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Matiéres biologiques, procédé pbur la production de matikres

biologiques et pour 1°utilisation de telles matitres en thérapie.

La présente invehtionrcohceiné les inhibiteurs de 1l%interleukine 1

: (IL-1 INHs) inhibant de maniére sélective l7activité de

1’interleukine 1. L invention concerne également des procédés
permettant de purlfler de tels IL-1.INHs & partir d’urine et de
produlre de tels IL-1 INHs au moyen d hdtes transformés avec des
molécules d‘ADN recombinant comportant des séquences ADN codant
les inhibiteurs, ainsi que des méthodes de traitement et des
compositions caractérisées par de tels IL-1 INHs. Ces méthodes et
agents sont utiles dans les 'applicatiqns et les thérapies

immunosuppressives et anti-inflammatoires.

L’interléukine 1 (IL-1) est une cytokine protéique produite

essentie}lemént par des celiules de 1la lignée des

hacroﬁhages/monocytes. Il existe deux génes IL-1 distincts

capables de coder des polypeptides IL-1 -- IL-1e et IL-1§£ [P.
Auron et al., "Nucleotide Sequence of Human Monocyte Intér}eukin-1

Precursor cDNA", Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 81, p. 7907 (1984);

C. March et al., “Cloning, Sequences And Expression of Two

Distinct Human Interleukin 1 Complementary DNA’s o and g,

Nature; 315, p. 641 (1985)]. Des études de leurs activités

biclogiques respectives & l‘aide d’IL-1¢« and P recombinants ont

permis de montrer jusqu’id présent que les deux formes d’IL-1 se

partagent de multiples activités biologiques.
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L°IL-1 présente plusieurs activités biologiques distinctes. De par

- une de ces activités -- 1%activité LAF ou facteur d’activation des

lymphocytes -- 17IL-1 est un médiateur de réponse immunologique
et stimule la maturation, la différenciation et la croissance de

nbmbreux types de cellules, comme par exemple les lymphocytes T et

8 immatures [P. Au:on-ef al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 81,
suéra]. De par- une autre de ses activités -- lactivité MCF ou
facteur de cellules mononucléaires -- 1°IL-1 joue un réle cehtral

dans la régulationrdé,diverses réponses inflémmatoireé [C.

,_Dinarello, "An Updafe cf Human Intepleukin i*, J. Clin. Immun., 5,

p. 287 (1985)]) et stimule diverses ceiluleé, par exemple les
fibroblastes et les ‘chondrocytes, en vue de produire
respectivement la prostaglandihe E, (PGE2) et le collagéne. Ces

réponses entrent dans la pathogénésie de maladies comme 1l°arthrite

;humatisméle ou de maladies associées 2 la destruction de tissus

[J. Dayer, "Cytokines and Other Mediators in Rheumatoid

_Arthritis", Springer Semin. Immunopath, 7, p. 387 (1984)]. De

plus, on sait que 1°IL-1 induit la production de 1°IL-2 [J. W.

'Lowenthal et "al. "IL-1 Dependent Induction of Both IL-2 Secretion

and IL-2 Receptor Expreséion By Thymona Cells", J. Imm., 137, pp.
1226-1231 (1986)] favorisant la prolifération des cellules T.
Enfin, on sait aussi- que 1°IL-1 stimule les molécules sur les

cellules endothéliales afin de capturer les globules blancs du

- sang [J. Oppenheim et al., "There is More Than One Interleukin 1",

Immun. Today, 7, p. 45 (1986)1.

Il serait par conséquent intéressant d’identifier et disoler un

inhibiteur de 1°IL-1 supprimant la prolifération de certaines -

cellules T et.B antig&nes ainsi que la synfhése des

prostaglandines et du collagtne par des fibroblastes. Un tel
composé serait utile pour le traitement de troubles impliquant des
réponses immunitaires et inflammatoires. De plus, il serait
souhaitable d’isoler un inhibiteur de 1°IL-1 capable de supprimer
la production de 1°IL-2 induite par 17IL-1. Il serait également

intéressant d’identifier un composé inhibant de manieére sélective



les activités de 1°IL-1 sans inhiber en méme temps d“autres
protéines,lpar exemple les facteurs de nécroses tumorales comme le
TNF—oL}rse partageant diverses propriétés biolnéiqueé de 1°IL-1,
c’est-a-dire la production de PGE-, et de coilagéne"par les
fibroblastes dermigues humains [J3. Dayer et al., "Cachectin/Tumor

Necrosis Factor Stimulates Collagenase and Prostaglandln E,

'rrProduction by Human Synov1al Cells and Dermal Fibroblasts", J.
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VTumo; Necrosis Factorel ", J. Immun., 139, p. 1541 (1987)1].

Exp. Med., 162, p. 2163 (1985)1 ou 1° 1nduct10n de la proliferatlon ,
de'fibroblastes [p. Seckinger et al., "A Urine Inhibitor of
Interleukin 1 Activity Affects Both Interleukin 1 c£ and # But Not

A'i'héure actuellé, des composes décrlts comme ayant des effets

inhibiteurs sur 1°IL-1, comme par exemple les prostaglandines,

agissent essentiellement en tant qu’inhibiteurs non sélectifs. Il

‘a également été signalé que l’urine de'patients fébriles contient

un inhibiteur sélectif de 1°IL-1, possédant un poids moléculaire
de 20 & 30 kb [Z. Liaoc et ai. "Identification of a  Specific
Interleukin 1 Inhibitor In The Urine of Febrile Patients",
J.Exg.Med., 159, p. 126 (1984)]1]. Ligg ne suggére pas que ce
composé puisse se présenter autrement que dans une forme trés
brute ou qu’il inhibe 1 activité MCF de 1°IL-1, inhibe la liaison
de 1°IL-1 & des réceptéurs de cellules cibles ou inhibe la
prolifération de fibroblastes en présence de 1°IL-1. Un deuxitme
éomposé signalé commé ayant des effets inhibiteurs sur l’IL;1 fw.

Arend et al., "Effects of Immune Complexes On Production By Human
Monocytes of Interleukin or an Interleukin 1 Inhibitor", J.
Immun., 134, p. 3868 (1985)] est produit par des monocytes humains
cultivés sur des complexes immunogines adhérents. Cependant, . le
rapport Arend est ambigu du fait qu’il -ne préciée pas si le
composé inhibe & la fois l°activité LAF et 1 activité MCF de
17IL-1 (voir page 3874). De toute fagon, le rapport Arend ne
précise pas que le composé est substantiellement pur ou qu’il
empéche la liaison de 1°IL-1 3 des récepteurs de cellules cibles

ou qu’il inhibe 1la prolifération des fibroblastes en présence de
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17IL-1. Un troisitme composé signalé comme ayant des effets
inhibiteurs sur 1°IL-1 [J-F. Balavoine et al., "Prostaglandin E,
And Collagénase Production By Fibroblasts'And SynoviaI.Cells Is

Regulated By Urinefderived Human Interleukin 1 And Inhibitor(s)",

J, Clin. Invest.,'78, p. 1120 (1986)] se présenterait sous une

forme trés brute, mais son mode d action n’est pas'décrit.

La présente invention résout les'problémes méntionnés.ci-avant en
fournissant'des inhibiteurs . de 1 IL-1 ("IL-1 INHs") substan-
tieilement purs, lesquels inhibent de manidre sélective les
activités LAF et MCF de 1°IL-1, inhibent la productibn'de 1°1L-2

‘induite ‘par 1°IL-1, inhibent 1la prolifération des fibroblastes

induite par 1°IL-1 et se lient aux récepteurs de 1°IL-1 sur des

. cellules cibles, destinés & &tre utilisés dans des compositions,

"des méthodes et des thérapies imhunosuppressives ou anti-

inflammatoires. Les IL-1 INHs suivant la présente invention
n'inhitgnf pas la production de PGE, et de collagéne induite par
TNFet dans des cellules cibles. Les IL-1 INHs de la présente
invention sont des lors utiles dans hne'variété de compositions et
de méthodes destinées ¥ des application§ immunosuppressives et
anti—inflammatci;es. Les IL-1 INHs de 1l°invention se caractérisent
en ce qu’ils sont des-polypeptides présentant un poids moléculaire
de 25 kD environ sur SDS/PAGE et ‘un point isoélectrique de 4,7

comme déterminé par chromatofocalisation.

Urie premitre mise en oeuvre d’un prbcédé'de la présente invention

S

permettant de produire ces IL-1 INHs est la purification & partir

. de sources naturelles. Une telle purification comprend les étapes

de: cancentration d‘urine brute de patients fébriles, de
précipitation ‘de 1°IL-1 INH brut de 1l°‘urine et de fractionnement
de 17IL-1 INH des autres protéines dé ce précipité par une ou
plusieurs chromatographies par échange d“ions, chromatographies
hydrophobes, filtrations sur gel et immunoabsorptions.

~

Une seconde mise en oeuvre présentement préférée d’un procédé de
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lﬁnprésente invention permettant de produire ces IL-1 INHs est la
producfion recombinante de tels inhibiteurs. Dans un tel procédé,
désrséquences ADN codant bour les IL-1 INHs derlé présente
invenfion,,des'molécules d “ADN reqombinant'ca:actérisées par ces
séqugnces ~et divers h8tes “unicellulaires ﬁfansformés- avec ces

séquenceé et molécules d°ADN, sont utilisés en vue de produire les

IL-1 INHs de la présente invention (avec ‘ou sans une méthionine

s

supplémentaire artérminaisoﬁ N) ou des portions de ceux-ci par

fermentation des hotes transformés. .I1 est clair que le -

polypeptide de 1°IL-1 INHjéuiQant la présente invention,'iequql

_présente une activité IL-1 INH, peut comporter diverses autres

substitutions, additions ou suppressions & la séquence aminoacide
de 1°IL-1 INH. ' '

Un autre objet de la présente invention est d utiliser les IL-1

" INHs ~de rl'invention en vue de déterminer les structures

moléculaires et la localisation des sites actifs pour 1°IL-1 INH
et.d'employer cette information en vue de ponéevoir des "fragments
et des peptides utilisables en tant qu’IL-1 INHs dans les
compositions et 1les méthodes immunosupp;essives ou anti-

inflammatoires de la présente invention.

La figure 1 présente le profil d’activité de 1°IL-1 INH d’urine
obtenu & partir de 1°étape Sépharose QAE.

La figure 2 montre le profil d’activité de 17IL-1 INH d'urine

obtenu & partir de 1°étape Sépharose DEAE. ..

<

La figure 3 montre le profil d’activité de 1°IL-1 INH d“urine de .

la fraction de filtration AcAS4.

La figure 4 montre la réponse de dose des échantillons d“IL-1 INH
d‘urine apreés chaque étape de purification, mesurée au cours

d’essais de liaison IL-1/LAF et IL-1/récepteurs.
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La figure 5 montre 1°activité de 1°IL-1 INH mesurée au cours de

‘l’essair IL-1/LAF.

La figure 6 montre 1°activité de 1°IL-1 INH mesurée au cours de

l’essaiVIL-1/MCF.

La figure 7 montre que 1°IL-1 INH n‘influence pas la production de

" PGE, induite par hrTNFo(.

'

La figure 8 montre 1°activité de 1°IL-1 INH mesurée au éouré.de
1’essai IL-1/prolifération des fibroblastes. '

!

t.a figure 9 montre }'activité spécifique de 1°IL-1 INH mesurée

aprés chaque étape de purification au cours de l’essai de liaison

IL-1/récepteurs, de 1‘essai LAF, de 1l%essail EL;AICTLL et de
1’essai MCF. .

Afin que l’invention décrite dans la présente soit parfaitement
comprise, il est prévu la description.détaillée ci-apres. -

Les termes suivants sont employés dans la description :

MCF : Facteur de cellules mononucléaires. L activité MCF de 17IL-1
définit son aptitude 2 stimuler la production de prostaglandine E
et de collagkne -dans de nombreuseés cellules cibles, par exemple

les fibroblastes, les cellulés synoviales.

LAF : Facteur d’activation des lymphocytes. L activité LAF de

1°IL-1 définit son aptitude & stimuler la prolifération et la

différenciation des lymphocytes T et B.

CTLL : Lignée de cellules lymphocytes T cytotoxiques. Les cellules
CTLL sont coincubées avec des cellules EL-4 et utilisées pour

tester 1’effet stimulateur de 1°IL-1 sur la production de 17IL-2 a

partir de cellules EL-4; 1°IL-2 stimule alors la prolifération des
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cellules CTLL, laquelle est mesurable.

La Qrésente invention concerne des IL-1 INHs substantiellement
purs. Deé IL-1 INHs substantiellement'purs, comme défini.par»
l;inyention, sont substantieilement exémpté de contaminants
majeurs; en particulier l’épolipoprotéine A1 et la: protéine de

liaison rétinol, et migrent selon une seule bande sur SDS/PAGE.

Les IL-1 INHs de la présente invention inhibent de manigre

sélective les activités LAF et MCF de 1°IL-1, inhibent la

production de 1°IL-2 par les cellules EL-4 induite par l'IL;1,
inhibent la prolifération des- fibroblastes induite par 1°IL-1 et
se lient aux récepteurs de 1fIL~1 sur des cellules cibles. Une

telle inhibition sélective est définie comme étant 1l aptitude 3

_empécher l7activité induite par 1°IL-1 tout en n’ayant pés

: l7aptitude & empécher dautres composés de présenter certaines

activités similaires & ‘l'IL-iy- comme par exemple le TNRL
recombinant de 1°&tre humain (hrTNFd), lequel est un ﬁédiateur de
prbﬁuction de PGE, et de collagdéne. Cette spécificité est un
facteur important permettant d’inhiber de fagon sélective 1°IL-1
sans perturber 1%activité requise de la part d’autres médiateurs
du systime immunitaire. Nous avons démontré cette spécificité der
nos IL-1 INHs en comparant 1’effet des IL-1 INHs de l'invention'
sur l’activité de 17IL-1 é.ceile'de hrTNF e, au moyen d’essais

IL-1/MCF et de prolifération des fibroblastes.

Les IL-1 INHs de la présente invehtion‘ont de préférence un poids
moléculaire d’environ 25 kD sur SDS-PAGE et un point isoélectrique

de 4,7 comme déterminé par chromatofocalisation.

Lgs IL-1 INHs de la présente invention sont capables d“inhiber une
réponse.induite par 1°IL-1 au cours d‘un essai LAF, d’un essai
MCF, d’un essai EL-4/lymphocytes T cytotoxiques ("EL-4/CTLL") et
d’un essai de prolifération des fibroblastes. Déns l’essai IL-% /

LAF, 1%inhibition de la prolifération des cellules T induite par
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1°IL-1 « ou ﬂ est mesurée en détectant une diminution du niveau
d’incorporation de [H3] thymidine en présence de diverses
dilutions d“un IL-1 INH de la présente invention. Dans 1%essai
IL-1/MCF, 1l’inhibition de la production de PGE, induite par 17IL-1
est megurée au moyen d’un double essai de radicimmunité des
anticbrps, en se servant d’un antiéé;uh vis-a-vis de PGE, en
présence de diverses dilutions d7un IL-1 INH de la présente
invention. La diminution de PGE, dans le milieu, détectée au .moyen
d’un essai de radisimmunité, indique. 1activité de 17IL-1 INH.
Dané l'esséi EL-4/CTLL, 1°inhibition de la production de 1°IL-2
induite par 1’iL-1 est mesurée en présence de diverses dilutions
d“un IL—1‘iNH de la présente invention. L inhibition est observée
comme étant une Téduction du niveau d“acceptation de _[H3]

thymidine ([H3]-TdR) servant de mesure de la prolifération des

cellules -CTLL. Une prolifération a lieu uhiquement en présence de

1°IL-1, lequel induit 1°IL-2 en fonction de la dose présente. Dans

1"essai de prolifération des fibroblastes, 1°inhibition de

l’accepfation de [H3]-TdR par les fibroblastes induits par 1°IL-1
est mesurée en présence de diverses dilutions d’un IL-1 INH de la

présente invention.

Comme décrit ci-avant, les IL-1 INHs de lé présente invention se
lient spécifiquement 3 des récepteurs de. 1°IL-1 sur des cellules
cibles. Cette liaison fut démontréeren utilisant une série
d’essais de liaison & 1°IL-1. En premier lieu, nous avons mesuré
leffet de concentrations croissantes d’un IL-1 INH sui la liaison
d“IL-1 marqué & des récepteurs sur des cellules cibles. Nous avons
observé que des concentrations élevées d’IL-1 INH réduisaient la
quantité'd’IL-1 marqué enfrant'en liaison. Ensuite, nous avons
ajouté un complément d’IL-1 INH non marqué et avons observé
1’effet de ce complément sur 1°IL-1 marqué relié & une cellule
ciblé. Cet essai a permis de démontrer que le complément d'IL-1
INH rivalisait avantageusement avec 1°IL-1 marqué relié a la
surface des cellules cibles et le remplagait. Nous avons par la

suite ajouté un complément de protéine de liaison rétinecl et avons
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observé que la liaison de 1°IL-1 INH aux cellules cibles ne se-
trouvait_pas empgchée. Cet essai a permis de démontrer que nos

IL-1.INHs‘rivalisent spécifiquement avec 1°IL-1 pour se lier aux

- récepteurs de 17IL-1 sur des cellules cibles. -

La prééen%é invention cpﬁcerne également un procédé de
Pufification' permettant d“isoler un IL-1 'INH de 1’invention &

partir de sources naturelles,.par exemple des patients treés
féb;iles iou' des patients du SIbA soufffant d“infections
occasionnelles.VCe'procédé'comprend plusiebrs étapes.. Globalement,
ces'étapes sonf (1) la concentration d‘urine; (2) la précipitation
de 1°IL-1 INH brut dé 1”urine concentrée et le fractionnement de
1°IL-% INH des autres pratéines de ce précipité par au moins une

chromatographie par échange d“ions, - une ‘chromatographie

hydrophobe, une filtration sur gel et une immunoabsorption.

Dans la mise en oeuvre présentement préférée de ce ﬁroéédé, nous
avons d“abord concentré de l‘urine brute de patients fébriles au
moyen de méthodes standard, par exemple l'ulfrafiltration. Nous
avons ensuite précipité une fraction brute contenant 1°IL-1 INH de
1%échantillon d urine concentrée, & 1°aide de sulfate d‘ammonium.
Apres avoir &liminé lé sulfate d“ammonium par dialyse, nous avons
séparé les fractions contenant 1%activité de 1°IL-1 INH des autres
protéines,.é l1%aide de la chromatographie par échange -d”ions. Plus
spécifiquement, dans notre mi§e en oeuvre favorite, nous employons
deux ééhangeurs d“anions --. une colonne Sépharose diéthyl-(2-
hydroxypropyl)aminoéthyl [colonne Sépharose (QAE)] et une colonne
Sépharose diéthylaminoéthyl [colonne Sépharose (DEAE)] -~ de fagon
indépendanterou de maniére combinée; la colonne Sépharose DEAE
suivant de préférence la colonne Sépharose QAE. Afin de surveiller
l7activité deé.diverses fractions, Hbus avons utilisé 1’essai LAF
et 1°essai de liaison des récepteurs. Dans ce procédé, les
fractions actives de 1°IL-1 INH sont ensuite fractionnées en
fonction du poids moléculaire, & 1°aide d’une filtration sur gel,

de préférence un gel AcA54, en sélectionnant de nouveau les
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fractions actives <comme décrit ci-avant. Les fractions

sélectionnées se caractérisent en ce qu’elles possédent un poids

‘moléculaire de 25 kD environ et représentent au moins 90% de la

teneur en protéines. Les principaux contaminants sonf'

1’apolipoprotéine A1 et la protéine»de liaison rétinol. Bien que

ces contaminants peuvent é&tre éliminés de plusieurs -fagons, nous

préférons utiliser des anticbrps.monoplonaux ou polyclonaux
agissant sur l'apoliboprotéine et ‘la protéihe de liaison rétinol

par la méthode d'immdnoabsorption.

Les fractions actives de 1°IL-1 INH ci-dessu5'sont ensuite

purifiées par chromatbgraphie'hydrophobe a2 1’aide d’une colonne -

-Sépharose phényl fractionnant les protéines en fonction de leur

caracteére . hydrophobe. L apolipoprotéine A1 et la protéine de
liaison rétinol, par exemple, sont plus hydrophobes que les
protéines de la présente invention et seront dés lors retenues sur

la colonne.

En utilisant le procédé décrit ci-avant et présentement préféré,
1°activité spéecifique de - 17IL-1 INH de 'la brésente invention,
c’est-3-dire la quantité d°IL-1 INH requise pour produire une
inhibition demi-maximale, a augmenté aprés chaque étapé de

purification. Voir Figure 9. Nous avons utilisé un essal de

liaison IL-1/récepteurs,; un essal LAF, hn essai EL-4/CTLL et un-

essai MCF en vue de mesurer cette activité épécifiqué. Cependant,

plusieurs autres essais auraient tout-aussi bien pu &tre utilisés.

CL’IL-1 INH purifié dans le procédé ci-dessus, ou procédé

présentement préféré, peut &tre directement utilisé dans les
compositions et "les méthodes immundsuppressives et anti-
inflammatoires de la présente invention. Cependant, nous préférons
utiliser une telle protéine purifiée en tant que source de données
de séquences aminoacidgs, afin de permettre 1°utilisation de notre

conception des éprouvettes d°ADN en vue d'isoler et de

sélectionner une séguence ADN codant pour un IL-1 INH de la.
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présente invention. De telles séquences ADN, y compris les

molécules d'ADN recombinant, et les hotes unlcellulalres

transformés avec elles peuvent alors &tre employés pour produire

‘de grandes quantités d’ IL-1 INHs de la présente invention,

substantiellement exempts d’autres protéines humaines, pour une

,utillsatlon dans les compositions et les thérapies de la présente

invention,

‘Plus spécifiquement, nous"déte;minons les séquences aminoacides de

divers -fragments et portions de notre IL- 1 INH purifié. Nous

utilisons -alors ces séquences et les séquences ADN codant pour

-celles-ci afin de concevoir ‘une série d° éprouvettes d“ADN

r'potentlellement utiles pour explorer diverses librairles d “ADN

dans le but _de détecter des séquences ADN codant pour les IL-1

-INHs ‘de” la présente 1nvent10h De telles librairies comprennent

les banques de genes chromosomiques et les librairies d“ADN ou d*
ADNc préparées sur -base de tissus ou de lignées de cellules
cépables de produire avec certitude les IL-1 IHNs de la présente
invention. De telles lignées de cellules comprennent les lignées

de cellules du genre monocyte bien connues des spécialistes.

Comme moyen permettant de préparer 1°ADNc, de cloner et d“exprimer
enf;n les polypeptiques de 1°IL-1 INH, de 1°ARNm poly A¥ est isolé
d’une _source de cellules produisant 1°IL-1 INH, comme par exemple
des macrophages stimulés, au moyen de méthodes conventionnelles
telles que celles décrites par Land et al., "5-Terminal Sequences
of Eukaryotlc mMRNA Can Be Cloned With High Efficiency", Nucleic
Acids Research, 9, pp. 2251-66 (1981); Okayoma and Berg, "High

Efficiency Cloning of Full-Length CDNA, Mol. and Cell. Biol., 2,

PP. 161-70 (1982); et Maniatis et al. dans "Molecular Cloning"

(ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Celd Spring Harbor, New York),
PP. 229-46 (1982). Ensuite, une librairie d“ADNc sur base de
1°ARNm poly A* isolé ci-dessus est réalisée au moyen de méthodes
conventionnelles, par exemple celles décrites par Wickens et al.

"Synthesis of Double-Stranded DNA Complementary to Lysosyme,
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Ovomucoid And Ovalhuman mRNAs", J. Biol. Chem., 253, pp. 2483-95
(1978); Maniatis et al. dans "Molecular Cloning" (ed. Cold Spring

" Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York), pp. 229-46

(1982); et V. Gubler et al. "A Simple And Very Efficient Method
For Generating cDNA Libraries", Gene, 25, pp. 263-69 (1983).

Il existe plusieurs approches en matidre d’exploration d’une

librairie de clones ‘en vue de détecter un clone contenant uné.

molécule particulidre d°ADN recombinant, c’est-a-dire un clone

contenant un insert pourrl'IL-1'INH.-Par'exemple, sur base d’une

séquence aminoaé;de partielle de notre IL-1 INH, des éprouvettes
d°ADN comportant une série de fragments d“ADN synthétiqhe cﬁdant’
pour des parties sélectionnées des IL-1 INHs de la présente
invention peﬁvent ‘8tre réalisées. Les techniques permettant de
déterminer les séquences amincacides sont bien connueg des
spécialistes. Aprés avoir déterminé les séquences aminoacides de
diverses régions de 1°IL-1 IHN, des échantillons d“éprouvettes
d'Iy—1 INH dégénéré peuvent &tre synthétisés chimiquement par le
biais des techniqﬁes- conventionnelles de syntheése d“ADN
phoéphoamide, en vue de leur utilisation pour explorer une série
de librairies d“ADN afin de sélectionner des séquences ADN
apparentées par hybridation. Les éprouvettes d’ADN sont alors
marquées aux terminaisons ‘5° avec 32p 3 1°aide de kinase
polynucléotide T4 et 32P-ATP, substantiellement comme décrit par
A. M. Maxam and w.'Gilbert, "A New Method For Sequencing DNA",
Prop. Natl. Acad. sbi. Usa, 74, pp 560-64 (1977).~Ces.éprouvettes

d’ADN sont alors utilisées pour explorer les librairés d’ADNc ou
de génomes, par exemple ies librairies d'ADNé dérivées des lignées
de cellules leucémiqdes-du genre monocyte U937, THP-I et HL60O, en
vue dé déceler des séquences ADN codaqt les IL-1 INHs de la
présente invention, en se servant des méthodes conventionnelles.
Ces séquences sélectionnées peuvent alors &tre exploitées en vue
de l’expression des IL-1 INHs dans des hotes procaryotiques et
eucaryotiques transforméé en méme temps qu’eux, au moyen de

techniques bien connues des spécialistes. Elles sont également
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utiles en tant qu‘éprouvettes d'exploration permettant de
sélectionner d“autres séquences ADN apparentées codant pour des

IL-1 INHsrmammiféres.

Les ‘séquences ADN et ies molécules d’ADN derlamprésente invention
peuvent gtre ekﬁrimées é.l’aidé d‘une impartante variété de
combinaisons dfhates/vecteurs; Des vecteurs utiles peuvent &tre
coﬁstituer; ~ par exemple, de segments de..séquences "ADN
chromosomiques, non chromosomiques et synthétiques, tels que

divers dérivés connus de SV40 et plasmides bactériens connus, par

rexemple les plasmides d’E.coli comprenant colETl, pCR1, PpBR322,

pMBS et RP4; les ADN phages, par exemple les nombfeux dérivés de

.phage, par exemple NM 989, et autres phages d“ADN, par exemple M13

BN

et autres phages filamenteux d’ADN & toron unique; les vecteurs
utiles dans les ievures,Atels que le plasmide 2u; les vecteurs
utiles dans les cellules eucaryotiques, tels que des vecteurs
utiles dans "les cellules animales, comme celles contenant des
séquences ADN dérivées des adénovirus et rétrovirus de SV40 et des
vecteurs dé:ivés de combinaisons de plasmides et d“ADN phages,
comme les piasmides ayant été modifiés pour utiliser de i'ADN

phage ou autres dérivés de ceux-ci.

De tels vecteurs d‘expression se caractérisent également par‘au
moins une séquence de contrdle d’expression, laquelle est
utilement reliée & la séquence ADN de 1°IL-1 INH inserée dans le
vecteur afin de contrdler et de réguler 17expression de cette
séquence ADN clonée. Des exemples de séquences de contrdle

d’expression utiles sont le systtme lac, le systéme trp, le

-systéme tac, le systetme trc, les principales régions opérateur et

promdteur Vde A phage, la région de contrdle de la protéine de
couverture fd, les promoteurs glycolytique de la levure, par
exemple le promoteur de la kinase 3-phosphoglycérate, les
promoteurs de la phosphatase acide de levure, par exemple Pho5,
les promoteurs des facteurs de reproductionol de la levure, et lés

promoteurs dérivés de polyoma, adénovirus, rétrovirus and virus
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simien, par exemple les promoteurs de départ et les promoteurs
d’arrivée ou SV40, et autres séquences contrdlant l°expression de
genes de cellules procaryotiques. ou eucaryotique§ et leurs virus

ou combinaisons de celles-ci.

Parmi de tels vecteurs d“expression utiles figufent les vecteurs
induisant 1l’expression des séquences -ADN clonéeé de 1°IL-1 INH
dans les hétes gucaryotiques,'comme les cellules animales et
humaines [parrexemple, P.J. Southern and P. Bérg, J. Mol. Appl.
Genet., 1, pp. 327-41 (i982); S. Subramani et al., Mol. cell.

-Biel., 1, pp. 854-64 (1981); R. J. Kaufmann and P.A. Sharp,

"Amplification” And Expression of Sequences Cotransfected with A

Modular Dihydrofolate Reductase Complementary DNA Gene", J. Mol. .

Biol.; 159, pp. 601-21 (1982); R. J. Kaufmann and P.A. Sharp, Mol.
Cell. Biol:, 159, pp. 601-64 (1982); S.I. Scahill et al.,

vExpression And Characterization Of The Product of A Human Immune

Interferon DNA Gene In Chinese Hamster Ovary Cells", Proc. Natl.
Acad. Sci. USA., 80, pp. 4654-59 (1983); G. Urlaub and L.A.
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 77, pp. 4216-20 (1980)].

De plﬁs, ad sein de chaque vecteur d‘expression spécifique,
différénts sites peuvent &tre sélectionnés poué l%insertion des
séquences ADN de 1°IL-1 INH de la présente invention. Ces sites
sont habituellemenf désignés par 1 endonucléase de réstriction qui

les traverse., De tels sites sont bien connus dgs spécialistes. Il

y a lieu de préciser qu'uh vecteur d’expression utile dans la

présente ‘invention ne ddit pas nécessairement posséder un site
d’endonucléase de restriction en vue de 1l%insertion du fragment
d’ADN choisi. Au lieu d‘un tel site, le vecteur pourrait &tre
relié aﬁ fragment d“ADN par d‘autres moyens. Le vecteur
d“expression, et en particulier le site choisi dans celui-ci en
vue de l%insertion d’un fragment d“ADN sélectionné et sa liaison
effective & une séquence de contrdle d'expression, est déterminé
par une série de facteurs, par exemple le nombre de sites

susceptibles de recevoir une enzyme de restriction particuligre,



10 -

15

20

25

30

35

-15-

la greosseur de la protéine a exprimer, la tendance & une
dégradation protéolythue de la protéine souhaitée par des enzymes
de cellules hdtes, la contamination ou la llaison de la protéine &
exprlmer par.des protéines de cellules hdtes difficiles & éliminer
en cours de purification; les caractéristiques d'exbression, comme
la locallsatlon des codons de depart et de termlnalson relatifs
aux séquences du vecteur, et. d”autres facteurs connus des
spécialistes. Le choix d’un vecteur et d‘un site d insertion pour
une séquence ADN est déterminé par un équilibre de ces facteurs,
tous les choix n’é&tant pas d‘efficacité égale pour un cas bien

précis.

Des hotes d’expression utiles sont les hbtes eucaryoctiques et

procaryotiques bien connus, comme par ’exemple. les souches

d’E.coli, telles que E.coli SG-936, E.coli HB 101, E.coli w3110,
"E.coli X1776, E.coli  X2282, E.coli DHI, et E.coli MRCI,

Pseudomgnas, Bacillus, tels que Bacillus subtilis, Streptomyces,

les levures et autres champignons, les cellules animales telles
que les cellules COS et CHO, et les cellules humaines et les

cellules végétales en culture de tissus.

Bien entendu, toutes les combinaisons de vecteurs d’hétes /-
d“expression Fonctionnent selon une efficacité égale au cours de
17expression des‘séquences ADN de la présente invention ou de la
production des polypeptidgs correspondant aux IL-1 INHs de la
présente invenfion. Cependant, wun choix particulier'd'une
combinaison de vecteurs d’hdtes / d‘expression peut étre effectué
par les spécialistes, aprés étude des principes exposés ﬁgns‘la
présente, sans sortir du champ de la présente invention. Une tellg
sélection doit par exemple reposer sur un équilibre 'd‘un nombre de
facteurs. Ceux-ci comprennent, par exemple, la compatibilité de
1°h8te et du vecteur, la toxicité des protéines codées par'la
séquence ADN & 1°égard de 1°hdte, la facilité de récupération de
la protéine souhaitée, les caractéristiques d“expression des

séquences ADN et des séquences de contréle d“expression qui y sont
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activement liées, la sécurité biologique, les colits et le
croisement, la forme ou autres modifications de post-expression

nécessaires en vue de l°obtention de la pfotéine souhaitée.

Les IL-1 INHs produits par~fermentatibn dés hotes procaryotiques
et eucaryotiques transformés avec les séquences ADN de la présente
invention peuvent étré employés dans les compositibns'et les
méthodes'immunoéuppreSSives et anti—ihflammatoires'de la présenté

invention.

Les IL-1 INHs de la présente invention péuvent-'égélement gtre
analysés de manitre & déterminer leurs sites actifs en vue de la

production de fragments ou de peptides, y compris des peptides

.synthétiques, possédant 1 activité des IL-1 INHs. Parmi les

techniques connues permettant de déterminer  de tels sites actifs
figurent la cristallographie par rayons X, la résonance magnétique
hucléaire, le dichroisme circulaire, la spectroscopie U.V. et la

mutagéndse spécifique de sites. Il en résulte que ces fragments ou

' peptides font également partie de la présente invention et peuvent

8tre utilisés dans des méthodes et des buts immunosuppressifs ou

anti-inflammatoires.

* L administration des polypeptides de ;'IL—1 INH de la présente

invention, ou de peptides dérivés ou synthétisés sur base de ceux-

i ou en utilisant leurs séquences aminoacides, ou leurs sels ou

des dérivés pharmacedtiquement'acceptables de ceux-ci, peut &tre
assurée par le biais de n“importe lequel des agents ou modes
d“administration classiqﬁes ‘acceptés, présehtant une activité
immuﬁosuppressive ou anti-inflammatoireﬂ Ceux-ci comprénnent
1’administration par voie orale, parentérale, sous-cutanée,
intraveineuse, intralésionale ou topique. Leé injections locales,

intralésionales ou intraveineuses sont préférées.

Les compositions utilisées dans ces thérapies peuvent également se

présenter sous diverses formes. Celles-ci comprennent par exemple



10

'ig .

20

25

30

35

L !
Sod e N S ~

AN YeN AT N T AN
NRGR ST

-17=

les formes solides, semi-solides et liquides, comme les pastilles,

"~ les pilqles, les poudres, les suspensions ou solutions liquides,

les éuppositoires, les solutions & injecter et & infuser. La forme

préférée dépend du mode d’administration et de 1 application

' thérapeutique'envisagés. Les compositions comporteront également

- de préférence des véhicules classiqués pharﬁadéutiquement

aqceptables'et peuvent comprendre d‘autres agents médicamenteux,
adjuvants, excipients, etc., paf exemple des préparations de
plasma ou de sérumalbumine Vd;étref humaih. Les compositions de
l'inventibn se présentent de bréférehce sous la forme de doses
unitairesr et seront généralement édministrées. une ou plusieur§'

fois par jour. -

Afin que 1l%invention décrite ci-avant soit encore mieux comprise,

il est prévu les exemples qui suivent. Il s’entend que ces

exemples sont donnés & des fins illustratives uniquement et ne
doivent pas &tre interprétés comme limitant d“aucune  fagon la

présente invention aux méthodes spééifiques exposées ci-aprés.

Exemple 1 : Phrification de 1°IL=1 INH

a) Concentration de protéine 3 partir d‘urine humaine °

A 4eC, 100 litres d’urine deé patients trés fébriles (sup. 2
38,5~C).exempts d“infections urinaires furent concentrés a deux
litres & 1°aide d’un appareil Amicon d°ultrafiltration & fibres
creuses. La solution obtenue présentait une acpivité spécifique de
12 U/mg de protéine comme déterminé au moyen de l’essai IL-1/
liaison des récepteurs décrit dans 1°exemple 2, 166 U/mg de
protéine comme déterminé au moyen de 1°essal LAF décrit dans
l’exemple 3, 32 U/mg de protéine comme déterminé au moyen de
l’essai EL-4/CTLL décrit dans 1l exemple 4 et 125 U/mg de protéine
comme déterminé au moyen de l’essai MCF décrit dans 1 exemple 5.
Un "U" ou Unité est défini comme é£ant la quantité de 1°IL-1 INH

(pg) produisant une inhibition demi-maximale dans chaque essai
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biologique. Veir Fig.9.

‘b) Précipitation de protéine & partir d’urine humaine

Nous avons d”abord saturé l'échantiilon d‘urine cohcéntrée avec du

sulfate d’ammonium solide, -en ajoutant lentement le sulfate

d’ammonium tout en mélangeant de fagon constante, & 4eC, jusqu‘h

ce qu‘une- saturation par le sulfate d’ammonium de 40% fut

atteinte.'Nous avons ensuite retiré le précipité de la solution,

-

" par centrifugation a 10.000 t/min. pendant 1 heure dans une

-

centrifugeuse Sorvall RC-SB.(E. I. Du Pont, New Town, Conn.) &

rotor GSA & angle - fixe. Nous avons alors éliminé'la‘boulétte,,'

‘évbné ajusté le liquide surnageant & 80 % de saturation par le
" sulfate d‘ammonium et avons centrifugé & 10.000 t/min. pendant 1
15.

heure. Nous avons ensuite remis la boulette obtenue en suspension

“dans 20 mM de phosphate de sodium {(pH 7,2) avec 150 mM de NaCl

(650 ml). Nous avons alors dialysé la solution pendant 24 heures
en présence de 45 litres (deux fois) contenant 10 mM de Tris Hel
{(pH 8), 2 mM d'EDTA et 5-mM de HCl benzamidine, en vue d’éliminer

"le sulfate d’ammonium.

c) Chromatographie par échange d’ions

Nous avons ensuite séparé des autres ‘protéines 1l activité de

1°I1.-1 INH dans notre fraction combinée, en exploitanf 17affinité
de liaison élevée que présente 1°IL-1 INH & 1°égard de deux

échangeurs d‘anions différents. Chagque échangeur d“anions fut

utilisé de maniére indépendante ou de fagon combinée, -la colonne

Sépharose DEAE suivant de préférence la colonne Sépharose QAE.

1) Colonne Sépharose diéthyl-(2-hydroxypropyl)aminoéthyl - (QAE)

Bien que de nombreux systdémes chromatographiques d“échange
d“anions soient bien connus des spécialistes, nous avons choisi

d’utiliser en premier lieu une colonne Sépharose QAE de 5 cm de
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diamétre X 45 cm (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, New
Jersey). Apres chargement de la solution dialysée ci-dessug, nous
avons lavé la colonne jusqu’a ce que les protéines'non liées en
soient éluées (den;ité optique & 280 ﬁm). Nous avons élué les
protéines liées & l’aide de quatre volumes de colonne d‘un
gradient de sel.de 0 & 0,8 M de NaCl dissous dans le tampon
d’équilibration. Le débit de colonne était de 120 ml/h. Nous avons
surveillé 1‘activité des diverses fractions au moyen des essais

LAF et de liaison des récepteurs,(in¥ra). Voir Figure 1. Les

fractions brésentant l7activité biologique de 1°IL-1 INH furent
éluées aux environs de 150 mM-de NaCl. Les fractions actives

combinées présentaient une activité spécifique de 33 U/mg de

_protéine comme déterminé au moyen de l°essai de liaison des

" récepteurs de 1°IL-1 décrit dans 1°exemple 2, 63 U/mg de protéine

comme déterminé au moyen de l‘essai LAF décrip dans 1°exemple 3,

27 U/mg de protéine comme déterminé au moyen de 1°essail EL-4/CTLL

‘décrit dans l'éxemple 4 et 200 U/mg de protéine comme déterminé au

moyen de 1°essal MCF-décrit dans 1l°exemple 5. Voir Figure 9.

2) Colonne Sépharose diéthylaminoéthyl - (DEAE).

Nous avons dialysé ;'échantillop'actif en présenée de 10.mM de
Tris HCl (pH 7) chargé sur une colonne Sépharose DEAE & débit
rapide, de 2,5 cm X 30 cm (Pharmacia Fine Chemigals, Piscataway,
New Jersey). La cblonne chargée fut lavée avec le tampon
d’éduilibration (10 mM de Tris Hcl, de pH 7) jusqu’a ce que la
densité optidue (4 280 nM) fut de O environ. Nous avons -alors élué
la protéine liée & 1°aide d°un gradient de 0 % 0,2 M de Nacl
dissous dans le tampon d’équilibration..Le gradient correspondait
a2 10 fois le volume de la colonne. Le débit-de colonne était de 78
ml/h. Nous avons de nouveau surveillé 1°activité des différentes
fractions comme décrit ci-dessus. Ladite élution a permis
17élution des fractions contenant l’activifé de 1°IL-1 INH & la
fin de 1“étape de lavage avec les 90 mN de Nacl. La figure 2

montre le profil d’activité de 1°IL-1 INH d‘urine sur la colonne
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Sépharose DEAE, dans laquelle 17activité inhibitrice fut suivie de
(A) l’essai IL-1/LAF et (B) l°essai IL-1/liaison des récepteurs.

Nous avons ensuite concentré 1"échantillon actif & 6 mL au moyen

d‘un appareil Amicon d ultrafiltration & membrane YM-10. La

~ solution obtenue présentait une activité spécifique de 50 U/mg de
.protéine comme déterminé au moyen de 1%essai IL-1/liaison. des
_réceptehrs (infra), 125 U/mg ‘de protéine comme déterminé au moyen

~de 1°’essai LAF (infra), 40 U/mg de protéine comme déterminé au

moyen de 1°essai EL-4/CTLL (infra) ‘et 500 U/mg de protéine comme

déterminé au moyen de 1°essai MCF (infra). Voir Figure 9.

- Il s’entend bien slir que d’autres colonnes d“échange ‘d’anions

~auraient également pu &tre choisies sans pour autant sortir du

champ d“application de la présente'invention.

d) Ultrogel AcAS54

Nous avons ensuite fractionné par deux fois le concentré préparé
comme décrit ci-dessus, en fonction du poids moléculaire, au moyen
d‘une filtration sur gel. Bien qu‘un nombre de systémes de
filtration-sur gel adéquats soient bien connus des.spécialistes,
nous avons choisi d‘utiliser un gel AcAS54 (LKB, Sugde) présentant
une plage" de fractionnement entre 6000 et 70.000 daltons. Nous
avons de nouveau surveillé 1’activité des fractions comme précisé

ci-avant. Voir Figure 3. L"échantillon des fractions actives

_présentait une activité spécifique de 1666 U/mg de protéine comme

déterminé au moyen de l’essai IL-1/1liaison des récepteurs (infra),
526 U/mg de protéine comme déterminé au moyen de 1°essal LAF
(infra), 333 U/mg de protéine comme déterminé au moyen de l’essai
EL-4/CTLL (infra) et 1110 U/mg de protéine comme déterminé au
moyen de 1l°essai MCF (infra) ( Voir Figure 9) et un poids
moléculaire d’environ 25 kD. De nouveau, il s’‘entend que d‘autres

systémes de filtration auraient également pu étre utilisés.
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La figure &4 montre la réponse de dose des divers échantillons
d’IL=1 INH durine au cours de (A) l%essai IL-1/LAF et (B) les
essais IL-1/ liaison des récepteurs décrits ci-apreés. Ap;és chaque
étape-de.purification, c’est-a-dire :'ur;ne concentrée, Sépharose
QAE{ Sépharﬁse DEAE et AcA54 (deux foisf,.la concentration (pg/ml)
‘de 1°IL-1 INH requis pour provoquer l'inhibitioh,‘a dimihué,

indiquant de la sorte une protéine plus pure.

e) Immuncabsorption négative

Nous avons analysé 1°échantillon actif résultant de la filtration
sur gel; au moyen d“un séquengage aminoacide suivaﬁt la méthode
élaséique3de dégradatién automatisée d’Edman, et avons observé que
les deux principauk contgminants représentant au moins 90 % de la
teneur en protéines était 1’apolipoprotéine A1 et la protéine de
liaison iétinol; Bien que diverses Méthodes soient disponibles
pour extiaire‘ces'protéines, nous avons choisi 1’1mmun0ab$orption

et la chromatographie hydrophobe.

Dtés lors, nous avons ensuite éliminé par immuncabsorption les
principaux contaminants de 1°échantillon actif d’Il-1 INH AcA54,
Les ahticorps monoclonaux et polyclonaux vis-é-Vis de la protéine
de liaison rétinol et de 17apolipoprotéine A1 furent générés a

1’aide de méthodes standard d immunisation. Nous avons alors-

-fpartieilement, purifié 1°immunoglobuline Gs (IgGs) par

_précipitation avec une saturation de 40 % de sulfate d“ammonium.
La boulefte d“IgGs fut remise en suspension dans 0,2 M de
phosphate de sodium et qialysée en présence du méme tampon. Nous
avons- ensuite- couplé 1l7échantillon d'IQGs 4 de l’agarose activé
par du vinylsulfone comme décrit par les fabricants (KEM-EN-TEC,
Biotechnology Corp., Danemark). Aprés avoir équilibré

-

1’immunoabsorbant, en nous servant d“une solution saline & tampon
phosphate, nous avons absorbé les contaminants de 1°échantillon
d“IL-1 INH en passant plusieurs fois 17échantillon sur

17immunoabsorbant jusqu’a absorption compledte de la protéine de
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liaison rétinol et de 17apolipoprotéine A1, comme déterminé par
glectrophorkése sur plaque de gel de sodium dodécyl sulfate-

polyacrylamide (SDS-PAGE). La solution finale présentait une

-activité .spécifique de 3334 U/mg de protéine comme déterminé au

1moyen dé l°essai IL-1/liaison des fécepteufs (infra), 2500 U/mg de

protéine comme déterminé au moyen de l°essai LAF (infra), 1250

U/mg de protéine comme déterminé au moyen de 1l°essai EL-4/CTLL
(infra), 2160 U/mg de protéine comme déterminé au moyen de l’essai

. . MCF (infra) ( Voir Figure 9) et fournissait une seule créte sur

SDS/PAGE.

f) Sépharose phényl

L’ééhantillon d”inhibiteur de 1°IL-1 immunoabsorbé fut ajusté a 1
M de Nacl en ajoutant un volume de 2 M de Nacl dissous daps 10 mM
de Tris HCl de pH7 et chargé sur la colonne Sépha;ose phényi (0,5
Xx 5 cm - cette résine fut obtenue auprds de Pharmacia Fine
Chemicals, Sudde). Cette résine fut bréalablement équilibrée avec
10 mM de Tris HCl de pH 7 contenant 0,2 M de NaCl (tampon

d“équilibration). Apres chargement, la colonne fut lavée avec 3'
volumes de colonne du tampon d“équilibration afin d’élder toutes-
les protéines non liées. Les protéines liées furent éluées avec un

gradient de 0,2 M de NaCl & 0 M dissous dans 10 mM de Tris HCl de

pH 7. Le gradient total correspondait & 50 fois le volume de la |
colonne. Le débit de colonne était de 30 ml/h. L activité de
1%inhibiteur de.l’IL-1 fut éluée aux envirdns de 0,160 M de NaCl,
pour'une protéine présentant un poids moléculaire de 25 kD et un
point isoélectrique de 4.7. La solution finale présentait une
activité spécifique de 38461 U/mg de protéine comme déterminé au

moyen de l°essai IL-1/liaison des récepteurs (infra), 2500 U/mg de

protéine comme déterminé au moyen de 1°essai LAF (infra), 35020
U/mg de protéine comme déterminé au moyen de l’essai‘EL—A/CTLL
(infra), 30303 U/mg de protéine comme déterminé au moyen de
1’essai MCF (infra) (Voir Figure 9) et fournissait une seule créte

sur SDS/PAGE.
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Exemple 2 : Aptitude de 1°IL-1 INH pour la liaison aux récepteurs

Afin de déterminer les caractéristiques de liaison de notre IL-1
INH au récepteur de 1°IL-1 sur des cellules cibles EL-4-6.1, nous
avons d“abord vérifié si 1°IL-1 INH interférait sur la liaison de
[12517-1L-1 aux cellules cibles. Nous avons marqué 1°IL-1 avec

1257 par'la méthode de la chloramine T [Lowenthal et al., "Binding

~and Internalization of Interleukin-1 by T Cells", J. Exp. Med., -

- 164, p. 1060])-et 1l avons coincubé avec un complément d“IL-1 INH

non marqué, suivi d“un lavage sur un gradient d’huile. A 1l7aide
d'un compteur gamma, nous avons ensuite mesuré la matidre retenue

avec les cellules et avons découvert qu une augmentation de 1la

'concentration de 1°IL-1 INH réduisalt la quantité de [12511 IL-1

lié 3 la surface des cellules cibles.

Nous avons également vérlfle si 1°IL-1 INH interférait sur 1la

llalson de [1251] IL-1 INH aux cellules 01bles, si la llalson de

[12511 IL-1 INH pouvait &tre concurrencée par 1°IL-1 non marqué ou

si la liaison de [12511-IL-1 INH aux cellules cibles pouvait &tre

‘mise en concurrence avec la protéine de liaison rétinol ou

~ l’apolipoprotéine A1. A 1‘aide de [125I], nous avons marqué 1°IL-1

INH suivant la méthode de Bolton ef Hunter [Bolton and Hunter -

. "The Labelling of Proteins To High specific Radicactivities By

Conjugation;to a 1ZSI-Containing Acylating Agent", Biochem. J.,
133,. p. 529 (1973)]. L incubation de la matigre avec des cellules

cibles EL-4-6.1, suivie d“un laVage sur un gradient d’huile, et

 1’analyse sur SDS PAGE ont révélé qu’une espdce de 25 kD environ

se liait aux cellules EL-4. Nous avons observé que la coincubation
de ['21]-IL-1 INH avec un complément d’IL-1 INH non marqué
empéchait la liaison de 1l°esptce de 25 kD marquée. Nous avons

également coincubé [12511—IL—1 INH avec 50 nanogrammes d”IL-lp non

marqué et avons découvert que ceci empéchait la 1liaison de

l’espéce de 25 kD marquée. Nous avons également coincubé [12511-
IL-1 INH avec 1 pg de protéine de liaison rétinol immunopurifiée

et avec 1 pg d’apolipoprotéine A1 recombinante et avons découvert
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que ceci n’empéchait pas la liaison de 1l espkce de 25 kD marquée.
Par conséquent, 1l espéce de 25 kD présente dans la préparation de
1°IL-1 INH marqué se lie a la surface de cellules EL-4-6.1
intactes et cette liaison est concurrencée par 1l’inhibiteur non
marqué et par 1°IL-1, mais non par la protéine'de liaisonvréfinnl

ni par l°apolipoprotéine At.

Exemple 3 : Essai IL-1/LAF

Nous avons démontré 1’activité inhibitrice de 1°IL=1 INH au cours 

d‘un essai  IL-1/LAF, comme mesuré par la prolifération des

~thymocytes (cellule T) dans la souris CsH/Hed [J.M; Dayer et al.,

"Human Recombinant IL-1 Stimulates Collagenase And Prestaglandin

‘E2 Production By Human Synovial Cells", J. Clin Invest., 77, p.

645 (1986)]. Nous avons costimulé les thymocytes pendént 72 heures
avec PHA (1 pg/ml) en présence de hriL-1el [P. Wingfield et al.,
"purification and Characterization of Human Interleukin-1
Expressed In E.coli." Eur. J. Biochem, 165, p. 537 (1987)] ou

d'IL-1ﬁ [P. Wingfield et al., "Purification And Characterization

of Human Interleukin-1 ﬂ Expressed In Recombinant E.coli", Eur. J.

Biochem, i60, P. 491 (1986)] a différentes concentrations finales

de hriL-1 variant de 20" pg/ml & 2.000 pg/ml, comme montré a 15
figure '5. Nous avons obtenu 1°inhibition complete de 1la
prolifération des thymocytes costimulés avec hrIL-1& ou IL-1P
lorsque nous avons ajouté aux cellules les fractions de 1°IL-1 INH
de 1%exemple 1(e). L‘activité inhibitrice fut surveillée pour

trois dilutions de 1°IL-1 INH : 1/20, 1/40 et 1/80.

Etﬁnt donné-que l’additipn_d'IL—1.INH a des celiules PHA-
stimulées, en 1°absence de HrIL-1, n‘influengait pas
l%incorporation de [H3]-TdR, nous avons pu détefminer que
1°inhibition n’était pas due 3 un effet cytotoxique ou non
spéeifique mais précisément & 1°inhibition de 17activité
biologique de 1°IL-1. .
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Exemple 4 : Essai EL-4/CTLL

Nous avons déterminé 1l°activité inhibitrice de 1°IL-1 INH en
observant si l'aﬁtitude de 1°IL-1K ou de 1’IL-1P 3. induire la
productlon de 1° IL 2 dans les cellules EL-4 pouvait &tre 1nh1bee
[v01r par exemple A.J.H. Gearing et al., "A Simple Sen51t1ve
Bioassay For IL-1 Which Is Unresponsive to 103 U/ml of IL-2", J.
Immun. Met., 99, p. 7 (1987)]. Celle-ci est mesurée-en cocultivant
un sous-clone de cellules EL-4 incapable d’assimiler ia thymidime
du milieu avoisinant avec des cellules CTLL-2 et en observant si

les cellules CTLL-2 proiiférent ou non.

Les cellules EL-4-6.1 ¢c10 et }es cellules CTLL-2 furent cultivées
ensemblé a une concentration de 10% cellules de chaque xype, en
‘présence d'IL-1& ou d’IL-1ﬂ,é environ 1 picrogrammelﬁl et de
1°IL-1 INH de l°exemple 1(e). Nous avons ajouté 1 microCurie de
[HZ]-TdR -aprés 18 heures de coculture et avons incubé pendant
encore 6 heures & 37eC dans une atmosphtre humidifiée. Les
,cellule§ furent récoltées dans un appareil MASH de récolte de
cellules sur des lames de fibre de verre; elles furent ensuite
séchées et préparées avec un cocktail & scintillations en vue du
comptage dans un compteur béta. Nous avons obtenu 17inhibition
complete de l'inqorporation de [H3]—TdR h_des dilutions de 1/20,

1/40 et 1/80 de 1°IL-1 INH..

Exemple 5 : Essai IL-1/MCF ' : -

Nous avons encore démontré 1‘activité inhibitrice de 1°IL-1 INH au
cours. d“un essai IL-1/MCF, comme mesuré sur dés fibroblastes
obtenus & partir de prépuces d‘enfants [J. Dayer et al.,
“participation Of Monocyte-Macrephage And Lymphocyte In The
Production Of A Factor That Stimulates Collagenase And
Prostaglandin Release By Rheumatoid Synovial Cells," J. Clin.

Invest., 64, p. 1386 (1979); J. Dayer et al., "Induction Of Human

Interleukin-1 mRNA Measured By Collagenase And Prostaglandin E2-
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Stimulating Activity In Rheumatoid Synovial Cells", Eur. J.

immunol., 14, p. 898 (1984)]. Nous avons stimulé les fibroblastes

avec hriL-1d or hrIL-1p“aux mémes coﬁcentrations que dans 1°essail
IL-1/LAF et.avons surveillé l‘activité inhibitrice aux mémes
dilutions finale§ de 1°IL-1 INH que dans 1l°essai IL-1/LAF. Par la
suite, nous avons cultivé les cellules pendant 72 heures et avons

mesuré la prbductioh de la prostaglandine E, dans les fibroblastes

*au moyen d’un double'essai de radioimmunisation des anticorps [J.

Dayer (1979), supraJ en utilisant un antisérum vis-a-vis de 1la

proStagléndiné E,. Comme illustré & 1la figure é, nous avons
observé une réponse de dose de production de prostaglandine Es
jusque des coﬁcentrations .de 100 pg/ml par soit hrIL-1d ou
hrIL-1P . Nous flOmes en mesure d’inhiber cette actiQité bialogique

_en ajoutant les fractions de 1°IL-1 INH de l%exemple 1(e). Nous

avons pu déterminer que 1°IL-1 INH était de nouveau actif vis-a-
vis de hriL-1¢ et de hriL-1p .

Nous avons alors réalisé l°essai ci-dessus en remplagant hriL-1
par hrTNFA [A. Marmenout et al., "Molecular Cloning and Expression
of TNF And Comparison With Mouse TNF", Eur; J. Biochem, 152, pp.
515-22 (1985)] en vue de déterminer la spécificité de 1°IL-1 INH,

état donné que TNFd est également un médiateur de production de la

'prostaglandlne E2 et du collagkne. Comme illustré & la figure 7,

la production de la prostaglandlne By indu1te par hrTNF ne fut pas

. influencée de manidre significative par l7addition de notre IL-1

INH, illustrant ainsi la spécificité de notre IL-1 INH.

Exemple 6 : Essai de prolifération des fibroblastes

Nous avons encore testé 1l activité biologique de 17IL-1 en
présence de 1°IL-1 INH de l‘exemple 1(e), au moyen d’un essai de
prolifération des fibroblastes mesurée par 1%incorporation de
[H3]-TdR. Apres culture de fibroblastes de prépuces humains dans
le MEM d’Eagle augmenté de 10 mM d“"HEPES, 100 U/ml de penicilline,

100 ug/ml de streptomycine, 1% de glutamine, 1 % d"acides aminés
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non essentiels et 2% de FCS, nous avons ensemencé les cellules
dans des plaques & 96 puits (2000 cellules/puits) et les avons
cultivées pendant 24 heures dans un incubateur & 5% de CO, & 37eC.
Apres avoir enlevé le milieu, . nﬁus avons stimulé les celiules
fibréblastiqueé en éjoutan£ soit hriL-1 d; ou hrIL-1-ﬂr et avons

ajouté 1°IL-1 INH selon les mémes dilutions que pour les essais

~ci-avant. Nous avons attendu 48 heures et avons ensuite excité les

cellules avec [H3]—TdR pendant 16 heures. Le milieu fut enlevé des

‘cellules, lesquelles furent alors lavées & l’aide de PBS et

.

trypsinisées a 37¢C pendant 15 minutes. A 1l°aide d’un appareil de

'récdlté de cellules (Skatron, Lier, Norviége), nous avons récolté

et placé les cellules sur des filtres de verre (Skatron, 1Inc.,
Sterling,- Virginia, U.S.A), lavées & l’eau et séchées & 1’air,
puis nous avons déterminé 1°incorporation cpm au_ moyen d‘un

N

compteur & scintillations. Comme illustré a la Figure 8, 1la

" prolifération des fibroblastes dépendait des doses de hrL-1d et de

hriL-1 P.. Nous avons obtenu une incorporation maximale de [H3]—Tdr
avec 250 pg/ml de hriL-1 & ou- P . L’addition de la fraction
inhibitrice AcA54 entraina également une réduction-totale de_la
prolifération indﬁite par hrIL-1. Nous. avens également obtenu une
réversibilité compléte de 1°inhibition en augmentant 'les

concentrations d‘IL-1 ou en diluant 1°IL-1 INH.

Nous avons également déterminé la spécificité de cette inhibition

en stimulant les fibroblastes avec hrTINFol', ce qui induit une

prolifératioﬁ des fibroblastes en fonction de'la dose, jusque ‘des

cbncentrationé-de 250 pg/ml. Le fait d’ajouter la fraction
inhibitrice AcA54 ne provoqua pas l7inhibition de.l’activité

biologique de -hrTNF . Ceci confirme la spécificité de 1°IL-1 INH.

Exemple 7 : Détermination du point isolélectrique

Nous avons utilisé 1°échantillon de protéine de l’exemple 1(e) et
1"avons chargé sur une colonne (2,5 X 10 cm) de chremato-

focalisation du type PBE 94 (Pharmacia Fine Chemical, Sutde),
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préalablement équilibré avec 25 mM d’imidazole (pH 7,5). Nous
avons ajouté un polytampon 74 HCl, de pH 4, lequel a permis

1°élution des pfotéines liées, en fonction de 1leur point

isoélectrique. Nous avons pu déterminer que le point isoélectrique

de 1°IL-1 INH correspondait a 4,7.

Bien que la présente invention ait é&té décrite ci-avéntréu moyen

de diverses structureé de mise en oedvre des procédés propres a la
présente invention, il est évident que les concepts delﬁase
peuvent étre modifiés en vue de fournir d'autfeé strhctures
utilisant les procédés et les compositions de la présente

invention.

_Parrconséquent,‘il s“entend que le champ de la présente invention

est défini par les revendications 9 afférant qui suivent, plutét

.

que par les stuctures spécifiques exposées ci-avant a titre -

d’exemple uniquement.
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Revendications

1. Un IL-1 INH substantiellement pur caractérisé par une activité
inhibitrice de 1°activité LAF de 1°IL-1, de l°activité MCF de
1°1L-1 et de>lé'prolifération de fibroblastes induite par 1°IL-1,

et par une activité non inhibitrice'de la production’de PGE, et de

~bollagéne induite par TNF .

2. IL-1 INH suivant la revendication 1, caractérisé par une-

activité inﬁibitrice de la production d’IL-2 induite par:l’IL—1.

3. IL-1 INH suivant la revendication 1, caractérisé en ce qu’il se

lie spécifiquement & des récepteurs de ‘17IL-1 sur des cellules

) ;;cibles.
15

4. IL-1 INH suivant une des revendications 1 2 3, caractérisé en
ce qu°il présente un poids moléculaire d‘environ 25;000 daltons

sur SDS PAGE.

5. IL-1 INH suivant la revendication 4, caractérisé en ce qu‘il
présente un poinf isoélectrique de 4,7 déterminé par chromato-

focalisation.

6. IL-t INH suivant une des revendications 1 & 5, ‘caractérisé en

ce qu’il est substantiellement exempt d’autres protéines.,

7., IL-1 INH suivant la revendication 6, carﬁctérisé_en ce que les

autres protéines sont sélectionnées du groupe donstitué de

- 17apolipoprotéine A1 et de la protéine de liaison rétinol.

8. IL-1 INH suivant la revendication 1; caractérisé en ce qu‘il
présente une activité spécifique d‘au moins 1,2 x 10° U/mg dans un

essai EL-4/CTLL.

9. IL-1 INH suivant la revendication 1, caractérisé en ce qu”il
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présente une activité spécifique d"au moins 3,8 x 10% U/mg dans un

essai de liaison aux récepteurs de 171L-1.

10. IL-1 INH suivant la revendication 1, caractérisé en ce quil
, : A ,

présente une activité‘sbécifique d‘au moins 6,2 x 10" U/mg dans un

- essai iL-1/LAF.

’

1j.'IL-1 INH suivant la revendication 1, caractérisé en ce qu’il

_présente une activiteé spécifique d"au moins 3,5 x 104'U/mg dans un

essai EL-4/CTLL.

12. IL-1 INH suivant la revendication 1, caractérisé en.ce qu‘il
présente une apti&ité spécifique d"au moins 3,0 x 104 U/mg dans un
essai<IL—1/MCF.

13.  Une méthode de purification d’un IL-1 INH suivant une des
revendications 1 & 12, comportant les étapes de a)-concentration
d’urine de patients fébriles; b) précipitation d°IL-1 INH brut a
partir de l°urine concentrée; et 6) fractionnement de 1°IL-1 INH
d’autres contaminants au moyen d au moins une chromatographie par
échange d’ions, une chromatographie hydrophobe, dne filtration sur

gel et uné immunoabsorption.

14. Méthode suivant la revendication 13, cafactérisée en ce que
1°IL-1 INH brut est précipité de 1l7urine concentrée au moyen de

sulfate d’ammonium.

15. Méthode de purification d“un IL-1 INH suivant une des
revendications 1 & 12, caractérisée en ce qu’elle comprend le

fractionnement de 1°IL-1 INH d"autres contaminants au moyen d au

‘moins une chromatographie par échange d“ions, une chromatographie

hydrophobe, une filtration sur gel et une immungabsorption.

16. Méthode suivant la revendication 13 ou 15, caractérisée en ce

que la chromatographie par échange d"ions est réalisée au moYen de
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colonnes Sépharose QAE ou DEAE, de manidre indépendante ou de

fagon combinée.

17. Méthode suivant la revendication 13, caractérisée en ce que la

filtration sur gel est réalisée sur un gel AcAS54.

18. Méthode suivant la revendication i3, caractérisée en ce que

l’immdnoabso;ptioﬂ est réalisée par utilisation d’anticorps

‘monoclonaux ou polyclonaux vis-a-vis de la protéine de liaison

rétinocl et de 1°apolipoprotéine A1.

19. Une méthode . de hidduction d“une molécule d’ADN’recombinant,

caractérisée par un Eodage de séqueﬁce ADN pbur'un iL-1 INH

suivant uné des revendications 1 2 12, compprtant les étapes de :

a) détermination de la séquence aninoacide d’un IL-1 INH purifié;

b)'réalisation d“une §érie.-de sondes afoligonucléotides sur base
de la séquence aminocacide de 1°étape a); o

c) exploration d’une librairie d"ADN ou d’ADNc; '

d).sélection de clones hybridant auk sondes dans des conditions
traditionnelles;’ -

e) analyse des clones sélegtionnés par séquengage ou expression en
vue de déterminer s’ils contiennent une séquence - ADN codant
pour 1°IL-1 INH. .

20. Une molécule d’ADN recombinant comportant une séquence ADN

codant §ur expressiqn pour un IL-1 INH suivant -uné de§

revendications 1 a 12.

21. Molécule d’ADN recombinant suivant la revendication 20,
caractérisée en ce qu’elle comporte une séquence de contrdle
d’expression, laquelle est activement reliée & 1la séquence ADN

codant pour 1°IL-1 INH dans la molécule d“ADN recombinant.

22. Molécule d ADN recombinant suivant 1la revendication 21,

caractérisée en ce que sa séquence de contrdle d’expression est
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sélectionnée sur base d’un groupe constitué du systéme lac, du

systeme trp, du systeme tac, du systeéme trc, de régions majeures

'opérateur-et promoteur de phage, de la région de contrdle de la

protéine de couverture fd,Ades promoteurs de départ et de fin de

SV40, de promoteurs dérivés de polyoma, adénovirus et virus

'simien, du promoteur de la kinase 3-phosphoglycérate, des

promoteurs de la phosphatase acide de levuré, du promoteur des

facteurs de reproductionolde la levure et combinaison de ceux-ci.

23. Un prbcédé'pour la production d’un IL-1 INH suivant une des

reyéndications 1.a 12 comportént.';'étape ~de culture dun hote

.ﬁniceliulaire transformé avec une molécule d’ADN recombinant

suivant la.revendication 21 ou 22-

Zﬁt Une composition pharmaceutique comportant une quantité

“thérapeutiquement efficaée d“un IL-INH suivant une des

.

reQendidationsr1 4 12 ou produit par les méthodes d“une des
revendications 13 & 18, dans un véhicule pharmaceutiquement

acceptable.

25. Une méthode de traitement de maladies et d’inflammations
comportant - 1’étape de traitement de  manitre pharmaceutiquement
acceptable d’un mammifére 2 1°aide de la composition suivant la

revendication 24.
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1 ) o 1o ) R T
INHIBITEUR D'IL-1 D'URINE (pg/ml)

LAF ) 3

INCORPORATION ( "H)TdR
CONTEXTE : 683 CPM
IL-1ﬂ (100 pg/ml) :
19,746 CPM

INHIBITEUR D'IL-1 D'URINE (pg/ml)

& = AcAS54, deuxidme fraction de filtration
A = AcA54, premidre fraction de filtration
X = DEAE - Fraction de colonne Sépharose

e = QRE - Fraction de colonne Sépharose

0 = Fraction d'urine .
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