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A separate aliquot of LIF [err] also purified by the aforenmentioned
procedire. was diluted to 2m in 20 6m guani di ne hydrochl oride, 0.2M
Tris-HCL buffer pH8.5, 2mVERIG285a481B4itol and incubated at 37 - C for 2
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N-Pro-Leu-Pro-Ile-Thr-Pro-Val - X- Al a- Thr- X- A
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The following Example sets out the steps used to obtain a cloned complementary DNA copy of the
mRNA encoding murine LIF.

The accompanying Figures 7 to 10 relate to various steps of the method described below. In the
Figures:
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t hese clones were in fact identical; that is, they represented different

i sol ates of the sanme original cloning event. Thus further detailed analysis
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Step 1; Determination of the am no acid sequence at the Cterm nus of
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EP 0285448 Bl 5467, 1977) using al kali ne denatured doubl e-stranded pl asm d
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LI F porti ofecisraciviigs trePar o 71"3’ g protein, along with the nucleotide
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included at an amount equivalent to 10 and 1 copies per haploid mouse genome (400 pg and 40 pg
respectively) assuming a molecular weight for the hapioid mouse genome of 3 x 10° bp (Laird, C.D.
Chromosoma, 32: 378-406, 1971). The sizes of the hybridizing genomic fragments are indicated.
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concent r at ed"dequip [feendpratsyiighle for Wi g cloriagYacdh of 5637 CM (LIF-A) (Fi gure I
32). Since human and nurine G- CSF do not conpete, even at very high _
concent r at$ dig mojegile of claim |1, fnthey comper 95? P’8§‘°t°‘t $9AUSNGASQPAISDIY ditked tot $a8 ARSENC e ‘
in 5637- condPIUCTRIFARGTANAUICH] 'W?ﬂ? g §HtaRte fr; Hag, P asexpressinmeckert i vi ty capabl e
of recognjzi i cal | hne LLF re This indicates strong
conserva- ' |Ag%’3t 'f%'t@mhﬂ irgncé)mg'ﬁ mﬁ 'eﬁ'ﬁ:asoc?'ﬁ 'ﬂé{a'f"} ecept or  bi ndi ng i
domai n, cenpal Me Jﬂc:LJ]QL ﬁ} gpegfaafdﬁfnecp{nc‘%ﬁﬂ o aci d sequence
r Itl ge

honol o S [PhPEEdne o8y | s
(two | ?%/restffl o na bnvfg:l:?}e - DEXE Chid ng%,g o6l Btﬁl trzftué‘ "8RS P e

chromat ogr aphed sequentially on har ose and 20
lentil -1 egd iThe FRIBALPSEMT, Afersl B! dolpsbtity eampasbslavmét% doftRe, Wil
Krebs |1 as@Bk@dmeiedous withuhi aniirdracid s@?fﬁ)%bled\éd tHdinfthas eéitfdgg?f Iggﬂjre'sq 'J theast
activity fromb5637 cells (putative human LIF) chromatographed in a very
sim |l ar f & Themethod ndiciaive 11, whetein DEANTE phigseptde, hasi filhG@Gy adh ithéi dind g
bi ndi ng to tsbauemwelsatrfovth(ib Figurdp9. wWhi l e t he renai nder bound and was el uted
aut i ng the salt gradient (LIF-B) (Figure 33). Simlarly, the putative human
LI F behavedd Th¢ kether oficlaim 17 Fheanein the pelydeplide ds dlycoBiated &v wdrogtkelbmat ogr aphy wit h
a 25 2proportion of activity binding to the colum indicating the
\ﬁr esence &% Thamabatef cint H: nhawin banesdeaidy avadg coh t he gI ycoprotein (Figure

34). Thus b%— its cross-reactivity in inducing nurine ML cell
di £ 1 er ent Patipfeted & cam 17 pRprgin i eeghr s GalgRiRep FPEIla YD RARHG Aremater

ceIIuIar tor L)ch ctlonatloncaracterlstlcs t he
o B e o Wl P Do
native huma 8 % ﬂdge ety MR ORISR 106 A 92H%E SPugTRe Shostngc o |
condi ti oned me rrriced by steps 2 and 4 of Exarrpl e 1. pooling the

non- bi ndi ATanie , tep
NN |t$ﬁ§§‘f‘§§$vg‘ﬁjﬁ,g?§§§§*%%a%%'?E%g’é‘%ﬁs B 05 ) B 2
1 except that

step 5 of Exa a Brownl ee RP300 C8 colum was used tw ce, l

th

first usi mmeﬁétﬂdi & Bhaird F10IWAich B¥onbse B is bifihddspddées Badshavbielydel 88levibbNg 2
\g’radl ent from45-55%[ERR] in 0.1% TFA. In the second gradi ent human LIF

el ut ed at2650te et of alaieh ¥Swhendiretie Rdsecdlllisapianmgiedcson 8- 25% gr adi ent sodi um
dodecybs sul phat e pol yacryl am de gel s showed a major silver staining band of
appar ent 2vo[Teeubthed ofelighis, #igrdy0Be hdshtsllvsetrapsiormed eith dretnerinal xdresviarsvector.

radi oi odi nated as described in step 5 of Exanple 10 and bound specifically
t o nuri ne28vifhewpthed of gldim36, wherdirpthe veeter is grived from thg Molgesyonyripe [¢uifagrpia virus.
yeast derived human 125-LIF (step 5 of Exanple 11 40 Clainms Clains for
~ihe fofd A% ethed ot 8- sherpladhe vegtor fpther gqmpriges t GDER qohencergf mystoprqliferativy

SE 1. A poI Vi ‘é‘iﬂai"des havi ng | eukaem a i nhibitory factor (LI F) activity, :
charact eré (?'ge hoc!h oe?f:llalm 29r w{vhereu aII‘JI vgcétgr Iet\c%g{agé] Eannl reglgﬁof n wg?.se tﬂb%g of M

nyel oi d | Bk B

forth i & g &3 i ma.amﬁze%heee% b [,Jg%eugggnmpela% gﬁ in part and in that it

is capa le o npeting wth a ypept | sequence for binding to

specific &eﬁhyh@tﬁodr&%.ﬂ\tﬁrﬁhe%h Mh&?&él@ar@%c&l&l@e or human macrophages. 2.

A pol ypeptide having | eukaenm a inhibitoryfactor (LIF) activity,
char act ergss e mBthéd1a cidith 325 witePdiR bk Gedidr iS Bne whichSditBd¥ 06 Bhtessiol 8f P ERlathosd &1 on |
of ML ga/el OrehsleRisd/BIE fision pietelns, it is encoded by a nucl eotide sequence which.

is capabl e of hybridising under conditions of 6xSSC, [ERR] or conditions of g’
hi gher st34i Memetiod bloclsimsasgwisnae trefveetorlib lene maictdiiregt the seprdssigre biex gletdthibneo® t he - #
LI F- encodi n¢ansfeseetheombin ciekage sitefbIF fesfonipteiplL| FNK1, pLlI FNK3, and pHGLI FBami :

e

as defined in Figures 10, 11, 15 or 25 and in that it is capable of 5
conpet #thuFm'VB@ﬂ"%@B‘F'P%Qvfthqm@hqgmfﬂ@md@i d sequence set forth in 3
Fi gures 15, 26 _or 29 for bi ndln to speC|f|c cellular receptors.on

M cel |'s 3r AnkiF Prlereptide sy gh hgs gn D?ﬁélﬂﬁewn??a\r)?lﬂﬁdlgl -35ik o ' %
i nhi bi tory feEHs'7¥- 1979 "ﬁ'(’:'?'l"ﬂ'ﬂ"f'%/“ %%é[?ﬁ'é‘i"l':é%ﬁ Pn that: (a) it is capable

of suppressing the proliferation of Mt nyel oid Leukaem ¢

285 448 Bl (b) it conprises the am no 2&id sequence set f h ure
15, 26 or 29 either conpletely or in part; (c) it is cap “l"jﬁﬁ HII I
i

. with a polypeptide of said sequence for binding to speC|f




receptors on ML cells or nurine or human macrophages; and (d) it is encoded
by a nucl eotide sequence whiEEH0 286 4488bl e of hybri di si ng under conditions
of 6xSSC, [err] or conditions of higher stri ngency to a sequence of a LIF

SEF N}i? D%)s{]ﬂsee ?%ai?ncgtgdl\_r‘ fll; E%‘ i hﬁtelfmlgaefe’vnuch ckls Bﬁrlml:lefssrst?f eeClir%QOGS i IO_:‘ FZ"52b14
A pol ypep avi ng 'I'eukaem a inhibitory factor (LIF) activi 'Ey

Cha!xé‘QIsQ bf SGF pbifbebiB thay B Jirlg u'sacﬁa,p%?b&m&a‘ in SHPINE SFSiiM1 1 a8k $86ak4 On Of M

gy el Oigebphgtiok 3E8E dmpbSiton or hin&eriﬁ@fﬁg btofiterition REmptid 1eukahislcengquence set forth in
Figures 15, 26 or 29 either conpl etely or in part or a sequence which has

at bgamé of B%medrin BlaidCae] 1dd ARBDprahYatibrh 1 £ \Bbrkddsitioh Wit cdnhisiibing fa pofypépiaabl e of
conpethivig GAMCSHoraaNBOBl adtiptyi de of sai d sequence for binding to specific
cellular receptors on M cells or nurine or human macrophages. 5. A
o | 400 dhircr@cdutioal cognpbeitivk aempriging a RiFlpolypaptidel aa aibfmed (nlahy-pnecx tlaitistiyto Blandch i S
capabl38 tao37 i egspaiatigswithgpn hiemqye pharmaeewitallp accegtablld canipes|aod/of dilewtsaem ¢ cel | s and
whi ch conprises the am no acid sequence set forth in Figures 15, 26 or 29.
6. #. rfbe hesepogifion i clamy #0; gyhereig ithp ooty d AIF exdivieaptideas fufly Yeneniogbust with el #mipp| ypept i de
as defFiferfupnee etéariminliowih?®h conprises (a) chromatographing LIF in crude
form on an ani on exchange colum, and eluting LIF by an increasing salt
gr ath Ihe °°“("'39?'“‘E'I‘ﬂ‘ Sisi %?m Y fyrfher oMBERNg: at @PStQ%Bt“T'e{EP'QSWa'd'e!P“@H °h affinity
oI umPioL s | ectin havi ng an aff| nity for mannose, and eluting LIF with a

car P v ratrekfin o Bei . uRAE R At Rl ot Fnd gF R PG o

._fd) cﬁ(r:tg'r%ht ogr aphi ng the pr oduct of step (c) under HPLC conditions on a

L e S 8 LS K SRR 1

CONPr igRASF-éhelifgifseld of%ﬁﬁéstpﬂﬁ?wmﬁrﬁkﬁ&l Nl@% HEQRSR BEHIRES in AiGGtedTUr i e LIF
b PUrDTh e o S8 B3l sBquiRediov Blbséhuenks 8 thedoR8dhorin mrmAm 6 wherein the LIF in
crude form conprises human bl adder carci noma cel | line 5637 (ATCC deposit

No. ciaihiz%br e falioiving Casitracidy State 88l human LIF is purified from said medi um

9. A reconbi nant DNA nol ecul e conprising a nucl eotide sequence whi ch codes

f or1.a ALinéthquiofory pregetringle palypdptide havidg fldukeealiai inhitdtory faotee (I0F) actidty.nehefeirt eaidc. 10. A

pae C O IppiviEptideDhcapaiié et sHppressingyine olifagption ofUM1 epdidid] Buleemic @rltse camprisastthd ort h i n

Fi gur eming @cid senuetrq setsforth i Fijures 26, 2Gror 29 eifencrowletelysat ) parbandl iecasahleot i n part,
. Whi ch cempetituithcn idp Pl sgid sequseds| fer bigfling tospeciiis Spilylgr fepeptgny @il Mi eqllaef on of ML
*ﬁyel oiMyrinecRl |AErB3f TRackap 49§s Arigi metaheamPrYNOfither. SAPrpSing gsteell R &£0Ta880NG an

25;” no '“Q@Pﬂe%%i?é‘l’ﬁ?‘éﬁ %?d"ﬂo"?'t’ W'VWPM‘*QU?'E@'C?L‘E’GP"EBS hegig for b| nding to

eC| fi c ce ul ar r

cel m to é'R'E W rracr%}pipaggs 11.
expregg'?'%e t":PHs &P ?ff pre 'ffraﬁ\?g ?MrﬂPét ? 'sggez%%%? i gol ﬁs o

or conditions O

| n cleotide sequence whlc 1 ndusm under con IO
G “ox % %i é‘?gl 3%%”9 essa °t?i’9fé?z,ﬁaé @?Oés & of alLlF
. F d dd
k/enCOO“c&le:; '35 p P b&g sétf}érz?\r&. %.g@r ¢3, Q@%ﬁzdou F7.2b,
PLI FN¥ek .binBi cnfl um a;mmageusi& Maﬁsloa Kurriah %Er@&maé& saldlmeth@ OF 25.

12. Acbhsi@i lemnt xalaésdgohe&u ® o ADdorr8dpBing nbGBs lsbdiBnceCsiiaigesathi ch codes |

on expbigmpiidaidr tHemitalieptidallmineiest cell for a LIF pol ypeptide as defined in
@l aim 1, wherein the nucl eotide sequence codes on expression in a

euk3ir yoomeétaodhios prepaning & molybepidspbavilg lavkaeoln ioidtitoryi e (BIFTadtivityewipainygaiht | de
whi ch polgpegtidel east 78% honol ogous with a mature pol ypeptide am no acid

sequenc@) is eanable efcsupprensing the peoliferationfobMi yeleid Bikgemiegell$s, 26 and 29. 55 13. The

|

mol ecul &) esmpriseg theyamino agid sequpnee Setdorinin Eﬂl&esﬁélaﬁpefﬁ ¢itier campletply jof infRgrtinl ogy wi t h
#he am ﬁb'sa@P@'es@cﬂ?@ﬁﬁt@g b o poivpeptifg, opagh?eguezge op pindipg to gpecifig coligar EP O
285 448'9E?Pt°15£P" %@"WI'@E‘U?%’ hﬂﬂ"a’h’ﬂ?“{ﬂw@%ﬁ"dcl aims 90 to 13, further

d enco id u ich.is ¢ f n u t| S:0L6
glcj)lrr{)(;lbis h x dl E{ﬁ?‘ ?ﬁlﬁﬂ ?’E’af”f‘ﬁ'h quzgg% 8 P@g FR?!’& 1%" Wsérf%gerfgrt .
%ggﬁ;'niif'&l @%@ Dl Bhors %?1% f;%g %%j,éx E% cemaco? 4"4’% 5
expressi?egn vec f’%e ost ce 'a ta| ng ‘a reconbi nant DNA rml ecul e

according to cl al m 15.

R

onditi ons
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17. A net'hod of producing a LIF polypeptide as defined in claim31 whi ch

conprises: (a) providing host 10
to claim14, (b) cuI t i vating said cells under conditions conducive to
expression of said y pepti de; and recovering said pol ypeptide. 18.
The method ot & 'a?“i’ﬂdlf? p’\‘RPf’é’P%?rPWH?"éﬁJ Rukageiaciphigiiery sfector ALIReACtivite. wheren saig
pol ypept i de whPRfpepide s csratle 1°f %ggtréatw PMBL Aivslol ieskagmic delisecprenes te
sel ected from T‘ﬂ? c'g 33“"?'8? 59119 ﬁg?s ?‘Z 29 'thﬁh‘a’"?@te!ti" inopart Pheseqesnbehcn f
claim 17, wher ac'? tors oslca f6 veQL Yithtarolygeritgroot
aci d sequénce fiq Erg (ﬂms g@ﬂ;&gg@?ﬁms
t he pol ypeptid F#f uence
claim 17, V\herg?dr?a? e%k:l%? m'E eas'?[S yge . 22. The nethod of cl al m
17, wherein §ha RéwREDLEe reba'im@a eéeu&aamaaqmmt&y hycli& '(QF QO]
25 23. The nethpséig o rdfodafion \Xﬁ 1 AhgBloRPloskads oK) a oich eﬁg TR %nmo '2;3
si gnal sequencgeqops 3 it ih IFlgads 1S) 28k do, RIS eMbd %pﬁﬁﬁwtn&eexpé@skng ieh BL8Ler 5
sequence codi NgorABpoRdifg ARBLIAUS séqkbncd eh@IBE SaicSEHPEPIELorEhérAcd béwdatémhésgcr etron
of the polypeptide. 24. The nmethod of claim 23, wherein the signal sequence
i s derived f&omndtedsf guiingsegiycesytatedal ndrkglychisylaled ILIF3Mtypeptiiedas dafi@@ MEcifh 1. whien
KI uyver ompgces  keradrises. (a)2romalographirghidfilin ofudefom en ddlapion axctinge toldmneand@BitingQeH dy ah S
of the speci esinSmesiigasaly gipdies. Gbeehsamatdgreehin?Be pibhest piettdpold) @ a lettmiafinify7column. said
er ei n t he hodetinchavipg g affinitydonmannage, a0 eluting 347 with, a Mgnaosexdetivativeol) ahkopriatayrAfyng
ei n the hodwe Rqslugt of step (0) 98 PERIRBPXHIRRde Aluma @pdelvting LIFeyih rap dnsieesing\saic radient.
8 The net hod (Brherapgreeing thgnriedurtpf sise (5) ¥pdep HPLG condifions oF afrevsree Phase Kbromay
(\r;ﬁ“ ne | etfkaenPyingiLFigth agncressing gﬁﬁ’é’“hﬁla??éﬁ?‘“ﬁ% clai m 28, wherein the vector
ther conpyises the LTR enha cer |fer ative sarcom virus. 30.
he method of ST’ ﬂ?{hg@ of &R nheée ‘ 'E“[ 4?% (?'P%'S%s' a Fﬁb? HrfSEitgs dypour cell
" 3? m”ﬁ'le ﬁ@urfr'g 1045 "8 m 26, wherein the host

egi on of nati v%" fipne

el'l's are,NeJropel fhisa 6% gggrem maX“BE | Do didd 051

el | S are E co % ,ﬁ.l ﬁ carcmno acel ne
Eaﬁ expre55| on o ut a%hl one S— gﬁuﬂﬁedr ansi eraes'(‘éTL | F

one whi ch dlrects t
usi on protegna r%od?&epré‘ﬂﬁﬁr{b%dreéﬁmﬁaﬁ' EmAa'golecWQ RbrRpriding Q%uM&‘ﬁﬁéKeqbeﬁc@%chV@%&h
irect the expkessiioBoipiepitietds dofiiedi i9RRY Sire df IRl £ 626 alahéwbal ddm rksﬁ@\&ﬁegﬁep of

i tel LI F $usi OthséMirgistidMucidolide sduend ihtb ked® DMpEPt | de. obt ai nabl e by the
thod of claim17. 36. A LIF polypeptide as defined in claim1, which has

n am no acit. aecpiende prapaing Gi rambinrt ONA Gioculesimptiyy dniBledid smizen&atasjsemonh in
ine LIF as §igtres Dt IS i(basdsi 16302 ZHor 28 (basesEP54) 28Dpietd oBln Part, Whinb encodes a
ol ypepti de of poyrebide3apablatel sipplessingaie diifeeation oiM1 myeloiHeukermtiwcetis ardeampetiogeith
irst thr&e anhmolyeeptid hawnd ghemingécichsequancd sebforth ineFigurgs. 15328 or(39 dor inding k9 fpecific
ol ypept i de hagelhlgr rerqptorrcen M cglis @5 mudei on Bemanrmagrephagere Sed melhed easmplisingoth stamef
5 to 37 for t ifgering said nugigolidpsegyenesintgvecier Bfposi ti on for hi'ndeting the

rollferatlon of el oid Ieukaema ceIIs 39. Use of clalrred in clalm
for the prepHr &mRddr péGp&f iags ﬁ%ﬁw'el %W % ;%?e P ﬁnﬁ'&iﬁ{f?:
avi ng G—ﬁSF OP %%?1{0 brl azes un n taons f Slé %t dit ns of highe 8 enc

e&m@ 3 sefas me%&%d. I ﬂf%&?
0 37 in assoCLaky 3@&@ p%s. @(h&'st

nd/or dil uent sert/i% sai Iﬂ@cléﬁ%@&ﬁde‘u&&&o@&t& ﬁ)\m eremn t e nature
ol ypeptige is full'y honol ogous wth anm no aC| d sequence set fort h I n

igure 29. 4, AmoaoﬁwﬁdgmewmbmhﬁlmA%u&me Chrirging 3 nudiddlidid RbudneTIidhSdotdd

onprising a nggF

f claim42, wse@icd coddsConObxXprssidneigld aiikaryoticShoat 100 b \HoRPapticke which/ cantpritssGEmarnie
CSF 20 adlydeptide ywhichdis ol Ichisia @80 SbinGlogoen @ittta roatur rpplypeptidenpming ianid saguence
east onesonucl| eslectediciioch thesgisetniogh b Figuess PB.rAdI and) 29, Gaid method comprising the step of inserting
said nucleotide sequence into vector DNA.

13. The method of claim 12, wherein the mature polypeptide has full homology with the ‘amino acid
sequence set forth in Figure 29.

55 ' >
14. The method of any one of claims 9 to 13, further comprising inserting an origin of replication, whereby

said molecule is rendered suitable for use as a cloning vector.

BPe) 285 488B1ai ni ng a nol ecul e according -

t least one obMeNpreBiicd iR gisGitible hedy bdlIbrQl LI polpbias] aLdfihed.in didim 1] WRersi® 1 @6didotiddn
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gsequenoe or subsequence of an LIF polypeptide encoding insert selected from ¥
the group consisting of the LIF- &RMSMBB‘ISerts of clones pLIF7, 2b, r
pLI FNK1, pLIFNK3, and pHGLI FBam .as defined in Figures 25 10, 11, 15 or

25, or t1o ? se gf{rgfe or subse uence gf the corre;gggr{%;ﬂg é)B?FQNAs d ?‘{/%&’pf or
“the fol '8 &sing ins 0 " tid
having | euld e sF?tﬁt‘“&‘t gP&’/" Seiep %rrcu'm' vk y umrgrwmg oiveng JPepti de
pol ypeptjgdg | %h S%P aenn SUPRE E53hI0 % L% LES, Ghe
Peukagm ¢ e ML S fe%s BB S B, s
26 or 29 eLLR& rsco I'n r?ar? and 1's capa fpeti ng

polypeptlde of said sequence for binding to speC|f|c ceIIuIar receptors on

M cel | 5170k rBioli¥f pREUHNBOF Ry pepideatiChinined I Haifef WRth EoipRsdsSa)Stovididg 1t
expr essi Ngcdil pRpdietbiccsiBing toidk® i, Qﬁl@&mﬂnnglsﬁlg oIl GhdRPEnEBons BSHAGIRG R0 BipFRSINY

sai d pol yperrstara@erywpud‘ehamr@aécommgart@owm. sis. 35 2. A nethod for
preparing a polypeptide having | eukaem a inhibitory factor (LIF) activity,

wher ei n 18ammiek pethgtpeipdiingl @7, ehefiDIBd palyr@btids LLBRPESS b MEaturd) Solypattids fwbichlis Aneasd M

nyel oi d | evdeabomatogows With an arsine add sbadenby/ seiectad Gbre Gbsedket fotin Eigoes W8)i26 bnd 29. -

capabl e of hybridising under conditions of 6xSSC, 65 C or conditions of )
hi ghets sty Thegeethed ot daim e ghernip ¢hep natyre haiypetiide dan fyllieelpdy with e tagihof ac@m t he !
LI F- encodi srRyuenaaeqt fosth it Figretfes pLI F7. 2b, pLI FNK1, pLIFNK3, and pHGLI FBami

as defined_in Figures 10, 11, 15 or 25 and is capable of ‘conpeting with a

Saby pepZBdBegretot st SRS wieiels Genlierrige abomurehdY e msbefes 15, 26 or 29

for bindj ng‘to specific_cellular recef)tors on M cells or nmurine or human

macr ofhade %%“08%@?'%& RS eshoRtrok taﬁé?s“eé'xpresm ng in a host cell a
L,gorresp din ucl equ ceecodln sald r ch mcal
pept i de%g'yllrl gmert'h ‘éo?a gg W er m daor?oo or |spar emdu§8|8¥ﬁmg Ag%alg hogt\c/: ng
| eukaerig, YAk ik 5 o a@m&re%ﬁnt mntér A a ,dig Rk s.r%rr (oa) i s
capable O e/t obiied eal Al 5ho8uh] ol boMhbch bihk lincs i, (D)
conpri ses g,ggecpe%m&t@% pé,ggeuence set for In Figures 15, or 29 e|t er
conpletely or in part; (c) is capable of conpeting W|th a
pol ypepta, dﬁteQﬁetﬁb@loﬂclSiﬁmeﬂﬁeeeirf 06 sighah SHgldhed B dBINGS ¥rbrh GheCsiijnhilsb@lendstf BBMES ON
M cel | s owxifrgéne BEKIGveldmyds 1ddcr ophages; and (d) is encoded by a nucl eotide
sequesace which is . capable of hybridising under conditions of 6xSSC, [ERR]or
condi t i @asTiefmdtliod lobelaim 21 | imgkictCiie hdstcell ise tyel species SdcclaardolyEescremigiagng | nsert
selected fromthe LIF-encoding inserts of clones pLIF7.2b, pLIFNK1,
ok FNK3 26.aFhe meti@d loHeim1 17 aehergpftharfoet colhis Bingomatian 5. 10, 11, 15 or 25, ‘
sai d nmethod conprising either, expressing in a host cell a corresponding !
nucl eBt |2a-eT'§e'ﬁﬁm9ﬁ otclan @Gdihﬁ@'"éfaﬁ hestsel iy parjstormers vith aéﬁﬁ’émabﬁpfeffé’ﬂt"ﬁw
synt hesi s: EP Q0 285 448 Bl 4. A nethod for preparing a polypeptide
havi ng | é‘uﬁ'ﬁé‘?ﬁ“}?" ChHEB i2E-gtngrein e vator( faryeddiom A ‘Y‘?)me%ﬁ'é‘f"@ Iopkaagii ‘ﬂ""ﬂﬁl ypepti de
i s capahle_of preSS| g the prolifer n M ells,
conpr oot TRe SRR G5 4wt e s o e B o1 Buonsr SCRGPRYEER! ci
\,eorrpl"gtely ot part or a sequence which has at |east 78% ami no acid .

honl O%otﬂ{%rg?e‘f{ﬂg rﬂuﬂ%'mﬁae&ﬁ@é\@ Lé‘c]go?facr& At@ﬂsla‘(&dt @b[d’?\ oF 94t-¥eP |m'Rﬂ of 5

sai d sequenc ing to specific ce ar receptors on s or
nurine @, ﬁr&mo%%rmbag@.arems@nastrtatetted\eﬁem&.e &igg either, expr eSSI ng in a
host gell a correspondi ng nucl eoti de sequence encodi ng sai d pol ypeptide or - -
cheni calszpriatrietiRd SysMiMas,iwherel thehotiRbiRae £.@K cpepar i ng a pol ypept i de

| eukaemi a inhibitory factor (LIF) activity which is capable of 10
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20 . eluting LIF with an increasing gradi ent of acetonitrile. 7. The 1
nmet hod of claim6, wherein thedéfJ éénmrél‘de formconprises a Krebs 11 %
ascites tunour cell conditione ne rum - and nurine LIF is purified from
said nedium 25 8 The nethod of claim®6, wherein the LIF in crude form
conpr i sewshenanr pbipsgrse haadgCliM adibity &6 kbfinkd iNGINY Bndlof CAMEE 1618 BRBast 1o bJPfor B9)
condi t i orpesgbaraix@iofl E-ongHositidaUdraidéring the proifeiatidni o chyé16i0 uikamid cedi um met h
for preparing a reconbi-nant DNA nol ecul e conprising a nucl eotide sequence
whi ch 8®&d#ss ak glaingedLih Elapo BY, pepthe ceparatiod @f iarmecipesition yythae reempdsing| 2 pdiipbeghiad O 5,
sai ¢ nmet hednec@FEF psGM§SE hetivivt ep of 30 inserting said nucl eotide
sequence into vector DNA. 10. A nethod for preparing a reconbi nant DNA
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24. The method of claim 23, wherein the signal sequence is derived fromthe =y
si gnal sequence of the kil [E@rO 285448 Byene of Kl uyveromyces lactis. 30 25.

The nethod of claim21, in which the host cell is of the species
Saccharo ces cer eV| SI ae 26 The met hod of claim17, wherein the host cell
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GW CSF activity. 20 Cains for the following Contracting State: GR 1. A
35rreﬁ=1d‘dfeﬁ%‘|"b"18ﬂf malgcule pesryipieg @i nyeledids |S?R3°'P°eu¢€‘a>érﬁ°éﬁsl mexpressyinfaact or (LI F)
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ot for
correspon - ing nu eotlde sequence encodi ng said pol ypeptide or chem cal

pefl THE molEllid & Shy oneet cRirlEd BOM, fuRtfier RbAPHRING 36 o |rp9f| HieRbh, dﬁer’&é\)’éaﬂg | eukaem a
8 Nhi RioleBiyis Fen8Srad suftdoleldr R6 bd ¥ bibning vékig! €i n- sal pol ypeptide is
capabl e of suppressing the proliferation of M rryel oid leukaemic cells, is
e N0 dRs mbigcu HRURInE 04, indiBerSRAPRIGa pibhhdidt sbquetddbpiraiily kedipl3it GluGdongs under
condiséquendts wbdrellysSiBGoleClie is naéredC Qitabid iU oldn elpredsien vator.i Ngency, to a
sequence of a LIF encoding insert selected fromthe LIF-encoding inserts o
soC | 18n AdhogtlchiFcontaining p kelcdrhiliant PNA holcBle aggogiinghittitimBan as defined in Figures 10

11, 15 or 25 and is
17. A method of producing a LIF polypeptide as defined in claim 1 which comprises: (a) providing host

cells containing a molecule according to claim 14, (b) cultivating said cells under conditions conducive
to expression of said polypeptide; and (¢) recovering said polypeptide.

55
18. The method of claim 17, wherein the polypeptide comprises a mature polypeptide which is at least

78% homologous with an amino acid sequence selected from those set forth in Figures 15, 26 and 29.
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capabl e of conpeting with a pol ypeptide of the ami no acid sequence set
forth in Figures 15, 26 or 29 35 for binding to specific cellular
receptors on M cells or nurine EPWrﬁ}crophages, sai d net hod
conprising either, expressing in a host cell a corresponding nucl eoti de

i .3 A
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activity wherein saird . pol ypeptide: (a) |s capable of suppr essi ng

the prol 3o ghéthbiRds &E:a.erw&LdameWaemscgweéyIaed bl Bk neQ@R | ses the am no
acid gequence set forth in Figures 15, 26 or 29 either conpletely or in
part; (Ca1. iThe map&idr lainf 17CwHERsm théebst\ddll s 2yeaglcyipept | de of sai d sequence for
binding to specific cellular receptors on M cells or nmurine or human

macr ophazpe Jhe msktodid claim 17, wiethin thes prematarde al gélactose MdudibiectybiitoG AL ECMOAsheoteri Ch i S
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sequence encodi ng said poI ypepti de or chem cal peptide synthesis. EP O -
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factor (LI syrcatdvinvis.ty which is capabl e of suppressing the proliferation of

M nyel oid | eukaem c Cells and which conprises the am no acid sequence set
forth i n3oFiTyeimetbodlds claid@9pwheRh saslaveciorriaskshibel Somirsiated regioe pitrlatve, LIFgwi¥Aessi ng i n -
a host cell a correspondi ng nucl eoti de sequence encodi ng said pol ypeptide
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pHGLI FBam as defined in Figures 10, 11, 15 or 25. 35 12. A reconbi nant DNA
mol ecul e conprising a nucl eotgﬂgzggqu@gqe whi ch codes on expression in a
suitabl e host cell for a LIF polypeptide as defined in claim1, wherein the
nucl eoti de sequence codes on expression in a eukaryotic host for a
- pol y fdpThecstivldiof taim@apr claet0gunthat coneriging 30pdiigi adRastbneCdinet Bioladical @g&ator7 8%
honol ogefipoodialy a nat ure pol ypepti de ami no aci d sequence sel ected from
those set forth in Figures 15, 26 and 29. 13. The nol ecule of claim12,
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8%5 Iyeggt f?g%:f{;ne r}gagfptng ggse(?%ek: zI n tﬂsceixe? 6@7“?{9@ B?%Htg{éﬁ eirs

t| r verma und .
Kl 'uyver onygc&gsqy cﬂcéldesNu tidsddbnz & ﬁ)a un e v 5618 [ cell is
 Of the sSpRGhRAgernIBRNG HENJeSin e%réé&'veﬁi @lﬁes LIF aug e@
“wher ei n g 1P OB teodi@brlden Mscrem B KRG BLFER) LIF FNK uﬁd ea' m 26,
wher ei n tchexdesbefifiBdren intoh Figasd 10 Eds waet . 3u hRhiiaMtbr pr eSS' 0“ vector.

28s The method of claim 26, wherein the vector is deri ved fromthe Ml oney
muri ae Rotypépie niiaLevkanmichemdfakto? IF)-AliGitaedabiich gdkermkaidnidt28ar by fioflichyig vect or
f ur t hervoo Guiginisan, hixoidchdr M1 RaiaC ar suppriniigred ey, discdsadid Mles BigGronTes, v6r us. 30.
The netdded2%dargsbtaliierA@Bosiwlesaqasnn estedbr velisttiadig bdee kefiwdiseeodsr einenSeqaerz] @b ed
Lt egi on rifdestans Va% | Aninoyiihom@dbie ddmit Bbfeeiste uintalt, ofid Chduicm 248, siiner einemt he host
~ceP| s diolyrepidgisedr Sepiveng um| die Bigdung Tin sperifisdhe dollyfirec Rezepterary auf WiHeZaemodene host
ceI | s dfquse oges|Humansakigphagen zu-kprapetiiarefogresB- cl ai m 32, vvherei n the vector is

e whi ch di rect the expression of a glutathione S transferase/LIF
fu5| 8n 'ﬂlg‘?" it Lauk R & éFt'VEﬁtaﬂaﬂP'SQ'd'%ﬁlgg é‘?“rfe‘tkﬂé'sﬁi‘é'bt"UPb'F@e’bne whi ch
ect > & j&sé’g%'i"ﬁ%e" ‘feméagd‘\"ﬂf’ﬁt'hf’%h%g‘?" 1By 28 0P L7 Age Al ABINTFaP®aY age

SI e/LIq’lI TIE0n pr ot ei n 40 35. A nethod of preparing a LIF polypeptide

?ﬁﬁ?ﬁﬁlf&ﬁzﬁ?ﬁ Ao AP BB 00 R ML PIRE Il U A e f BRI T,

Figure ?é) daChrotha f\@&lerﬂf&ﬁ Q¥ GH Rhichf aﬁ‘fleﬁbmn?bﬁerﬁﬁmgﬁb@atﬁeadnq dgé)ll:'léﬁg'grpt i de has ;

anre N-t er Radad miRiis Bin Kehmdhdeh 8asgradtehen,f 1 st three amno acid residues of
nat ural 8yldas\ChrbrhatograpRicren des Produkts aus Stufe (a) auf einer Lectin-Affinititssdule, wobei das
Lectin eine Affinitdt flir Mannose aufweist, und das Eluieren von LIF mit einem Mannosederivat,
{c) das Chromatographieren des Produkts aus Stufe (b) auf einer Kationenaustauschers3ule und das
Eluieren von LIF mit einem steigenden Salzgradienten,
55 (d) das Chromatographieren des Produkts von Stufe (c) unter HPLC-Bedingungen auf einer Séule
mit reverser Phase und das Eluieren von LIF mit einem zunehmenden Acetonitrilgradienten.
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37. Use of a LIF polypeptide having LIF activity as defined in any one of"
claims 1 to 5 and 35 to 37 for theppgroggangghon of a conposition for
hi ndering the proliferation of nyeloid | eukaem a cells. 38. Use as clai ned
in claim37, for the preparation of a conposition further conprising a

pol ypept i7deVesdhren nach Ansprugh &8 dor LIEW BBRermeini mit Krytis 1R ziteftum® & koRbitionier- '
preparing atep Mediyre enthiltvodhMawetificws tiesam Mextigor gessimg) wixd.L | F pol ypeptide as
defined in any one of clains 1 to 5 and 35 to 37, conprising adm xing said -
pol ypept ideVariiren el Ausprugh B.ovobpidentlE dufahform pip "atﬁtmpmabtmcf@amaseekaazmmehﬁmr '
di l uents. 5%e 2037 KHEC Histerleayngspuremei HABID kondifieriasien Mediem waihilt end InhdRsqpidngspapt | de
is fully hoﬂﬂd@m@eqmwwmwaﬂn no aC| d sequence set forth in Figure 29.

EP 0 285 44 Bl 41 r']lg a m 39 or claim 40 further conprising
admi xi ng at ?anE%FI ”{‘Tf"%ﬁ‘ tﬂ"bF'B?jl °t?d§?j'ﬂ?“ét g T einghifsRrypeRtid|nach eiem ophe
net hod, of 01\'5?' I'n sal d ot her regul ator s a poI ypepti de havi ng

G CSF f
A %%ﬁb@aﬂgg}gﬁ% (g e@m %éﬂg N
Pol ypept i d &b ?g 5uk Ed ,E;t% H% Gfhet ,

daB es die g | ,ep@bﬂarmanemmdé@n Qﬂ%:lie%derrﬂé bSERE A

di i
Supprigi er egindifg AR SpezMsRe Soiufbte REABpERA ali @YIrZRibn or MEusO&RH éfh nz u"% '7 't
Am nosaur esgiérnz entweder vol I standi g oder teilweise unfaBt, un

mt einem Pol ypeptid di eser Sequenz um di e Bi ndung an spezifischen
zel | ul ar an Recepbaates DNANoldWl ARl diren NodedtidddaLEne - die deir ExpsBsN TSP RaGBed U .
konpet i ti erwitsastis tingn LIF-Boigpepfbhach dpdpruah Nicbdidre whimittie Nevistidskduenz unter Bedingun-
(LI'F) -2kt i vgengbn 6xBRGUBTIE qlekBetitgwigem hétierer Sibrige anit ailiee Sduerizieines fiie LIB REHievdN

(| eukani scheden Insped, eisgeqibih add dendiin Wi codiprendprpinsentere des ikiope prBARD, pLafBIKe. SLBFMKE h '
e| ne Nukl eotnddbiGLIFRam aotspeestiendden Pefinitiongn én 'E!@W%HOB‘édlmh%}ewbmﬁnﬁxSSC 65' C
oder Bedi ngungen h6herer Stren e mt einer Sequenz eines fOr LIF
codi er endénRekankipantes WK& 9&195 Nyldpptidsepuang. pdig. beii BXPESSHRMIN| ¢ivee gpaigretder 20
Kl one 3LI F7Witszelig Uy piRykif ° [¥PaPHRyRach, finapr él_‘?°ﬁ'85rf'f‘1be' @rPé’B’e'Ei@?PqE%‘F PoiiExpressien in
den Fi guren'"ﬂf‘e’“ ka W' 5“ n, Ppl %ﬁ%{b HE%; OlVRPRYd YyfaBte welctps
ei nern Pol yfl ? % 'gjeﬂ‘@h A P'S %‘z e?BS rc?lﬁeé‘r BeRHAT GE9RYENT g flen in den .
Ami nosaureseﬁu%' 8 PR 9ageshl %g %’W%gp%m fischen zellul aren Rezeptoren auf

M Zel !
M ygeJthelq%ogsa g?a %ﬁﬁﬁ@f&ﬁ%ﬁqﬁw 458 o v&.amg;s ehBh GO S TP 30 2 i
daB (a) es roI ITerierung von | eukam schen nyel oi schen ML- Zel | en zu

ppr i m g enoly@r RARS seinki) def AndhiRnd 8 e NS, Fed WoiRRon Linfastbhd OSHRR ReSikERhGRSLA] | t e

M NOSaur esREbdEdas MBIBKINVAGREN 3P VbivbRINAY S RIBASrurgBlekid]esiGnatbinfzastind gelachBfurddl t
ei nemdgol ypeptid di eser Sequenz um di e Bindung an spezifischen zellul aren

Rezept or @s. RBekiit nach Aastruch 147ads| wanterenl @midsdbna @ine GuhRifondtiLiAi @oralukREtISEBEhz Zbt-
konpet i ti erlenphee(opeably Uinkbd()diPro@stodeuediz, aobed dalsl Mokl | id S ewrzVareahdgwgteirest |
di e unter Begieagunagkiorsgesignble®8@tand gebrihwlede. Bedi ngungen héherer Strenge an
.ei ne Sequenz eines fur LIF codierenden Inserts, ausgewAhlt aus den fur LIF
\_codi erendénWirnzsie mie pinefe rekadbinaetom BNA=FolRiI! "?&EIAF?QK@ $LI FNK3 und pHGLI FBam
entspre- chend den Definitionen in den Fi uren 10, 11, 15 oder 25, zu

hybri di sitér \é?ﬁ(f;t'véé’r %gg;@g“m@"p’dw‘ P‘?"g%nﬂﬂ;a' Mg gq”&’taé?ﬁ‘i'f' akt or '
LI F) - Akt tlgjtoas nsgru |
I(eukZam sclh\éln n?él@'f'@?fﬂbﬂgb l%‘ﬁ I“gtf“'ilr 9??"?5’1?6? 4R &P gﬁp'?f‘é'r"?r;gﬁsl é’%‘g ?bcﬁ?eé" in

den. FF'gur'en ) séem e des%% daggsestel | te Aminosauresequenz entweder '
vol i standi g Jaer TWeiSe “SHar“ei ne Sequenz, die mndestens 78%

Am nosaur h@éFBAragh n K38Prden A% Weﬂlas ﬁ%@%}fﬁ%ﬁe SelisE sl mm‘%’a@3 o84 Surffidbst &l nem
h

40 ol yRBP Rt & m m.%rsa fle da,rr.@%a's Fdeambeg agbhdsteliad, e
Rezeptgaren worolollst, 6ftaliEN oder l\/tfluse- oder Humanmak rophagen zu konmpetitieren

vermag. 5. Polypeptid mt Leukam ehemmfaktor (LIF)-AktivitAt, das die :
Profili erngngerdmsn haehl iagpiuer g Rvobénigd Rifs ebigapidleinétlolistindige! Homkdiel Mt 8dr @NFigLer mag
und di e i n gdargebtgrtn@minbEiuredéquetiaduiwdt. dar gest el | t e Am nosaur ese- 45
gquenz unf aBt .

55 20. Verfahren nach Anspruch 17, wobsei das Polypeptid durch die Wirtszelle glykosyliert ist.

21. Verfahren nach Anspruch 17, wobei die Wirtszelle aus einer Hefezelle besteht.
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6. Verfahren zur Reinigung eines gl ykosgl i erten oder nicht-glykosylierten
LI F- Pol ypepti ds nach Anspruch B 0285 448BAd (a) das Chromat ographi eren von
LI F i n Rohform auf einer An| onenaust auscher saul e und das El ui eren 50
\égpohggomrfah ljnacﬁ Ans&g:gf? I!’? Ejrgr ergot%?ah?z R%ngl % Qréc%u%%%areq\a]?ybﬁd-GAL-CYC-
Lecti n- Af i ni tba tssaul e, vvobel das Lectin eine Affinitat fir Mannose

auf weizg! yverditth AR Al wﬁugsé fas!Mdeii dbs @é.@f%#@ ﬂ%%%tldwuk.e&%eq%%
Chr pmat og@iidhe Q¥ Bt athe ksl sequahz u als&duBZ' fiir eine Expression fir

Kat i onengatsdubdie ABhdeRMg Be 8s%?le'ﬂt&56&d¥r§%u codi@nt ei nem stei genden
Sal zgradi enten, 55 (d) das romat ogr aphi eren des Produkts von Stufe

(c) um.eVerrellﬁb;CnandAr@gmgw wabdi did Bighalsdqubne vbi ter! SiyRKSRENZPIE IGlIcHBEhgeRS

El ui er enknyasromldes ficis abgermanistunehmenden Acetonitrilgradienten. - EP 0 285
4480B1 7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der LIF in Rohformei-n mt Krebs
| 1 - As 251 éstakran hak [Ahspruck @n det deondie Wirtstalls abdddinen Herc3pbiiey| Sacabardmvdne serelidide aus

di esem Mzgietwm gereinigt wird. & Verfahren nach Anspruch 6, wobei der LIF
in Rohformein mt einer nenschlichen Bl asenkarzi nonzel h- 5 nie 5637

( ATCC 26ii Yariehrbreppgh drsnuem s wePpBgiy Wirtseellp pisoiiriee Paugetienvpligibasteitnt hal t  und

mendchl i ches LIF aus di esem Medi um gereinigt wird.. 9. Rekonbi nantes

DNA- M3Te¥erighvpn pachAqgarucRi R webei die dYjitrzplle. mitipiaen egtroviraign Exnrespignsyakiop trprsiofrac h
ei-nem de‘i’“e’thtAnsprl che 1 bis 5 codiert. 10 10. Rekombi nantes DNA- Mol eki |

Tolz.ﬁg't g MEPTAL R, BRI O P o ﬁﬁﬁ%&%m@%& s SRR o
P
pol Tosat wfamen AR 8 s SRR LBl (5 LAY B

e I'ren und

Pol ypept ? einer i'n den Fi guren 15, 26 oder 29 dar gestel | ten
Am no%ﬁuﬁé?ﬁﬁrgrpﬂﬁ Aﬁ@i&rﬁ’dhezg wobeP dem VeRloN det ichtAnsiiére! 38801k n&fRbd MEHRRIA
Rezgpt or gy auf Zellen oder M-use- oder Humanmakrophagen codiert. 11
Rekonbi nant es DNA Mol ekUl mit einer Nukleotidsequenz, die bei Expression in
ei ner sy3edr@Ret faoh AhspNER 265 #6del @le WiHszelbraus biotofnygpczRidnbesi@Rh. Anspruch i
codiert, wobei die Nukleotidsequenz unter Bedi nhgun- 20 gen von 6xSSC,
65 C @deveriareh inagh Agspiuch 64) esker diSWireagyen astE. edlisZe¥en Beshemz ei nes for LIF
codiceren- den Inserts, ausgewghlt aus den fUr LIf codi erenden Inserten der
Kl one 3gLYéAzghr@h naquAtﬁNl@ 33 IwobdilkBr Vpktormails (s8] heBlatl dernaué diecipensiondeines
Def i ni t i Srigthion-§-TringferpseftIFiysionsprotelns gesithtet i, hybri disiert. 12. Rekombi nant es

- Mol ek@ mt einer- Nukl eotidsequenz, die bei Expression in einer
geei gridt ¥asfalyen nach Aspruch, 33, (webgi fer Ypifor| qus_eingmy bestobt derrayt e ARr@rsERiem eines |
cod®ert, G'MB'B\QF‘SJF@“NG??@W‘P'B§8€fl‘f@9§2‘°'f?@1"= RippBeEIng Rech* e tnem eukar yonti schen

ff | d d f I d unf al
Xve:réh@g' enﬁ%'{c‘mﬁtiq X@%ﬁ’“ g e %?m%%u&‘whezsizuiﬁzyﬁfﬁég rolfon )
P t Fi S t
\/On‘élpg”g I'.Ilggglg O %%gjilgegﬁibn %Qsaur'e Lcllieéiz enn?%\he%ﬁc&;%qr%rln?ogﬁbg% ypgptl gn

“ei ne vol stann ogl e Igur 29 dargestellten

Am nosgu ﬁ%& H@Qgh %Erﬁ\ﬁ'aﬁtdas ein N-Terminus aufweist, dem mindestens die ersten drei Aminoszu-
5 14. Mg natd@éhdn MENSMFd @hiedNspr Uche 9 bis 13, des weiteren unfassend ;
ei nen Replikationsursprung. wobei das Ml ekd in einen zur Verwendung als
Kl o essungmanabiigsines €FLRQINAdpas mitl SIFARGLitRelacnaidm e AdsricBSd a bisS. unbiBs ele@7 nach
ANspr uc hzul Herseihsg \sdbit Abemitungkars\eirdieng)der fPatitetisrangelob Pukindehen mysloischen

Nukl eot i Zalequenz ver- knUpfte ("operably |inked") Pronotorsequenz, wobei
das Mol ekU in einen zur Verwendung ei nes Expressionsvektors geeigneten
Zust ar$8 Yewendwigt naghrAhspruchQ38 @, Hetgteltung einbie Zulereiterion dps wekensrb imtasseadh ein
DNAoMb| eRabipepiidatit fSHroderPMESF-Aktvitier f ahren zur Herstel | ung ei nes

LI F- Pol ypeptids nach Anspruch 1, unfassend: (a) das Bereitstellen von

W rt s 28 'é"ﬁ“%??‘tt's‘"é‘la ﬁé‘?ﬁ“ﬂ?ﬁ‘?ge‘m pinern, LIE-folxpretis pach e'ﬁ!‘il" I;Uz‘sﬂi“a"é‘e kst Y9SP O di eser
Zel | en uft BV oy T FTR™ QFPTemErRreRhAmERYtST FeeptaBlsh JIRIRT Wdofes Vawin 45
und (c) WR KD nnen des Pol ypeptids. 18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei
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S0 . honol og ist, unfaBt. 19. Verfahren nach Anspruch 17, wobei das reife)

3

Pol ypepti d ei ne voI | st andi ge Ho der in Figur 29 dargestellten ‘
Am nosaur esequenz auf wei st ., %8%%h?en nach Anspruch 17, wobei das

Pol ypeptid durch die Wrtszel I e glykosyliert ist. 21. Verfahr en nach

Anspr uc 2, 1zsanyidasitzufly Rach Adssia@ U@ oddd 41 Ehd3Chei EP 0
285 448 Blyiokgischdh Rb &nomzbe"@mspr uch 17, Jﬁ?ﬁ%ﬁpﬁgﬁ% °OF e'z’i‘ﬂ‘ weUPRRm

gal akt osei ndusi er baren Hybri d- GAL- CYC- Pronot or besteht. 23. Verfahren nach
ANnspr uc 3. IZhsanviisasstzutigp SaclViingdetdh 43eGobapddr Sbitshe Bégilﬁtoif alRkinem ri%'ybepﬁa bt %evfsr l
Nukl eot i dseen@meSEAktivitit bastshknupf t e (' operably |inked") Signal sequenz

unfal ~t, wobei die Signal sequenz fir eine Expression fO eine auf die
Absondert ritiagrestisches Milel pderdSondre mit aidettens| anad Nuldsingduessaquen vie leiner S24uend/Bdef ahr en
nach Ans prl!mlnse@@"z vingsellr HiFPoBpeptid |codieonsiay Inserls. euspev@hiy aal dee Gupe delas: LIF ‘
Ki | | ert oxioggjerardex|! % vermikiose ALITE 2p.spLdfittié| eHIENI3 indt pHQIIFBR®I. ertéprebimha @an nach
Ansprtich - Definiigaen felen digurenyiPit Kz &5 loder 2as0der piear Sqarenzserier Unters@uereitiar empees l

I
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cer evi si aghpwen mRNAn2gtspgat f ahr en nach Anspruch 17, wobei die Wrtszel |l e

aus ein Sau etlerz || e besteht. 15 27. Verfahren nach Anspruch 26, wobei
di e Wr???'é'ﬂ'%’“fﬁ'?ﬁg ﬂg?ﬁqeg%,eﬁ(ﬂgﬁsdtfﬁn Expresm onsvektor transfor- mi ert
| st 2& VEé
xg;gpﬁghw%é%;:é‘ rgﬁwa e ggxhezfgﬁ:g,;;f %’"ﬁ gl Lo e:;:, e A T
d W

el opr ol | nﬁesf" haaageaa é’f qulé‘&% Afw Eﬁe 29,

bei dem cf?én 3 M1 rﬂe tJdém s@-tddgrrllilﬁnal?fmﬁ?d’pﬁégﬁ zJ\éFnb ﬁére bei as
fehl ty 31. Ve}\‘ﬂﬁ' nBdHiRBor G BxpiihidpdrlGihbr 2ftsprd@Rden NuReotlidalihL | deClr mypepg,d

die

DI'ut bi | dendgen, #dideeWirk@shb 86PBine SrbmistRs ﬁ@msthéaamaﬂns pruch 17, wobei

rtszellen aus E. coli-Zellen bestehen. 30 33. Verfahren nach Anspruch 32
wobei der wéaitira zun Herstelung inbe BHIRidbtids (Wi Leakimiche@miakip RIFBAIItAEC WIS das Poly- :
G ut at hi orpefidTdiaPedfianangevoh | lEukEraischen SpyetiiisehansSMG2¢lierc bd @lipphidieren Jdrmad/edat ahr en '
nach 28ns prdech 88 Nuldedtidsequbpe chdidet ist dia wster Battingurigers topEx$SQI @5 * @ oder Bedingungen
Expr essi orhShérerc8ireBde mit einer Sequenz eines flir LIF codierenden Inserts, ausgewdhit aus den fir LIF
d ut at hi orcodlergndem dfsentensdst HianembLIRZ.2p ALFNKY PEFNKS end_pRGIRBamb adspreshenit wen
geri cht et DQefnitiongnin denpEiguss b‘b ft1i A5 oderidSh @y jhgbridisiaen veraeg.\ndf defi ras mit; ginem
Anspruch 1Pplypepid der)ip denF 6@ gB &ewaerr?%? ftefiten AminogycosequaRz Y PR Biadre s quenz |
ei nschl i elﬁp%‘ﬁdﬁ% ﬁe“A'ﬁ‘ieH f Zellen °&®' Mé“se'f??-i "&’B'?"WF?P'PPQ?’] U oppRtim - '

Ma LI F Rt 3% Verigh 'ﬁk?’g‘t'ede Exsgm {prpniseresiongea dsggyrenz
cei, ﬁsﬁ- Ter rf? Rallo daéﬁ?'%éf"édtmd'ﬁgrﬁ' F‘H’?f(%gizg oI é[y EEQY 4 syﬁﬁﬁ B’Fﬁ%ﬂ rer egtS e
\E?Jltz?r ! It IS'CI orf E\zzgx %rstglé f eglngsn PolgpePtn Cﬁngt \é% él\n’%equg mgk (glﬁgAklﬁvg& gll)Je?! Basmo‘ygs m t .

Her st eI I urPg (a%ilgg oflé V6l ,w?f,eggug grg,ql der Prql.i.f eri erung von

| eukam scherg,! raeq Qbr? %E@ren dargatelfs &ura@;qheré%mea@ Rolfind: Bder

Her st el | ung @héisruméasber ei tung, des weiteren umc assend el n so ol ypept id

mt G CSF- @& M%pré%ﬁldéi béuenAdin eaﬁ’éléfnmé QU speshittRenlttngs oi hék@ﬁlor@ﬂ dut €1 nem

LI F- Bsl ypepimicea@leraiznssodd HuMasRdkiophgenl zudompitistéivedlaghird 37 i n Ver bi ndung

“Hit einem O@Rr dureh heits @lDkigtiasenisne Wdotisr hista lis apted [Hesinguhgengem 6wsSS8C.06%1C b di n- -
nungsm tt el Bedifgongbi hikédd Strevde inigeira Shqudmseines din LEGodisvedaien Inders, ausgewdhit aus

LI F- Pol ypepderdfiv UF ksdieasrdenyinsdrten derkiona pBFg20, ROFNIt pld§¥Kks|und pH@iHFBami entspre-

Am nosgur es @hﬁgg degn }ﬁ)gﬁm'ﬂom@ ingden Pigmren 10, 11, 15 oder 25, zu hybridisieren vermag, wobei das

45 Verfahren entweder ein Exprimieren einer entsprechenden Nukleotidsequenz, die flir das Polypeptid
codiert, in einer Wirtszelle oder eine chemische Peptidsynthese umfaBt.

4. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids mit Leukdmiehemmfaktor (LIF)-Aktivitat, wobei das Poly-
peptid die Poliferierung von leukdmischen, myeloischen M1-Zellen zu supprimieren vermag, die in den
50 Figuren 15, 26 oder 29 dargestellte Aminosduresequenz entweder voilstéindig oder teilwsise oder eine -
Sequenz, dis eine zu mindestens 78% betragende Aminosdurehomologie damit aufweist, umfast, und
mit einem Polypeptid der Sequenz um die Bindung an spezifischen zelluldre Rezeptoren auf Mi-Zelien
oder Miuse- oder Humanmakrophagen zu kompetitieren vermag, wobei das Verfahren entweder ein
Exprimieren einer entsprechenden Nukleotidsequenz, die flir das Polypeptid codiert, in einer Wirtszelle
55 oder eine chemische Peptidsynthese umfaét.

~ B. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids mit Leukdmiehemmfaktor (LIF)-Aktivitit, das die Proliferie-
rung von leukdmischen, myeloischen M1-Zellen zu supprimieren vermag und die in den Figuren 15, 26
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1 \\
I cC L M 5 | EP O £80 84348E142. Zusamenset zung nach Anspruch
40 oder 41, des weiteren unfassend ni ndestens einen weiteren biologischen
Regul at or von Bl utzell en. 43. Zusamenset zung nach Anspruch 42, wobei der
wei t er eodéegfidiadestelita Asinesinesaqiiaiz \peqst, wibeiridas Erf&Een enbweder ein Bda'hieren einer

GVt CSF- #itdpreghendant Nigdestidshquenzl 4die Bir adps ORdyipsmid edibdt,t ihedined dWirtsz8iten ddsr rairte

m ndest ehemisehierfeptidsiikhiess wngfelitr esequenz, di e ei ner Sequenz oder Untersequenz
eines fir LIF-Polypeptid codierenden Inserts, ausgewAhlt aus der G uppe der
fup 16 FVesiabrprorus fgidigunarpines wlykesylertsn edee n'm19wvos2'19rtequf Polropptidg [nachNiesprunhd
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spezifi sch %‘T fagfe asreﬁ -Zell e m.u,q ug%ﬁ oder il
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hybri di si exehGuEBaEgntswaidand dda efitivden it Bgurenoneid eF oder 26, bybpdisiert. er en ei ner
ent sprechenden Nukl eoti dsequenz, die fOr das Pol ypeptid codiert, in einer
W r t sz dR| Bekonjbinantsis RNA-Meleklk o ceime (Nukieptigsenkraz. edie) (bpia Expression in oinRsrgoBiBNelen Zz ur
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Figuren 15, 26 oder 29 dargestellte Ani nosaur esequenz entweder vollstandig
oder teilweise oder eine ég@t@g d| e eine zu m ndestens 78% bet ragende

Am nosdur ehonol ogi e dami t Blunfalt, und | mit einem Pol ypeptid der
Sequenz um di e Bi ndung an spezifi sche zel | uI are Rezeptoren auf M-Zellen 70

Qgefodddieen ARDRIH Ib WRBTRES R EHl/pEL1E ORBhdide! MBI Rt Wedin FIRRDAI  das
Verja%dggtgmempﬁﬁgﬁgsegﬁenz Expdigem ergprgI E‘,"ﬁgr ent'éseprech%lndetn Nﬂkpgrof i dsequenz,
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10 Peptidsynthese unfaft. 20 6. Verfahren.zur Reinigung eines glykosylierten
A6 Wirtpgel “g‘PW%W‘?"@f‘?%H"&W'ﬁ%F%émWWQ‘ﬁach Anspruch 1, unfassend (a)

das Chromat ographi eren von LIF i n Rohf orm auf ei ner Ani onenaustauschersaul e

dhdvegahgengug i ? "Q/‘E)'PPSLH qlﬁp?p"Fﬂ' | ’2’H}‘ﬁ§fﬁ‘fﬁfnden Sal zgradi enten, (b)
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\HPth}hagéj;sngungen auf el ner Ssule mt reverser Phase und das El ui eren von
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A9)SRFraHRdh dach AESPRIch (18 fwobdi dad 1ditdPdNpaptidN eirieVolfandidfd’ Béisoldgle-ri6ddr iresgudnor zel | en
k oradidbrgestélieh Aminesiubdegtiueinaemtbisial t und Mause- LI F aus di esem Medi um ger ei ni gt
25 wird. 8 Verfahren nach Anspruch 6, wobei der LIF in Rohformein mt einer
P& VeddtiranciagmArBbragietTk aetei das Relgpeplid duBb die Wirtsdels diyk85/lirtARICC Hi nt er | egungsnummer
HTB9) konditioniertes Mediumenth~lt und das nenschliche LIF aus di esem
R Mediatvegcnaeti Arispruchyi7y wobeigdie Wistezalih fus Rinercicfazplia bheiehtk O i t ei ner :
Nukl eoti dsequenz, die fOr ein LIF-Polypeptid nach ei nem der J Ansprlche 1
0 g3 Jerahean iagh Anspih 17 wolrek s Fsampias eusceinerygaakPeindpzianaren iR GALCYSan  Fi gur en
10 P'%'B"Q'B%Fé‘i—f-‘h 1 630) 25 oder 29 (Basen 1-543) vol|standig oder teilweise
m t der Fahi gkei t
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26. Nedapdinasehnisheprudhrig ewdbeirtieddirtsidions sppbr Fdgalirzolip bédiikKl, pLI FNK3 und ]
pHGLI FBam ent sprechend den Definitionen in Figuren 10 11, 15 oder 25,

45 Py [Yeitalireni nagh Anspiuch 28 kwohéji dicn WirtszellOR-aiftemetetrpvirgient ExpfonsignsvekiRl €assidls equenz,
beimiedigk essi on i n ei ner geei gneten 55 Wrtszelle frir ein
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31. Verfahren nach Anspruch 26, wobei die Wirtszellen aus blutbildenden Zellen bestehen.

32, Verfahren nach Anspruch 17, wobei die Wirtszellen E. coli-Zellen sind.
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14. Mol-ekU nach ei nem der AnsprUche 9 bis 13, des weiteren unfassend ei nerms
Repl i kati onsursprung, 5 wobeigglg %@J | in einen zur Verwendung als -3
ebrac

Kl oni erungsvekt or geei gneten Zustand g wur de. 15. Ml ekd nach
Anspruch 14, des weiteren unfassend eine funktlonel | mt der

Nukl eot i ds:emnﬁalﬂem/ﬂerch Aosaht 32, (oip @sratdior laie kiveh ooSt6Ha B QUS 86 ERBHEssioN ARG
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\ayel oprolﬁgvg;,@gétfonyen Sar konmvirus unfa8t. 30. Verfahren nach Anspruch 29,
wobei  dengei@kdisdtiod pouti s Erhts 3brittadiah@l dufrarits 1 RE/e, 8R, NANEJER, &) @F, LU, INL; SERNA
fehlt.s31. Verfahren nach Anspruch 26, wobei die Wrtszellen aus
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Expre55| on eines 5
d ut at hi oh- Sotypentider rifsqatant vrr etriE e dictaut inhibiteyt 48 IpucfmieHLIF), §?f%§'59 Bt €5 Gy est
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3. Polypeptide présentant une activité de facteur inhibiteur de leucémie (LIF), caractérisé en ce que :
(a) il est capable de supprimer la prolifération de cellules leucémiques myéloides M1,
{b) il comprend la séquence d'aminoacides indiquée dans les figures 15, 26 ou 29, complétement ou
en partie,
55 (c) il est capable d'entrer en compétition avec un polypeptide de cette séquence pour une liaison 2
des récepteurs cellulaires spécifiques de cellules M1 ou de macrophages murins ou humains, et
{d) il est codé par une séquence nucléotidique qui est capable de s'hybrider, dans des conditions de

6xSSC, 65°C ou des conditions de plus grande rigueur, & une séquence d'un insert codant LIF,
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37. Verwendung eines LIF-Polypeptids mit LIF-Aktivitat nach ei nem der
AnsprUche 1 bis 5 und 35 bis 37 i5 zur Herstellung ei ner Zubereitung
zur Hemmung der Profilierung vonﬁheukam chen nyel oi schen Zellen 3&

Ver wendung nach Anspruch 37 zur r%%sélﬁﬁrﬁj ei ner Zubereitung. des weiteren
unfassend e(m r Polypeptid mt G CSF- oder GW CSF-Aktivitit.

j 20 39. Ve I r,%
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sequence deandifionod dutkelignéeresiivdaie S6% de datsinomp ge vessie ngnamzmﬁg dorbt poikBo) pleen

liai s8n a erewercEepiealrest eusfig 3 pagtrdese afiewi f i ques de cellules M ou de
yecr ophages nurins ou humains. 50 3. Pol ypepti de presentant une activite de
facteur % nMP'S‘f“fee‘MD"B @C?Wawwpgnﬁnﬁyne Layensa ’é‘rcfgtlé"qé?lq‘& EOLROW (g Polynertse;
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conditions de plus grande riguour, a une sequence d' un insert codant LIF.
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sur les figures 1

14. Molécule suivani I'une quelconque des revendications @ & 13, comprenant en outre une onglne de
réplication, la molécule étant rendue appropriée 2 une utilisation comme vecteur de clonage.
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i5 6. Procé6de de purification d' un polypeptide LIF suivant |a

revendi cation 1, glycosyle ou non glycosyle, conprenant (a) une

chromat ogr aphi e de LI F sous forneEBQ285 48B1une col onne echangeuse
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de preparation d'une nolecul e d ADN reconbi nant conprenant une séquence
\‘nucl 68t PopdpécuiBant la reverdigatiorel?. eagntésisseroee alairspoimentidotdmprend 8 pelyreplisedpr i ee,

cotte poletugif apiotsy prepicgurePqur Fu 89ing Zhe 3 Bner Bguenes Eaninogeides cheisie paret elitfuence

nucl eot l"d'ﬂ!ﬁﬁéd%"sl‘ﬁ?ti'gﬁ"%‘rﬁ 26 ¢12hs des conditions 6xSSC, 65 | C ou des

condi tions, | us grande ri gueur une seguence d i nsert, codant LIF

choi st P%F§ ﬂ“&g"t i%h ?"F§atl96d ntqc éff‘;ed%' ‘Y g glqeﬁ? matﬂi_tf BRI P19 FNK3 et

pHGLI FB i °f"81°§'°aﬁ’8 aosgﬂ‘i'eﬂfe ANjpoafidss "?di'qdfﬁ 03§99 ® 15 ou.25, ce procede

corrpr n | S ADN 70

vect iy P FhERE fBvanBBEd 12 dxblinlel o EEURIE BoFicB 3h! (PR AP Rvclll

conprenant une sequence nucl60t|d|que qui, en expression dans une cellule

h8t e AP PleRsisEiGant & PVENREYN 19/ baROkYB SR Lé &l?e li-éeﬁuléhﬁté/é’d%né Ruiicyapricat i on 1,

| agps6quence nucl eoti di que, en expression dans un h8te eucaryote, codant

pour 48N plodsdé suivit® layie@iabitakien 4licaGasiE @R ds Yhe Iaqirdﬁmi éstl@n ProfBlolt GALSCYUII  est

au noi nsybade RddGitepd e galsttase.Une sequence d' anmi noaci des de pol ypeptide a

maturit6 choisie parm celles indiqu6es sur les figures 15, 26 et 29, ce

pr oc e2ie Poodtgr edvamt la réveadimtial’ 17) erattérsd atlecel quesié quuiitole comprleshen duttpienedans un

ADi v ec sémuence @ Signal ®liéeRjeguanide fenctionaeile 2 ladite edaeendé ouctéplisinug, Tettecséaeantddd se en

ce que kignabeidgmane dxdesssonmatiing sEuence sedvatrica didgeattiasdgrétienylpolypeptideyec | a

sequence d' am noaci des indiquee sur la figure 29. 14. Proc6de suivant I'uné{

guel conque des revendications 9 a 13, conprenant en outre une insertion !

d' une
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origine de replication, |ladite nol4cule etant rendue approp .
utilisation comre vecteur de 25 cl onage. 15. Procede suivant |a o
revendi cati on 14, conprenant en tre une insertion d une s6quence de g1 '
pronoteur reli6e de mani bre fonc%ﬁéﬁﬁ@l 44881 | adite sequence nucl eoti di que,

| adite nol ecul e etant rendue appro- pri6e a une utilisation comre vecteur

d' expr ezl PRhosdOeuhént IPTASANGIOH2s RERBANALAAN fl WS Coll Ul € NSLe capabl e |
d' expri mer ssnedtd dy BigRd bE'§nb bd tofikd Maui ai Pt daEa ey efyetiocit # ons
pr ecedent es, gorrpr ei%ant %r?e |ntlr oductI?oﬁyga'rsgrs—-ﬁééeo ¥ul e h8te d' une

ol ecul e2sd PABMEseRaETa r@Rdicatic 31Ecaid@nidhich oG 1 0RIe e k§YEPdI Al on 15. 35

17. Psoc6deeskerepisisgluct i on d' un pol ypeptide LIF suivant I a revenéﬁ cHiTon 1,
conprenant (a) la fourniture de cellules h8tes preparees suivant |a

revendi c28 PonédEGsuivaty) la reveadicatibit UF.ccaletéoss eC ekl dikas JRRSnAES.CAAAILIONS

f avor abl es mamm¥fereexpr essi on du pol ypeptide, et (c) une recuperation de ce '
pol ypeptide. 18 Procede suivant |a revendication 17, caract~ris4 en ce que

| e poldy ppProgedécyivpit d dpvensicplion \A5e paracifiiséaent e que lanmtiuler hate of) ansessiba. NIk Ogue
pour au erP"P%e“V%e’%eés'?ﬂfét"’é"éaduence d ani noaci des choisie parni celles '
I ndi quees g,ang | es fi gur $ 29. 19. Proc6d6 suivant |a

revendi ¢t i df?“““’?‘é gYea ‘fa&?.j' %en"?f@‘e{ffﬁ)"'] ® 818 y5eiv eedsverrintvavs 1empfresent e of
une tot aI e ﬁ@%ﬂe&eﬁ €*hvec |a sequence d'aminoaci des indiqu~e dans |a flgure'

29. 48 Pré) arﬁqé nr‘id:cat?mrfav% é:r% n.17 caract 6rise en ce que |l e

ol ypeptraBeas el Midlace B SR e e of St lowen i vatin o ¢
revendlcatlon caracterise en ce que la cellule h8te est une cellule de
Ievure 0 R L d r ‘__‘n“c'e que

e pmmt&e;ﬁ%ﬁfsﬁzﬁﬁmﬁz”ﬂéﬂﬁf AL B b e PR QRIS SRt o

3 Proc6d6 suivant |a revendication 17, caracterise en ce que la rml 6cul e '
Conpr ens1e Prodsls! Kivdmtela -redaﬁmcau@eea,l&ﬁﬁaérde &l §@Nale le€ldefiRs HBtelBBMEIE ayivs

f oncti onnehémeatapokétgiied. e sequerice nucl eoti di que, cette s6quence de signal '
codant une expression pour une séquence conductrice dirigeant |a secretion '
du poisy pE2pProdkéelé séBant la @vendicatiof 17, Gractérisé enEf® Gue2BH celidiBs Blilles sont des cellules ae

1 24. Procé&d#i.sui vant Ia revendi cation 23, caract6ris6 en ce que la
sequence de signal esl 'v-~o i- a sequence de signal du gene de toxine
meur t r i eBe ProeécR] syiypml I riguoedicationc 3, caractérisé mn Recae 18 Negtaites| N vesteaundin cdrtgk on
21, caract é‘?’?’?@“@ﬁ“{ﬂépﬁ ige e, fugign ?%"éatﬂm%"%‘@’aﬂ%'-":' esos-eo Sac.: Pac ,| 5
ces c?—?rew si ae. r ed6 sui yant Ia revend| cation 17, caracterise en ce '
que | a m:% Vént rev catlon 3 eﬁﬂ%@ ce . que Ie vecteur est un vecteur qui dinge

.0 27 "8’6’536%‘ P 8’3}‘?{" %f“?'g \dl %Ea"i'émeésé? g eireede ‘"é‘ﬁ"b&‘é YGue 1a

cel Iul e Jo ekl o é;ai% 4 dun ge%fxd uggu.oanv?acxe%cg. PPLERRkEe & B2 - [

'~ 28. Proced e dR e eur
est der| vdj ﬁl hF. el tte, ,{d,q Lur rfg §sMUT | ne oney
| 15 29. Pr ocede sui van revendi cation 28, caract6rise en ce que le

vect eur 30 pRe&RLuRENk uaoru&eh&cau&a 35, daradidrisd/ o b Guelid Bolfidbplide! gassord! ur RISAUTER N
el oprol i G@eald@hle. d'adGroinkled &6ie Brofibra/iadidauk Emih@viBEHUQR @ nditel. Car act 6ri s6 en
ce que |l e vecteur est denue de la t44;,;), 20 traduite 3' de |' ARNm de g
LI F nat i 87. uBikatioPrdyde pdypeptide aat LIF prédsentan ding attivid d2 GIF saivaaiC fude | geeicaptueceesque .
| es cel | ul esertigatiops J0N5 @@ 4 36 pou laogrédastiont dpud edmpgsiten. deStipée 3 22mplthec de
sui vant | aproliféretedide seliulen ledcEmiques mysloides.se en ce que |l es cellul es h6tes sont

des cellules ae E.coli. 33. Proced6 suivant |la revendi cation 32,
car actser8s tilisptiop éu'!ggé la] rewenelication; 18, payy la préppeationeq]ine FaMPesitioy epmMPrasdn PR e
d' une pr ot @pPlyRePise Pragentashung &ctiyitd de-E-APH AU MGSEnsf dr ase/ LI F.

39. Procédé de préparation d'une composition pharmaceutique comprenant un polypeptide LIF suivant '

I'une quelconque des revendications 1 & 5 et 35 4 36, comprenant un mélange du polypeptide & un ou
50 plusieurs supports et/ou diluants pharmaceutiquement acceptables.

40. Procédé suivant la revendication 39, caractérisé en ce que le polypeptide LIF 2 maturité est totalement
homologue 2 la séquence d'aminoacides indiquée sur la figure 29.

ss 41. Procédé suivant I'une des revendications 39 et 40, comprenant en outre un mélange d'au moins un
autre régulateur biologique de cellules sanguines.
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30 34. Procede suivant la revendication 33, caracteris6 en ce que |le
vecteur est un vecteur qui darige . 1" expression d' une proteine de
fusion de glutathion S-transfer &0 28g448d¥ clivage de thronbine. LIF. 35.
Procede de preparation d un pol ypept i de LIF suivant |la revendication 1,
caracterlse en ce que le ptide presente.une sequence

d' ani no#% dec%'f‘(f’g r‘Paﬁt’“&'é@”? éhl"é’éﬂ%‘s‘i 9% ce Qup qutee fEqulsious eRb 4 BRIvAePYEe A3t n

nat ur el , “8? aghyjte |dﬁc‘ﬁ({ﬁf S¥-CP& figure 15. 36. Proced6 suivant |a

revendi t| erise | e polypeptide presente un term nal
en N, ﬁg’w °at{°§$ Bg %} °"tﬁ'ﬁta§ps 'va"tqq‘fﬂm S prem ers radi caux am noaci des du
LIF m"”l n %lgtld%?d un"tgto pﬁ@etdr&gntgwt Hr% a@ﬁvi 9&.919&&9 ig?equJ:let% @%nga
une actiVvigf % %:: ii’jae%eqw.ﬁmmsu &ifon B@é’eﬂ&lﬁé GkhQi

a 36, pounyl @o:ﬁiré?uBQJ hé?\@e dammsacﬁsma@es s&e fob 86 By m%ﬂﬁém rou en
prolifer atpbr%\ 8st CSlabitl iR ftrdr BH ESHPETHAR Sveddoh ol dePRh - de4Rite Suddeé béu ahd iff3on
sui vant | & des\suaptbrachiRBiredGpsdilids dePcoMiIDM 8l W6 hablophages GRS B hirfdins, ce
- CONPI eNantprodédéddinp@nal und expREdIeRRhd (R RILASKEY 8ie $8GGNELhuckbiduél Corfesfor OU
GV CSF. . 3%antlCodaareta pdigpeplicairuaé synthest dérpeptide Bipaigud. | on phar maceut i que
conprenant un pol ypeptide LIF suivant |lune quel conque des revendications 1
a 5 et 35 Peoc8®, dequippratimatin palypapiidecondsentatt upcicviie o facler mhibiteuode 1B@émie (LIF),

pl usiseur s denspgeitie patrertide dstlcarehle sle pirprimerderrtliidgaiiontsteldesdesérmibies nyéidBes
Proced6 sMlyasitcodéapar gneesighenge nesiéotiue Guiregctapatilesde Ehybrder. (flaes das comsfitippregst | de
LM a mat @§r$906 626 oy ¢ana Heseonditiqns de Plug) arands rigueus Bdie sRavense slivp insert ceslert LIF

i ndi quée SURIsi PaMf fe isertsyepdant L IF deqclonps BLIRLRR. BLITNKA RLIANKY b PHEUFBag delgl ket i ons
39 et 40, %Wy Eﬁﬁ‘%ftg"@ﬁ ’?)dt‘ 118 o4 35, Phpsh FApEPIgY ﬁlireh‘ii‘|°ﬁ’?§p‘ii'ﬁ°"aﬁ!!?“r‘§‘ Qeﬂﬂ“éﬁ %“Ur

\b‘T ol 8’g| qu éa @u@éq q @gac gnp ssur Bﬁ) fugures 15 26 ou 29 pour une liaison a des

(SN VN e il ot K Lo g 10 Ko °8°%é?5§]§‘ fapﬁ"bn 41,
caract 6ri é.«&e res ion ne%ns uhé ee t%§8ﬁ,' a&eeﬁﬂu mﬁ:ﬁo &ugl rr%sPodr an an %lt
Cactivitd &Y r9“ e If! PREVenRdl cat i ons pour PEtat contractant suivant:

R 5 Pr, 3 it 6 de
i R LB e

capabl e de &y&@eapaaé dé SppHnid tafpedm@;ah&megleenslsé bitsRRudsMBRALEMES Myel ordes ML,

conprend | au$ Bsipedng Ga sbqadhtd1@ahinébeited iRdkas! 8shs WaltiglresS15] bEI S5 cdrpiatebbndsl 29,

conpl et enengn gitieen partie, et est capable d entrer en conpetition avec un

pol ypept i de(cplest kasdbib @'ohitts| R REMpEMDd lavet \h dolypdptidsdelitkite séquénddqur e diisaald’ S

cel | ul ai r esdspéeptbirg|catiglaice spsetituss 66 cdilliesit aledaraeropiEigeredringui hunsaind et humai ns,

\ee proced6 @Eibagceddanat unerséquenger residatidinuedquinest tapablé dé $'tybdddn8ians disicomditvadeence

nucl eot i di 68SE.085°Esqodes adaditfons delaks giaedsi rigupul 3/ pwpssnebsco dun insers gadadtddie de

peptide chi #iogurarmides ifenie Gudent 4 deroiopes RHA7 8P RUFNIKT, PUFYIFepHEUFBaidteintient  une

acti @ t 6 deddfigie dengries; fighted19. dil 15cRy PetsoriprEds campEpant g expressingrfigng ungrelivlg e

pol ypept i-dehde ¢’ “Beabeab?"ée GE‘:'@WIWP‘P"&E"M eRdRatdedittrolypentiée e pyRtiese de

| euc6m quesPIfIBGIMWES M, est code par une sequence nucl eot i di que qui est
ans des: COI’LdI t I ons dans,

. gggglbt ?%g Bé‘p e'l{fefer Qge estg%é? gipfe enmerulr;e Eﬁ% j%f ble r I?UOE'B'S €) LI F
s, in lelig

et 35

choi & paw Sonl n, i L 'e”fsiiF orpl TK3 e
PHGLI FBaThgf 5l S BT el s %;'f“w ‘3§ 7 okt ¢ eséi

Capab' € 5‘;!35; Qfen@é? é?u Ednipktito h%Oecaé(r?Eolwamfa 55\.; uné alson

s6quence q’éc@éﬁdﬂ@&@ul%§ sééaﬂblﬂb'@@ céitlles MPDu b %Er@ﬁwa u%ﬁs auh.%%macuarpr&@&

l'i ai 0N NcélfisedaRCoHat SdpfessidnChdnt] (Ab rcBfiuieS RES idfuhél lé@éhe:ﬂﬁ fBlsdtidigbs cDhespindshes

macr ophaggsdantéditpSlyststide IR Synthes dolpagidel enimigegdr enant une expression dans

une cellule h8te d' une s6quence nucl 6otidi que- correspondante codant ledit

pol ypeps.i Gecend dd Ipespargiivh lihe @olgimspiiepidsereant tiriericiyié:de B&eur hhibiRsuo de dacéohis (LIF)

pr epar at i qui est capabpaie\sprppitniedie ppiiEsion ida néliulas Budaiqussi nnylolties MA et @uiicomprdmd s t eur

de | @ucemsmuemcb Bpmindagivies Indiquéelsur les figoley b Bé puiesd. Caproeidé careeriahtanel exprasion i nmer

| a prolif dmstune elidiedidtoed 'ingl séquencsunsieifdtidiaesscampenotsatie sodant ledibiolypentide ewmdnd a

sequence GYW‘?\Q%R?P%@'WPune dans les figures 15, 26 ou 29, conpi I terrent

ou en partie, (c) est capable d entrer. en conpet | tion avec

pol ypepti eoces qed%‘f"fcét@ e‘??éVQQRS‘S R HF  pHikant fafeepdicationy b Sivcesy, lycosyle
@hu IE f fﬁ@; n
CE| | %I al r%%’: ?Idz gﬁpgrgﬁa |ent de se crcsays:mt )Q:%e romatog?a‘%ﬁ?ggu produrljt??e Iiegtgpjﬂ (§') ins,

sur une colonne d'affinité 3 base de lectine, cette lectine ayant une affinité pour du mannose, et une [
élution de LIF par un dérivé de mannose, (c) une chromatographie du produit de ['étape (b) sur une i
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(d) est code par une s~quence nucl eotidi que qui est capable de s'hybri derl,
dans des conditions de 6xSSC, 65 C ou des conditions de plus grande.
ri gueur, a une sequence d'un igpsesds 448E¥Nt LI F choisi parni les inserts ! }
codant LIF de clones pLIF7.2b. pLIFNK1, pLIFNK3 et pHG.I FBam, tels que
d~finis dans les figures 10, 11, 15 ou 25, ce proc6d6 conprenant une !
expr essicapnngd gickangeuse cdle|datidne eh8he éldtiannde SIERae vo cgraviispt Betsbidérojssant, (d) une -
cor r espshrametogsanbiodiamroduitdl {étape o) danstdesl conditions HPLE pwrtune s@ordle 2 pegt irdése
chi m quét ung éiutiensledifeparien grpdiars praissaptd'agétonitrilbol| ypept i de present ant une
activitd de facteur inhibi teur de | eucem e ELI F), 40 dans | equel le '
polsy pépﬁ%@’eﬁwa’ﬁ aygndicatien & GHATSNITR EN Peauere) IF fsgifsfrma ibrutRscamsrend b ilieu
| eucem ionng dp Geliules tuerales gasrites e repsdig s} fB 58 Queyle LIF sia Ot arpaitigdsee  sur
~les figdP padiews 26 ou 29 corrpl etenment ou en partle ou une sequence qui '
au no, n§,runaees a"l emhc es am noa ﬂfﬁ%"’é et est cabpabl e
' FI :Intso on% or(u:n 'ﬁ% ecellu g? ?@33’%:8 ev?ss ué’g‘g ceI %%q@ g%ﬁg)g[dzndgne
|f| .
acrophaaes mur ns ou ura S, rocede 45 conprenant une expressi

dans ¢ingofsehid Hhen '?&B.ﬁb.ﬁ%nv%p%%%ﬂ&é‘éqﬂéh% ﬁ&:iéoﬁﬂndw uiBhd FaiP B ptide odant
| edi t PQIFMRIGDS LeiR ks ALGRIEHGDESE ElRndRGRINs 4 & i o que. Ry '% b e-
pregparation d' un. polypeptide presentant une activitG de facteur i nh| bi t
de | etoc amviseuid llADN Rtdmbaht Capab e sBUBRY ARIGoldRUP sk duaidRiubdBardgescel | Ul es
I\e_yc6m Gowss Ny abofistes 118B0)e b5 @ui20Ccoages arsds)| aoridktement 56 @HQAARB, Gli @BdeN@ACi des
i Ndi que @olgnsptideaapabiegie saprithbr, la poliférationd Yo callbled lCOGSHilReCATEITIE®SE Mot dBRreLHPr €SSI
d ans uneororskiion| agechdt mlydépticke aysetoune rsé@emeacd apirorcides lreliqoée daps e Mgt B, soodant

eeh t pob 2pepdriue hajwnméessymmrs @eld!alr«p;emmtmes:m peligiase M1 Gu der rotgiageke

\DUI’I fi cawinsrpudumzingpol ypepti de LI F suivant |la revendication 1, glycosyle o
non gl ycosyle, 55 conprenant (a) une chromatographi e de LI F sous fornme
br ut et1s Molége IABN d?ﬁ?@b'%ﬁ&ﬂg@ﬂ?@ e HRYSREe, nusiéotidique piyen expregeion dams gegr un '
gr adi enPe'HLﬂ hotey anpropiiégs sade Po lrb PRiertp (&W&‘P'o H'P' é""‘f!isu'a pPsadicationyb et ape -
(a% sur ggfm& SPipidiay: st'P’fdﬁ i a8 sta%"@d'!lﬂ_E S| °€B‘E“i‘°ﬁ%d%19'§nt une

aWi t W H q“eé npis a’ derifn ?ﬁ)se (
‘une chr &Hﬁ% a'ﬁ E@P "'f 85'“ 'rg"'ﬁ‘ehbﬁi g?él N *
0 285 4% 6Ette § ?j&bm&%mﬁﬁ %md e ueR&Snu%Iéou‘d Ee jL' s D&Y t ;ge '
| f|
dan§§ £2GRA a.h&n% sfbwda em% oguesry §fﬁ mv °a€ el uti
Réthpréhd & hﬁ&?de(%r 9&&%@”&1 staﬁd?ﬁo%' emm °s &Hné’é‘nt | a
%vendl Q@ninBatidBs dbiyBEras b Rl cRdsidibbimilcBiicl knE,qﬁéwansqgsnﬁmbgw @e&@ﬁpr end un
mlieu conditionne de cellules tunorales d ascites de Krebs Il, et en ce

quss | 13, Moleculdl Edivantas tevwrcatfohazacafbafehses ofl @¢ @Be W PolyPbptidd 2 «Ht@»cée.s}ese&u uvant | a

revendi Goidld lmobgie @at &k queh&ad Bincadidaliiqués danflasigure 26.0r e brut e conprend un

mlieu 10 conditionne d une lign6e cellulaire 5637 de carcinonme de

vessi ©. Moldaiia syivaiitGGnel apeBionque [EBS9vendistations 9Cke 13) oemprenant én hutreaine oggite @euri f i e!
\partir cwietonnkroaule ant inti@mpbreprife ADNe wtilisaterhiommetvedennde eiaeage- une sequence

nuéd 6oti di que qui code pour une polypeptide LIF tel que d6fini dans |'une

quel c‘tﬁn(&‘l?l‘?‘:‘dﬁa§“"faéﬂ/|§rfel‘feﬁ%{?aiﬂﬂhé4 »Jcogpisnant 5p oylgp uNHPEGEQTPR gl PIATItUR Fl9Ph P ant

onpr end1fieE fnclaapglie A dwdits §quetsei WrtRYdayes it repipciip GlapirBRIuR SPROAMER 2 HP%ur es

10 15 (Jﬂ'é%"@%c%“’%% tour SIioxRIEssion, (bases 1-543), conpl eterrent ou en partie,

qui_ cad i de ¢ rimer r ation de cellules

I effce{n%ﬁ' %ﬁhe{’% 'Ppé\égﬁ'%m ""ﬁ/fmp{:)"?edd g%'gfe PRt su'vanér?p%‘gnfca i 1<215vec un' pol ypept i de

ayant s %o@a%%%%aa& 2&251?65 AR QAU &E‘.—ﬁ.o.l £ RohbrHhE S kR tobfindd

29 pour dQ'&&luE& Qébn £ é‘o%eédfv&tﬁ‘a ‘l b P4, %ﬁ%ﬁé ulﬂf‘éecfb &8 caibibd Ul es

de Mg 2eRHioNaldkble® Y dHeMBrbRSSion lub y%s;}ﬁ & Sedabi ad ke
cog}pr enaalpeitR. sequence nucl 6ot i di que qU| , en expr ESSI on dans une cellule

hbt e appropriee, code pour un polypeptide LIF tel que d6fini dans |a

r eventd, Gajcédeuilant GerbieRdicition 17, c&r RIS 6rece14id Ie-Pdlypditigel @orfipréndiini pdirpéptidectans de
condi t i etrideubssbsmoldgte pdvdl adl @Bing 381K & LENSBqEkRCPHY BIBinoaPIdEN choidie paimjoaliey , & un
s6quenc éndijuden damsesriigurentbad etl2bF choi si parm |es inserts codant LIF de

cl enes pUF7.2b, pLIFNKL, pLIFNK3 et pHG.IFBam, tels que definis sur les
figurts Picgédé]stivant Ha cyer@Bation 27, dricBdied en o AuBNe rpetymmenamafl{ﬂm&ﬁ%ﬁaﬁt‘e une
s~quenc g lamelepip @veg lrségusince Ermircapidesduliyfe dpan & figyre 29.
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so’ cel lul e h8te appropri 6e, code pour un polypeptide LIF tel que d~fini [~
dans |l a revendication 1, |a sequence nucl eotidi que, en expression dans un {
hat e eucaryote, codant pour unﬁpﬁl#gg&il de qui conprend un pol ypeptide a :
maturite qui est honol ogue a a B196 avec une sequence d' am noaci des

de pol ypeptide a maturite choisie parm celles indiquees dans les figures

15, Zgoeﬁrogé%fa stiivhnt I%%eveh@c(ah&u*ﬁcaﬂéleyétnén doPub ?evﬁowab&i@& 'eQ'nyJ:gsyleQﬁtr Behildis! S€e en
ce que |gspol ypeptide-a maturite presente une total e honol ogie avec |a
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