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1

Nouvelles lymphokines, séquences d'ADN codant pour ces lymphokines
et compositions pharmaceutiques contenant ces lymphokines.

La présente invention concerne des lympho-
kines humaines, des ségquences d'ADN codant pour ces
lymphokines et 1les applications pharmaceutiques et
binlogiques de ces lymphokines. 7

5 Il est bien connu que le systéme immunitaire
humain comprend des éléments cellulaires. et des subs-
tances solubles secrétées par les cellules. Suivant
leur origine ces substances solubles sont appelées
lymphokines (si elles sont secrétées avant tout par

10 les 1lymphocytes T) ou monokines (si elles sont secré-
tées avant tout par les monocytes). Ces "cytokines"
(c'est-a-dire plus généralement les substances solu-
bles secrétées par les cellules) ont un rdle de commu-
nication entre les éléments cellulaires du systéeme

15 immunitaire; elles peuvent par exemple en tant que
facteur de croissance représenter un signal d'amplifi-
cation de la réponse immunitaire : c'est le cas de
l'interleukine-2, l'une des lymphokines 1la mieux
étudiée. De plus, elles interviennent dans la communi-

20 cation entre le systéme immunitaire et les autres
systémes biologiques de 1l'organisme, par exemple le
systéme hématopoiétique. I1 est bien connu que les
lymphokines ont une activité biologique, dite pléio-
tropique. De fait, toutes les lymphokines décrites

25 jusqu'a présent ont des effets régulateurs sur de
multiples types cellulaires. Enfin, les cytokines
peuvent avoir aussi des fonctions effectrices direc-
tes; par exemple le "Tumor Necrosis Factor" est capa-
ble comme son nom l'indique d'induire la destruction

30 de certaines cellules tumorales.

La découverte et la caractérisation des
cytokines ont été rendues possibles par la mise au
point des techniques de génie génétique. Cette

méthodologie permet par diverses techniques expéri-
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2
mentales de caractériser les génes codant pour des -
protéines et donc & travers la ségquence nucléotidigque
du géne de connaltre la séquence peptidique. D'autres
applications de «ces techniques de génie génétigue
fondées sur les mémes principes expérimentaux permet-
tent gréce a des systémes d'expression procaryotes ou
eucaryotas de produire en gquantités virtuellement
infinies les protéines dont le géne a été découvert.

Dans The Journal of Experimental Medecine,
vol. 165, p. 601-614, Jongstra et al. et EP 320 806,
est décrit le clonage d'un géne de lymphocytes T
désigné 519. Selon cette publication ce géne coderait
pour une protéine de 129 acides aminés. Ce produit ne
serait toutefois pas une protéine secrétée et ne
serait donc pas une lymphokine.

Les inventeurs ont cherché & découvrir de
nouveaux genes codant pour les lymphokines non décri-
tes 4 ce jour.

Le développement des travaux des inventeurs
a permis de cloner et de caractériser un nouveau géne,
désigné LAG-2 (pour “Lymphocyte Activation Gene-2'),
et une séquence d'ADN, désignée FC24, codant pour un
polypeptide produit du géne. Ce polypeptide LAG-2 est
secrété par les lymphocytes humains activés, aprés
élimination d'une séquence signal, sous forme d'une
protéine mature.

La présente invention a en conséquence pour
objet une séquence d'ADN comprenant la séquence

nucléotidique, désignée FC24,
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10
CGGCRTLCTCAR

70
CTCCTGGGLR

130
AGRGLCCCACC

180
GGTGACCTGT

250
GTCCRARARRC

310
ACCCGGGTLT

370
AGGTATCAGT

430
GAGGRCCTCR

4380
GTGGRAGRRG

550
CCTCGCTTCC

610
cCcrcccaTeT

20
GCGGCTGECC

80
ACCCRGGTCT

140

TGCGTGRTGA.

200
TGRCCRARRC

260
TGARGARGRAT

320
GTRGGACGGE

380
CTRGRGTTAT

440
GGTTGTGTART

500
CACRGGCTCC

560
TCGATCCAGA

620
CRGGRGRATA

La

traduction

30
CRACCRTGGCT

S0
GGTICTTICTCT

150
GGRGRARTCC

210
RCRAGGARGLCTG

270
GGTGGATARRG

330
GAGGTCRCGR

330
CCAGGGLCTC

450
ACCTTCTACR

510
TGTCCTCRGR

570
ATCCARCTCTC

630
ARGTGTCRRG

40
RCCTGGGCCC

100
CGTCTGARGCC

160
TGCCCGTGLC

220 .

GGCCGTGARCT

280
CCCRCCCAGA

340
TGGCGCGREG

400
GTGGCCGGRG

4860
GGTCCCCTCTS

520
TCCCGGGRRL

) 580
cAGTCTCCCT

640
CRRG

se termine au nucléotide 459 inclus.

le

polypeptide

PCT/FR89/00491

SO
TCCTGCTCCT

110,
CTGRGTACTA

170
TGGCCCRGGR

230
RCAGGARCCTG

290
GRAGTGTTTC

350
TCTGCAGRRA

410
ARRCTGCCCA

470

GRGCCCTCTC

530
GTCRGCRACC

590
CCCCTGACTC

650

650
TGCRGCCARTG

120
CGRCCTGGCA

180
GGGCCCCCRG

'240
TCTGARCGATA

300
CRATGCTGCG

360
TTTCRTGRGG

420
GCRAGRTCIGT

480
ACCTTGTCCT

540
TCTGCCGGLT

500
CCTCTBLTGT

660

commence au nucléotide 25 et

La présente invention a également pour objet

codé par FC24 a

~

LAG-2 ayant la séquence suivante*
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MAETWHAR LLLLA ARMLL G NPGLVYV FSRLS PEYY D

35 40 45 50 5SS 60
LARRARH LRDEE KsC®eC LRQEG PQGDOL LTKTAOQ
5
65 70 75 80 8% 30
ELGBRO YRTCUL TIVOK LKKMV DKPT 0 RSVSN
85 100 109 110 115 120
ARTRV CRTAR SRWRO VCRNF MRRYOD S RV IQ
10 125 130 133 140 145 150
GLVAEG ETAQQO I CEDL RLCIP STGPL
Les 22 premiers acides aminés devraient
constituer une séquence signal qui est éliminée dans
la protéine mature.

15 La présente invention a donc plus particu-
liérement pour objet le polypeptide ayant la séquence
suivante

RLS PEYYD
LARAH LRDEE KSCPC LAQEG PQGDNDL

20 LTKTQ ELGRD YRTCL TIVQKXK LEKEKMV
DKPTQ RSVSN AATRV CRTGR SRWRD
VCRNF MRRYQ SRVIQ GLVAG ETAQQ
ICEDL RLCIP STGPL

) I1 est connu que les génes des cellules

25 eucaryote présentent un phénoméne de polytypie. Par ce
phénoméne, certains des amino acides de la protéine
codée sont parfeis remplacés sans modification de
1'activité. La présente invention englobe les polypep-
+ides provenant de ce phénoméne.

30 La présente invention a donc plus générale-

_ment pour objet une lymphokine ayant 1la séquence
peptidique :
* TLa signification des symboles selon la nomenclature

internationale est rappelée en annexe.
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5
¥-RLS PEYYD LARAH LRDEE K s Ccpc¢cC
LAQEG PQGDL LTKTQ ELG RD YRTCL
TIVQK LKKMV DKPTZQ RSVSN AATRYV
CRTGR SRWRD VCRNF MRRYQ SRVIQ
¢CGLVAG ETAQQ ICEDL RLCIP STG P L
dans laquelle X est choisi parmi H, un reste méthio-

nine ou la ségquence

MATWA LLLLA AMLLG NPGLV FS

et les séquences qui en différent par un ou plusieurs
amino-acides et qui possédent la méme activiéé.

Les inventeurs ont en outre trouvé une
séquence d‘'ADN qui est une région promotrice d'un géne
codant pour une lymphokine selon l'invention. Cette
séquence est la suivante

10 20 30 40 50 60
GGTACCACCT CTTTCAGCTIT CACTCTTTCC ATTTTCCACG TGAACAGGCC TTCTAGCCTG

70 80 90 100 110 120
GAGGAGCTAC AGCTGCCTTT TTGAGATGCT GAGGCACCCT GTCTGAAGAA GGCCCTCACA

130 140 150 160 170 180
TCACTCAACT TGACTAGTGG GTGAGCCCTT GGAGAGGCTT CCCAGCCTCT GCTCTTCAAG

. l90 200 210 220 230 240
CCGAMGTACC ACAGGGGACA CGAGTCCAGA GTTACAGGAC CCCAGCTATG GTTCATGTGT

250 260 270 280 290 300
AMAGGGAACC ATTAGGCAAC CAGGGGAAAT GATGAAGAAG ATCTAGATTT ACAAATGTGG

310 320 330 340 350 360
AAAGATGTTC GTGGTATATT GTTAAATTAA AAAGCTGTTT AAAAATAGTT TTTGGGTCAA

370 380 390 400 410 420
GTGAGATGAC TCACTTATAC TTTTAGTATIA AGTATGTCCC ATGCAATATC TGGAACGTAC

430 440 450 460 470 480
TTGTACTAAG GGGTTTCTCC CTCCGTCGGC ACATCCCAGG CATCCTGGCA GCTGCTGGCC
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TCCAGCAACC

CACTGCCCTIG

490 500 510 520 530

550 560 570 - 580 590

610 620 630 640 650

PCT/FR89/00491

540

CCACATTCTR GTTGTGTGGG AGTGGGGTGT GGCATGGACC CTGTGGCTAC

600

ACCTGCTTCT TCACACACTG GTATTTIGTAT CTGTGGTAAA CTCAGTGACA

660

CGGGGGAGAT GACATACAAL AAGGGCAGGA CCTGAGAAAG ATTAAGCTGC -AGGCTCCCTG

670 680 690 700 710
CCCATAAAAC AGGGTGTAAA GGCATCTCAG CGCTGCCCCA CCATG

T.a présente invention a en conséquence éga-
lement pour objet cette séquence d'ADN.

I.a présente invention a également pour obhjet
une séquence d'ADN comprenant une séquence d'ADN
promotrice telle que définie ci-dessus et une séguence
d'ADN codant pour une lymphokine selon la présente

“invention.

Dans la présente invention, les inventeurs
ont +tout d'abord obtenu un ADN ccmplémentaire,.FC24,
par les opérations suivantes :

' - culture de cellules lvmphocytaires dites
cellules cytotoxiques naturelles

isolement & partir de ces lymphocytes de
1'ARN messager 1lié aux membranes du réticulum endo-
plasmique intra-cellulaire

- obtention de 1'ADN complémentaire simple
brin & partir de 1'ARN messager, puis de 1'ADN com-

plémentaire double brin

- insertion dans un vecteur tel que le bac-

SUBSTITUTE SHEET
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tériophage lambda GT10

- préparation d'une sonde d'ADN simple brin
4 partir de 1'ARN messager des cellules et purifica-
tion par une technique d'hybridation-soustraction de
facon & sélectionner les copies des ARN présentes dans
les cellules lymphocytaires st absentes dans d'autres
cellules hématopoietiques

- sélection des ADN complémentaires insérés
dans le vecteur qui réagissent avec la sonde

- transfert de 1'ADNc sélectionné dans un
vecteur plasmidique pour l'amplifier, le purifier et
en réaliser le séguencgage.

Les lymphokines selon 1'invention peuvent
étre obtenues par synthése peptidique classique ou par
application de techniques de génie génétique compre-
nant l'insertion d'une séquence d'ADN codént pour une
lymphokine selon l'invention dans un vecteur d'expres-
sion tel gqu'un plasmide et la transformation de cellu-
les avec ce vecteur d'expression.

La présente invention a donc également pour
objet des plasmides et des vecteurs d'expressions
comprenant une séquence d'ADN codant pour une lympho-
kine selon l'invention ainsi que des hotes transformés
avec ce vecteur.

La présente invention a. également pour objet
une composition pharmaceutique comprenant & titre de
principe actif une lymphokine selon 1'invention.

La présente invention a également pour objet
des anticorps monoclonaux dirigés contre une lympho-
kine selon 1l'invention ou une séquence immunogeéne
d'une telle lymphokine.

La présente invention a également pour objet

des hybridomes produisant de tels anticorps monoclo-

naux.
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La présente invention a également pour objet
un procédé de dosage des lymphokines selon 1'invention
qui comprend l'utilisation d'anticorps monoclonaux
selon 1l'invention.

A cet effet, on peut utiliser une méthode
radioimmunolougiyue de +type RIA ou de type IRM
(technique de type sandwich utilisant un antigéne
froid et la compétition entre un anticorps froid et un
anticorps marqué) ou une méthode immunoenzymatigue de
type . ELISA ou de type IEMA (technique de type
sandwich) .

Les anticorps monoclonaux selon 1l'invention
peuvent étre préparés selon une technique classique. A
cet effet les polypeptides peuvent &tre couplés si
nécessaire & un agent immunogéne, tel que l'anatoxine
tétanique, par un agent de couplage tel que le gluta-
raldéhyde, un carbodiimide ou 1la benzidine bis
diazotée.

On décrira ci-aprés plus en détail

- l'obtention de 1'ADNc FC24 codant pour le
polypeptide LAG-2,

l'obtention du géne LAG-2 et sa caractéri-
sation,

- 1'o£tention de la protéine recombinante
purifiée LAG-2 et l'obtention de la séquence peptidi-

que NHz-terminale.

I - Culture et préparation de 1'ARNm lié aux membranes

du réticulum endoplasmigue

L'isolement et les caractéristigques du clone
foetal, F5S5IIIES (phénotype CD3~ cn2¥) ont été décri-
tes préalablement par Nowill et al (1).

L.a culture de masse a été effectuée en pré-
sence d‘interleukine-2 recombinante, de surnageant de

milieu conditionné lymphocytaire, sur une sous-couche
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nourriciere de cellules sanguines mononuclées irra-
diées allogéniques et d'une lignée cellulaire trans-
formée par le virus EBV (appelée LAZ 388) dans des
plagques a fond en V & 96 trous. Les cellules ont été
mises & 3000 cellules par puits au jour O. Le recueil
de 200 plagues a 3 x 106 cellules gpar ml au jour 12 a
permis de recueillir 6 X 109 cellules.

La préparation des ARN cytoplasmiques, des
ARN 1liés aux membranes du réticulum endoplasmique et
des ARNm ont été rfaites en apportant certaines va-
riantes aux méthodes décrites par Maniatis (2) Mechler
(3) et Aviv (4). Ainsi 4 x 10° cellules de F55IITES
ont été déposées sur des gradients de saccharose apres
choc hypotonique et broyage mécanique selon la méthode
décrite par Mechler (3). Les ARN cytoplasmigues portés
par les ribosomes 1iés aux membranes du réticulum
endoplasmique ont été purifiés entre des gradients de
saccharose. Ceci permet de travailler par la suite
avec des ARNm qui ont une séquence signal et qui par
conséquent codent pour des protéines portées par la
membrane ou secrétées dans la partie interne de
1'ergasto§lasme, puls vers 1l'extérieur de la cellule.
Cette méthode d'isolement de 1'ARN de type dit MB
(membrane-bound) permet d'emblée d'éliminer environ
90% des génes transcrits qui codent pour des protéines
intra-cellulaires ne pouvant pas étre secrétées vers
1'extérieur ou transportés vers la membrane et par
conséquent sans intérét dans le cadre de l'invention.
En plus de 1l'isolement du ARNm MB-FS55IIIES qui sert de
substrat & d'une part la construction de la banque et
d'autre part la fabrication de la sonde, les méthodes
de purification décrites par Aviv (4), Maniatis (2) et
Triebel (8) ont permis d'isoler des ARN de divers

clones et 1lignées cellulaires qui sont utilisés au
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point V et des ARNm des cellules Jurkat, U937, Laz388
et K562 (environ 109 cellules de chacune des lignées)
gqui sont utilisés pour soustraire la sonde:

Ces méthodes comprennent
A - Préparation de 1'ARN cytoplasmigue.

A une ampuule de 20 & 30.106 cellules en
culot sec, on ajoute 1 ml de tampon de lyse (Tris HCL
50mM, EDTA 62,5 mM, Triton X-100 0,4%, LiCl 2,5 M).
Apres dissolution douce du culot, on transfére le tam-
pon de lyse dans les tubes Eppendorf froids, contenant
50 ul de NP40O 10%.

Aprés 5 mn sur glace, on centrifuge 1 min a
8 K. On préléve le surnageant (ARN) et on 1l'ajoute
dans les tubes Falcons contenant 1 ml de phénol, 1 ml
de CHC13, 1 ml de STE SDS 2% (NaCl 150 mM, Tris 10 mM,
MgC12 1 mM, 2% SDS). On centrifuge 10 mn & 5 K. On
préléve la phase supérieure, on ajoute 1 ml de phénol
et 1 ml de chloroforme. On centrifuge 5 mn & 5 K. On
préleve la phase supérieure. On ajoute 100 Vl EDTA 0,2
M, 200 Fl NaAc 3M et 5 ml éthanol. On mélange et on
laisse & - 20°C la nuit. On centrifuge 30 mn & 10 K.
On séche le culot. On reprend dans 400 pl de Naac 0.3
M froid. On ajoute 1 ml d'éthanol dans le tube Falcon.
On transfére 1'éthanol dans 1'Eppendorf, on mélange,
on laisse 1h a - 20°'C. On centrifuge 10 min &.13 K,
aspire 1'alcool et seche. On ajoute 30 Pl d'eau. On
centrifuge, on congéle immédiatement & - 80 °*C. On
contréle la dégradation et la quantité en mettant
1 Pl sur gel dénaturant (1% agarose dgns tampon TBE
(Tris, Base, EDTA) pH 8,5 autoclavé (BET 1 Fg/ml).

B - Préparation de 1'ARN messager lié aux membranes du
réticulum endoplasmigque
On reprend les cellules a 108 cellules/ml

dans du tampon hypotonique RSB (KCl 10mM, MgCl, 1,5

2
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mM, Tris-HCl 10mM pH 7,4) 3 la température de la glace
traité préalablement avec 0,1% DEPC. On laisse 5 min
sur la glace. On rompt les cellules mécaniquement avec
10 coups d'homogéniseur de Dounce (type B). On centri-
fuge a 1000 g pendant 2 min pour sédimenter les noy-
aux. Le surnageant ou "extrait cytoplasmigue" est en-
suite utilisé pour la séparation ribosomes libres/ex-
traits membranaires. 0,7 ml d'extrait cytoplasmigque
est mélangé avec 3,2 ml de tampon 2,5 M saccharose TK
(Tris-HC1 0,05 M, pH 7,4, KC1 0,15 M, MgCl, 0,005 M)
puis ce mélange est déposé sur 2 ml de 2,5 M saccha-
rose TK. Puis on ajoute 8 ml de 2,05 M saccharose TK
et ensuite 4 ml de saccharose 1,3 M TK. on fait tour-
ner & 4°C pendant 5 h dans un rotor pendulaire type
Spinco SW28 & 25.000 rmp. On pique avec une aiguille
ja bande compris entre le 2,05 M et ie 1,3 M
SAccharose. On ajoute un volume égal de TE 10 : 1
(Tris HC1 10mM, EDTA 1mM). On fait une extraction avec
du phénol puis un mélange phénol-chloroforme. On
précipite avec 1/10 de NaAc 3 Met 2,5 vol. d'éthanol.

Pour la sélection de 1'ARN poly (A)+ on uti-
jise une colonne d‘oligo (dT)-cellulose comprenant 1,2
ml de gel équilibrée avec le tampon de charge
Tris-HC1 20mM (pH 7,6), Nacl 0,5 M, EDTA 1mM complété
avec SDS. On lave avec une solution agqueuse de NaOH
0,1 M et EDTA 5mM. On lave avec 5 volumes de tampon de
charge. On dissout 1'ARN dans de 1'eau et on chauffe a
65°C 5 min. On ajoute deux fois un volume identique de
tampon de charge. On attend gque la température
s'équilibre. On récolte 1'effluent. On chauffe & 65°C
et on recommence. On lave la colonne avec 5 a 10
volumes de tampon de charge puis 4 volumes de tampon
de charge NaCl 0,1 M. On élue le poly(A) avec
2-3 volumes de Tris-HCl (pH 7,5) 10mM, EDTA 1mM, SDS
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0,05%.
On ajoute de 1l'acétate de sodium 3 M (pH
5:/2) au 1/10. On précipite avec 2,2 vol. d'éthanol.
1T - Obtention de la bangue d'expression
5 La préparation de 1'ADN complémentaire

simple brin & partir de 1'ARN messager 1ié aux membra-

nes du réticulum endoplasmique cellulaire de 1la cel-
lule FS55IIIES puis de 1'ADN complémentaire double
brin, 1'addition de “linker" EcoRI, la ligation dans

10 le site EcoRI du vecteur Lambda GT10, l'empaquetage in
vitro ont été réalisés selon les techniques décrites
par Gubler et al (5), et Huynh et al (6) en utilisant
un kit de clonage commercial (Amersham Corp. Arlington
Heights, II).

15 A cet effet on utilise 1 ug de ARNm 1ié& aux
membranes du reticulum endoplésmique. Environ 80 % de
ce matériel a été transformé en ADNc simple brin.

IIT - Préparation de la sonde d'ADN complémentaire

La préparation de la sonde d'ADN complémen-

20 taire simple brin est effectude par soustraction par

deux cycles d'hybridation sur un exces d'ARN messager

des cellules dites “a éliminer" (Jurkat, Laz 388,

U337, K562) suivi de passages sur colonnes d'hydro-

Xyapatite, ce qui permet d‘éliminer 1le complexe double

25 brin ADNc-ARNm. Aprés 2 cyles d'hybridation et 2

passages sur colonne il reste environ 6-7% de 1la ra-

dioactivité, c‘est-a-dire qu'‘environ 7% du matériel —

dit MB (“membrane-bound") F55ITIES n'‘existe pas dans

les cellules. tumorales Jurkat, K562,U937 et Laz 388.

30 C'est ce matériel qui sert de sonde pour aller recher-

cher dans la banque MB-FS5IITES les ADNc correspon-

dants. Cette technique utilise les conditions d‘hybri-
dation-soustraction décrites par Davis et al (7.

Préparation de la sonde soustraite /MB-Fss-
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IIES -ArNm de Jurkat, K562,Laz 388,U09377

A partir de 5 B9 de ARNm MB-F55IIIES on pré-
pare une sonde d'ADNc simple brin marquée au 32 P-dCTP
(activité spécifique : 800 Ci/mmol_1) dans un volume
de 50 pl.

Apres incubation de 2 h & 42°C avec l'enzyme
transcriptase réverse, on ajoute 5 pl EDTA 0,2 M puis
50 Pl NaOH 0,2 N. On incube & 65°C, 1 h. On ajoute 60
Pl HC1 1N et 30 pl Tris-HC1l (pH 8) 2 M. On ajoute
1/10e vol. NaAc 3M. On ajoute 7 yl d'ARNm de chacune
des 4 lignées tumorales pour précipiter la sonde, puis
on ajoute 2,5 vol. d'éthanocl.

On laisse 1 h & -20°C. On centrifuge, on
lave & 1'éthanol 70% et on séche. On reprend dans 7,5
pl d‘HZO, on ajoute 7,5 pl NaH2P04 0,5, MpH 7, 1mM
EDTA, 0,25% SDS. On incube a 1l‘étuve 68°C pendant 20
heures.

Oon dilue le contenu dans 1 ml NaH2P04 0,12
M, O,1% SDS. On charge sur une colonne d'hydroxyapa-
tite équilibrée & 60°C dans le méme tampon. L'effluent
(matériel simple brin) est concentré par du sec-buta-
nol et passé sur une colonne G-50 pour enlever le tam-
pon phosphate. On ajoute de nouveau 7 pg de ARNm de
chacune des lignées et on recommence 1l'hybridation et
le passage sur colonne. Apres ces 2 passages, on ré-
cupére 7% de la quantité de la radiocactivité du dé-

part.

IV - Isolement et caractérisation des clones d'ADNc

L'hybridation avec la sonde et le criblage

‘ont été effectuées comme décrit par Huynh (6) en

utilisant des phages recombinants et la technique des
filtres de Nylon. L'hybridation a été effectuée a 42°C

avec préhybridation avec une solution d'hybridation de
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type Southern et addition de la sonde soustraite MB -
FS5IIIES simple brin é.'S.‘lO6 cpm/ml.

Environ 20.000 phages recombinants ont été
criblés. Environ 120 pages positifs ont été obtenus
avec la sonde soustraite décrite plus haut. Parmi
ceux-ci 1 phage contenant un insert d'environ 200
paires de bases a été choisi puis amplifié dans pBS.
Les inserts de ces phagés ont é&té wutilisés pour
préparer une sonde marquée au 329 comme décrit par
Triebel et al. (8). 38 phages parmi les 120 phages
positifs hybridaient avec cette sonde en réaction
croisée. Les inserts de ces 38 phages ont permis de
définir 1la famille LAG-2. Cette méthodologie est
usuelle en biclogie moléculaire (2).

La mise en culture des phages positifs, la
purification des ADN correspondants, la purification
des ADN complémentaires sous forme de fragments par
excision a partir d'une électrophorése sur gel d‘'aga-
rose & point de gélification bas ont été réalisés se-
lon les méthodes décrites par Maniatis(2) et Huynh(6).

V - Amplification et clonage de 1'ADNc le plus long

La ligation des ADN complémentaires les plus
longs de la famille LAG-2 dans le vecteur plasmidique
pBS digéré par l'endonucléase EcoRI et traité par la
phosphatase alkaline d'intestin de veau, la transfor-
mation de bactéries JM 109 compétentes et le criblage
des recombinants par un double systéme de sélection
(ampicilline + ¥X-gal/IPTG) ont été effectués selon des
méthodes de génie génétique classiquement utilisées.

La purification et la préparation en guan-
tité importaﬂte des ADN complémentaires recombinants
clonés dans pBS ont été réalisés en utilisant la
méthode de purification par gradient sur chlorure de

césium décrite par Maniatis (2).
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complémentaire & tester ont été préparées a partir
d'une préparation pure de plasmides recombinants.

L'ADNc le plus long est 1'ADNc FC24 dont la
séquence est l'un des objets de 1l'invention.

L'analyse de la taille et de la répartition
cellulaire des différents transcripts (ARN messager)
correspondant 4 chacune de .les familles, l'évaluation
d'ensemble de la stratégie d'hybridation-soustraction
par l'analyse de 1'hybridation sur 1'ARN messager des
cellules Jurkat, Laz388, U937, K562, la determination
des familles intéressantes & distribution transcrip-
tionnelle réduite ont pu étre menées & bien grdce a la
technique dite de "Northern blot" dont les conditions
de réalisation ont été décrites par Triebel et al (8).
VI - Séguencage de 1'ADNc FC24

Le séguencage de 1'ADN complémentaire FC24 a
été réalisé grace & la "ADN polymérase fragment large"
(enzyme de Klenow) dans une réaction de terminaison
des chaines nucléotidiques par des didéoxynucléotides
selon la méthode de Sanger, soit directement a partir
du plasmide recombinant purifié (séquence de ADN
double brin) soit indirectement apres clonage dans le
phage M13 (séquence d'ADN simple brin). Il faut noter
que les ADNc ont été séquencés sur les 2 brins et gque
la séquence a été aussi établie apres que les frag-
ments de ces ADNc (EcoRI-Pst et Eco RI-Xba) ont été
reclonés dans le plasmide pBS afin de faciliter
1'interprétation des séquences faites sur de 1'ADN
double brin. B .

VIT - Analyses du_type Northern blot de 1l'expression

du géne LAG-2
L'extraction de 1'ARN total intracytoplas-

mique a été réalisée selon Triebel et al. (8). L'ARN a

été séparé sur gel d'agarose en présence de glyoxal et
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transféré sur une membrane de nylon toujours d'aprés
Triebel et al. (8). TL.'hybridation de la membrane de

nylon a été réalisée a 42° C en présence de 50 % de
formamide avec 1la sonde FCZ24 obtenue par marguage de
1'ADNc FC24 au 32P et comme décrit par Triebel et al.
(8).

Il n'y a pas d'expression du gene LAG-2 dans
les 1lignées ayant servi & 1'hybridation-soustraction
comme les lignées Jurkat, Laz 388, K562 et U927. Il
n'a pas été trouvé d'expression du géne LAG-2 dans des
tissus extra-hémapolétiques comme par exemple dans le
cerveau ou dans une lignée d'hépatome. T.'expression du
géne LAG-2 est uniquement retrouvée sous la forme d'un
message a environ 0,8 kb dans : 1) les lignées clona-
les ou polyclonales IL-2 dépendéntes de type NK ou de
type T ; 2) dans les lymphocytes du sang périphérigue
aprés stimulation par la phytohémagglutinine & partir
du jour 4 ou 5.

Par conséquent, 1l'expression du.géne T.AG-2
est induite par la stimulation antigénique ou mitogé-
nigque des lymphocytes T ou NK. L'apparition de 1'ex-
pression de ce géne est assez tardive aprés activation
(jour 4 & 5). T.'expression est conservée sur de lon-
gues périodes (plusieurs mois) lorsque les lignées
lymphocytaires sont mises en culture avec l'interleu-
kine-2.

VIIT - Analyses du type Southern blot du géne LAG-2

L'ADN génomique des lignées KSGZ, Laz 388 et
Jurkat a été digéré avec des enzymes de restriction.
T.'"ADN digéré a été migré sur gel d'agarose 0,7 % et
transféré sur membrane de nylon tel que décrit par
Triebel et al. (8). Les filtres ont ensuite été hybri-
dés avec la sonde FC24 comme décrit par Triebel et al.

(8). Les mémes fragments de restriction hybridant avec
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la sonde FC24 ont été retrouvés apres digestion avec
EcoRI, BamHI ou HindIII, ce qui montre que tout 1'ADN
a été extrait. Avec EcoRI, on note 3 bandes caracté-
ristiques & environ 2 kb, 3,3 kb et 5,2 kb. Ce sont
ces 3 bandes qui, une fois clonées, serviront a
établir 1la structure moléculaire du géne LAG-2 (voir
paragraphe suivant). L'analyse de différents fragments
de restriction a montré que le géne LAG-2 était treés
probablement ,unique et présent 4 une seule copie par
génome haploide.

IX - Tsolement du géne LAG-2 et étude de sa région

promotrice
On isole des clones d'ADN génomigque & partir

de 1la banque LY67 obtenue & partir d'ADN d'une lignée
de cellules B humaines transformées par 1'EBV, digérée
partiéllement par Mbo1 et insérée dans le phage lambda
2001 comme décrit par Dariavach et al. (10). On marque
le fragment de restriction FC24 par la méthode des
amorces avec hexaméres aléatoires décrite par Feinberg
(11) et on l'utilise par cribler 2 x 105 plagues de la
banque d'ADN de génome humain. On isole ainsi 6 clones
appelés GC1 & GC6 et on caractérise les ADN des phages
par des cartes de restriction a l'aide de la sonde
FC24. Tous les clones donnent la méme carte de res-
triction aprés hybridation. A partir du clone GC1, 3
fragments EcoRI hybridant avec la sonde FC24 sont
isolés; ces fragments font 2 kb, 3,4 kb et 5,2 kb. Tls
sont clonés dans le site EcoRI du plasmide pBS.

On construit ensuite des cartes de restric-
tion détaillées de ces sous clones et on compare les
résultats obtenus avec la carte de restriction de la
séquence FC24 définie plus haut. De nombreux fragments
sont obtenus sur gel d'agarose a point de gélification
bas; ils sont sous clonés ensuite dans les bactério-

phages M13mpi18, M13mp19. Les séquences de ces frag-
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ments sont obtenues & partir d'ADN simple brin a
l'aide de 1la technique de terminaison de chaine
dideoxy décrite par Sanger at al. (9).

Ainsi ont pu étre définies les limites
exon-intron portant sur les 3 premiers exons ainsi que
la séquence de la région promotrice. L'exon 1 compiend
les nucléotides 2 & 76; l'exon 2, les nucléotides 77 a
179 et 1l'exon 3, les nucléotides 180 a 278 de la
séquence FC24 décrite plus haut. Il est & noter que le
nucléotide en position +1 de la ségquence FC24 n‘est
pas retrouvé & l'échelon génomigque et il est possible
gue ce nucléotide (un C dans la séquence FC24) appar-
tienne au linker EcoRI qui a servi au clonage dans la
banque d'ADNc. Il est zretrouvé un A & la position
correspondante dans la séquence génomigue (position
680 de 1la séguence montrée aux pages 5 eg 6). La
séquence des exons est identique a la séquence du
clone FC24 décrit plus haut et indigue donc qu'il y a
peu de polymorphisme génétique entre différents
individus puisque la bangque d'ADNc dont est issu le
clone FC24 d'une part, et la bangue génomique LY&7,
dl'autre part, sont issues de matériel cellulaire

provenant de deux individus différents.

La séquence promotrice montrée & la Fig. 1
comprend 705 nucléotides, les 3 derniers correspondant
aux nucléotides A, T et G (codon d‘'initiation de la
traduction). Cette séquence correspond aux 702 nucléo-
tides présents au niveau du géne LAG-2 en position 5
du site d'initiation de la traduction (ATG) défini par
l'analyse de 1'ADNc FC24. Les sites de fixaéion des
promoteurs possibles (soulignés) sont : 1/ une boite
TATA en position 386; 2/ une boite CCAAT en position
291; 3/ un décanucléotide en type GM-CSF (séquence
consensus GAAATTCAC) en position 183 (séquence

CAACTACCAC) T.ez dAeuy nremiers sites (TATA et CCAAT)
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sont retrouvés de facon ubigquitaire dans les promo-
teurs des génes eucaryotes. ILe dernier site (décanu-
cléotide de type GM-CSF) a été décrit comme étant une
ségquence relativement spécifique des cytokines, re-
trouvée dans la partie 5' du géne codant pour le
GM-CSF et du géne codant pour 1°'IL-4 chez 1'homme
(12). 4/ Fnfin, un site de fixation pour la protéine
AP-1 séquence T G A CT C A est présent en position
367 & 373 (14 et 15).

X - Transcription in vitro et traduction du geéne LAG-2

Afin de déterminer de facon définitive la
région codante et la capacité d'étre traduit de 1'ARNm
dérivé par transcription du clone FC24, nous avons
transcrit les 2 brins de 1'ADNc FC24 utilisant soit la
T3, soit la T7 polymérase et comme substrat le clone
FC24 dans le vecteur pRS. Les deux préparations d'ARN
ont ensuite été traduites in vitro en utilisant un
extrait de réticulocytes de lapin en présence de
méthionine 355. I.'ARN sens contenant la gqueue poly-A
du cOHté 3' a été +traduit en une protéine de masse
moléculaire d'environ 16.000 daltons détectable en
autoradiographie aprés migration sur gel de type SDS-
PAGE. Cette masse moléculaire estimée est tres sembla-
ble & la masse moléculaire théorique de 16.380 cor-
respondant aux 145 acides aminés du polypeptide LAG-2
avec un signal peptide intact, non clivé. Aucun
produit de translation n'a pu #tre détecté en utili-
sant 1'ARN anti-sens comme substrat dans la réaction
avec 1'extrait de réticulocyte de lapin.

XTI - Expression de la protéine LAG-2 recombinante

Nous avons employé un systéme utilisant un
vecteur de type ‘baculovirus". Ce systeme permet de
produire des protéines étrangeres dans des cellules
d'insecte, par exemple des cellules SF9 (dépdt ATCC

CRRL 1711}, en utilisant une recombinaison in vivo

'SUBSTITUTE SHEET




WO 90/03394

10

15

20

25

30

PCT/FR89/00491

20

entre un vecteur de transfert qui contient le géne
étranger d'une part et d'autre part, le génome d‘'un
virus. Aprés transfection du plasmide recombinant et
du génome du virus, on sélectionne par purifications
successives (criblage des recombinants) les cellules
SF9 permertant dJd‘obtenir une production de protéine
recombinante importante. Cette protéine est normale-
ment clivée (le peptide signal hydrophobe est enlevé &
l'intérieur de 1la cellule) et glycosylée (au moins
partiellement).

Détection de 1a protéine recombinante :

Un peptide synthétique de 24 acides aminés
correspondant a la séquence NH2 terminale déduite de
la traduction du clone d'ADN FC24 a été synthétisé. Ce
peptide a ensuite été couplé 3 une protéine porteuse,
la KLH ("Keyhole ﬂympet Hemocyanin'). Des immunisa-
tions répétées a des lapins ont permis d'obtenir un
sérum réagissant au 1/10000éme dans des tests de type
ELISA avec ce peptide synthétique. TLa fraction
immunoglobuline de ces sérums de lapin a été purifiée
sur colonne de protéine A - Sépharose.

Des surnageants de cellules SF9 infectées
par le clone recombinant de virus contenant 1le
fragment FC24 ont été obtenus au 3éme jour de la
culture et. ont été +testés par la technique dite du

"Western blot" avec les anticorps purifiés anti-pepti-

digques anti-FC24 décrits plus haut. On a ainsi obtenu

un signal net correspondant 4 une protéine d'environ
14 kd aprés révélation avec des anticorps de cheévre
anti-lapin marqués & la peroxydase.

XTI - Analyse de la protéine LAG-2 recombinante

1) Purification sur colonne d'affinité et

analyse N-terminal de la protéine recombinante

Les anticorps de lapin anti-peptide
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NHZ—termjna] de 1'ADNc LAG-2 ont été purifiés par pas-
sage sur Protéine A - Sépharose. Ces anticorps puri-
fiés ont ensuite été couplés sur CH-sépharose active a
raison de 5 jg d'anticorps par ml de gel. Les tampons
dilution utilisés pour la colonne d'immuno-affinité
sont les suivants
- Tampon 20mM TRIS 10 % éthyléne glycol 0,1 3 N-octyl
glucopyrannoside pH 7,5 (tampon de charge)
- Tampon 20mM TRIS 10 % éthyléne glycol 0,1 % N-octyl
glucopyrannoside 0,25 M NaCl pH 7,5 (tampon de lavage)
- Tampon 50mM glycine pH 2,5 (tampon d'élution)
- Tampon 50mM triéthylamine pH 11 (tampon de régénéra-
tion) .
- Tampon 20mM TRIS base 2,5 % mannitol (pH spontané
envir. 9)
- Tampon 20mM TRIS 10 % ethylene glycol 0,1 % N-octyl
glucopyrannoside 0,01 % azoture de sodium PpH 7,5
(tampon de conservation de 1'immuno-absorbant)

2) Mode opératoire

- 160 ml de surnageant de culture de cellu-
les SF9 infectées par baculovirus ayant intégré 1'ADNc
FC24 (clone 5-01-A6) sont dilués au 1/2 en tampon de
charge et chargés sur 5 ml d'immuno-absorbant avec un
débit de 0,7 ml/mm (vitesse linéaire = 9,5 cm/h) &
température ambiante

- le gel est ensuite lavé avec le tampon de
charge Jjusqu'd ce que la densité optique & 280 se
stabilise (environ 0,080 AU)

- le gel est lavé avec le tampon de lavage
(0,25 M NaCl) jusqu'd D.O environ O

- les protéines fixées sont éluées au moyen
du tampon d'élution froid : 1'éluat est recueilli dans
un égal volume de tampon 20 mN TRIS 25 mg/ml mannitol

- la colonne est lavée par le tampon de
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régénération. (environ 10 volumes de gel) puis est ré-
équilibrée en tampon de charge. Elle est enfin condi-
tionnée & 4 C en tampon de conservation.

3) Analyse des éluats en SDS-PAGE

200 ul de chaque tube d'éluat sont concen-
trés a sec aprés avoir été neutralisés par 10 pl de
TRIS-base 1 M. Les échantillons sont repris dans 20 pl
de tampon d‘échantillon d'électrophorése et 1 ul de
cet échantillon est déposé sur gel. Le gel SDS est
ensuite coloré au bleu de Coomasie. On estime la
guantité de la protéine LAG-2 (bande & 14 kd) &
environ 500 ng a 1 pg/ml d'éluat.

4) Séguencage N-terminal aprés SDS-PAGE et
transfert sur membrane

a) SDS PAGE

L'électrophorése des protéines est faite
selon la méthode décrite par Shagger et Von Jagow
(Anal. Biochem., 166:368-379, 1987).

b) Transfert et microséquence

La technique utilisée est celle decrite par
P. MATSUDAIRA (JBC, vol. 262, 21:10035-10038, 1987).
Aprés SDS PAGE ou transfert sur membrane PVDF et
découpage du spot de 14 kd, on analyse la séquence des
20 premiers amino-acides par la méthode automatique de
dégradation d'EDMAN au moyen d'un séquenceur ABI 470A.
Les résultats sont
CYCLE AMINO-ACIDE
Arg Tyr Ser Pro Met Val Ala Gly Glu
Leu
Ser
?
Glu
Tyr

N LB W N A

Tyr
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8 Asp Gly
9 Leu

10 Ala

11 ?

12 Ala

13 ?

14 Leu

15 ?

16 Asp

17 Glu

18 Glu

19 Lys

20 Ser

I1 est & noter que l'indétermination du
premier amino-acide est habituelle dans la technigque
utilisée. ‘

Conclusion :

Cette séquence correspond .bien & la séquence
de la protéine LAG-2 déduite de la traduction du clone
FC24 décrit plus haut et indique que le signal peptide
est clivé entre la position 21 et la position 22.
L'arginine est donc l'amino-acide NH, terminal de la
protéine LAG-2 mature.

XIIT - Immunoprécipitation de  la protéine LAG-2
naturelle

Les immunoprécipitations ont été faites
aprés marquage interne des cellules FS55IIIE5 (d'ou est
originaire 1le clone d'ADNc FC24) et comme contrdle la
cellule B, EBV-transformée, Laz 388. Les protéines des
cellules (3 «x 107 cellules) ont été marquées avec la

méthionine 328 (200 pci/ml) pendant 4 heures a la

concentration de 10 cellules/ml. Aprés marquage, le
surnageant des cellules a été obtenu par centrifuga-
tion et dilué 5 fois avec un tampon phosphate (pH 7,2)
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0,01 M contenant 1 % de +triton ¥X-100 et 0,1 % de
Na-desoxycholate. Les Iimmunoprécipitations ont é&té
réalisées avec les hétéro-anticorps de lapin couplés &
des billes de Sépharose - Protéine A tel que décrit
par Moingeon et al. (13). Les protéines LAG-2
immunoprécipitées ont été dissociées des billes de
Sépharose 4B par une incubation en tampon de charge
SDS (3 % de SDS & 100" pendant 3 minutes) et soumis &
un gel de polyacrylamide SDS (15 % d'acrylamide) en
conditions réduites et non réduites (5 % de

ALmercaptoéthanol). En conditions -réduites et non

15

20

réduites, on obtient une bande 4 environ 15 kd apreés
autoradiographie. Cette bande est retrouvée dans le
surnageant de la cellule FSS5IIIES mais pas dans le
surnageant contrdle de la cellule Laz 388. Ces expé-
riences indiquent donc que la protéine LAG-2 est bien
sécrétée de facon naturelle par les cellules activées
humaines. D'autre part, le poids moléculaire retrouvé
est semblable au poids moléculaire de la protéine

recombinante produite dans le systéme dit du baculo-

virus.
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Symboles des acides aminés

A Ala alanine

c Cys cytéine

D Asp acide aspartique
E Glu acide glutamique
F Phe phénylalanine

G Gly glycine

H His histidine

I Ile isoleucine

K Lys lysine

L Leu leucine

M Met méthionine

N Asn asparagine

P Pro proline

Q Gln glutamine

R Arg arginine

S Ser serine

T Thr thréonine

v Val valine

W Trp tryptophane

Y Tyr tyrosine
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REVENDICATIONS

1. Lymphokines constituées par ou comprenant

la séquence peptidique

RLS PEYYTD
LARAH LRDEE KSCPC LAQEG PQGDTL
LTKTQ ELGRD YRTCL TIVQXK LEKERKMV
DKPTQ RSVSN AATRV CRTGR SRWRD
VCRNF MRRYQ SRVIQ GLVAG ETAQQ
ICEDL RLCIP STGZPL '
et les séquences qui en différent par un ou plusieurs
amino-acides et qui possédent la méme activité.

2. Lymphokines selon la revendication 1,
constituées par la séquence peptidique
X-RLS PEYYD LARAH LRDEE KSCPC
LAQEG P‘Q'G DL LTRKTQ ELGRD YRTCL
TIVQK LKKMYV DKPTQ RSVSN AATRYV
CRTGR SRWRD VCRNF MRRYQ SRVIZGQ
GLVAG ETAQQ ICEDL RLCIP STGPL
dans laquelle X est choisi parmi H, un reste méthio-
nine ou la ségquence
MATWA LLLLA AMLLG NPGLV FS
et les séquences qui en différent par un ou plusieurs
amino-acides et qui possédent la méme activité.

3. Séguence d'ADN 'comprenant une séguence
deDN codant pour une lymphokine selon la revendica-
tion 1 ou la revendication 2. -

4. Séquence d'ADN codant pour une lymphokine
selon la revendication 1 ou la revendication 2.

5. Séguence d'ADN selon la revendication 4
comprenant essentiellement la ségquence

10 20 30 40 50 60
CGGCATCTCA GCEGGCTGCCC CRCCRTGGCT RCCTGGGCCC TCCTGCTICCT TGCRGCCATG

70 a0 90 100 110, 120
CTCCTGGGCR ACCCAGGTCT GGTCTTCTCT CGTCTGAGCC CTGRAGTRACTA CGRCCTGGCA
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130 140
AGRGCCCACC TGCGTGRTGA.
190 200
GGTGRCLCTGT TGRCCRRARC
250 260
GTCCARRARC TGRAGRARGAT
310 320
ACCCGGHTGT GTRGGRCGGE
370 380
AGGTATCAGT CTRGRGTTAT
430 440
GRGGRCLCTCA GGTTGTGTART
490 S00
GTGGARGRARG CRCRGGCTCC
550 560
CCTCGCTTCC TCGRTCCAGR
510 620
CCICCCCTET CRGGRGRARTR
titre de
dication
lymphokine selan
tion
kine.
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180
GSAGRARTCC

210
ACRGGRGCTG

270
GGTGGRTRAG

330
GRAGGTCRCGR

380
CCRGGGCCTC

450
RCCTTCTARCA

510
TGTCCTCRGA

570
ATCCARCTCTC

630
RAGTGTCRAG

160
TGCCCGTGLC

220
GGCCGTGARCT

280
CCCRCCCAGA

340
TGGCGCGRLG

400
GTGGCLCGGRG

460
GGTCCCCTCT

520
TCCCGGGARARL

5480
CAGTCTCCCT

640
CAAG

PCT/FR89/00491

170
TGGCCCRGGA

230
ACRAGGRCCTG

290
GRAGTGTTTC

350
TCTGCAGHRR

410
ARRCTGCCCR

470
GRAGCCCTCTC

530
GTCARAGCRACC

580
CCCCTGRCTC

650

180
GGGCCCCCRG

240
TCTGACGRTR

300
CRATGCTGLEG

360
TTTCRATGRGE

420
GCRAGRTCIGT

480
ACCTTGTCCT

540
TCTGCCGGET

6500
CCTICTGCTGT

660

6. Composition pharmaceutique comprenant a

principe actif une lymphokine selon la reven-

1 ou la revendication 2.

7. Anticorps monaclonaux dirigés contre une

8. Hybridomes

- produisant des

monoclonaux selon la revendication 7.
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9. Plasmide

30
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comprenant une séguence d'ADN

codant pour une lymphokine selon la revendication 1 ou

2.

séquence

10.
d'ADN

11.

revendication 10.

codant pour
revendication 1 cu

)

-

Vecteur d‘expression

40
ATTTTCCACG

100
GAGGCACCCT

160
GGAGAGGCTT

220
GTTACAGGAC

280
GATGAAGAAG

340
AAAGCTGTTT

400

TTTTAGTATA AGTATGTCCC

12.
ment comme séguence
séquence
10 20 30
GGTACCACCT CTTTCAGCTT CACTCTTTCC
70 80 S0
GAGGAGCTAC AGCTGCCTTT TTGAGATGCT
130 140 - 150
TCACTCAACT TGACTAGTGG GTGAGCCCTT
190 200 210
CCGAAGTACC ACAGGGGACA CGAGTCCAGA
250 260 270
AAAGGGAACC ATTAGGCAAC CAGGGGAAAT
310 320 330
AAAGATGTTC GTGGTATATT GTTAAATTAA
370 380 330
GTGAGATGAC TCACTTATAC
430 440 450
TTGTACTAAG GGGTTTCTCC CTCCGTCGGC
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460
ACATCCCAGG

comprenant une

50
TGAACAGGCC

110
GTCTGAAGAA

170
CCCAGCCTCT

230
CCCAGCTATG

290
ATCTAGATTT

350
AAAAATAGTT

410
ATGCAATATC

470
CATCCTGGCA

une lymphokine selon la

Hote transformé avec un vecteur selon la

Ségquence d'ADN comprenant essentielle-

promotrice tout ou partie de la

60
TTCTAGCCTG

120
GGCCCTCACA

180
GCTCTTCAAG

240
GTTCATGTGT

300
ACAAATGTGG

360
TTTGGGTCAA

420
TGGAACGTAC

480
GCTGCTGGCC
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490 500 510 520 530

540

5 TCCAGCAACC CCACATTCTA GTTGTGTGGG AGTGGGGTGT GGCATGGACC CTGTGGCTAC

550 560 570 580 590

600

CACTGCCCTG ACCTGCTTCT TCACACACTG GTATTTGTAT CTGTGGTAAA CTCAGIGACA

610 620 630 640 - 650

660

10 CGGGGGAGAT GACATACAAA AAGGGCAGGA CCTGAGAAAG ATTAAGCTGC AGGCTCCCTG

670 680 690 700 710
CCCATAAAAC AGGGTGTAAA GGCATCTCAG CGCTGCCCCA CCAIG

15
13. Vecteur d'expression comprenant une
séquence d'ADN selon la revendication 12.
14. Hbéte transformé par un vecteur d'expres-
sion comprenant une séquence d'ADN promotrice selon 1la
20 revendication 12 et une séquence d'ADN codant pour une

lymphokine selon la revendication 1 ou 2 pour l'ex-
pression de ladite lymphokine sous 1le contrdle de

ladite séguence promotrice.
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10
GGTACCACCT

70
GAGGAGCTAC

130
TCACTCAACT

190

20
CTTTCAGCTT

80
AGCTGCCTTIT

140
TGACTAGTGG

200
ACAGGGGACA

CCGAAGTACC AC

250
AAAGGGAACC

310
AAAGATGTTC

370
GTGAGATGAC

430
TTGTACTAAG

490
TCCAGCAACC
550
CACTGCCCTG

610
CGGGGGAGAT

670
CCCATAAAAC

260
ATTAGGCAAC

320
GTGGTATATIT

380
TCACTTATAC

440
GGGTTTCTCC

500
CCACATTCTA

560
ACCTGCTTICT

620
GACATACAAA

680
AGGGTGTAAA

111

30
CACTCTTTCC

90
TTGAGATGCT

150
GTGAGCCCTT

210
CGAGTCCAGA

270
CAGGGGAAAT

330
GTTAAATTAA

390

40
ATTTTCCACG

100
GAGGCACCCT

160
GGAGAGGCTT

220
GTTACAGGAC

280
GATGAAGAAG

340
AAAGCTGTTT

400

TTTTAGTATA AGTATGTCCC

450
CTCCGTCGGC

510
GTTGTGTGGG

570
TCACACACTG

630
AAGGGCAGGA

€90
GGCATCTCAG

460
ACATCCCAGG

520
AGTGGGGTGT

580
GTATTTGTAT

640
CCTGAGAAAG

700
CGCTGCCCCA

FIG.
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50
TGAACAGGCC

110
GTCTGAAGAA

170
CCCAGCCTCT

230
CCCAGCTATG

290
ATCTAGATTT

350
AAAAATAGTT

410
ATGCAATATC

470
CATCCTGGCA

530
GGCATGGACC

590
CTGTGGTAAA

650
ATTAAGCTGC

710
CCATG

60
TTCTAGCCTG

120
GGCCCTCACA

180
GCTCTTCAAG

240
GTTCATGTGT

300
ACAAATGTGG

360
TTTGGGTCAA

420
TGGAACGTAC

480
GCTGCTGGCC

540
CTGTGGCTAC

600
CTCAGTGACA

660
AGGCTCCCTG
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