventionelle tek-
nikker, fx. som beskrevet i US-patentskrift nr. 4.411.993. Sadanne anti-
stoffer er sandsynligvis anvendelige til pivisning af IL-7 eller til
neutralisering af biologisk IL-7 aktivitet i assays eller forseg, der
involverer multiple lymfokiner.

Til immunisering af mus emulgeres et i det vasentlige rent IL-7
preparat i komplet Freund’s adjuvans og injiceres i mengder i omridet
fra 10 til 100 pg subkutant i Balb/c-mus. 10 til 12 dage senere boostes.
de immuniserede mus med yderligere IL-7 emulgeret i ukomplet Freund’s
adjuvans og boostes herefter periodevis efter et ugentligt eller 2-
ugentligt immuniseringsskema. Serumprgver udtages periodisk ved retro-
orbital udtagning eller halespidseexcision for testning ved dot-blot
assay (antistof-sandwich) eller ELISA (enzymbundet immunsorbentassay).
Andre assay-procedurer er ogsd egnede. Efter pavisning af en passende
antistoftiter gives positive dyr en intravengs injektion af antigen i
saltvand. 3 til 4 dage senere aflives dyrene, splenocytter hgstes og fu-
sioneres med den murine myelomacellelinie NS1. Ved denne fremgangsmade
dannede hybridomacellelinier udplades pid multiple mikrotiterplader i et
HAT-selektivt medium (hypoxanthin, aminopterin og thymidin) til inhibe-
ring af proliferation af ikke-fusionerede celler, myelomahybrider og
miltcellehybrider.

S&ledes dannede hybridomakloner kan screenes ved ELISA for reakti-
vitet med IL-7, fx. ved tillempninger af de af Engvall et al.,
Immunochemistry 8:871 {1971) og i US-patentskrift nr. 4.703.004 beskrev-
ne teknikker. Positive kloner injiceres sid i de peritoneale kaviteter pa
syngeniske Balb/c-mus til fremstilling af ascites indeholdende hgje kon-
centrationer (>1 mg/ml) af monoklonalt anti-IL-7-antistof. Det resulte-
rende monoklonale antistof kan oprenses ved ammoniumsulfatpracipitation
efterfulgt af geleksklusionskromatografi og/eller affinitetskromatografi
baseret pa binding af antistof til protein A i Staphylococcus aureus.
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PATENTKRAV

1. En DNA-sekvené, der indkoder en biologisk aktiv mammal Interleukin-7
(IL-7), IL-7-analog eller -underenhed, hvilken DNA-sekvens omfatter:
e (a) nukleotidsekvensen fra Figur 3 eller 5;
¢ (b) en sekvens, som under moderat stringente forhold hybridiséres
til, eller som er substantielt homolog med, sekvensen i (a); eller
e (c) en sekvens, som er degenereret som et resultat af den
genetiske kode, til en sekvens i (a) eller (b),
hvori IL-7-analogen eller -underenheden udviser biologisk aktivitet som natuﬂigt

forekommende IL-7.

2. DNA-sekvens ifelge krav 1, kendetegnet ved, at den i det vaesentlige
bestar af et syntetisk gen, der indkoder en mammal IL-7, IL-7-analog eller -
underenhed, som kan udtrykkes i en rekombinant transkriptionel enhed
omfattende inducerbare regulatoriske elementer stammende fra en mammal,

mikrobiel eller viral operon.

3. DNA-sekvens ifelge krav 1 eller 2, kendetegnet ved, at den er mere
end 90% identisk med nukleotidsekvensen, der indkoder murin IL-7, vist i Figur
3.

4. DNA-sekvens ifglge krav 1 eller 2, kendetegnet ved, at den er mere -
end 90% identisk med nukleotidsekvensen, der indkoder human IL-7, vist i

Figur 5.

S. DNA-sekvens ifglge krav 1 eller 2, kendetegnet ved, at den omfatter
nukleotidsekvensen:

o (i) fra -75 til 387 fra Figur 3;

o (ii) fra 1 til 387 fra ’Figur 3:

o (iii) fra -75 til 456 fra Figur 5; eller
e (iv) fra 1 til 456 fra Figur 5.
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6. DNA-sekvens ifelge krav 1 eller 2, kendetegnet ved, at den
indkoder human IL-7 (med N-terminal-sekvensen Asp-Cys-Asp-lie-Glu-Gly-Lys-
Asp-Gly-Lys-Gin-Tyr) eller murine IL-7 (having the N-terminal sequence Glu-
Cys-His-lle-Lys-Asp-Lys-Glu-Gly-Lys-Ala-Tyr).

7. Rekombinant ekspressionsvektor, kendetegnet ved, at den omfatter en
DNA-sekvens ifelge et hvilket som helst af kravene 1-6.

8. Fremgangsmade til fremstilling af en mammal IL-7, IL-7-analog eller -
underenhed med biologisk aktivitet som naturligt forekommende IL-7, hvilken
fremgangsmade er kendetegnet ved, at man dyrker en egnet veertscelle
omfattende en vektor ifalge krav 7 under betingelser, der fremmer ekspression

af IL-7, IL-7-analogen eller -underenheden.

9. Et oprenset protein, der er murin eller human IL-7, IL-7-analog eller -
underenhéed med biologisk aktivitet som naturligt forekommende IL-7, som er
indkodet af DNA ifelge et hvilket som helst af kravene 1-4, eller som er

substantielt homolog med aminosyresekvensen fra Figur 3 eller 5.

10. Et protein ifelge krav 9, som har en aminosyresekvens, som er mere
end 90% identisk med den humane IL-7-aminosyresekvens i resterne 1-152
vist i Figur 5.

1. Et protein ifelge krav 9, som har en aminosyresekvens, som er mere
end 90% identisk med den humane IL-7-aminosyresekvens i resterne 1-129

vist i Figur 3.

12. Et protein ifolge krav 9 eller 10, som er en human IL-7-analog, hvor en

eller flere cystein-rester er blevet erstattet med ikke-cysteine aminosyrer.

13. Et protein ifalge krav 9 eller 10, som er en human IL-7-analog, hvor en
eller flere aminosyrer, som svarer til resterne 121-139 i det modne humane

protein, er blevet slettet.
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14.  En proteinsammensaetning omfattende et protein ifelge et hvilket som
helst af kravene 9-13 fremstillet ved rekombinant cellekultur og med en specifik
aktivitet pad mindst 1 x 10° IL-7-enheder/yg ved den murine prae-B-

celleproliferationsassay.

15. Et protein som defineret i et hvilkket som helst af kravene 9-11 il

anvendelse i human eller veterinaer medicin.

16. Anvendelse af et protein som defineret i et hvilket som helst af kravene
9-11 til fremstilling af et laegemiddel til stimulering af B- eller T-lymfocytudvikling

' og -formering eller foregelse af immunresponsen hos et pattedyr.

17. Anvendelse ifelge krav 15, kendetegnet ved, at proteinet er human IL-

7, og det pattedyr, som skal behandles, er et menneske.

18. Farmaceutisk praparat, som er egnet til parenteral administrering til en
menneskelig patient for profylaktisk elier terapeutiék stimulering af B- eller T-
lymfocytudvikling og -proliferation eller forstaerkning af immunrespons,
kendetegnet ved, at det omfatter en virksom maengde af en human IL-7-protein
som defineret i krav 9 eller 10 i blanding med en egnet diluent eller bzerer.

19. Antistof, som er immunreaktivt med et protein som defineret i et hvilket

som helst af kravene 9-11.
20 Antistof ifglge krav 19, kendetegnet ved, at a.ntistoffet,er monoklonalt.
21. Praeparat til diagnose, analyse eller terapi, kendetegnet ved, at det

omfatter et monoklonalt antistof, som er immunreaktivt med et protein som
defineret i et hvilket som helst af kravene 9-11.
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FIGIR

2: MURIN IL-7 cDNA —kodning:548-1012; moden: :623-1012
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" CITGCAATAG CGAGCTTTCT CTGCTGCACA TTTGIGGCTT CTGTGGACAT
ATTAGTAACC AGOGGTTTTA GCTCCCAGTC TCACAGAGTT GCCAGAGAGG
TTAGAAGTCA TTTGAAAAGC CTATTAGCCG AATCTTICIG ATCCAGAAGG
CCAGCTGGCT TCTCCTGAGC TACTTTCAAT TCGCAGCARC CACTGATCCT
GGTCCAGGTG ACTGGGGAAG ACGCTGAGGG TATAAACCCA AACATTGAAC
CTGAAGACCC AGOGCAAAGT AGAAACTGAA AGTACCCTGC TTACTCTGCC
GGCAGATCCT ACGGAAGTTA TGGCARAGCC AGAGOGCCTG GGTGGCOGGT

GATGCATGOG GCCCCTCTTG GGATGGATGG ACCAGGOGTG GCGTGGGTGA -

GAGGAGTCAG CTGCCTGAAC TGCOCTGCCC AGCACOGGTT TGCGGCCACC
. CGGTGGATGA COGGGGTCCT GGGAGTGATT ATGGGTGGTG AGAGCOGGCT
CCTGCTGCAG ‘TCCCAGICAT CATGACTACA CCCACCTCCC GCAGACCATG
TTCCATGTTT CTTTTAGATA TATCTTTGGA ATTCCTCCAC TGATCCTTGT
TCTGCTGCCT GICACATCAT CTGAGTGCCA CATTARAGAC ARAGAAGGTA
AAGCATATGA GAGTGTACTG ATGATCAGCA TCGATGAATT GGACAARATG
ACAGGAACTG ATAGTAATTG CCOGAATAAT GAACCAAACT TTTTTAGARA
ACATGTATGT GATGATACAA AGGAAGCTGC TTTTCTAAAT CGTGCIGCTC
GCAAGTTGAA GCAATTTCTT AAAATGAATA TCAGTGAAGA ATTCAATGTC
CACTTACTAA CAGTATCACA AGGCACACAA ACACTGGTGA ACTGCACAAG
TAAGGAAGAA ARRAACGTAA AGGAACAGAA AAAGAATGAT GCATGTTICC
TAAAGAGACT ACTGAGAGAA ATAAAAACTT GTTGGAATAA AATTTTGAAG
GGCAGTATAT AAACAGGACA TGTAGTAACA ACCTCCAAGA ATCTACTGGT
TCATATACTT GGAGAGGTTG AAACCCTTCC AGAAGTTCCT GGATGCCTCC
TGCTCAAATA AGCCAAGCAG CTGAGAAATC TACAGTGAGG TATGAGATGA
TGGACACAGA AATGCAGCTG ACTGCTGCOG TCAGCATATA CATATAAAGA
TATATCAACT ATACAGATTT TIGIAATGCA ATCATGTCAA CTGCAATGCT
TTTAAAACCG TTCCAMATGT TTCTAACACT ACAAAGTCTA CAAAAAGCAR
GGCTATGAAG ATTCAGAGTC ACCACTGTTT TCTTAGCAAA ATGATGGTAT

GGTTAAACAT TCATTGGTGA ACCACTGGGG “GAGTGGAACT GTCCTGTTIT -

AGACTGGAGA TACTGGAGGG CTCACGGTGA TGGATAATGC TCTTGAAAAC
AMGAGTCTAT CTTAAAGCAG CAGCARAARG AAGCTTAAGG CACTTAAGGC
AGCAACAAAT GTAGTTAAAT ATGAATGTAT AACACATAAC: TTCAGTAAAG
AGCATAGCAG ATATTTTTAA ATAAAAGTAT TTTTAAAGAT AAAAAAAAAA
AAAAAA
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FIGUF 3: murin IL-7 kodningssekvens

ATG TTC CAT GTT TCT TTT AGA TAT ATC TTT GGA ATT CCT CCA CTG
Met Phe His Val Ser Phe Arg Tyr Ile Phe Gly Ile Pro Pro Leu

ATC CIT GTIT CIG CTG CCT GIC ACA TCA TCT GAG TGC CAC ATT AAA
Ile Leu Val Leu Leu Pro Val Thr Ser Ser Glu Cys His Ile Lys

GAC AAA GAA GGT AAA GCA TAT GAG AGT GTA CIG ATG ATC AGC ATC

Asp Lys Glu Gly Lys Ala Tyr Glu Ser Val Leu Met Ile Ser Ile

GAT GAA TTG GAC AAA ATG ACA GGA ACT GAT AGT AAT TGC CCG AAT
Asp Glu Leu Asp Lys Met Thr Gly Thr Asp Ser Asn Cys Pro Asn

AAT GAA CCA AAC TTT TTT AGA AAA CAT GTA TGT GAT GAT ACA AAG
Asn Glu Pro Asn Phe Phe Arg Lys His Val Cys Asp Asp Thr Lys

GAA GCT GCT TTT CTA AAT CGT GCT GCT CGC AAG TTG AAG CAA TIT
Glu Ala Ala Phe Leu Asn Arg Ala Ala Arg Lys Leu Lys Gln Phe

CTT AAA ATG AAT ATC AGT GAA GAA TTC AAT GTC CAC TTA CTA ACA

Leu Lys Met Asn Ile Ser Glu Glu Phe Asn Val His Leu Leu Thr °

GTA TCA CAA GGC ACA CAA ACA CIG GTG AAC TGC ACA AGT AAG GAA
val Ser Gln Gly Thr Gln Thr Leu Val Asn Cys Thr Ser Lys Glu

GAA AAA AAC GTA AAG GAA CAG AAA AAG AAT GAT GCA TGT TTC CTA
Glu Lys Asn Val Lys Glu Gln Lys Lys Asn Asp Ala Cys Phe Leu

AAG AGA CTA CTG AGA GAA ATA AAA ACT TGT TGG AAT AAA ATT TIG
Lys Arg Leu Leu Arg Glu Ile Lys Thr Cys Trp Asn Lys Ile Leu

ARG GGC AGT ATA TAA
Lys Gly Ser Ile End
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FIGUR 4: HIDMAN IL-7 cDNA -kodning:385-915; .moden :460-915
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GAATTCCTCT GGTCCTCATC CAGGTGOGOG GGAAGCAGGT GCCCAGGAGA
GAGGGGATAA TGAAGATTCC ATGCTGATGA TCCCAAAGAT TGAACCTGCA

GACCARGOGC AAAGTAGAAA CTGAAAGTAC ACTGCTGGCG GATCCTACGG -

AAGTTATGGA AAAGGCAAAG CGCAGAGCCA CGCCGTAGTG TGTGCCGCCC
CCCTTGGGAT GGATGAAACT GCAGTCGCGG CGTGGGTAAG AGGAACCAGC

TGCAGAGATC ACCCTGCCCA ACACAGACTC GGCAACTCCG CGGAAGACCA |

GGGTCCTGGG AGIGACTATG GGCGGTGAGA GCTTGCTCCT GCTCCAGTTG
CGGTCATCAT GACTACGCCC GCCTCCOGCA GACCATGTIC CATGTTICTT
GCATCATCTG ATTGTGATAT TGAAGGTAAA GATGGCAAAC AATATGAGAG
TGTTCTAATG GICAGCATCG ATCAATTATT GGACAGCATG AAAGAAATTG
GTAGCAATTG CCTGAATAAT GAATTTAACT TTTTTAAAAG ACATATCTGT
GATGCTAATA AGGAAGGTAT GTTTTIATTC CGTGCTGCTC GCAAGTTGAG
GCAATTTCTT AAAATGAATA GCACTGGTGA TTTTGATCTC CACTTATTAA
AAGTTTCAGA AGGCACAACA ATACIGTTGA ACTGCACTGG CCAGGTTARA
GGAAGAAAAC CAGCTGCCCT GGGTGAAGCC CAACCAACAA AGAGTTTGGA
AGARARTAAA TCTTIAAAGG AACAGAARAA ACTGAATGAC TTGTGTTTCC
TAAAGAGACT ATTACAAGAG ATAARRACTT GTTGGAATAA AATTTTGATG
GGCACTAAAG AACACTGAAA AATATGGAGT GGCAATATAG AAACACGAAC

TTTAGCTGCA TCCTCCAAGA ATCTATCTGC TTATGCAGTT TTTCAGAGTG,

GAATGCTTCC TAGAAGTIAC TGAATGCACC ATGGTCAARA CGGATTAGGG
CATTTGAGAA ATGCATATTG TATTACTAGA AGATGAATAC AAACAATGGA
AACTGAATGC TCCAGTCAAC AAACTATTTC TTATATATGT GAACATTTAT
CAATCAGTAT AATTCTGTAC TGATTTTTGT AAGACAATCC ATGTAAGGTA
TCAGTTGCAA TAATACTTCT CAAACCTGTT TAAATATTTC AAGACATTAA
ATCTATGAAG TATATAATGG TTTCAAAGAT TCAAAATTGA CATTGCTTTA
CTGTCAAAAT AATTTTATGG CTCACTATGA ATCTATTATA CTGTATTAAG
AGTGAAAATT GTCTTCTTCT GTGCTGGAGA TGTTTTAGAG TTAACAATGA
TATATGGATA ATGCCGGTGA GAATAAGAGA GTCATAAACC TTAAGTAAGC
AACAGCATAR CAAGGTCCAR GATACCTAAA AGAGATTTCA AGAGATTTAA
TTAATCATGA ATGTGIAACA CAGTGCCTTC AATAAATGGT ATAGCARATG
TTTTGACATG ARAAAAGGAC AATTTCAAAA ARAAAARA
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FIGURE 5: Puman IL-7 Xodningssekvens

ATG TTC CAT GIT TCT TTT AGG TAT ATC TTT GGA CTT CCT CCC CIG -31 -

Met Phe His Val Ser Phe Arg Tyr Ile Phe Gly Leu Pro Pro Leu -11

ATC CTT GIT CIG TTG CCA GTA GCA TCA TCT GAT TGT GAT ATT GAA 15
Ile Leu Val Leu Leu Pro Val Ala Ser Ser Asp Cys Asp Ile Glu 5

GGT AAA GAT GGC AAA CAA TAT GAG AGT GTT CTA ATG GTC AGC ATC 60
Gly Lys Asp Gly Lys Gln Tyr Glu Ser Val Leu Met Val Ser Ile 20

GAT CAA TTA TTG GAC AGC ATG AAA GAA ATT GGT AGC AAT TGC CIG 105
Asp Gln Leu Leu Asp Ser Met Lys Glu Ile Gly Ser Asn Cys Leu 35

AAT AAT GAA TTT AAC TTT TTT AAA AGA CAT ATC TGT GAT GCT AAT 150
Asn Asn Glu Phe Asn Phe Phe Lys Arg His Ile Cys Asp Ala Asn 50

AAG GAA GGT ATG TTIT TTA TIC OGT GCT GCT CGC AAG TTG AGG CAA 195
Lys Glu Gly Met Phe Leu Phe Arg Ala Ala Arg Lys Leu Arg Gln 65

TTT CTT AAA ATG AAT AGC ACT GGT GAT TIT GAT CTC CAC TTA TTA 240
Phe Leu Lys Met Asn Ser Thr Gly Asp Phe Asp Leu His Leu Leu 80

AAA GTT TCA GAA GGC ACA ACA ATA CTG TIG AAC TGC ACT GGC CAG 285
Lys Val Ser Glu Gly Thr Thr Ile Leu Leu Asn Cys Thr Gly Gln 95

GTT AAA GGA AGA ARA CCA GCT GCC CTG GGT GAA GCC CAA CCA ACA 330
Val Lys Gly Arg Lys Pro Ala Ala Leu Gly Glu Ala Gln Pro Thr 110

AAG AGT TTG GAA GAA AAT AAA TCT TTA AAG GAA CAG AAA AAA CIG 375
Lys Ser Leu Glu Glu Asn Lys Ser Leu Lys Glu Gln Lys Lys Leu 125

AAT GAC TTG TGT TTC CTA ARG AGA CTA TTA CAA GAG ATA AAA ACT 420
Asn Asp Leu Cys Phe Leu Lys Arg Leu Leu Gln Glu Ile Lys Thr 140

TGT TGG AAT AAA ATT TTG ATG GGC ACT AAA GAA CAC TGA © 456
Cys Trp Asn Lys lle Leu Met Gly Thr Lys Glu His End 152
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