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Interleukin—18 — vazebné proteiny, piiprava a pouZiti

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka proteinu vazajiciho interleukin—18 (IL—~18), dile zde oznadovaného
IL-18BP, ktery je schopen vézat s IL-18. Tento vyndlez se zejména tyké solubilniho [L~I18BP,
ktery lze ziskat z télesnych tekutin, solubilnich IL—18BP, které Ize ziskat expresi vhodnych DNA
vektorit v hostitelskych buiikich, virem kédovanych homologi IL-18BP, které Ize ziskat expresi
vhodnych DNA vektortl v hostitelskych burikich, vektori exprimujicich riizné IL-18BP, vektord
vyuzitelnych k expresi [L-I18BP u lidi a jinych savel, protilatek proti proteinim [L-18BP, tera-
peutického pouZiti feCenych IL-18BP spotivajiciho v modulaci a/nebo blokovani aktivity IL~18,
terapeutického pouZiti feCenych expresnich vektord pfi modulaci a/nebo blokovani aktivity IL-18
a pouZiti protilatek.

Dosavadni stav techniky

V r. 1989 byla v séru my3i popséna aktivita, indukovana endotoxinem, kterd byla schopna indu-
kovat interferon—y (IFN-y) v kulturdch my$ich slezinnych bun¢k (Nakamura et al., 1989, Infect—
Immun. 57:590-593). Tato sérov4 aktivita pisobila nikoli jako piimy induktor interferonu IFN~y,
ale spile jako kostimuldtor, spole¢né s IL-2 nebo s mitogeny. Purifikaci aktivity ze séra mysi
vystavené Soku endotoxinem byl nalezen zdanlivé homogenni protein o velikosti 50-55 kDa
(Nakamura et al., 1993, Infect-Immun. 61:64-70). Jako kostimulitory tvorby IFN—y mohou
pisobit i jiné cytokiny, aviak skute¢nost, Ze piisobenim neutralizujicich protilatek proti IL~1, [L—
4, IL-5, IL-6 nebo TNF nedosio k neutralizaci této sérové aktivity naznaduje, Ze se jednd o
odliSny faktor. V r. 1995 prokazali stejni badatelé, Ze endotoxinem indukovany kostimulator
tvorby IFN—y je pritomen v extraktech jater mysi, které byly pfedtim inokulovany bakterii P.
acnes (31). V tomto modelu dochézi k expanzi populace jaternich makrofagi (Kupfferovych
bunék) a mala davka bakteridlntho lipopolysacharidu (LPS), jez u my3i, které neobdr¥eli injekei
P. acnes neni letdlni, se u téchto my3i stavd letdlni. Faktor, nazvany [FN—y—indukujici faktor
(IGIF) a pozdéji oznateny jako interleukin-18 (IL-18), byl vy&ist&n do homogenity z 1200 g
jater my3f inokulovanych P acnes. Z &dsteénych aminokyselinovych sekvenci purifikovaného 1L~
18 byly odvozeny degenerované oligonukleotidy a ty byly pouZity ke klonovani my3i IL-18
cDNA (Okamura et al., 1995, Nature 378:88-91). IL-18 je 18-19 kDa protein obsahujici 157
aminokyselin, ktery nevykazuje Zidnou zjevnou podobnost s Zidnym proteinem v databézich.
Molekuly mRNA kédujici IL~18 a interleukin—12 (IL-12) jsou snadno detegovatelné v Kupffe-
rovych bufikdch a aktivovanych makrofigich. Rekombinantni [L-18 indukuje IFN-y ti&inngji
nez IL~12, zfejmé prostfednictvim samostatmé drahy (Okamura et al., 1995, Nature 378:88-91).
IL-18, podobné jako aktivita indukovan v séru endotoxinem, sim o sob& neindukuje IFN—y,
nybrZ piisobi primamé jako kostimuldtor spole¢né s mitogeny nebo IL-2. IL-18 zvy$uje prolife-
raci bun¢k T, zfejmé prostfednictvim signaliza¢ni dréhy zdvislé na IL-2, zvyuje in vitro tvorbu
Th1 cytokini a vykazuje synergismus v kombinaci s IL-12 pti stimulaci tvorby [FN—y (Micallef
et al., 1996, Eur. J. Inmunol. 26:1647-1651).

Neutralizujici protilitky proti mySimu IL-18 byly schopné zabranit letilnimu G(&inku nizkych
davek LPS u my3i, jez byly pfedtim inokulovany P.acnes. Jini autofi popsali vyznamnou roli
IFN-y ve zprostfedkovani letalniho dinku LPS u takto inokulovanych my3i. Naptiklad neutrali-
zujici anti-IFN—y protilatky chranily my3i proti 3oku podobnému Shwatzmanovu $oku (Here-
mans et al., 1990, J. Exp. Med. 30 171:1853—1869) a my3i postradajici IFN—y receptor, na které
bylo pisobeno galaktosaminem, byly resistentni viiéi smrti indukované G¢inkem LPS (Car et al.,
1994, J. Exp. Med. 179:1437-1444). Nebylo tudiZ neodekévané, Ze neutralizujici protildtky proti
my$imu [L~18 chranily my3i naokované P.acnes pied letdlnim uc¢inkem LPS (Okamura et al.,
1995, Nature 378:88-91). Zasah proti mysimu IL-18 té2 chranil preZivajici mydi pied t&zkou
Jaterni cytotoxicitou.
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Poté, co byla naklonovana my3i forma, byla popsana v r. 1996 lidskd cDNA sekvence pro IL-18
(Ushio et al., 1996, J. Immunol. 156:4274-4279). Rekombinantni lidsky 1L-18 vykazuje stejnou
aktivitu jako ptirozeny IL~18 (Ushio et al., 1996, J. Immunol. 156:4274—4279). Lidsky rekombi-
nantni IL-18 nema pfimy IFN—y—indukujici u¢inek na lidské buiiky T, pisobi ale jako kostimu-
lator tvorby IFN-y a dalSich cytokind charakteristickych pro Thl subpopulaci bungk T (Ushio et
al., 1996, J. Immunol. 156:4274-4279). Dosud se ma zato, ze 1L-18 15 primarné pisobi jako
kostimuldtor tvorby Th1 cytokini (IFN-y, IL-2 a faktoru stimulujiciho tvorbu kolonii granulo-
cytd a makrofagi) (Kohno et al., 1997, J. Immunol. 158:154i—1550) a rovnéZ jako kostimultor
cytotoxicity kloni mysich NK bungk (pfirozenych zabijeti) zprostredkované FAS ligandem.

Naklonovéanim [L~18 z postiZenych tkani a sledovanim genové exprese IL—18 byla zjiténa uzka
souvislost mezi timto cytokinem a autoimunitnimi chorobami. U neobéznich diabetickych (NOD)
mysi se spontanné vytvafi autoimunitni insulitida a diabetes, které mohou byt urychleny a syn-
chronizovany jedinou injekci cyklofosfamidu. V pankreatu NOD my3i byla pomoci RT-PCR
prokazéna IL-18 mRNA v prvnich fazich insulitidy. Hladiny IL-18 mRNA se piisobenim cyklo-
fosfamidu rychle zvy3ovaly a predchazely vzestupu hladiny IFN—y mRNA a naslednému diabetu.
Je zajimavé, Ze tyto kinetiky sleduji profil IL-12-p40 mRNA, takZe dochazi k t&sné korelaci
hladin jednotlivych mRNA. Naklonovani [L-18 ¢cDNA z pankreatické RNA a nasledné uréeni
sekvence ukizale, Ze tato sekvence jo identickd s IL-18 schvenci nakloniovaiou 2 Kupffeiovyul
bunek a z in vivo aktivovanych makrofagd. Déle, makrofigy NOD mysi reagovaly na cyklofos-
famid expresi IL-18, zatimco makrofagy Balb/c my3i s v paralelnim pokuse nikoli. Exprese IL-
18 je tedy u autoimunnich NOD mysi regulovana abnormalné a izce souvisi s rozvojem diabetu
(Rothe et al., 1997, J. Clin. Invest. 99:469-474),

IL~18 mize hrt roli v imunoregulaci nebo v procesu zanétu tim, Ze zesiluje funk&ni aktivitu Fas
ligandu na Th1 buiikdch (Dao et al., 10 1996, Cell-Immunol. 173:230-235). 1L-18 je rovnéz
exprimovén v kife nadledvin a mohl by proto byt secernovanym neuroimunomodulatorem s
dilezitou funkei v koordinaci imunitniho systému nasledné po vystaveni &inkdim stresu (Conti et
al., 1997, J. Biol. Chem. 272:2035-2037).

In vivo je IL-18 produkovan $tépenim prekurzoru pro-IL-18 a jeho endogenni aktivita zfejmé
zodpovida za tvorbu IFN~y pii letalité zprostfedkované P.acnes a LPS. S ohledem na tuto akti-
vitu, pfedstavuje blokovani biologické aktivity IL~18 p¥i chorobnych stavech terapeutickou stra-
tegii pro mnoho lidskych chorob. K tomuto Gelu Ize pouZit solubilnich receptorti nebo protilitek
blokujicich IL-18 receptory vazané na buiikach.

Proteiny vazajici cytokiny (solubilni receptory cytokini) odpovidaji extracelularnim, ligand
vazajicim doméndm bunéénych povrchovych receptori pro tyto cytokiny. Vznikaji bud’ alterna-
tivnim sestiihem pre-mRNA, spole¢né pro receptor na bunééném povrchu, nebo proteolytickym
Stépenim povrchového receptoru. Takovéto solubilni receptory byly jiz popsény, mezi jinymi pro
IL-6 a IFN—y (Novick et al., 1989, J. Exp. Med. 170:1409-1414), TNF (Engelmann et al., 1989,
J. Biol. Chem. 264:11974-11980; Engelmann et al., 1990, J. Biol. Chem. 265:1531-1536), IL~1
a [L-4 (Maliszewski et al., 1990, J. Immunol. 144:3028-3033), IFN-w/B (Novick et al., 1994,
Cell 77:391-400; Novick et al., 1992, FEBS Lett. 314:445-448) a dal%i. Jeden cytokin-vazebny
protein, osteoprotegerin (OPG, t€Z znamy jako OCIF, tj. faktor inhibujici osteoklasty), ktery je
clenem receptorové rodiny TNFR/Fas, je ziejmé prvnim ptikladem solubilniho receptoru, ktery
existuje pouze ve form& secernovaného proteinu (Anderson et al., 1997, Nature 390:175-179;
Simonet et al., 1997, Cell 89:309-319; Yasuda et al., 1998, Endocrinology 139:1329-1337).

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez poskytuje IL—18-vazebné proteiny, IL-18BP, vybrany ze skupiny sestavaji-
ci z: (a) polypeptidd obsahujicich aminokyselinové sekvence ze SEQ ID NO: 2 nebo 6; (b)
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polypeptidds definovanych v (a) bez zavad&ci sekvence; (¢) muteini s alespoii 80% homologii s
IL-18BP jak definovano v (a) nebo (b), fizovanych proteind, chemicky modifikovanych
derivatd, cirkulamé permutovanych derivatd a jejich smési polypeptidi definovanych v (a) nebo
(b); a které se vazou k IL-18 a blokuji produkei [FN—y indukovanou IL-18. Vynilez rovnéz
poskytuje zpusob izolace proteini [L-18BP z lidskych tekutin a postup na jejich ziskani
rekombinantnimi technikami. Vynalez také poskytuje expresni vektory pro IL-18BP, vhodné k
expresi IL-18BP v lidech a jinych savcich. Specifické IL-18BP, virové kédované homology 1L~
18BP, jejich fuzované proteiny, muteiny, chemicky modifikované derivaty a cirkulané
permutované derivty podle vynalezu jsou vyuZitelné pfi modulaci a/nebo blokovani
biologickych aktivit [L~18.

Vyndlez dale poskytuje replikovatelné expresni vektory obsahujici DNA dseky vhodné pro
expresi riznych [L-18BP v hostitelskych buiikach, hostitelské butiky takto transformované a
proteiny a polypeptidy vytvoiené expresi v takovychto hostitelich.

Déle vynélez poskytuje farmaceutické prostfedky obsahujici vhodnd vehikula a proteiny IL-
I18BP, nebo virové IL-18BP, nebo vektory k jejich expresi v lidech a jinych savcich, pro lé¢bu
chorob nebo stavil, jeZ vyZaduji modulaci nebo blokovani aktivity IL-18.

Vynalez dale poskytuje protilatky namifené proti proteinim IL-18BP a virovym IL-18BP,

vhodné pro jejich afinitni purifikaci a imunostanoveni.

Podrobny popis vynalezu

Predkladany vynélez se tyké riiznych IL-18BP a virovych IL-18BP, které se vazou k IL-18.
Takovéto IL—18BP proteiny mohou mit schopnost modulovat a/nebo blokovat biologickeé aktivity
IL-18. Termin ,,proteiny IL-18BP a virové IL-18-BP“ zahrnuje maturni protein (bez signalni
sekvence), protein obsahujici signalni sekvence, muteiny IL-18BP a virovych IL-18-BP, deri-
vaty IL-18BP a virovych IL-18-BP, zkracené formy IL-18BP a virovych IL-18-BP, a jejich
sole.

Vynilez se dale tyka replikovatelnych vektord vhodnych pro expresi riznych IL-18BP v hosti-
telskych buiikach a hostitelskych bakteriich. Vynalez se dale tyka expresnich vektord vhodnych
pro expresi riznych IL-18BP v lidech a jinych savcich.

Vynélez se dale tyk4 DNA molekul kédujicich riizné IL-18BP, muteiny, chemicky modifikované
proteiny, funké&ni derivaty a jejich smési. Tato DNA miZe byt genomovou DNA, cDNA, synte-
tickou DNA, produktem PCR reakce nebo jejich kombinacemi. Tyto DNA mohou byt vneseny
do replikovatelnych vektorii pro expresi riiznych [L-18BP v hostitelskych burikdch podle vynile-
zu.

Jedna takovato DNA koduje IL-18BP zahrujici aminokyselinovou sekvenci SEQ D NO:10,
opatienou na 3° konci stop kodonem.

Expresni vektory vhodné pro expresi riznych IL-18BP a virovych IL-18BP v lidech a jinych
savcich, tj. pro genovou terapii, mohou byt virové vektory nebo jiné typy vektorti, do kterych
jsou vneseny IL-18BP gen nebo IL-18BP ¢DNA takovym zpisobem, ktery v lidech a jinych
savcich umoziiuje G¢innou expresi IL-18BP.

1zolaci [L-18BP lze podle vynalezu provést napf. tak, Ze lidska tekutina jako mo€ nebo sérum, se
necha protéci chromatografickym sloupcem, ke kterému je navézin [L~18, a nésledné se eluuje
zachyceny 1L-18BP,
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Rizné IL-18BP mohou byt rovnéz ptipraveny rekombinantnimi technikami, tj. exprimovanim
IL-18BP ve vhodném hostiteli, pficemz se pouzije funkéniho pfipojeni promotori, enhanceri
exprese, regulacnich sekvenci atd. vhodnych pro konkrétniho hostitele, které napf. umozni expre-
si genu ve spravné orientaci.

Rizné IL-18BP a virové IL-18BP a vektory pro expresi IL-18BP v lidech a jinych savcich
mohou byt pouzZity pfi [é¢bé nebo zmirflovani stavi, pti kterych se i¢astni IL-18 nebo které jsou
plsobeny nadbytkem zevné dodavaného nebo vnitiné vytvafeného IL—18. Mezi takovéto stavy
patfi napf. autoimunitni choroby, diabetes L.typu, revmatoidni artritida, odhojovani transplanto-
vancho $tépu, zanétlivé choroby stfeva, sepse, roztrousena sklerosa, ischemické choroba srdeéni
(v&etné srdecnich infarkti), ischemické poSkozeni mozku, chronicka hepatitida, lupénka, chro-
nicka pankreatitida, akutni pankreatitida a podobné.

Podle vynilezu byl IL-18BP izolovan z normalni lidské mo¢i v jednom chromatografickém
kroku. Preparat hrubé frakce lidskych proteinii moéi, koncentrovany z 500 litrii normaélni lidské
mo¢i, byl nanesen na sloupec agarézy, k niz byl navdzan lidsky IL-18. Kolona byla promyta a
zachycené proteiny eluovany pfi nizkém pH. Eluované frakce byly neutralizovany a alikvoty
byly analyzoviny pomoci SDS-PAGE (10% akrylamid) za neredukujicich podminek a
s barvenim stfibrem. V eluovanych frakcich byl obsazen specificky proteinovy pruh o velikosti
piibiizng 40 Kia {Obr. 1).

Tento ~40 kDa protein byl identifikovan jako protein vazajici IL~18 podle své schopnosti speci-
ficky se kovalentné provazat s 'I-IL-18 (Obr, 2). Pro dal§i charakterizaci ~40 kDa proteinu
byla stanovena N-koncova proteinova sekvence. Alikvoty eluovaného proteinu byly po SDS—
PAGE c¢lektroforeticky pfeneseny na PVDF membranu a podrobeny mikrosekvenaéni analyze.
Alikvoty eluovan¢ho proteinu byly podrobeny i pfimé mikrosekvenaéni analyze. V obou ptipa-
dech byly ziskany dvé polypeptidové sekvence. Hlavni sekvence a minoritni sekvence, ktera
odpovidala fragmentu lidského defensinu (pfirGistkové ¢islo databaze p11398), poginaje amino-
kyselinovym zbytkem 65. Po odeéteni znamé sekvence defensinu ziistala nasledujici sekvence:

T-P-V-3-Q-Q-x-x-x-A-A-A
1...686 .. ..10..

kde x predstavuje dosud neuréeny aminokyselinovy zbytek.

Pro ziskani del$i a pfesnéjsi sekvence a pro identifikaci pripadnych cysteinovych zbytkl bylo
postupovano takto: alikvot eluované frakce byl redukovan DTT za denaturujicich podminek, poté
byl reagovan s 4-vinylpyridinem, odsolen na mikroultrafiltraénim zatizeni (Ultrafree, mezni veli-
kost 10,000 Da, Millipore) a podroben proteinové mikrosekvenacni analyze. Po 1.sekvenadnim
cyklu byl zbyvajici protein reagovan s o—ftalaldehydem, aby se blokovaly viechny N—koncové
aminokyseliny kromé Pro, a pokratovalo se pak v sekvenaci. Timto zpusobem byla ziskana
nasledujici jedina proteinova sekvence:

TPVSQXXXAA XASVRSTKDP CPSQPPVFPA AKQCPALEVT
1 10 20 30 40

(T=Thr; P=Pro; V=Val; S=Ser; Q=Gln; X=neznamé; A=Ala; R=Arg; K=Lys; D=Asp; C=Cys;
F=Phe; L=Leu; E=Glu)

Vysledna sekvence se vyznamné lisi od sekvenci vSech znamych proteind v proteinovych databa-
zich. Av3ak prohledani databaze pfi The Institute of Genomic Research (TIGR)
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(http://'www.ncbi.nlm.nih.gov) pomoci vyhledavaciho programu tblast odhalilo cDNA sekvenci
oznaéenon THC123801, jejiz otevieny teci ramec (218 kodoni) obsahuje aminokyselinovou
sekvenci vysoce homologni s N-koncovou sekvenci IL-18BP. Homologie je zde niZe ukazana:

) TPVSQXXXAAXASVRSTKDPCPSQPPVFPARKQCPALEVT. .. 40

LT TEEEEEE TR TR

VTLLVRATXVXQTTTAATASVRSTKDPCPSQPPVFPAARKQCPALEVIWPE

51 100

(Horni sekvence (1-40) piislusi [L-18BP izolovanému podle vynalezu; spodni sekvence (51—
100} je odvozena z cDNA uvedené v TIGR souboru THC123801).

cDNA sekvence THC123801 je v8ak pouze tzv. EST (expressed sequence tag), tj. nahodné vyb-
rany cDNA klon. Nikdy nebylo zkoumano, zda tento EST obsahuje otevieny &teci ramec, zda
z genu odpovidajicimu ESTu nebo z ESTu samotného je exprimovan néjaky protein, ani nebyla
nikdy uréena Zadna funkce proteinu kédovaného THC123801, Vitbec nebylo znmo nic o tom, Ze
THC123801 obsahuje otevieny &teci rimec kodujici IL-18BP,

IL-18BP afinitn& purifikovany z mo&e si uchoval schopnost vazat svilj znateny ligand (‘**’I-1L-
18) a po kovalentnim provazani se vytvofil komplex o molekulové hmotnosti 58 kDa. Molekulo-
va hmotnost tohoto komplexu odpovida 1:1 poméru mezi ~40 kDa 1L.~18BP a 19 kDa IL-18
(Obr. 2).

IL-18BP afinitné purifikovany z mode blokoval biologickou aktivitu lidského i mysiho [L-18.
Pfidani IL-18BP k lidskému nebo my$imu I1.-18 tedy blokovalo schopnost [L-18 indukovat v
pritomnosti lipopolysacharidu (LPS) tvorbu interferonu—y v kulturach my$ich slezinnych bunék
(Obr. 3).

Pro ucely tohoto popisu se vyraz ,biologicka aktivita IL—18“ tyk4 mezi jinym alespoit jedné z

nasledujicich biologickych vlastnosti:

(i) indukce IFN—y v rdznych typech bunék jako jsou mononukledrni buiiky, my3i splenocyty,
lidské monunuklearni buriky periferni krve, lidské KG-!1 buiiky a buiky T, primamé jako
kostimulator s mitogeny IL-1, [L-12, TNF—a, LPS,

(it) zvyseni proliferace bunék T,

(iii} zvy3eni tvorby Th~1 cytokini in vitro, primarné jako kostimulator,

(iv) synergismus s [L-12 pfi zvySeni tvorby IFN—y, kostimuladni i¢inek na tvorbu IFN-y a dal-
Sich cytokini Th1 bungk,

(v) kostimulagni ucinek na cytotoxicitu klonli mysich p¥irozenych zabije¢i (NK bunék) zpro-
stfedovanou FAS ligandem,

(vi) indukce aktivace NF—B v lidskych KG~1 buiikach, pravdépodobné indukei tvorby p50 NF-
«B homodimeru a p65/p50 NF—B heterodimeru,

(vii) indukce [L-8.

Vyraz ,vazba k IL-18%, jak se zde uZiv4, znamena schopnost IL-18BP vazat IL-18, o emz
svéd¢i napf. vazba afinitné purifikovaného IL-18BP k znatenému IL~18 v Pfikladu 2 niZe zde
uvedeném.

Vyraz ,modulace aktivity 1L-18“, jak se zde uZiva, znamena schopnost IL~18BP modulovat
jakoukoli aktivitu IL-18 jinym zplsobem nez jejim blokovanim, napf. &aste€nou inhibici, zvyse-
nim a podobné.
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Vyraz ,blokovani aktivity IL-18%, jak se zde uZiva, se tyka schopnosti IL-18BP blokovat ales-
poi jednu ze shora uvedenych biologickych aktivit IL—18. Prikladem této blokujici aktivity IL—
I8BP je schopnost IL-18BP blokovat v mysich splenocytech expresi IFN-vy souvisejici s [L-18.
Jak bude podrobnéji ukazano nize, modulaéni nebo blokujici aktivita IL-18BP je asteéné zpi-
sobena tim, Ze [L-18BP inhibuje aktivaci NF=B cytokinem IL-18. Dale jeité IL-!8BP blokuje
alespoil jednu z nisledujicich aktivit IL—18, jmenovit indukei [FN—y v lidskych a mysich buii-
kéch, indukci IL-8 a aktivaci NFB.

DNA sonda pro screening (prohledavani) cDNA knihoven byla piipravena z RNA lidskych
Jurkat T-bun¢k pomoci RT-PCR a specifickych sense a antisense primerd navrZenych podle
TIGR sekvence. Identita vysledného PCR produktu byla potvrzena sekvenéni analyzou DNA.
Tento PCR produkt byl oznaden radioaktivnim P a pouzit jako sonda pfi screeningu &tyf lids-
kych cDNA knihoven odvozenych z monocyti periferni krve, Jurkat T-bunék, PBMC (mono-
nuklearich bunék periferni krve) a lidské sleziny. Rizné s nezavislé cDNA klony odpovidaly
ctyfem sestithovym vanantam IL-18BP (SEQ ID NO:1, 3, 5 a 7). Vechny sestfihové varianty
kodovaly predpokladané solubilni secernované proteiny. Nejhojné&ji zastoupeny protein (IL—
18BPa) mél otevieny &teci rdmec pro 192 kodoni, pfi¢emz kodoval signalni peptid, zde nékdy
téZ nazyvany ,,zavadéci sekvence®, dlouhy 28 aminokyselinovych zbytkd, nasledovany maturnim
predpuniadanym iL~18BFa, jeiiwi prvnici 43 2byikl se dokonaie shodovaio s N~koncovou pro-
teinovou sekvenci mo¢ového IL-18BP (SEQ 1D NO:2). Umisténi cysteinovych zbytkdl naznado-
valo, Ze tento polypeptid patfi do imunoglobulinové (Ig) nadrodiny. Je zajimavé, Ze kazdy ze Styf
Gln zbytki maturniho IL-18BPa predstavoval potencialni N—glykosyla&ni misto. TFi dalsi sestfi-
hové varianty IL-18BP byly méné zastoupené nez IL-18BPa. Krat&i, 1 kb dlouhi IL-18BPb
cDNA kédovala 28 aminokyselinovych zbytkii signalniho peptidu, po kterych nasledoval maturni
protein o 85 aminokyselinovych zbytcich (SEQ ID NO:4). Treti variantu, IL-18BP¢, piedstavo-
vala 2,3 kb ¢cDNA, kodujici signalni peptid 28 aminokyselinovych zbytka dlouhy, po kterém
nasledovalo 169 aminokyselinovych zbytka maturniho IL—18BP (SEQ ID NO:6). Ctvrta varianta,
[L.-18BPd, kddovala 28 aminokyselinovych zbytkd signdlniho peptidu, nasledovanych maturnim
IL-18BP o 133 aminokyselinovych zbytcich (SEQ ID NO:8).

Pro nalezeni pfipadnych daldich sestfihovych variant IL-18BP byla lidska genomova knihovna
screenovana sondou odpovidajici plné délce IL-18BP cDNA. V knihovné bylo nalezeno pét
genomovych klonii razné délky. U vech téchto kloni byla provedena sekvenace s pouzitim vngj-
Sich a vnitfnich primerdi. Dohromady byla z téchto klonii sestavena 7,8 kb dlouha sekvence (SEQ
ID NO:9). V ramci této 7,8 kb genomové sekvence nebyl nalezen zadny exon, ktery by kédoval
transmembranovy (TM) receptorovy Gsek. Viechny varianty sdileji spoletny zagétek translace,
koduji stejny 28 aminokyselinovych zbytki dlouhy signalni peptid a solubilni maturni proteiny o
riznych velikostech a s riznymi C—koncovymi sekvencemi. IL-18BP lokus obsahuje na minus
fetézci dalsi gen, jenZ koduje protein 1 jaderného mitotického aparatu (NUMA 1, nuclear mitotic
apparatus protein 1). Z tohoto zjisténi vyplyva lokalizace IL-18BP genu na lidsky chromosom
11q13 (Sparks et al., 1993, Genomics 17:222-224).

Pro kompletni proteinovou sekvenci IL-18BPa se hledaly homologie v GenPept databazi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) s pouzitim Smith Watermannova algoritmu. Bylo zji§téno, Ze v
nékolika Poxvirech se exprimuji homology [L—18BP jako secernované proteiny s dosud nezna-
mou funkci. Dfive jiz bylo popsano, e viry kéduji riizné receptory cytokinii a Ze takovéto virove
kodované molekuly slouzi jako ,,atrapy* receptorti, které inhibuji imunitni odpovédi tim, Ze neut-
ralizuji pfisluSny cytokin (pfehled podava Spriggs, MK, 1994, Curr. Opin. Immunol., 6:526—
529). Vynalez se proto dale tyka farmaceutickych prostfedki obsahujicich virové kédovany
homolog IL--18BP, ktery se vaze na IL-18 a blokuje produkei IFN-y indukovanou I1L-18. Pfi-
klady virové kédovanych homologi 1L—18BP jsou uvedeny v Tabulce 1.

Podle vynalezu miize byt virem kédovany homolog IL-18BP exprimovan v prokaryotickém nebo
eukaryotickém hostiteli. Vyraz ,,virem kédovany homolog IL-18BP*, jak se zde uziva, se tyka
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podobnosti alespoil z 50% u sekvence o délce alespoii 70 aminokyselinovych zbytkid. Vyhodnéji,
ma alespott 50%, alespoii 60%, alespoii 70%, alespofi 80%, nebo nejvyhodnéji, alespoii 90%
podobnost v sekvenci o 100 aminokyselinovych zbytcich.

Tabulka 1. Virové kédované proteiny vykazujici vysokou homologii s lidskym IL-18BP

GenPept sekvence typ viru

MCUB0315_54 U60315 virus Moiluscum contagiosum subtyp 1
MCUB0315_53 U60315 Molluscum contagiosum subtyp 1
SWPHLSB_12 L22013 virus prasedich nestovic
CV41KBPL_14 virus kravskych nestovic

VWWCGAA_S virus ¢ernych nestovic

UO1161_3 174 Ectromelia (virus myS$ich nestovic)
VVU18340_6 virus pravych nestovic

VVU18338_7 virus pravych nestovic

vVvu18337_7 virus pravych nestovic

VARCG_7 173 virus pravych nestovic

MCU60315_51 virus Molluscum contagiosum

HNABV _1 novy virus asoc. s virem hepatitidy non-A, non-B

IL~18BPa byl exprimovan v opiich COS7 buitkich. K tomuto Géelu byla [L-18BPa cDNA vne-
sena do sav¢iho expresniho vektoru pEF-BOS. Aby se usnadnila purifikace rekombinantniho
produktu, byla na 3'—konec otevieného ¢teciho ramce IL-18BP pfidana ve stejné fazi kazeta
kodujici (His)s sekvenci. COS7 buiiky byly transientné transfekovany expresnim vektorem a
posléze bylo bezsérové médium t&chto bunék (150 ml) zkoncentrovano a purifikovano chroma-
tografii na nosiéi s chelatem kovu. Na SDS-PAGE (barvené stfibrem) migroval IL—18BPa jako
jeden pruh za redukujicich i neredukujicich podminek a mél stejnou zdanlivou molekulovou
hmotnost jako IL—18BP z mode. Analyza proteinové sekvence tohoto preparatu pfinesla stejnou
N-koncovou sekvenci jako v plivodnim mofovém 1L-18BP. Westernova analyza IL—18Pba s
pouzitim protilatek ziskanych proti mo&ovému IL-18BP prokdzala pruh o stejné molekulové
hmotnosti jako v ptipadé proteinu z mo¢e. Kromé toho, pii analyze imunoprecipitaci s naslednou
SDS-PAGE a autoradiografii byl IL-18-BPa schopen vytésnit znaeny I-IL-18BP molového
plvodu z vazby k protilatce. [L—18BPa tedy strukturné odpovida IL-18BP izolovanému z moce.

U hrubého a purifikovaného IL-18BPa byla testovana schopnost inhibovat biologickou aktivitu
IL-18. TL.-18BPa inhiboval aktivitu lidského a mysiho IL-18 v mysich splenocytech, PBMC a
lidskych KG~1 buiikich (Obr. 9). Tyto vysledky potvrzuji identitu IL-18BPa cDNA jakoZto
¢DNA kodujici biologicky aktivni [L-18BP.
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Vynalez se dale tyka mutein [L-18BP a virovych IL-18BP, a fizovanych proteinti sestavajicich
z IL-18BP proteini standardniho typu a virovych IL-18BP, nebo jejich muteind nebo jejich
fragmenti, fiizovanych k jinému polypeptidii nebo proteinu, a schopnych vazat [L.—18BP a blo-
kovat produkei IFN—y indukovanou IL-18,

Termin ,muteiny”, jak se zde uziva, se tyka analogii IL-18BP, nebo analogii virovych IL~18BP,
ve kterych je jeden nebo vice aminokyselinovych zbytkil pfirozeného IL-18BP nebo virového
IL-I8BP nahrazen jinymi aminokyselinovymi zbytky, nebo je deletovan, nebo je jeden nebo vice
aminokyselinovych zbytkid pfidan k pfirozené sekvenci IL-18BP nebo virového IL-18BP, aniz
by se schopnost vyslednych produkta vazat IL-18 a blokovat produkci IFN—y indukovanou IL-
18 vyrazné zménila ve srovnani s IL-18BP standardniho typu nebo virového IL-18BP divokého
typu. Tyto muteiny se piipravuji znAmymi technikami syntézy a/nebo mistné cilené mutageneze,
nebo jakymikoli jinymi znamymi technikami pro to vhodnymi.

Jakykoli takovy mutein ma s vyhodou sekvenci aminokyselin dostateéné blizkou sekvenci 11—
18BP nebo virového IL-18BP, aby mél v podstaté podobnou aktivitu jako IL-18BP. Jednou
z aktivit IL-18BP je jeho schopnost vazat IL-18. Pokud ma mutein podstatnou vazebnou aktivitu
vigi IL-18, mize byt pouzit pfi purifikaci 1L-18, napfiklad prostiednictvim afinitni chromato-
grafie, a lze tedy Fici, Ze m4 v podstaté podobnou aktivitu jako IL~18BP. Zda mé dany mutein v
podstaté stejnou aktivitu jako IL—18BP miiZe tedy byt uréeno na zikladé b&znych experimentd,
pii kterych je napf. takovyto mutein podroben jednoduchému sendvitovému kompetiénimu testu,
Jako je radioimunoanalyza nebo ELISA stanoveni, aby se zjistilo, zda se vaZe nebo nevaze k
vhodné znatenému IL~18.

Ve vyhodném provedeni ma jakykoli takovy mutein alespoii 40% identitu nebo homologii se
sckvenci IL~18BP nebo virové kédovaného homologu IL-18BP. Vyhodnéji ma s touto sekvenci
alesponi 50%, alespofi 60%, alespoii 70%, alespoit 80%, nebo nejvyhodngji, alespoii 90% identitu
nebo homologii.

Muteiny IL-18BP polypeptidii nebo muteiny virovych IL-18BP, které mohou byt pouZity podle
vyndlezu, nebo nukleové kyseliny, jez je koduji, zahrnuji koneény soubor v podstaté odpovidaji-
cich sekvenci jako substituénich peptidi nebo polynukleotidi, jez mohou byt normalné ziskany
osobou b&Zné znalou oboru, bez nepfiméfeného experimentovani, na zikladé poznatki a
instrukci zde prezentovanych. Pro podrobny popis proteinové chemie a struktury viz. Schulz,
G.E. et al., Principles of Protein Structure, Springer-Verlag, New York, 1978; a Creighton, T.E.,
Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, 1983, které
Jsou zde timto zahrnuty odkazem. Pro pojednéni o substitucich v nukleotidovych sekvencich,
napfiklad o preferencich pro kodony, viz Ausubel et al., 1987-1995, Current Protocols in
Molecular Biology, kap. A. 1.1-A. 1.24, Greene Publishing Associates, Inc. and Wiley & Sons,
Inc., New York; a Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Dodatky C a D,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

Vyhodné zimény pro muteiny podle vynalezu jsou tzv. ,konzervativni“ substituce. Konzerva-
tivni aminokyselinové substituce v IL-18BP polypeptidech nebo proteinech nebo virovych IL-
18BP mohou zahmovat synonymni aminokyseliny v ramei skupiny, jejiZ &lenové maji dostate&ng
podobné fyzikaln&-chemické vlastnosti, takZe substice mezi &leny skupiny zachova biologickou
funkci molekuly, Grantham (1974), Science 185:862-864. Je jasné, 7e inserce a delece amino-
kyselin mohou byt ve shora definovanych sekvencich provadény bez zmény jejich funkce, zej-
meéna pokud inserce nebo delece zahmou pouze nékolik aminokyselin, napf. méné nez tiicet a s
vyhodou méné nez deset, a neodstrani se nebo se nepfesunou na jiné misto aminokyseliny, jez
Jsou dilezité pro vytvofeni funkini konformace, napf, cysteinové zbytky (viz. Anfinsen,
»Principles That Govern The Folding of Protein Chains®, Science (1973) 181:223-230). Proteiny
a muteiny vytvotené takovymi delecemi a/nebo insercemi spadaji do rozsahu vynélezu.
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Aviak cysteinové zbytky, které nejsou nezbytné pro biologickou aktivitu mohou byt nahrazeny
jinymi zbytky, napf. ve snaze vyhnout se tvorbé& nezidoucich intramolekularnich nebo intermole-
kularnich disulfidovych vazeb, které mohou pusobit sniZenf aktivity IL-18BP.

Vyhodné skupiny synonymnich aminokyselin jsou definovany v Tabulce I. Vyhodnéjdi skupiny
synonymnich aminokyselin jsou definoviny v Tabulce II; a nejvyhodné;jsi skupiny synonymnich
aminokyselin jsou definovany v Tabulce 111

Tabulka I

Vyhodné skupiny synonymnich aminokyselin

Aminokyselina Synonymni skupina

Ser Ser, Thr, Gly, Asn

Arg Arg, Gln, Lys, Glu, His

Leu lle, Phe, Tyr, Met, Val, Leu

Pro Gly, Ala, Thr, Pro

Thr Pro, Ser, Ala, Gly, His, Gin, Thr
Ala Gly, Thr, Pro, Ala

Val Met, Tyr, Phe, lle, Leu, Val

Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly

lle Met, Tyr, Phe, Val, Leu, lle
Phe Trp, Met, Tyr, lle, Val, Leu, Phe
Tyr Trp, Met, Phe, lle, Val, Leu, Tyr
Cys Ser, Thr, Cys

His Glu, Lys, GIn, Thr, Arg, His

Gin Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg, Gin
Asn Gin, Asp, Ser, Asn

Lys Glu, Glin, His, Arg, Lys

Asp Glu, Asn, Asp

Glu Asp, Lys, Asn, GIn, His, Arg, Glu
Met Phe, lle, Val, Leu, Met

Trp Trp
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Tabulka Il

Vyhodnéj$i skupiny synonymnich aminokyselin

Aminokyselina Synonymni skupina
Ser Ser

Arg His, Lys, Arg

Leu Leu, lle, Phe, Met

Pro Ala, Pro

Thr Thr

Ala Pro, Ala

Val Val, Met, lle

Gly Gly

lle lle, Met, Phe, Val, Leu
Phe Met, Tyr, lle, Leu, Phe
Tyr Phe, Tyr

Cys Cys, Ser

His His, GiIn, Arg

Gin Glu, Gin, His

Asn Asp, Asn

Lys Lys, Arg

Asp Asp, Asn,

Glu Glu, Gin

Met Met, Phe, lle, Val, Leu

Trp Trp
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Tabulka IIf

Nejvyhodné&jdi skupiny synonymnich aminokyselin

Aminokyselina Synonymni skupina
Ser Ser

Arg Arg

Leu Leu, lle, Met
Pro Pro

Thr Thr

Ala Ala

Val Vai

Gly Gly

lle lle, Met, Leu
Phe Phe

Tyr Tyr

Cys Cys, Ser
His His

Gin Gin

Asn Asn

Lys Lys

Asp Asp

Glu Giu

Met Met, lle, Leu

Trp Trp

-11 -
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Priklady postupt pro zavadéni aminokyselinovych substituci do proteini, jez lze pou%it pfi pii-
pravé muteinii [L-18BP polypeptidii nebo proteind, nebo muteind virovych [L~18BP, zahrnuji
viechny znamé metodické kroky, napfiklad postupy uvedené v patentech US RE 33 653,
US 4959314, US 4 588 585 a US 4 737 462 autori Mark et al.; US 5 116 943 autori Koths et
al., US 4965 195 autortt Namen et al.; US 4 879 111 autorii Chong et ab.; US 5017 691 autorii
Lee at al.; a patent US 4 904 584 pojednavajici o proteinech substituovanych lysinem (Shaw et
al.).

V jiném vyhodném provedeni vynalezu ma jakykoli mutein IL—18BP nebo virového IL-18BP
aminokyselinovou sekvenci v podstaté odpovidajici sekvenci IL-18BP, nebo virovému IL-18BP.
Terminem ,v podstaté odpovidajici se rozumi proteiny s drobnymi zménami v sekvenci pfiroze-
ného proteinu, které nemaji vliv na zakladni vlastnosti pfirozenych proteint, zejména co se tyka
jejich schopnosti vazat IL-18. Typy zmén, které obecn& vyhovuji kategorii ,,v podstaté odpovi-
dajici“ jsou takové, jez jsou vysledkem konvengnich technik mutageneze DNA kédujici tyto
proteiny, vedoucich k nékolika drobnym modifikacim, a nasledného vy3etteni na pozadovanou
aktivitu zplsobem diskutovanym shora. Vedle vazby k IL-18 mohou muteiny téZ modulovat
a/nebo blokovat aktivitu [L-18.

Muteiny podle vynalezu zahrnuji proteiny kodované nukleovou kyselinou, napiiklad DNA nebo
RNA, ktera hybridizuje za stringentnich podminek k DNA nebo RNA kodujici IL-18BP nebo
virovy IL-18BP podle vynilezu. Vynédlez rovnéz zahrnuje takovouto nukleovou kyselinu, ktera
je téz vyuZitelna jako sonda pii identifikaci a purifikaci Zadané nukleové kyseliny. Kromé toho,
by takova nukleova kyselina byla prvnim kandidtem na stanoveni, zda kéduje polypeptid, u n&jz
Je zachovéna funkeni aktivita [L-18BP podle vynalezu. Termin ,stringentni podminky* se tyka
podminek hybridizace a nasledného promyvani, které jsou osobami znalymi oboru konventné
oznalovény jako ,stringentni®. Viz Ausubel et al., Current Protocois in Molecular Biology,
supra, kap. 6.3 a 6.4 (1987, 1992), a Sambrook et al., supra. Priklady stringentnich podminek
zahrnuji, bez omezeni, promyvani v podminkach 12 az 20 °C pod vypoétenou T,, studovaného
hybridu v napt. 2 x SSC a 0,5% SDS po dobu 5 min, 2 x SSC a 0,1% SDS po dobu 15 min; 0,1 x
SSC a 0,5% SDS pfi 37 °C po dobu 30 az 60 min a nakonec 0,1 x SSC a 0,5% SDS pfi 68 °C
podobu 30 aZ 60 min. Osoby zb&hlé v oboru jsou si védomi, ze podminky stringence téz zvisi na
délce DNA sekvenci, oligonukleotidovych sond (napf. 10 aZ 40 bézi) nebo smienych oligonuk-
leotidovych sond. Pouzivaji-li se smiSené sondy, je vyhodn&jsi pouzit tetramethylamonium chlo-
rid (TMAC) misto SSC. Viz Ausubel, supra.

Vynalez dale zahruje nukleové kyseliny, které kéduji IL-18BP podle vynilezu, jeZ viak maji
vzhledem k degeneraci genetického kddu odlisnou nukleotidovou sekvenci. Takovato DNA,
kterd ptipadné nehybridizuje za stringentnich podminek k DNA sekvencim uvedenym v
Obr.4az7, je viak nicméné schopna kodovat IL-18BP podle vyndlezu, je rovnéZ soudasti
vynalezu.

Termin . filzovany protein* se tyka polypeptidu obsahujiciho IL-18BP nebo jeho mutein, ve fuzi
s jinym proteinem, ktery ma napfiklad prodlouzeny polodas pfitomnosti v télesnych tekutinach.
IL-18BP tak miZe byt fizovan k jinému proteinu, polypeptidu ap., napf. k imunoglobulinu nebo
Jeho fragmentu. MiiZe byt také fuzovan k polyethylenglykolu (PEG), aby se prodlouzil jeho
polocas.

Termin ,s0li* se zde tyka soli karboxylovych skupin a soli vzniklych adici protony na aminosku-
piny IL-18BP, jeho muteiny nebo flizované proteiny. Soli karboxylové skupiny se mohou tvofit
zplsoby znamymi v oboru a zahmuji anorganické soli, napt. sodné, vapenaté, amonné, zelezité
nebo zinetnaté soli ap., a soli s organickymi bazemi jako napt. soli tvofené s aminy, jako je tri-
ethanolamin, s argininem nebo lysinem, piperidinem, prokainem, apod. Soli vzniklé adici protonu
k aminoskupindm zahmuji napf. soli s mineralnimi kyselinami jako je napf. kyselina chlorovodi-
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kova nebo sirova, a soli s organickymi kyselinami jako je napf. kyselina octova nebo $tavelova.
Takovéto soli musi samoziejmé mit v podstaté podobnou aktivitu jako IL-18BP.

Termin ,chemicky modifikované derivaty®, jak se zde uZiva, zahrnuje derivity IL-18BP a jeho
muteinil a filzovanych proteint, které 1ze pfipravit napf. derivatizaci funk&nich skupin postran-
nich fetézch aminokyselinovych zbytkii nebo N- nebo C-koncovych skupin s pouZitim metod
znamych v oboru; tyto derivaty jsou zahrnuty do vyndlezu, je-li zachovéna jejich farmaceuticka
pfijateinost, tj., nedochazi k zni¢eni aktivity proteinu, ktera je v podstaté podobna aktivité 11—
I8BP a derivaty nedodavaji toxické vlastnosti prostfedkim, které je obsahuji. Tyto derivéty
mohou napfiklad zahrnovat polyethylenglykolové postranni fetézce, jez mohou maskovat anti-
genni mista a prodluZovat polotas IL-18BP v télesnych tekutinach. Dalsi derivity zahrauji alifa-
tické estery karboxylovych skupin, amidy karboxylovych skupin vzniklé reakci s amoniakem
nebo s primarnimi nebo sekunddrnimi aminy, N-acyl derivaty volnych aminoskupin aminokyse-
linovych zbytkli vytvofené s acylovymi zbytky (napf. alkanoylovymi nebo karbocyklickymi
aroylovymi skupinami) nebo O-acyl derivity volnych hydroxylovych skupin (napf. serinovych
nebo threoninovych zbytki) vytvofené s acylovymi zbytky.

Termin ,cirkuldrn& permutované derivaty“, jak se zde uZiva, se tykd linearni molekuly, jejiz
konce byly navzijem spojeny, bud’ pfimo, nebo prostfednictvim linkeru, za vaniku kruhové
molekuly, kterd je potom oteviena na jiném misté za vzniku nové linedrni molekuly s jinymi
konci nez ma piivodni molekula. Cirkularni permutace zahrnuji molekuly, jejichZ struktura je
shodna s molekulou, jeZ byla cirkularizovana a poté otevfena. Cirkularné permutovanou mole-
kulu tedy lze syntetizovat de novo jako linedrni molekulu, aniz by se uplatnil cirkulariza¢ni a
Stépici krok. Pfiprava cirkulamé permutovanych derivati je popsana v WO 95/27732.

Proteiny IL-18BP mohou byt produkovany riznymi rekombinantnimi butikami, prokaryotickymi
jako napt. E. coli, nebo eukaryotickymi jako kvasinkami nebo hmyzimi busikami. Zptisoby kons-
trukce vhodnych vektori nesoucich DNA, jez koduje IL-18BP, a vhodnych k transformaci napf.
E. coli, sav&ich bun&k a kvasinek, nebo k infekci hmyzich bun&k, s cilem produkovat rekombi-
nantni [L-18BP jsou v oboru dobie znamy. Viz naptiklad Ausubel et al., ,,Current Protocois in
Molecular Biology* Current Protocols. 1993; Sambrook et al., ,,Molecular Cloning: A Laboratory
Manual“, 2. vydéni, Cold Spring Harbor Press, 1989.

Pro potfeby exprese proteinii IL-18BP je DNA kédujici IL-18BP, jejich fragmenty, muteiny
nebo flizované proteiny, s funkéné pfipojenymi transkripénimi a transla&nimi reguladnimi sek-
vencemi, vnesena do vektorl, jeZ jsou schopné integrovat poZadované gemové sekvence do
chromosomu hostitelské buiiky. K selekci bunék, jez do svych chromosomu stabilné integrovaly
vnesenou DNA, se pouziva jeden nebo vice markeru, které umoZiluji selekci hostitelskych bungk
obsahujicich expresni vektor. Marker mizZe udélovat prototrofti auxotrofnimu hostiteli, resistenci
viéi biocidnim latkam, napf. antibiotikim, nebo resistenci vi¢i t€zkym koviim jako napf. médi
apod. Gen selektovatelného markeri miZe byt pfipojen pfimo k DNA sekvencim, jeZ maji byt
exprimovany, nebo miZe byt vaesen do stejné buiiky pomoci kotransfekce. Pro optimalizaci
syntézy mohou byt potfebné i dal¥i regulalni elementy; ty zahrnuji signaly pro sestfih, trans-
krip&ni promotory, enhancery a termina&ni signaly.

DNA molekula, jez ma byt vpravena do zvolenych bunék je s vyhodou soudsti plasmidového
nebo virového vektoru, schopného autonomni replikace v hostitelské burice. Vyhodné prokaryo-
tické plasmidy jsou derivaty plasmidu pBR322. Vyhodné eukaryotické vektory zahrnuji BPV,
vakeinii, SV40, 2—um plasmid atd., nebo jejich derivaty. Takovéto plasmidy a vektory jsou dobfe
znamy v oboru (Bollon et al., 1980, J Clin. Hematol. Oncol. 10:39-48; Botstein et al., 1982,
Miami Wint. Symp. 19:265-274; Broach. J.R., v The Molecular Biology of the Yeast
Saccharomyces: Lite Cycle and Inheritance®, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY, str. 445-470 (1981); Broach, 1982, Cell 28:203-204; Maniatis, T., v ,,Cell Biology:
A Comprehensive Treatise, Vol.3: Gene Expression®, Academie Press, NY, str. 563-608 (1980)).
Po konstrukci vektoru obsahujiciho DNA sekvenci pro expresi, milze byt expresni vektor vnesen
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do buiiky vhodného hostitele s pouZitim kterékoli z fady vhodnych metod, jako je transformace,
transfekce, lipofekce, konjugace, fize protoplasti, elektroporace, pouziti kalcium fosfatového
koprecipitdtu, pfima mikroinjikace atd,

Hostitelské buriky pouZivané ve vynalezu mohou byt s prokaryotické nebo eukaryotické.
Vyhodni prokaryoticti hostitelé zahrnuji bakterie jako jsou £. coli, Bacillus, Streptomyces, Pseu-
domonas, Salmonella, Serratia atd. Nejvyhodn&j$im prokaryotickym hostitelem je E. coli. Mezi
zvladté zajimavé bakterialni hostitele patfi E. coli K12 kmen 294 (ATCC 31446), E. coli X1776
10 (ATCC 31537), E. coli W3110 (F, lambda™, prototrofni) (ATCC 27325). V t&chto hostitelich
nebude protein glykosylovany. Prokaryoticky hostitel musi byt kompatibilni s replikonem a s
regulanimi sekvencemi v expresnim plasmidu.

JelikoZ v3ak jsou pfirozené IL-18BP glykosylovany, dava se pfednost eukaryotickym hostiteléim
pfed prokaryotickymi. Vyhodnymi eukaryotickymi hostiteli jsou sav&i buiiky, napiiklad lidské,
opici, mysi, a CHO (Chinese hamster ovary tj. ovariarni buiiky ¢inského kietka) buiiky, nebot’
zajistuji posttranslaéni modifikace proteinil, véetné sloZeni do spravné konformace, spravné tvor-
by disulfidovych vazeb, jakoZ i glykosylaci ve spravnych mistech proteinové molekuly. K post-
translaéni modifikaci peptidd, véetné glykosylace s vysokym zastoupenim mannosy, dochazi
rovnéz v kvasinkach a hmyzich burikach.

Pfi produkei heterolognich proteinit v kvasinkach a hmyzich buiikach se uplatiiuji riizné strategie
rekombinantni DNA vyuZivajici silné promotory a plasmidy o vysokém podtu kopii. Kvasinky a
hmyzi buiiky rozezndvaji zavadéci sekvence na produktech klonovanych savéich gend a secernuji
maturni IL-18BP. Po zavedeni vektoru se hostitelské buiiky péstuji na selektivnim médiu, ve
kterém rostou pouze buiiky obsahujici vektor. Exprese klonovanych geni vede k tvorbé IL-18BP
fazovanych proteinii, nebo jejich muteinii. Shora zmingné klonovani, izolace a identifikace
klonu, charakterizace a postupy pti sekvenaci jsou podrobnéji popsany nize v textu v Prikladech.

Exprimované proteiny se pak izoluji a purifikuji konvenénimi postupy zahmujicimi extrakei,
sraZeni, chromatografii, elektroforesu apod., nebo afinitni chromatografii naptiklad s pouzitim
anti-1L—18BP monoklondlnich protilétek imobilizovanych na gelovém nosi¢i v chromatografické
koloné. Hrubé preparity obsahujici rekombinantni IL—18BP se nanesou na kolonu, pfi¢emz IL~
18BP se navéZe k specifické protilatce na sloupci, zatimco negistoty projdou kolonou. Po promyti
se protein z gelu eluuje za podminek obvykle uzivanych k tomuto G&ely, tj. pfi vysokém nebo
nizkém pH, naptiklad pH 11 nebo pH 2.

Vynalez se dale tyka vektori vyuZitelnych pro expresi IL-18BP nebo jeho derivati v savcich a
konkrétné v lidech. Vektory pro kritkodobou a dlouhodobou expresi genii v savcich jsou dobte
znamy z literatury. Z riiznych studii vyplynulo, Ze vneseni genu nap¥. do kosterniho svalu, hlad-
kého svalu cévni stény a do jater ma za nasledek systémové hladiny terapeutickych proteini.
Kosterni sval je vyhodny ter, protoze mé velkou masu, je vaskularizovan a je snadno pristupny.
S aspéchem se viak pouzily i jiné cilové buiiky, zejména prekurzory imunitnich bunék z kostni
dfené. V sou€asnosti dostupné vektory pro expresi proteind, naptiklad ve svalu, zahrnuji plasti-
dovou DNA, liposomy, konjugaty DNA s proteiny, a vektory na bazi adenoviru, adeno—asocio-
vaného viru a herpesviru. Nejuspé$néj$i z mich, co se tyka délky piisobeni a hladiny genové
exprese, jakoz i bezpe¢nostniho hlediska, byly vektory na bazi adeno—asociovaného viru (AAV)
(Kessier, P.D. 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:14082-14087).

Postupy pro konstrukci AAV—odvozeného vektoru byly podrobné popsany (Snyder et al., 1996,
Current Protocols in Human Genetics, 6 kapitoly 12.1.1-12.1.17, John Wiley & Sons) a jsou
zahrnuty do vynalezu. Ve stru¢nosti, plasmid psub201, obsahujici genom AAV divokého typu, se
Stepi restrikénim enzymem Xbal a liguje s DNA fragmentem obsahujicim Gginny eukaryoticky
promotor, napf. promotor cytomegaloviru, konsensni sekvenci Kozakové, DNA sekvenci kéduji-
ci [L-18BP, nebo jejich muteiny nebo fiizované proteiny, dale vhodnou 3" nepfekladanou oblast
a polyadenylaéni signal, naptiklad polyadenylacni signal z opitiho viru SV40. Vyslednym
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rekombinantnim plasmidem, spolu s pomocnym AAV plasmidem, napf. pAAV/Ad, se kotransfe-
kuji savéi bufiky, napf. lidské T293 buitky. Kultury se pak infikuji adenovirem jakoZto pomoc-
nym virem, a po 48 az 60 hodinach se sklidi supernatanty kultur. Supernatanty se frakcionuji
srazenim siranem amonnym, purifikuji se centrifugaci v CsCl hustotnim gradientu, dialyzuji se, a
poté se zahfeji na 56 °C, aby se mikily viechny adenoviry, zatimco vysledny rekombinantni
AAV, ktery je schopny exprimovat IL~18BP nebo virovy IL-18BP, nebo jejich muteiny nebo
flizované proteiny, ziistava pfi tomto kroku neporugeny.

Fyziologickd funkce solubilnich cytokinovych receptorii nebyla dosud objasnéna. Solubilni
receptory vazou své specifické ligandy a ve vétdiné piipadu inhibuyji jejich biologickou aktivitu,
jak bylo naptiklad uk&zano v systému TNF (Engelmann et al., 1989, J. Biol. Chem. 264:11974—
11980; Engelmann et al., 1990, J. Biol. Chem. 265:1531-1536). Jen ve velmi mélo ptipadech,
napiiklad u [L-6, solubilni receptor zvysuje biologickou aktivitu. Experimenty ukézaly, ze
rekombinantni solubilni TNF receptor, té2 znamy jako TBP (TNF binding protein, TNF-vazebny
protein), zabrafioval ve zvifecich modelech septickému %oku, a e solubilni formy [L~1 receptoru
mély vyrazné inhibi¢ni G&inky na rozvoj in vivo alloreaktivity u my&ich pfijemci allo§tépu.

Podobné mohou IL-18BP a virové IL-18BP podle vyndlezu nalézt pouZiti jako modulatory akti-
vity IL-18, napt. v piipadech diabetu 1. typu, sepse, autoimunitnich chorob, odhojovani trans-
plantitu, revmatoidni artritidy, zan&tlivych chorob stfeva, roztrouSené sklerosy, ischemické
choroby srde¢ni véetné akutnich srde¢nich infarkty, ischemického poskozeni mozku, lupénky,
chronické hepatitidy a akutni hepatitidy. Mohou tedy byt pouzity napt. pfi jakékoli chorobé&, pii
niZz endogenni tvorba nebo exogenni poddvani IL-18 indukuje chorobu nebo zhorfuje stav
pacienta.

Vynélez se déle tykd farmaceutickych prostiedkii obsahujicich farmaceuticky pkijatelny nosi¢ a
{L-18BP nebo virovy IL-18BP podle vynalezu, nebo jejich aktivai muteiny, fizované proteiny a
jejich soli nebo chemicky modifikované derivaty.

Vynélez se dale tyka farmaceutickych prostfedkii obsahujicich farmaceuticky ptijatelny nosi¢ a
napf. virovy vektor jako je kterykoli z fe¢enych AAV-odvozenych virovych vektori nebo jiny
vektor exprimujici IL-18BP nebo jejich muteiny nebo fizované proteiny, ktery je vhodny pro
podani lidem a jinym savclim s cilem doséhnout in vivo exprese IL-18BP, nebo jeho muteind
nebo fragmentil nebo fuzovanych proteini podle vynalezu, tj. pro pouZiti v genové terapii.

Farmaceutické prostfedky podle vynalezu se pfipravuji smichanim IL-18BP nebo virového IL—
I18BP nebo jejich derivati nebo vektori pro jejich expresi s fyziologicky pfijatelnymi nosici
a/nebo stabilizitory a/nebo excipienty a smés se upravi do formy pro divkovéni, napf. lyofilizaci
do davkovych lahvitek. Aplikace miize byt podle kteréhokoli z uznavanych zpiisobh pouZiva-
nych pti aplikaci podobnych prostfedki a bude zAviset na stavu, ktery se 1é&i, tedy napiikiad nit-
rozilng, nitrosvalové, podkoZng, mistni injekéni nebo zevni aplikaci, nebo kontinualni infizi atd.
MnoiZstvi aktivni latky, které se bude aplikovat, zavisi na zpisobu aplikace, lé¢ené chorobé a
stavu pacienta. Mistni injekce bude napfiklad vyZadovat mendi mnoZstvi proteinu, v zavislosti na
télesné hmotnosti, nez nitroZilni infuze.

Proteiny IL—18BP nebo virové [L-18BP nebo vektory, které je exprimuji in vivo, jsou tedy indi-
kovany pro lé¢bu autoimunitnich chorob, diabetu . typu, revmatoidni artritidy, odhojovani trans-
plantitu, zénétlivych chorob stfeva, sepse, roztrousené sklerosy, ischemické choroby srdegni
véetn€ akutnich srde¢nich infarktd, ischemického poskozeni mozku, chronické hepatitidy, lupén-
ky, chronické pankreatitidy a akutni pankreatitidy a podobnych chorob, pfi kterych dochazi k
nenormalni expresi [L-18 vedouci k nadbytku IL-18, nebo v pfipadech komplikaci vyvolanych
exogenné dodanym {L-18.

Vynalez zahrnuje také protilatky proti [L-18BP. Termin ,,protilatka“ zahrnuje polyklonélni pro-
tildtky, monoklonalni protilatky (mAb), chimémi protilatky, anti-idiotypové (anti-Id) protilatky
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namifené proti protilitkam, které mohou byt znagené, v solubilni nebo vazané formé, humanizo-
vané protilitky, jakoZ i jejich fragmenty ziskané jakoukoli zndmou technikou, jako je, ale bez
omezeni, enzymatické 5t€peni, peptidova syntéza nebo rekombinantni technologie.

Polyklonalni protilatky jsou heterogenni populace molekul protilatek ziskanych ze séra zviat
imunizovanych antigenem.

Monoklonaini protilatka obsahuje v podstaté homogenni populaci protilatek specifickych pro
antigen, pfi¢emz tato populace obsahuje v podstaté podobnd vazebna mista pro epitop. Monoklo-
nalni protilitky mohou byt ziskany metodami dobfe znamymi v oboru. Viz napiiklad Kohler a
Milstein, Nature 256:495-497 (1975); Patent US 4 376 110; Ausubel et al. supra; Harlow a Lane,
ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Laboratory (1988); a
Colligan et al., eds., Current Protocols in Immunology, Greene Publishing Assoc. and Wiley
Interscience N.Y, (1992, 1993), v nichZ obsa%ené odkazy jsou zde v tplnosti zahrnuty odkazem.
Takoveéto protilatky mohou pfisluSet do kterékoli tfidy imunoglobuling, véetné IgG, IgM, IgE,
IgA, GILD a jejich podttid. Hybridem produkujici mAb podle vynilezu mize byt kultivovan in
vitro, in situ nebo in vivo. Vzhledem k produkei vysokych titri monoklonalnich protilatek in vivo
nebo in situ se tomuto zplisobu produkee v soudasnosti ddva piednost.

Chimérni protilatky jsou molekuly, jejichZ riizné Easti jsou odvozené z riznych Zivolisnych
druht, jako napf. u chimérnich protilatek, které maji variabilni oblast odvozenou z mysi mono-
klonalni protildtky a konstantni ¢ast z lidského imunoglobulind. Chimérni protilétky se zejména
pouzivaji pro sniZeni imunogenity pfi klinické aplikaci a pro vy33i vytézky. Naptiklad v situaci,
kdy mySi mAb poskytuji vyssi vytézky z hybridomi, ale u lidi vyvolavaji imunitni odpovéd’,
pouZivaji se takovéto lidské/my3i chimérni monoklonalni protilatky. Chimérni protildtky a zpi-
soby jejich produkce jsou dobfe zndmé v oboru (Cabilly et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA
81:3273-3277 (1984); Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984);
Boulianne et al., Nature 312:643-646 (1984); Cabilly et al., Evropska patentova piihlaska
125023 (publikovand 14.listopadu 1984);, Neuberger et al., Nature 314:268-270 (1985);
Taniguchi et al., Evropské patentova ptihladka 171496 (publikovana 19.anora 1985); Morisson et
al., Evropska patentové ptihlaska 173494 (publikovana 5.bfezna 1986); Neuberger et al., PCT
prihlaska WO 86 01533 (publikovana 13.biezna 1986); Kudo et al., Evropska patentova prihlagka
184187 (publikovand 11.¢ervna 1986), Sahagan et al., J Fmmunol. 137:1066-1074 (1986),
Robinson et al., Mezinarodni patentova piihlaska No. WO 97 02671 (publikovand 7.kvétna
1987); Liu et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443 (1987); Sun et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84:214-218 (1987); Better et al., Science 240:1041-1043 (1988); a Harlow a Lane,
ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, supra. Tyto odkazy jsou zde v Gplnosti zahruty
odkazem.,

Anti-idiotypové (anti-Id) protilatka je protilatka, kterd rozpoznava uniktni determinanty na
molekule protilatky, zpravidla spojené s vazebnym mistem pro antigen. Anti-Id protilitka miize
byt pipravena imunizaci zvifete stejného druhu a genetického typu (napf. kmene my3i) ze které-
ho pochazi mAb, vii které se anti—Id pfipravuje. Imunizované zvife rozpozna a bude reagovat
na idiotypové determinanty imunizujici protilatky tim, Ze za&ne vytvafet protilatku proti témto
idiotypovym determinantém (anti~Id protilatku). Viz napt. Patent US 4 699 880, ktery je zde v
aplnosti zahrnut odkazem.

Anti-Id protilatka miZe byt rovnéZz pouZita jako ,imunogen* na vyvolani imunitni odpovédi v
jesté dalsim zvifeti, za vzniku tzv. anti-anti-Id protilatky. Anti-anti-1d mize byt epitopové iden-
ticka s pivodni mAb, kterd vyvolala anti-Id. Takto je moné s pouzitim protilatek namifenych
proti idiotypovym determinantdm mAb identifikovat dal3i klony exprimujici protilatky s identic-
kou specifitou.

Monoklonalni protilitky vytvotené proti IL-18BP a piibuznym proteinim podle vynalezu,
mohou tedy byt pouZity k navozeni anti-Id protildtek ve vhodnych zvitatech, jako jsou mysi
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kmene BALB/c. Slezinné buiiky z takto imunizovanych mysi se pouZiji ke konstrukci s anti~Id
hybridomg, jeZz budou produkovat anti-Id monoklonalni protilatky. Dale, anti-Id monoklonalni
protilitky mohou byt navazdny na nosié jako je hemocyanin mékkyse $43né¢ lodni (KLH) a
pouzity k imunizaci daldich mysi kmeneBALB/¢c. Sérum t&chto my3i bude obsahovat anti-anti-id
protilatky s vazebnymi vlastnostmi plvodni mAb specifické pro IL-18BP epitop nebo epitopy
virového [L~18BP.

Anti-Id monoklonalni protilatky tedy maji své vlastni idiotypové epitopy, neboli ,idiotovy*,
strukturné podobné hodnocenému epitopu, jako naptiklad IL-18BP nebo virovy 1L~18BP.

Terminem ,humanizovana protilatka* se rozumi napf. protilitky ziskané manipulaci mysich
protilitek metodami genového inZenyrstvi tak, aby byly sluditeln&j$i s lidskym télem. Takovéto
humanizované protilatky maji u lidi sniZzenou imunogenitu a lep§i farmakokinetiku. Mohou byt
pfipraveny technikami zndmymi v oboru, jak je popsdno naptikiad pro humanizované anti-TNF
protilatky v Molecular Immunology, 30(16): 1443—1453 (1993).

Terminem ,,protilatka” se rovnéz rozumi, Ze zahrnuje jak celé molekuly, tak jejich fragmenty,
jako naptiklad Fab a F(ab"),, které jsou schopné vazat antigen, Fab a F(ab"), fragmenty nemaji Fc
fragment protilatky, rychleji vymizi z cirkulace a mohou mit nizsi nespecifickou tkafiovou vazbu
nez celd protilatka (Wahl et al., J. Nucl. Med. 24:316-325 (1983)). Je z¥ejmé, 2e Fab a F(ab'), a
dalsi fragmenty protilatek vyuZitelnych podle vynilezu mohou byt pouZity k detekci a kvantifi-
kaci IL-18BP nebo virového IL-18BP s pouzitim metod zde uvedenych pro celé molekuly pro-
tilitek. Takovéto fragmenty se zpravidla ziskdvaji proteolytickym Stépenim, pfi¢emZ se uZivaji
enzymy jako papain (na ziskani Fab fragmenti) nebo pepsin (na ziskani F(ab’), fragment).

O protilatce Ize Fici, Ze je ,,schopné vazat“ molekulu, pokud je schopné specificky interagovat s
molekulou a tim molekulu vazat k protilatce. Terminem ,,epitop* se mini ta ¢ast jakékoli mole-
kuly, ktera muiZze byt vazana protildtkou a kterd miZe byt také rozpoznana touto protilatkou. Epi-
topy nebo ,.antigenni determinanty“ zpravidla sestdvaji z chemicky aktivnich povrchovych ses-
kupeni molekul, jako jsou aminokyseliny nebo cukerné postranni fetézce, se specifickou trojroz-
mérnou strukturou a specifickymi nabojovymi viastnostmi.

»Antigen“ je molekula nebo ¢ast molekuly, ktera miZe byt vazana protilatkou, a ktera dile mize
vyvolat u zvifete tvorbu protilatky schopné vazat se k epitopu tohoto antigenu. Antigen mZe mit
jeden nebo vice epitopi. Specifickou reakci, o niZ byla fe¢ shora, se rozumi, Ze antigen reaguje
vysoce selektivné se svoji odpovidajici protilatkou a nikoli s velkym mnoZstvim jinych proti-
latek, které mohly byt vyvolany jinymi antigeny.

Protilatky, v&etné fragmenti protilatek, vyuZitelné podle vynalezu, mohou byt pouZity ke kvan-
titativni nebo kvalitativni detekci IL-18BP ve vzorcich nebo k detekci bunék, které exprimuji
takovéto proteiny podle vynalezu. Toho miize byt dosazeno imunofluorescenénimi technikami,
jez vyuzivaji fluorescenéné znadené protilatky (viz niZe) v kombinaci s detekci mikroskopii,
pritokovou cytometrii nebo fluorometrii.

Protilatky (nebo jejich fragmenty) vyuZitelné podle vynalezu se mohou pouzit v histologii k in
situ detekci IL-18BP podle vyndlezu s pouzitim imunofluorescenéni nebo imunoelektronové
mikroskopie. /n situ detekce miZe byt provedena po odebrani histologického vzorku s od
pacienta pfiddnim znacené protilétky podle vynalezu k takovémuto vzorku. Protiltka {nebo frag-
ment) je s vyhodou pouzita tak, ze znafena protilitka (nebo fragment) je aplikovina nebo
pfilozena k biologickému vzorku. PouZitim takového postupu je moZné stanovit nejen pfitomnost
IL-18BP, ale také jeho distribuci ve vySetfované tkani. Osoby béiné zbéhlé v oboru si pfi pouziti
vyndlezu ihned uvédomi, Ze kterakoli z celé fady histologickych metod (jako napfiklad barv1c1
postupy) miZze byt modifikovana, aby bylo dosaZeno takovéto in situ detekce.
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Takovéto testy na IL-18BP podle vynalezu typicky zahrnuji inkubaci biologického vzorku, jako
napfiklad biologické tekutiny, extraktu tkang, Cerstvé odebranych bunék jako lymfocyti nebo
leukocytd, nebo bunék, které byly inkubovany v tkafiové kultufe, v pfitomnosti znacené proti-
latky schopné identifikovat IL-18BP, a detekci protilatky pomoci kterékoli z celé fady technik
dobfe znamych v oboru.

Biologicky vzorek muze byt zachycen na pevnou fazi nebo nosi¢ jako nitrocelulosu, nebo na
jinou pevnou fazi nebo nosi¢, ktery umoZziiuje imobilizaci bunék, bun&nych ¢asti nebo rozpust-
nych proteini. Pevna faze nebo nosi¢ mohou pak byt promyty vhodnymi pufry a nasledné inku-
bovany s detegovatelné znacenou protilitkou v souladu s vynalezem, jak bylo uvedeno shora.
Pevna faze nebo nosi¢ mohou pak byt promyty pufrem podruhé, aby se odstranila nenavazana
protilitka. MnozZstvi vazané znatky na pevné fazi nebo nosiéi miZe potom byt detekovano
obvyklymi prostiedky.

Terminy ,,pevna faze®, ,,nosi¢ pevné faze™, ,pevny nosi€“, nebo ,,nosi&* se rozumi jakakoli pevna
faze nebo nosi¢ schopné véazat antigen nebo protilatky. Dobfe zndmé pevné faze nebo noside
zahrnuji sklo, polystyren, polypropylen, polyethylen, dextran, nylon, amylasy, pfirodni a modifi-
kované celulosy, polyakrylamidy, gabro a magnetit. Pro G&ely vynélezu miize byt nosi¢ bud’ do
ur¢ité miry rozpustny, nebo nerozpustny. Pevna faze mize mit prakticky libovolnou konfiguraci,
nutné je pouze, aby navazand molekula byla schopna se vazat k antigenu nebo protilatce. Pevna
faze nebo nosi¢ tedy mohou byt sférické jako u kulidek, valcovité jako u vnitiniho povrchu zku-
mavky nebo vnéjiiho povrchu tyCinky. Povrch miiZe také byt plochy jako u listu nebo prouzku,
atd. Vyhodné pevné faze nebo nosiée zahrnuji polystyrénové kulitky. Osoby znalé oboru budou
znat mnoho dal3ich vhodnych nosit pro vazbu protiltek nebo antigenu, anebo budou schopny
tyto zjistit pomoci rutinniho experimentovani,

Vazebna aktivita dané Sarze protilatky podle vynalezu miZe byt stanovena pomoci dobfe zna-
mych metod. Osoby znalé oboru budou schopné urgit béznym experimentovéanim funkéni a opti-
malni podminky pro kazdé stanoveni.

Dalsi kroky jako promyvani, michani, tfepani, filtrovani a podobné, mohou byt zafazeny do pro-
cedury jak je obvyklé nebo nutné v konkrétni situaci.

Jeden ze zpiisobil jak mbZe byt protilitka podle vynalezu detegovatelné oznadend je navézat
protiltku k enzymu a pouZit ji v enzymoimunoanalyze (EIA). Tento enzym pak nasledné bude v
pfitomnosti vhodného substritu reagovat se substratem za vzniku chemického produktu, detego-
vatelného napfiklad spektrofotometricky, fluorometricky nebo vizualng. Enzymy, jez mohou byt
pouzity k znaleni protilitek zahrnuji, ale bez omezeni, malitdehydrogenazu, stafylokokovou
nukleazu, delta—5-steroidisomerazu, kvasinkovou alkoholdehydrogenazu, alfa—glycerofosfatde-
hydrogenazu, triosofosfatisomerazu, kienovou peroxidizu, alkalickou fosfatizu, asparaginazu,
glukosaoxidazu, beta-galaktosiddzu, ribonukleazu, uredzu, kataldzu, glukéza—6—fosfatdehydro-
genazu, glukoamylazu a acetylcholinesterazu. Detekce miize byt provedena kolorimetrickymi
metodami, jez vyuZivaji chromogennich substratd enzymi. Detekce miZe byt provedena téz
vizudlnim porovnanim rozsahu enzymatické reakce substratu se standardy pfipravenymi za
podobnych podminek.

Detekce miize byt dosazeno s pouzitim kterékoli z fady dal3ich imunostanoveni. Po radioaktiv-
nim oznaCeni protilitek nebo jejich fragmenti je napiiklad mozné delegovat [IL—18BP pomoci
radioimunoanalyzy (RIA). Dobry popis RIA metody lze najit v Laboratory Techniques and Bio-
chemistry in Molecular Biology, autord Work, T.S. et al., North Holland Publishing Company,
NY (1978) se zviastnim poukazem na kapitolu, kterou napsal Chard, T., ,,Uvod do radioimuno-
analyzy a pfibuznych technik*, kterd je zde zahmuta odkazem. Radioaktivni izotop je delegovan
pomoci gama—potitade nebo kapalinového scintitaéniho potitace nebo autoradiografii.
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Dale je mozné protilatku podle vynalezu oznaéit fluorescen¢ni sloudeninou. Po vystaveni fluo-
rescenéné znadené protilatky svétlu o vhodné vinové délce, miiZze byt pritomnost protilatky dele-
govana diky fluorescenci. Mezi nejbéZnéji uZivané sloudeniny k fluorescenénimu znaceni patfi
fluorescein isothiokyanat, rhodamin, phycoerythrin, phycocyanin, allophycocyanin, o-ftalalde-
hyd, a fluoreskamin.

Protilatka miiZe byt t¢2 znatena kovy vydavajicimi fluorescenci jako jsou napt. '“Eu nebo dalsi
lanthanidy. Tyto kovy mohou byt navaziny k protilitce prostfednictvim skupin chelatujicich
kovy, jako napf. kyselina diethylentriaminpentaoctova (ETPA).

Protilatka mize byt téZ znadena navazanim biotinu. Biotinylovana protilatka pak miZe byt dele-
govana avidinem nebo streptavidinem navazanym k fluorescentni sloueniné nebo k enzymu
jako peroxidéza nebo k radioaktivnimu izotopu a podobné.

Protilatka mizZe byt téZ znalena navazinim chemiluminiscenni slou¢eniny. P¥itomnost chemi-
luminiscenéné oznalené protilatky je pak stanovena podle luminiscence vychazejici v pribéhu
chemické reakce. Piikladem obzvlasté uziteXnych sloudenin pro chemiluminiscenéni znadeni jsou
luminol, isoluminol, theromaticky akridiniovy ester, imidazol, akridiniova sil a ester oxaltu.

Podobné mohou byt k znaceni protilatky podle vynalezu pouzity bioluminiscenéni slouteniny.
Bioluminiscence je typ chemiluminiscence, vyskytujici se v biologickych systémech, ve kterych
je ndinnost chemiluminiscenéni reakce zvy$ovana katalytickym proteinem. Pritomnost biolumi-
niscenéniho proteinu se stanovuje detekci fuminiscence. DileZité bioluminiscen¢ni slou¢eniny
pro ucely znaceni jsou luciferin, luciferasa a aequorin.

Molekula protilatky podle vynalezu miiZe byt pouZita v imunostanoveni, znimém téZ jako ,,dvoj-
strannd* nebo ,,sendvitova“ analyza. V typickém imunometrickém stanoveni se ur€ité mnoZstvi
neznacené protilatky (nebo fragmentu protilatky) navaze k pevné fizi nebo nositi a pridava se
urdité mnoZstvi solubilni znatené protilatky, které umoZiiuje detekci a/nebo kvantifikaci ternar-
niho komplexu mezi protilitkou na pevné fazi, antigenem a znadenou protilatkou.

Typicka a vyhodna imunostanoveni zahmuji ,,forvard“ analyzy, pfi kterych je protilatka navdzana
na pevné fazi nejprve inkubovana s testovanym vzorkem, aby se antigen ze vzorku navazal do
binarniho komplexu protilatka na pevné fazi — antigen. Po vhodné dobé inkubace se pevna fize
nebo nosi¢ promyje, aby se odstranily zbytky kapalného vzorku, véetné nenavdzaného antigenu,
je-li takovy, a potom se piidd roztok obsahujici nezndmé mnoZstvi znalené protilatky (kterd
slouzi jako ,,reportérova molekula®). V pritbhu druhé inkubace se znatena protilatka komplexuje
s antigenem, ktery je navazany K pevné fazi to nebo nosidi prostfednictvim neznaené protilatky,
a poté se pevna faze nebo nosi¢ podruhé promyje, aby se odstranila nenavazana znagena proti-
latka.

V jiném typu ,,sendviového stanoveni, které miZe byt pouzitelné pro antigeny podle vynalezu,
se provadéji tzv. ,simultanni a ,reverzni® analyzy. Simuitanni stanoveni spotiva v jediném
inkuba&nim kroku, ve kterém se protilatka vazana k pevné fazi nebo nosi¢i a znadena protilatka
soudasné pfiddvaji k testovanému vzorku. Po ukon&eni inkubace se pevna faze nebo nosi¢ pro-
myje, aby se odstranily zbytky kapalného vzorku a nenavazana znadend protilatka. Pfitomnost
znadené protilatky spojené s pevnou fazi nebo nosi¢em se pak stanovi stejné jako v pfipad€ kon-
venéniho ,.forvard® sendviéového stanoveni.

Pt ,reverznim“ stanoveni se nejprve pfida roztok znatené protilatky ke kapalnému vzorku a po
vhodné inkubacni dobé nasleduje pfidavek neznadené protilatky vazané na pevné fazi nebo nosi-
&i. Po druhé inkubaci je pevna fize konveninim zplisobem promyta, aby se odstranily zbytky
testovaného vzorku a nenavdzané znadené protilatky. Stanoveni znadené protilatky spojené s
pevnou fazi nebo nosi¢em se provede stejné jako v ,,simultanni* a ,forvard* analyze.
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Vynalez t¢z poskytuje DNA molekuly kédujici 1L~18BP jak shora definovano, replikovatelné
vektory obsahujici takovéto DNA molekuly, hostitelské buiiky, jeZ jsou transformované témito
expresnimi vektory a zahrujici prokaryotické a eukaryotické hostitelské buiiky, s vyhodou CHO
buiiky. Vynalez rovnéz zahrnuje zpisob pfipravy expresnich vektorti, kédujicich IL-18BP podle
vynalezu, za iCelem jejich exprese v lidech a jinych savcich.

Vynalez t€Z zahmuje zplsob pfipravy IL-18BP podle vynilezu spodivajici v kultivaci transfor-
mované bufiky v souladu s vyndlezem a izolaci proteinu kddovaného DNA molekulou v expres-
nim vektoru uvnitt takovéto transformované hostitelské buiiky.

IL-18BP nebo virovy IL-18BP se mohou, vedle pouZiti na modulaci aktivity [L-18, samozfejmé
pouZit i pro purifikaci samotného IL-18. Pro tento udel se IL-18BP nebo virovy IL-18BP navaze
k afinitni koloné a hrubé frakce IL-18 se nanese na kolonu. Zachyceny IL-18 se pak zisk4 z
kolony napt. eluci pfi nizkém pH.

Piehled obrdzki na vwkresech

Obrazek | ukazuje SDS-PAGE (elektroforesu v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem
sodnym) IL~18-vazebného proteinu purifikovaného afinitni chromatografii. Na kolonu agarézy s
navazanym IL-18 byla nanesena hruba smés mo¢ovych proteind (zahusténych ultrafiltraci z 500 |
normalni lidské mote). Kolona byla promyta a zachycené proteiny eluovany pti pH 2,2. Eluo-
vané frakce byly neutralizovany a alikvoty analyzovany pomoci SDS-PAGE (10% akrylamid) za
neredukujicich podminek, gel byl barven stfibrem. Jednotlivé drahy obsahovaly: 1: hrubéd smés
mocovych proteintt (nanadka 1,5 pg); 2-9: eluaty 1-8 z kolony [L-18-agarézy; 10: markery
molekulové hmotnosti, velikosti v kDa uvedeny vpravo. Sipkou je oznaten pruh odpovidajici [L—
18BP.

Obrazek 2 ukazuje autoradiogram SDS—-PAGE (7,5% akrylamid) komplexii obsahujicich ' I-IL-
18 (zdanliva molekulova hmotnost 19 kDa) kovalentn& provdzany s nasledujicimi preparity
solubilniho IL.-18~vazebného proteinu: draha 1: roztok po promyti IL-18 afinitni kolony; draha
2: eluat 2 z IL-18 afinitni kolony; drdha 3: eluit 3 z IL-18 afinitni kolony. Markery molekulové
hmotnosti jsou vyznaSeny vpravo (v kDa). Sipka oznacuje kovalentns provazany produkt
(58 kDa).

Obrazek 3 ukazuje inhibiéni iginek IL-18BP na tvorbu IFN-y indukovanou IL~18.

(A) Mysi splenocyty byly stimulovany (24 h. 37 °C) vyznadenymi kombinacemi LPS (1 pg/ml) a
lidského (hu) IL-18 (5 ng/ml), pfidanym bud’ piimo, nebo po preinkubaci (1 hod, 37 °C) s moco-
vym IL-18BP a po 24 h byla stanovena hladina my%iho mulFN-y v kultufe.

(B) Mysi splenocyty byly inkubovany (24 h s LPS (1 pg/ml), spolu s mysim IL-18 (10 ng/ml),
ktery byl preinkubovan (I h, 37 °C) s rostoucimi koncentracemi lidského IL-18BP.

(C) Mysi splenocyty byly inkubovany (24 h s LPS (1 ug/ml), spolu s rostoucimi koncentracemi
lidského IL-18BP.

(D) My3i splenocyty byly inkubovany (24 h) s ConA (1 pg/ml), spolu s rostoucimi koncentrace-
mi lidského IL-18BP.

(E) Lidské KG-1 buiiky byly stimulovany faktorem TNF-a (20 ng/ml) a lidskym hulL-18
(25 ng/ml), pFidanym bud’ samotnym, nebo po preinkubaci (1 h, 37 °C) s mogovym IL~18BP.

Obrazek 4 ukazuje sekvence cDNA a proteinu lidského IL—18BPa. Signalni peptid je podtrien.
Obréazek 5 ukazuje sekvence ¢cDNA a proteinu lidského IL-18BPb. Signélni peptid je podtrzen.

Obrazek 6 ukazuje sekvence cDNA a proteinu lidského IL-18BPc. Signalni peptid je podtrzen.
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Obrazek 7 ukazuje sekvence cDNA a proteinu lidského IL-18BPd. Signalni peptid je podtrzen.

Obrazek 8 ukazuje sekvenci lidského IL-18BP genu. Lidsky genomovy klon (7,1 kb) byl sekve-
novan a sekvence byla porovndna se sekvencemi tfi riznych ¢cDNA kloni izolovanych ze tii
¢DNA knihoven. Spoletny iniciatni kodon je dan nukleotidy 683—685. NuMAI gen se nachazi
na negativnim fetézci, od nukleotidu 3578 do konce.

Obrézek 9 ukazuje G¢inek rekombinantniho IL~18BP na aktivitu lidského a mysiho IL-18.

Rekombinantni IL-18BPa s navazanym hexapeptidem His,. Hiss—IL—18BPa, byl transientné
exprimovan v buitkdch COS7 a purifikovéan (tIL-18BP).

(A) Lidsky IL~18 (5 ng/ml) byl po preinkubaci s HiS—IL-ISBPa nebo s RPMI pfidan k my3im
slezinnym buttkdm spole¢né s LPS (1 pg/ml). Tvorba mysiho mulFN—y byla stanovena po 24
hodinach.

(B) My3i IL-18 (10 ng/ml) byl po preinkubaci s HiS¢IL-ISBPa nebo s RPMI ptidin k my3im
slezinnym buitkam spole¢né s LPS (1 pg/ml). Tvorba my$iho mulFN-y byla stanovena po 24
hodinéch.

(C) Lidsky 1L~18 (25 ng/mi) byl po preinkubaci s COS7-IL.-18BPa nebo s RPMI pfidan k lid-
skym butikdm PBMC v pfitomnosti IL-12 (10 ng/ml).

(D) Lidsky IL-18 (25 ng/ml) byl po preinkubaci s COS7-IL~18BPa nebo s RPMI pfidan k lid-
skym KG-1 buiikdm v piitomnosti TNF—o (20 ng/ml) a byla stanovena tvorba lidského hulFN—y.

Vynélez bude nyni podrobngji popsan v nasledujicich, nijak omezujicich prikladech:

Piiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1: [zolace IL—18-vazebného proteinu

Rekombinantni (E.coli} IL-18 (2,5 mg, Peprotech, NJ} byl navazan k nosi¢i Affigel-10 (0,5 ml,
BioRad) podle pokynil vyrobce a gelem byla naplnéna chromatograficka kolonka. Hruba frakce
mocovych proteindi (1000 x koncentrovani, 500 ml) byla nanesena na kolonku pfi pritoku
0,25 ml/min. Sloupec byl promyt 250 ml 0,5 M NaCl v PBS (fosfitem pufrovany fyziologicky
roztok). Vazané proteiny pak byly eluovany roztokem 25 mM kyseliny citronové pH 2,2 a benz-
amidinu (1 mM) a ihned neutralizovany roztokem 1M Na,CO;. Objem sbiranych frakei byl 1 ml.
Frakce byly analyzovany SDS-PAGE s barvenim stfibrem. IL—18-vazebny protein byl eluovan
ve frakcich &. 2-8 jako protein o molekulové hmotnosti ~40,000 Da (Obr. 1). Zhruba ~40 kDa
pruh odpovidajici [L-18BP poskytoval pki barveni stfibrem vyrazné Zluté zabarveni. Rizné
frakce byly analyzovany pomoci kovalentniho provazani s '“[-IL-18, SDS-PAGE a autoradio-
grafie, jak je popsano v Pfikladu2. Ve frakcich 2-8, eluovanych z kolony IL-18-agarézy
(Obr. 2), tak byl potvrzen IL-18-vazebny protein.

Ptiklad 2: Kovalentni provéazani afinitné purifikovaného IL-18BP se znatenym 1L~18.

Vzorky (40 pul) [L-18BP z pfedchoziho afinitné purifikadniho kroku byly inkubovany (70 min pfi
4°C) s "PIHL-18 (5,000,000 cpm). Poté byl pfidan disukcinimidylsuberat (DSS) rozputény v
dimethylsulfoxidu (DMSQ, 20 mM) do vysledné koncentrace 2mM a smés byla ponechéna 20
min pii 4 °C. Reakce byla zastavena pfidavkem 1 M Tris—HCI pH 7,5 a 1 M NaCl do vysledné
koncentrace 100 mM. Po ptidani vzorkového pufru s obsahem dithiothreitolu (DTT, 23 mM
vyslednéa koncentrace) byly smési analyzovany pomoci SDS-PAGE (7,5% akrylamid) s nasled-
nou autoradiografii (Obr. 2).
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Specificky pruh o molekulové hmotnosti 58 kDa, patrné obsahujici ~40 kDa protein kovalentné
provazany s ~20 kDa 'I-IL-18, byl pozorovan ve frakcich eluovanych z IL-18 afinitni kolony
(dréhy 2 a 3), ale nikoli v promyvacim roztoku (draha 1), ktery obsahoval viechny zbyvajici
mocové proteiny.

Ptiklad 3: Analyza proteinové sekvence.

Eluované frakce z afinitni kolony podle Pfikladu 1 byly rozd&leny pomoci SDS-PAGE (10%
akrylamid) za neredukujicich podminek a pfeneseny z gelu elektroforeticky na PVDF membranu
(Pro-Blot, Applied Biosystems, USA). Membrana byla obarvena Coomassie modfi, ~40 kDa
pruh byl vystfihnut a podroben sekvenatni analyze v Procise mikrosekvenatoru (Applied Bio-
systems, USA). Takto byla ziskana nasledujici hlavni sekvence:

T-P-V-8-Q-Q-x-x-x-A-A-A
1...5 ....10. .

kde x pfedstavuje dosud neuréeny aminokyselinovy zbytek.

Kromé ni byla ziskana i minoritni sekvence:
A-x-Y-x-R-|-P-A-x-A-1-A
t. ..5....10..

Kviili této druhé sekvenci nebylo mozné ziskat deli sekvenéni data. Minoritni sekvence byla
identifikovana jako lidsky defensin (pfiristkové & p11398), poginaje aminokyselinovym zbyt-
kem 65. Prohleddni vech dostupnych databazi v NCBI a TIGR vyhledavacimi programy blastp a
tblastn nevedlo k nalezeni Zidného znamého proteinu, ktery by odpovidal hlavni sekvenci.

Pro ziskani deli a presnéjsi sekvence a pro identifikaci pfipadnych cysteinovych zbytkd byl jiny
alikvot frakce eluované z IL-18-agar6zy redukovan DTT v 6 M guanidin HCI, poté byl reagovan
s 4-vinylpyridinem, odsolen na mikroultrafiltraénim zatizeni (Ultrafree mezni velikost 10,000
Da, Millipore) a podroben proteinové mikrosekvenacni analyze, Po 1.sekvenagnim cyklu byl filtr
reagovan s o—ftalaidehydem, aby se blokovaly viechny N—koncové aminokyseliny kromé Pro.
Timto zpisobem byla ziskana pouze hlavni proteinova sekvence:

TPVSQXXXAA XASVRSTKDP CPSQPPVFPA AKQCPALEVT

1 10 20 30 40

(T=Thr; P=Pro; V=Val; 8=Ser; Q=Gln, X=neznimé; A=Ala; R=Arg;, K=Lys; D=Asp; C=Cys;
F=Phe; L=Leu; E=Glu).

V cyklech 6,7,8 a 11 byl zaznamenan slaby signal pro Thr, aviak vzhledem k nizké hodnoté sig-
nalu jsme povaZovali za rozumnéjsi nepfidélovat pro tyto cykly specificky aminokyselinovy
zbytek.

Vysledna sekvence se vyznamn lif od sekvenci viech znamych proteinii v proteinovych databa-

zich. Aviak prohledani databdze TIGR pomoci vyhledavaciho programu tblast odhalilo cDNA
sekvenci oznatenou THC123801, jejiZ otevieny ¢teci ramec (218 15 kodoni) obsahuje amino-
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kyselinovou sekvenci vysoce homologni s N~koncovou sekvenci IL-18BP. Homologie je zde
nize ukazana:

) TPVSQXXXAAXASVRSTKDPCPSQPPVFPAAKQCPALEVT. . .40

I AR AR RN AR RAR RN NA RN AR

VILLVRATXVXQTTTAATASVRSTKDPCPSQPPVFPAAKQCPALEVTWPE

51 100

(Horni sekvence (1-40) pFislusi IL-18BP izolovanému podle vynalezu; spodni sekvence (51—
100) je odvozend z ¢cDNA uvedené v TIGR souboru THC123801).

Predpokladana proteinova sekvence, ziskana translaci cDNA THC123801, byla v pozicich 2 a 4
molekuly [L-18BP nejednozna&na. Potvrdila viak pro pozice 6,7 a 8 a zfejmé i 11 v IL-18BP
Thr zbytek.

Priklad 4: IL-18BP je glykoprotein.

Alikvoty (0,3 ml) eluovanych frakci podle Ptikladu 1 byly déle purifikovény gelovou filtraci na
sloupci Superosy 12 (1 x 30 ¢cm, Pharmacia, Svédsko). Kolona byla ekvilibrovéna a promyvana
roztokem PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok) a azidu sodného (0,02%) pii pritoku
0,5 m/min a frakce byly sbirdny po 1 min. [L-18-vazebny protein byl identifikovan pomoci
SDS-PAGE a barveni stibrem jako ~40 kDa protein ve frakcich 20-25. Na vzorek obsahujici
~40 kDa protein (frakce 23, 50 ul, ~50 ng bilkoviny) bylo plisobeno enzymem N-glykosiddzou F
(PNGasa F, Biolab) podle navodu vyrobce. Ve struénosti, alikvot byl denaturovan varem v pii-
tomnosti 5% SDS po dobu 10 min a pak inkubovan v 10 xG7 pufru (2,5 pi), 10% NP-40 (2,5 ul)
s PNGasou F (1 pul) 1 h pti 37 °C. Vzorek byl analyzovan pomoci SDS-PAGE (10% akrylamid)
za neredukujicich podminek a porovnén s neitépenym vzorkem IL-18BP ze stejné frakce po
Superose 12. Bylo zjisténo, ze pisobenim PNGasy pruh IL-18BP zmizel a byly ziskiny nové
pruhy odpovidajici 30 kDa (tésné nad pruhem PNGasy) a 20 kDa. Odstranéni ~40 kDa pruhu
naznatuje, Ze se jedna o N—glykosylovany protein.

Piiklad 5: IL-18BP blokuje biologickou aktivitu IL-13.

Schopnost IL~18BP izolovaného z mogi blokovat aktivitu IL-18 byla stanovena méfenim tvorby
IFN—y v mononukleamich buiikach po indukei cytokinem IL~18. IL-18 indukuje [FN-y je-li
pfidén k buiikim bud’ s malym mnoZstvim LPS, IL-12, [L-2, nebo jinych stimulatori. Aktivita
IL-18 byla testovana s my$imi splenocyty, lidskymi PBMC (mononuklearnimi butikami periferni
krve) a s lidskou bun&nou linii KG-1. Slezinné buiiky, pfipravené ze zdravé mysi, byly promyty
a suspendovany v koncentraci 5x10° bung¢k/ml do RPMI 1640 média doplnéného 10% totalnim
bovinnim sérem. Kultury o objemu 1 ml byly stimulovany LPS (bud’ 0,5, nebo 1 pg/ml) spolu s
rekombinantnim lidskym nebo my3tm IL-18 (bud’ 0,5, nebo S ng/ml). Lidsky IL-18-vazebny
protein (0,5 nebo 50 ng/ml) byl pfidan k rekombinantnimu 1L-18 pfed jeho pfidanim k slezinnym
buiikim. Po 24 h kultivaci byly slezinné buiiky podrobeny tfem cyklim zmrazeni (70 °C) a
roztani (pokojova teplota), centrifugaci byly odstranény bun&né zlomky a supernatanty byly
testovany na obsah IFN—y s pouZitim ELISA souprav pro my3i IFN—y (Endogen). Jak je ukdzino
na Obr. 3A, IL-18BP blokuje aktivitu (lidského) hulL-18 v my$ich splenocytech v zavislosti na
dévce. Naopak, kontrolni solubilni interferon—o/B receptor nemél Zadny G&inek. Aktivita rekom-
binantniho my3iho 1L-18 byla lidskym [L~18BP podobné& inhibovana, coZ naznatuje, Ze lidsky
IL-18BP rozpoznava mysi [L~18 (Obr. 3B). Vysoké koncentrace LPS indukuji v mysich spleno-
cytech endogenni [L.-18, coZ ma za nasledek tvorbu IFN—y. Tato tvorba IFN—y indukovana LPS
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{10 ug/ml) byla rovnéz inhibovana mocovym IL-18BP (Obr. 3C). Concanavalin A (noc A) akti-
vuje buiiky T k tvorb& IFN—y v nepfitomnosti IL-18 (Fantuzzi et al., 1998, Blood 91:2118-2125),
a skute¢né, tato indukce IFN—y concanavalinem A nebyla inhibovéana ani vysokou koncentraci
[L-18BP (Obr. 3D). Tento vysledek prokazal, ze IL.-18BP pisobi jako specificky inhibitor bio-
logicke aktivity 1118 a nikoli jako nespecificky inhibitor tvorby [FN-y. IL—18BP také inhiboval
aktivitu lidského IL-18 indukovanou v lidskych KG-1 bufikach kombinaci 1L-18 a TNF—a
(Obr. 3E).

Shora uvedena data ukazuji, Ze molovy IL-18BP inhibuje aktivitu lidského i my3iho 1L-18
méfeno koindukci tvorby IFN—y v lidskych a mySich mononuklearnich buiikich. Koncentrace
IL-18BP, ktera snizila aktivitu [L-18 o vice nez 90 %, byla srovnatelna s vlastni s koncentraci
IL-18, coZ svéd¢i o vysoke afinité mezi obéma témito proteiny.

Ptiklad 6: Izolace cDNA klonii kédujicich IL-18BP.

Celkovd RNA z Jurkat bunék T (CRL 8163, sbirka ATCC) byla reversné transkribovina
SuperScript RNasa H™ reversni transkriptasou (Gibco-BRL) s pouZitim randomnich primerd
(Promega, Madison W1). Vysledné cDNA fragmenty byly pak amplifikovany pomoci PCR s Taq
DNA polymerasou (Sigma) a primery odpovidajicimi nukleotidim 24-44 (sense) a 500481
(reversni) v klonu TIGR THC123801. Bylo pouZito 30 cykld hybridizace (55 °C, 2 min) a exten-
ze (70 °C, 1 min). Vysledné PCR produkty byly rozdéleny elektroforézou v agar6zovém gelu
(1%) a po eluci z gelu klonovény do vektoru pGEM~Teasy TA (Promega). DNA z jednotlivych
klonii byla sekvenovéna s pouzitim T7 a SP6 primer.

Vysledny fragment o velikosti 477 bp (parti bazi) byl radioaktivné oznaden *°P metodou nahod-
nych primerd. Znacena sonda bylo pouZita ke screeningu riiznych lidskych cDNA a genomovych
knihoven. Z knihoven byly dvojmo pofizeny otisky na nitrocelulosovych filtrech, které byly hyb-
ridizovany se sondou pii 60 °C v pufru 6xSSC, 10x Denhardtiv roztok, 0,1% SDS a 100 ng/ml
DNA z lososich spermii. Filtry byly promyty a exponovany pfes noc pfi ~80 °C na Kodak XAR
film. Plaky pfisluSejici kloniim, jeZ vysly pozitivné na obou filtrech, byly piecidtény. Z ApCEV9
kloni byly vystépeny plasmidové DNA a ligaci cirkularizovany. cDNA klony z ostatnich kniho-
ven byly izolovany podle instrukci vyrobce. DNA sekvenace izolovanych klonti byla provedena
na automatizovanych sekvenatorech Model 373A a 377 (Applied Biosystems) s pouzitim sense a
antisense primerd. V3echny klonovaci postupy se provadély podle standardnich protokold
(Sambrook et al., ,Molecular Cloning: A Laboratory Manual®, 2. vydéni, Cold Spring Harbor
Press, 1989).

Screenovany byly nasledujici knihovny: lidska ¢cDNA knihovna z monocytd pfipraveni v
ApCEV9 klonovacim vektoru (Gutkind et al,, 1991, Mol Cell. Biol. 11:1500-1507), laskavé
poskytnutd T Mikim; lidska ¢cDNA knihovna z leukemickych Jurkat T bungk, lidskd cDNA
knihovna z leukocytl periferni krve a lidskd cDNA knihovna ze sleziny, viechny z firmy
Clontech (Palo Alto, CA). Lidska genomova knihovna z placenty ve vektoru lambda FIX Il byla
z firmy Stratagene (1.a Jolla, CA).

Byly ziskany a charakterizovany cDNA klony odpovidajici étyfem odlisnym IL-18BP sest¥iho-
vym variantam. Vechny sestfihové varianty kodovaly pro piedpoklddané solubilni secernované
proteiny. Nejhojnéji zastoupeny klon (IL-18BPa) mél otevieny &teci ramec 192 kodoni dlouhy a
kodoval signélni peptid o délce 28 aminokyselin, po kterych nasiedoval maturni pfedpokladany
IL.-18BPa, jehoz prvnich 40 zbytkii (SEQ ID NO:10) se perfektné shodovalo s N—koncovou
proteinovou sekvenci mofového IL-18BP (SEQ ID NO:2). Poloha cysteinovych zbytkii nazna-
covala, Ze tento polypeptid patfi do imunoglobulinové (Ig) nadrodiny. Kazdy ze &tyf Gin zbytkd
maturniho [L—~18BPa by mohl byt N-glykosylaénim mistem. Ostatni tii sestfihové varianty IL—
18BP byly podstatné méné zastoupené.
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Jina | kb IL-18BPb cDNA kédovala maturni protein o 85 aminokyselinovych zbytcich (SEQ ID
NO:4). Tieti variantu, [L-18BPc, predstavovala 2,3 kb ¢cDNA, jeZ kddovala maturni [L-18BP o
169 aminokyselinovych zbytcich (SEQ ID NO:6). Ctvrta varianta, IL-18BPd, kédovala maturni
[L-18BP o 133 aminokyselinich (SEQ ID NO:8). V pro~mRNA byla zji§téna dv& mista intron—
exon sestihu. Sestiih v téchto dvou mistech spolu s daldim 5° exonem v IL-18BPd umoziuje v
riznych cDNA klonech vznik 3 odli¥nych 5'm UTR (neptekladanych oblastf). Je proto docela
mozné, Zze ruzné varianty IL-18BP mohou vznikat jako odpovéd’ na specifické transkripén&
reguladni signély.

Doposud nebyla zjisténa zidna cDNA, jeZ by kédovala receptor s transmembranovou doménou.

Ptiklad 7: Konstrukce sav¢iho expresniho vektoru, produkce rekombinantniho IL-18BP,
hodnoceni biologické aktivity rekombinantniho [L-18BP.

Kédujici oblast IL-18BPa cDNA byla amplifikovana pomoci PCR s témito primery:

sense primer
5 TATATCTAGAGCCACCATGAGACACAACTGGACACCA areversni

primer

5 ATATCTAGATTAATGATGATGATGATGATGACCCTGCTGCTGTGGA
CTGC.

PCR produkty byly $tépeny restrikénim enzymem Xbal a klonovany do Xbal mista expresniho
vektoru pEF-BOS (Mizushima a Nagata, 1990, Nucl. Acid Res. 18:5322-5328) za vzniku pEF-
BOS-IL-18BPa. Konstrukce rekombinantnich plasmidi byla ovéfena sekvenovanim DNA.

K transfekci bylo inkubovéno 6x10” COS7 bungk v 1,4 ml TD pufru obsahujicim DNA plasmidu
pEF-BOS-IL-18BPa (10 pg) a DEAE—dextran (120 pg) po dobu 30 min pfi pokojové teplotg,
jak bylo popsano (Sompayrac a Danna, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:7575-7578). Buiiky
pak byly promyty médiem DMEM-10%FBS, nasazeny na 4 h v DMEM-10, promyty a inkubo-
vany 3 az § dnit v bezsérovém DMEM. Kultivatni médium bylo sebrano, zahu$téno 6x ultrafil-
traci (membrana s mezni velikosti 10 kDa) a produkt, IL-18BP—Hiss, byl zachycen na kolonce
Talon (Clontech) a eluovan imidazolem podle navodu vyrobce.

Imunologické kifZzova reaktivita moZového a rekombinantniho COS7-exprimovaného IL-18BP
byla stanovena nédsledovné: modovy IL-18BP (5 ug) byl oznaten radioaktivnim '**I postupem s
chloraminem T. Supernatanty COS7 buné&k (250 i) byly smichany (1 h, pokojova teplota, vys-
ledny objem 500 ul) s protilitkou proti modovému IL-18BP ztedénou 1:1000 v PBS, 0,05%
Tween 20 a 0,5% hovézi serumalbumin (promyvaci pufr). Poté byl piidan '*I-znateny modovy
IL-18BP (10° cpm) a po 1 hoding byla ptidéna protein G—Sepharosa (20 pl). Suspense byla
ponechana 1,5 h pfi 4 °C, kulitky Sepharosy pak byly izolovany a promyty 3x promyvacim puf-
rem a 1x roztokem PBS. Material zachyceny na kuli¢kach byl eluovan vzorkovym pufrem, elek-
troforeticky rozdélen v SDS—PAGE (10% akrylamid) za redukujicich podminek a nasledné auto-
radiografovan.

IL-18BPa migroval v SDS-PAGE (barveni stiibrem) jako jeden pruh za redukujicich i neredu-
kujicich podminek a mél stejnou zdaniivou molekulovou hmotnost jako mocovy IL-18BP (data
neukazina). Stanovena proteinova sekvence tohoto preparatu vykazala stejnou N-koncovou sek-
venci jako u mo¢ového IL-18BP, coZ dokazuje, ze IL-18BP izolovany z mogi nebyl degradova-
ny na N-konci.
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Westernova analyza IL-18BPa pomoci protilatek namifenych proti mo&ovému IL—18BP identifi-
kovala pruh o stejné molekulové hmotnosti jakou mél protein z moéi. Kromé toho bylo imuno-
precipitaci a naslednou SDS~PAGE a autoradiografii prokazano, ze 1L.—18BPa je schopen Vytés-
nit motovy '“I-IL~18BP z vazby na protilatku. IL-18BPa proto strukturn& odpovid4 moovému
IL-18BP.

U hrubého a purifikovaného IL-18BPa byla testovina schopnost inhibovat biologickou aktivitu
IL-18. Bylo zjisténo, Ze IL.-18BPa inhiboval IFN~y~indukujici aktivitu lidského a my&iho IL-18
v my3ich splenocytech, PBMC a lidskych KG-1 buiikach, pfiéemZ mira této inhibice zivisela na
davce (Obr. 9).

Vysledky riiznych biologickych stanoveni jakoZ i test zmé&ny elektroforetické pohyblivosti (Pi-
klad 8) prokazaly, ze inhibice IL-18 aktivity je skuteénou vlastnost{ klonovaného IL—~18BP a
nikoli n&jakych neistot doprovazejicich IL-18BP izolovany z mogi, jako naptiklad kopurifikuji-
ciho fragmentu defensinu.

Priklad 8: Stanoveni posunu elektroforetické pohyblivosti

Byl rovnéZ studovan icinek modového a rekombinantniho IL-18BP na IL-18—indukovanou akti-
vaci NF~B v lidskych KG-1 burikich. Lidské KG-1 buiiky (4x10° bunék v | ml RMPI) byly
stimulovany bud’ hulL~18 (10 ng/ml), nebo hulL~18 preinkubovanym s [L-18BP (20 min,
pokojova teplota). Po 20 min pki 37 °C byly buiiky tfikrat promyty predchlazenym roztokem PBS
a thned zamrazeny v kapalném dusiku. Bun&tné pelety byly resusupendovény v trojnasobném
objemu pufru A (20 mM Tris pH 7,6, 0,4 M NaCl, 0,2 mM EDTA, glycerol (20% obj.), 1,5 mM
MgCl, 2 mM dithiothreitol (DTT), 0,4 mM PMSF, | mM Na;VO,, 2 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml
pepstatin a 2 ng/m! aprotinin). Bun&tné zlomky byly odstranény centrifugaci (15,000 x g 15
min) a alikvoty supernatantu byly zmraZeny v kapalném dusiku a skladovany p¥i —80 °C. Kon-
centrace proteinu byla urfena stanovenim podle Bradfordové (BiaRad), jako standard byl pouzit
hovézi sérovy albumin. Dvoufetézcovy oligonukleotid odpovidajici vazebnému elementu pro
NF-B (10 pmol, Promega) byl radioaktivn® oznaden [**P]dCTP (300 Ci/mmol) T4 polynukleo-
tidkinasou (New England Biolabs). Volné nukleotidy byly odstranény centrifugaci na mikro-
kolonkach. Extrakty (10 pg proteinu) pFipravené z bunék, na néz bylo piisobeno IL~18 nebo 1L-
18 plus IL-18BP, byly inkubovany (15 min pfi pokojové teploté) se znatenou sondou (3x10*
cpm), poly d1.dC (500 ng, Pharmacia) a denaturovanou DNA z lososich spermii (100 ng, Sigma)
v 20 pl pufru obsahujictho HEPES (pH 7,5, 10 mM), 60 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2 mM EDTA, |
mM DTT a glycerol (5% obj.) Smési pak byly naneseny na 5% nedenaturujici polyakrylamidovy
gel a byla provedena elektroforéza pti 185V v 0,5 x TBE (40 mM Tris HCI, 45 mM kyselina
boritd, 2,5 mM EDTA). Gely byly vysuSeny pod vakuem a pfes noc autoradiografovany pii —
80 °C. Vysledek ukazal, Ze IL-18 indukoval vytvofeni p5S0 NF—B homodimeru a p65/p50
heterodimeru. Motovy i rekombinantni IL-18BP inhibovaly aktivaci NF—B cytokinem [L-18,
méfeno posuvem elektroforetické pohyblivosti s extrakty KG—1 bunék a radioaktivngé znadenym
oligonukleotidem odpovidajicim NF—B konsensni sekvenci,
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Piiklad 9: Exprese IL-18BP v E.coli, kvasinkach a hmyzich buiikéch,

IL-18BP miZe byt produkovan také jinymi rekombinantnimi buitkami jako jsou prokaryotické
buiiky, napt. E. coli, nebo jiné eukaryotické bufiky, nap¥iklad kvasinky a hmyzi buiiky. Pro kon-
strukei vhodnych vektorti, jeZ nesou DNA kodujici IL-18BP a jsou vhodné pro transformaci E.
coli a kvasinkovych bunék nebo pro infekci hmyzich bunék za (&elem produkce rekombinantni-
ho IL-18BP, Ize pouzit dobfe znamé postupy. V pfipadé exprese v kvasinkich se vyStépeny
inzert DNA kédujici IL~18BP (Ptiklad 6) zaklonuje do expresnich vektorti vhodnych k transfekci
kvasinkovych bungk, Pro expresi v hmyzich buiikich se DNA kédujici IL-18BP zaklonuje do
bakuloviru a hmyzi buiiky se infikuji timto rekombinantnim bakulovirem. Pro expresi v E.coli se
DNA kédujici IL-18BP upravi mistné cilenou mutagenezou s vhodnymi oligonukleotidy tak, aby
se tésné pred prvni kodon maturniho IL-18BP dostal iniciaéni ATG kodon. Jinou moinosti jak
pkipravit takovouto DNA je pouZiti PCR a vhodnych sense a antisense primert. Takto modifiko-
vané molekuly cDNA se pak postupy dobte zndmymi v oboru vnesou do vhodné konstruovanych
prokaryotickych expresnich vektorii (Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1982).

Ptiklad 10: Konstrukce adeno-asociovaného expresniho vektoru pro in vivo expresi IL-18—
BPa.

Funkéni gen kodujici IL~18BPa se konstruoval na zdkladé plasmidd pcDNA3 (Invitrogen, San
Diego CA). [L-18BP cDNA obsahujici na 5'konci konsensni sekvenci Kozakové byla ligovéna
do Xbal mista plasmidd pcDNA3 zpiisobem, kterym se zrusilo toto restrikéni misto. Nova Xbal
mista se vnesla pomoci mistné cilené mutageneze pfed neomycinovou kazetu (bdze 2151 plivodni
pcDNA3 sekvence) a za SV40 polyadenylacni signal (bdze 3372 plvodni pcDNA3 sekvence).
Tento meziprodukt byl potom $tépen Xbal a vysledny 4,7 kb minigen byl vnesen do Xbal mista
plasmidii psub201 jak bylo popsano (Snyder et al., 1996, Current Protocols in Human Genetics,
kapitoly 12.1.1-12.1.17, John Wiley & Sons). Vysledny rekombinantni plasmid byl kotransfeko-
van s pomocnym AAV plasmidem pAAV/Ad do lidskych bunék T293. Kultury pak byly infiko-
vany adenovirem v roli pomocného viru a po 48 aZ 60 hodindch inkubace byly buriky sklizeny.
Po tfech cyklech zamrazeni — roztéti a centrifugaénim odstranéni bun&&nych zlomki byl k super-
natantu pfidén siran amonny do 33% nasyceni. Smés pak byla centrifugovdna a ze supernatantu
byl vysraZen rAAV pridanim siranu amonného do 50% nasyceni. Virus pak byl déle purifikovin
centrifugaci v CsCl, dialyzovan a nakonec 15 min zahf4t na 56 °C, aby se znicil jakykoli adeno-
virus.

Ptiklad 11: Konstrukce rekombinantnich fizovanych proteina IL~18BP.

Proteiny obsahujici IL-18BP fizovany ke konstantni oblasti [gG2 tézkého fetézce lze ziskat
nasledujicim zpisobem: do DNA kodujici IL-18BP se mistné cilenou mutagenezi s vhodnymi
oligonukleotidy zavede unikétni restrik&ni misto t&sné pfed a za kodujici sekvenci. Do plasmidu
nesouciho konstantni oblast 1gG2 t&2kého fetézce, napt. pPRKCO42Fcl (Bym et al., 1990, Nature
344:667-670) se podobnou mistng cilenou mutagenezi zavede stejné unikétni restrikéni misto co
mozn4 nejblize k Asp 216 v IgG1 t&Zkém fetézci takovym zpisobem, aby se ve flizovaném pro-
teinu zachoval &teci ramec. Fragment dsDNA obsahujici 5° neptekladanou sekvenci a kodujici
IL-18BP se pfipravi stépenim v unikatnich restrikénich mistech nebo pomoci PCR s vhodng
navrzenymi primery. Mutovany pRKCD42Fc] je podobng $tépen za vzniku velkého fragmentu
obsahujiciho plasmid a IgG1 sekvence. Ligaci obou fragmentt pak vznikne novy plasmid kéduji-
ci polypeptidovy prekurzor, ktery obsahuje IL~18BP a asi 227 C-koncovych aminokyselin IgG1
t87kého fetézce (oblast ,,pantu* a domény CH2 a CH3). DNA kédujici fizované proteiny se z
plasmidu mohou izolovat digesci pisludnymi restrikénimi enzymy a poté vnést do utinnych pro-
karyotickych nebo eukaryotickych expresnich vektori.
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Priklad 12: Ptiprava chemicky modifikovanych IL—18BP.

Zvyseni polocasu IL-18BP v plasmé lze dosahnout chemickou modifikaci IL-18BP polyethylen-
glykolem (PEG). Modifikaci Ize provést s kovalentnim navazanim PEG k cysteinovému zbytku
v molekulach IL—-18BP. Konstruuji se i mutantni IL-18BP, které maji cysteinovy zbytek navic na
amino-konei, v glykosylaénich mistech a na karboxy-konci kazdé molekuly IL~18BP. Muta-
genezi lze provést pomoci PCR s pouZitim oligonukleotidd obsahujicich pozadovanou mutaci.
Tyto mutantni proteiny se exprimuji obvyklym zpisobem, dobfe zndmym v oboru. Proteiny se
pak modifikuji navazanim molekul PEG a vyhodnoti se jejich aktivita.

Priklad 13: Pfiprava polyklonalnich protilatek proti IL—18BP.

Kralikim bylo nejprve podkozng injikovano 5 pg &istého preparatu mocového IL-18BP v emulzi
s kompletnim Freundovym adjuvans. O tfi tydny pozdgji bylo opét podkozné injikovdno 5 pg
preparatu IL-18BP v nekompletnim Freundové adjuvans. V 10 dennich intervalech byly pak
dany dvé dalsi injekce IL-18BP ve formé roztoku v PBS. Po 10 dnech od posledni imunizace
byli krélici vykrvaceni. Tvorba protilatek byla sledovana radioimunoanalyzou. K riznym feds-
nim (1:50, 1:500, 1:5,000 a 1:50,000) krali¢iho séra byly ptidany '“I-znageny [L-18BP (166,000
cpm) a suspenze kuliCek protein G-agarézy (20 pl, Pharmacia) v celkovém objemu 200 pl. Smés
byla ponechana 1 h pfi pokojové teploté, kuli¢ky byly pak 3x promyty a vazana radioaktivita byla
zméfena. Jako negativni kontrola bylo pouzito krali¢i antisérum proti lidskému leptinu. Titr anti-
séra proti [L-18BP byl mezi 1:500 a 1:5000, pfi¢emZ titr negativni kontroly byl nizsi nez 1:50.

Priklad 14: Pfiprava monoklonalnich protilatek proti IL-18BP.

Samicim mys$i Balb/C (3 mésice starym) byly nejprve injikovéany 2 bg purifikovaného IL.-18BP v
emulzi s kompletnim Freundovym adjuvans a o tfi tydny pozd&ji podkoZn& v nekompletnim
Freundove adjuvans. Tti dal3i injekce antigenu v roztoku PBS byly dany podkozné v 10 dennich
intervalech. Posledni posilovaci davky byly podany intraperitonealné 4 a 3 dny pred fizi mysi,
kterd vykazovala nejvyssi titr pro vazbu ve stanoveni pomoci IRIA (viz niZe). K fiizi se pouzily
buiiky NSO/1 myelomové linie a lymfocyty pfipravené ze sleziny a miznich uzlin imunizované
my3i. Suspenze fizovanych bunék byla rozpipetovana do mikrokultivagnich desti¢ek a hybri-
domy selektovany v DMEM doplnéném HAT a 15% koiiskym sérem. Hybridomy, které produ-
kovaly protilatky proti IL-18BP, byly dale klonovany metodou limitniho fedéni a injikovany do
my3i kmene Balb/C, které byly senzibilizované pristanem pro tvorbu ascitil. [zotypy protilatek
byly stanoveny s pouZitim komeréné dostupné ELISA soupravy (Amersham, UK).

Screening hybridomi produkujicich anti—IL—18BP monoklonalni protilatky se provadél takto:
Supernatanty hybridomil se testovaly na piitomnost anti—IL-18BP protilatek obracenou radio-
imunoanalyzou na pevné fazi (IRIA). Jamky ELISA desti¢ek (Dynatech Laboratories, Alexan-
dria, VA) byly potaZeny (10 pg/ml, 100 pl/jamka) 11-18BPa—Hiss purifikovanym na Talon
kolonce. Po inkubaci pfes noc pii 4 °C byly destitky 2x promyty roztokem PBS obsahujicim
BSA (0,5%) a Tween 20 (0,05%) a poté blokovany v promyvacim roztoku nejméng 2 h pfi 37 °C.
Na desticky pak byly pfidany supernatanty z kultur hybridomd (100 pl/jamka) a destiéky byly
inkubovany 4 h pfi 37 °C. Desticky byly 3x promyty a do jamek byl pfidan na 2 h pfi pokojové
teploté kozi anti-my3{ imunoglobulin konjugovany s kfenovou peroxidazou (HRP, Jackson Labs,
1:10,000, 100 pl/jamka). Desti¢ky byly 4x promyty a do jamek by} ptidin ABTS (2,2 -azino-bis
(3—ethylbenzthiazolin—6-sulfonova kyselina), Sigma) a H,0, jako substrat. Vzniklé zabarveni
bylo méfeno v automatické ELISA &tecce. Vzorky poskytujici OD alespori 5x vy$§i nez hodnota
negativni kontroly byly povaZovany za pozitivni.
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Priklad 15: Afinitni chromatografie IL-18BP s monoklonélnimi protilatkami,

Protilatky proti [L—-i8BP lze pouzit pfi purifikaci [L-18BP afinitni chromatografii. Asciticka
tekutina obsahujici monoklonlni protilitku secernovanou hybridomem byla purifikovéna sraze-
nim siranem amonnym pfi 50% nasyceni s naslednou dikladnou dialyzou proti PBS. Asi 10 mg
imunoglobulind bylo pak navazino k 1 ml suspenze Affigel 10 (BioRad USA) podle navodu
vyrobce.

Na 0,5 ml kolonku Affigelu nesouciho anti—iL~18BP protilatku bylo naneseno pfi 4 °C a priitoku
0,25 ml/min 250 ml lidskych mo&ovych proteinii (ekvivalent 250 1 surové mote). Kolonka byla
promyvéana PBS dokud nebyl protekly roztok prosty proteini. IL-18BP byl eluovan 25 mM cit-
ratovym pufrem pH 2,2 (8 frakci o objemu kolonky) a ihned neutralizovan 1M Na,CO,. Dalsi
purifikace tohoto preparétu lze docilit chromatografii na ziklad& gelové filtrace.

Priklad 16: ELISA test.

K povrchu jamek mikrotitraénich destiek (Dynatech, nebo Maxisorb firmy Nunc) se navaze
anti-IL-18BP monoklonalni protilatka (bezsérovy hybridomovy supernantant nebo imunoglobu-
liny ascitické tekutiny) inkubaci pfes noc pfi 4 °C. Desticky se promyji roztokem PBS obsahuji-
cim BSA (0,5%) a Tween 20 (0,05%) a dale jsou blokovany stejnym roztokem nejméné 2 h pfi
37 °C. Zkoumané vzorky se nafedi s blokovacim roztokem a piidaji se do jamek (100 pl/jamka)
na 4 h pfi 37 °C. Desti¢ky se pak 3x promyji roztokem PBS obsahujicim Tween 20 (0,05%) a
ptida se krali¢i anti-IL—18BP sérum (1:1000, 100 pl/jamka) na dalsi inkubaci pfes noc pfi 4 °C.
Destitky se poté 3x promyji a na 2 h pti pokojové teploté se pfida kozi anti—krali¢i imunoglubu-
lin konjugovany s kfenovou peroxiddzou (HRP, Jackson Labs, 1:10,000, 100 pl/jamka). Desti¢ky
se 4x promyji a pfidd se ABTS (2,2"—azino-bis (3—ethylbenzthiazolin-6-sulfonova Kyselina),
Sigma) a N,O, jako substrat. Vznikié zabarveni se méfi v automatické ELISA &tedce.

Piiklad 17: Neglykosylovany lidsky IL-18BP je biologicky aktivni.

U purifikovaného rekombinantniho IL~18BPa se zkou3ela schopnost inhibovat biologickou akti-
vitu IL-18. IL~18BPa inhiboval IFN-y-indukujici aktivitu lidského a mysiho IL-18 v mysSich
splenocytech, PBMC a lidskych KG-1 busikéch, piitemZ mira této inhibice zavisela na davce
(Obr. 9).

Purifikovany IL-18BPa obsahujici His piivések na C—konci (1,5 g, 50 pl) byl upraven na pH
7,5 a smichan s N—glykosidazou F (3 pul, 500,000 U ml, PNGasa F, New England Biolabs). Sm&s
byla inkubovéna 24 h pfi 37 °C za nedenaturujicich podminek. Alikvoty ze vzorku a z kontrolni-
ho neitépeného 1L.—18BP-Hiss byly analyzovany pomoci SDS-PAGE za neredukujicich podmi-
nek a nasledné imunoblotovany s protilatkami proti [L-18BP. Bylo zjidt&no, Ze ve frakci podro-
bené uginku PNGasy zmizel ~40 kDa pruh odpovidajici IL-18BP-Hiss a objevil se novy ~20
kDa pruh. Molekulov4 hmotnost produktu a specifita $tépeni PNGasou nasvédéuji, ze IL-18BP-
His; byl pIné deglykosylovan.

Frakce podrobena i¢inku PNGasy, nedtépeny [L—18BP-His; a kontrolni vzorek obsahujici pouze
PNGasu v pufru byly samostatné adsorbovény na kulitky Talonu, promyty fosfitovym pufrem a
eluoviny imidazolem (100 mM). S eluovanymi frakcemi bylo provedeno stanoveni biologické
aktivity s pouzitim lidského IL-18 (20 ng/ml), LPS (2 ug/ml) a mysich splenocyti. Vysledky
jsou uvedeny v nasledujici tabulce:
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Vzorek IFN-y (ng/ml)
Kontrola 7.5
Nestépeny IL-18BP-Hisg 0

PNGasou stépeny IL-18BP-Hiss 0

Z pokusu Ize tedy vyvodit, Ze deglykosylovany IL-18BP je biologicky aktivni modulator aktivity
IL-18.

Pfedchazejici popis konkrétnich provedeni osvétluje obecnou povahu vynalezu, takze pfi aplikaci
soucasnych védomosti mohou jini tato konkrétni provedeni snadno modifikovat a/nebo adaptovat
pro rlizna vyuZiti, aniZ by se odchylili od obecného principu, a proto takovéto adaptace a modifi-
kace budou spadat smyslem a rozsahem mezi ekvivalenty zde zvefejnénych provedeni. Rozumi
se, Ze zde pouZita frazeologie a terminologie je pro Géely popisu a nijak neomezuje.
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<210>1
<211> 1348
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1
gagaagagga
tgaccatgag
cccacgtegt
ctgecteagt
ctaagcagtg
cgctgageet
tgggcaatgg
gggaacgtygyg
ctgccctgea
gtcacgtcgt
aagccctgcece
agcagcagca
cctgactgec
ccttecctea
aatgcstect
tcctcacact
ccagggccct
ttcecragaca
cagcagggga
cagctetgge
ttcaczctaa
tgratetgtyg
aaaaaazszaa

<210>2
<211> 192
<212> PRT

cgttgtcaca
acacaactgqg
cactctectg
tagaagcaca
tccagcattyg
atcctgtgeg
tTtccrteate
gagcacaggt
cagcaccaac
ccrggcccag
ctccagccac
caaccttgac
tgtaggectge
ccaaattcaa
cctcectgeca
gctctactge
acctgecattt
gctcccacte
acgctcaagce
cgcattctge
tggactgrte
tcatccccac
aaaaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<220>

<221> SIGNAL
<222>(1)..(28)

<400> 2

L4 yusisd 5o

gataaagagce
acaccagacc
gtcagagcca
aaggaccect
gaagtgacct
geetgeagee
gagcacctcee
acgecagetgt
ttetectgty
ctctgggetyg
agcagtccac
cagagettgg
gtggatgcge
actccatice
ttetetetee
tcagaaacca
cceacatgac
ccatgtetet
ctggttgaaa
agacttccta
cagggaaggg
atgggtecste
aaaaaaaa

caggctcace
tcagecettt
cacctgtets
gcecctecca
ggccagaggt
gcttceecaa
caggcegact
gcaaggcctt
tgctcgrgga
ggctgaggge
agcagcaggqg
gtcectaccty
aacacacccce
cacctaccta
acctatccat
ccaagactgt
tttctggaag
getcatttag
tgctgectet
tcttegtget

atgggggceac
ataaaggatt

.31 -

agctcctgac
gtgggtcctg
gcagaccace
gecceccagty
ggaagtgcca
cttcagcate
gtggqagyqgg
ggtgctggag
ccctgaacag
aacettgece
ttaagactca
tctacctgga
ctecettctet
gaaaatcaca
tagecttect
tgatgectta
ceteccaact
tcecegtette
tcagtgaagt
gtatgtteet
cagctgette
attcaatgga

gcatgcatca
ctectgtgtg
acagctgcca
ttcecageaq
ctgaatggaa
ctetactgge
agcaccagee
cagctgaccc
gttgtccage
cccacccaag
gcacagggcce
gtgaacagtc
getrttgggte
gectecttat
aacgtecctac
gecttgeact
attettgete
ctcaccgees
catcctettt
ttetteccee
ggatccacac
aaaaaaaaaa

129
18C
240
300
360
420
480
340
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1348




Leu Cys

Gln Thr

Cys P

Leu Giu
&5

Ser Leu

Tyr Tro

Trp Glu
Cys Lys
130

Asn Phe
145

Val val

Thr Gln

<210>3
<211> 1038
<212> DNA

CZ 300818 B6

> dis BAsn Trp Thr Pro Asp Leu Ser

5 10

BAla His Val Val Thr Leu Leu Val
20 25

Thr Thr Ala Ala Thr 2la Ser Val
35 40

Ser Gln Pro Pro Val Phe Pro Ala
Val Thr Trp Pro Glu Val Glu Val
70

Ser Cys Val Ala Cys Ser Arg Phe
83 90

Leu Gly Asn Gly Ser Phe Ile Glu
100 105

Pro

Arg

Arg

Ala

Pro

75

Pro

His

Leu

Ala

Ser

Lys

60

Leu

Asn

Leu

Gly Ser Thr Ser Arg Glu Arg Gly Ser Thr

115 120

Ala Leu Val Leu Glu Gln Leu Thr
135

Pro

Ala
140

Sar Cys Val Leu Val Asp Pro Glu Gln Val

150

Leu Ala Gln Leu Trp Ala Gly Leu
165 170

Glu Ala Leu Pro Ser Ser His Ser
180 185

<213> Homo sapiens

<400> 3

S

155

Arg

Ser

Ala

Pro

val

3
i
‘3

Thr Pro

30

Thr Lys

Gln Cys

Asn Gly

Phe Ser

Leu Leu

Val Ser

Asp Pro

Pro Ala

Thr Leu

80

Ile Leu
95

Pro Gly Arg Leu

110

Gly Thr
125

Leu His

Val Gln

Thr Leu

Gln Gin
130

Gln Leu

Ser Thr

Arg His

160

Pro Pro
175

Gln Gly




gagaagagga
tgaccatgag
cccacgrege
ctgcetcagt
ctaagcag:tg
ctgagggcaa
cagcagggtt
cctacctgtc
cacacccect
cctacctaga
ctatccatta
aagactgttg
tctyggaagec
tcatttagrc
ctgectette
ttcgtgetgt
gggggcacca
aaaggattat

<210>4
<211>113
<212> PRT

cgttgtcaca
acacaactgg
cactctectg
tagaagcaca
tccageattg
cecttgeccee
aagactecagce
tacctggagt
ccttctetge
aaatcacagc
geetteoctaa
atgcctrage
tcccaactat
ccgtcttect
agtgaagtca
atgtttotet
getgettegg
tcaatgga

<213> Homo sapiens

<220>

<221> SIGNAL

222> (1).. (28)

<400> 4

Met
1

arg
Leu

Cys

Gln Thr

Pro
50

Cys

Leu Glu

65

Gly Asrn

Ser Thr

His Asn Trp

His Vval

20

Ala

Thr Thr Ala

35
Gln

Ser Pro

Val Thr Trp
Ala Pro

Leu

Ala
100

Ala Gly

CZ 300818 B6

gataaagagce
acaccagacce
gtcagagcca
aaggaccect
gaagtgaccest
cacccaagaa
acagggecaqg
gaacagtcce
tttgggtccec
ctecttataa
cgtectacee
crttgcactee
tettgestit
caccgecceea
tcectettteca
tttceccctt
atecacactyg

Thr Pro

val Thr

Ala Thr

Leu

Ala

caggctcacc
tcageecttc
cacctgtcee
gceeeetecea
ggccagaggt
geectgeect
caggageaca
tgactgectg
ttctectcacc
tgecectectee
ctcacactgc
agggecectac
cccagacage
gcaggggaac
gctctggeey
cactctaatg
tatctgtgte

Ser
10

Leu

Leu Val

25

Ser

40

val
55

Pro

Pro Glu

70

His Pro

Leu Arg

Phe

Val

Arg

Leu

Pro Ala

Val

Glu

Pro
90

Ser

Ser Thr

108

-33.

Pro

Arg

Arg

Ala

Pro

75

Ala

Gly

agetcetgac
gtgggtcetg
gcagaccacce
geecceagtyg
ggaagtgeca
ccagccacag
accttgacca
taggctgegt
aaattcaaac
tcctgecatt
tctactgcre
ctgeattree
tceccactece
gctcaagect
cattctgeag
gactgctceca
atcecccacat

Leu Trp

Ala Thr

Ser Thr

Lys Gin

60

Leu Ser

Leu

Pro Ala

val

Pro

Lys

Cys

Trp

Pro

Ala
110

gcatgecatca
ctectgtgtq
acagctgecea
ttccecageag
ctgagctggg
cagtcecacag
gagettgggt
ggatgcgcaa
tccattceca
ctctctccac
agaaaccace
cacatgactt
atgtctctge
ggttgaaatg
acttecctate

gggaagggat
gggtectcat

Leu Leu

15
Val Ser
30

Asp Pro

Ala

Pro

Glu
80

Ala

Gln Gln

95

Ala Gln

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
909
960
1020
1038




<210>5
<211> 7063
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5
gaattcgcgg
ggtgctggga
aggccaggat
cccagtgect
tgcetgtica
tgacacttygg
accctggggyg
gagtcccagg
ctgctcaaga
ccagaaggat
ctgeeTcoct

ccgegtcegac
aatgtacccg
grtggacggac
aggaaagttg
tatggaaaca
gegggacaga
tggcacgggyg
agcetgaaggt
ttcecoggtt
tgcteggeat
Jtgtgactgg

CZ 300818 B6

gccagagggg
accttgggge
tggtatggca
tceceecttgaa
aagacctgge
attgacctgt
gtagattaga
ttctggeeac
aaaaagtgaa
cctgcectte
gtgagtccat

ctaggatgag
tggtggetyg
ttgagcectga
tgtcagtgtyg
tgtgaagagg
gagagactca
gatcccagte
tgaactttgg
agtgaaatag
ccagaagceag
atgeoctett

A

agacagaggyg
gggagtgggt
agtggtceaa
aaggtgaagg
ggaggcggac
tctagttcat
tggtatcete
ctaaagcaga
agggtcgggg
crctggtgct
tgggtctcaa

tgtgatggtg
agcctgggaa
cttggggttc
aggaagcaga
accaaagtce
accctaggtyg
tggagagtag
ggtgtcacag
cagtgettre
gaagagagca
ttttgectte

120
180
240
300
360
420
480
540
600
860




cgotaatgaag
gctggggtgg
gctccagget
aaagcgggag
acacataaag
tggacaccayg
ctggtcagag
acaaaggacce
ttggaagrga
gtggcctgeca
attgagcacc
ggtacgcage
aacttcrceet
cageretyqgy
atgtggggag
tcaaggrcag
aaagtgatga
gctgggetga
ccacagcage
ttgggteeta
gcgcaacaca
ttcccaccta
ctccacctat
accacca&ga
tgactttceg
ctetgetcat
gaaatgctge
cctatetteg
agggatgggg
cecreatazag
actcccagga
agctgaagac
gcececataatg
tgtggeecca
ggtaggcttce
tcacgggaga
gceottaaaa
ggtgtgagct
gtcetgggaa
tcaagagtyga
ctettatggt
agccatcaaa
aaggaggeaa
ccgagasagge
tctaggeget
gcggaggace
cetttagtge
agectgcace

gggtaagatt
ggaaggattg
atgetacggyg
tggtttacca
agcecaggete
acctcagece
ccacacctgt
tctgecccte
cctggecaga
geegetteee
teccaggecg
tgtgcaagge
gtgtgctcgt
tgaggagcce
gaaagggtgg
ccagacaaaa
gatgtcccte
gggcaacctt
agggttaaga
cctgretace
cceectneett
cctagaaaat
ccattagect
ctgtrgatgc
gaagecctece
ttagtceogt
ctctteagtg
tgctgtatgt
gcagcagetg
gattattcaa
actttgectg
aacacctgcet
ctceeeggga
ggaaaaggga
aaagagecta
aaaatagact
accttcceat
gctgctgaag
agagcateet
gggecccetge
ccettetaga
accagcctca
ggtagggaga
gccagtgaaqg
tggctactgt
aggtgacgge
ttrgeetgaa
cactggctgg

CZ JUUB1y B6

ggactaggta
tcactIgace
aggagaagcec
[ A od o afafuf etala
acgageteet
tTigIgggic
ctegeagace
ccagecscca
gytggaageg
caactrtcage
actgtgggag
cttggsgetg
ggacccrgaa
aaggagagge
gcTcTgecag
aggaacttag
cttteettgg
geccccccace
ctcagcacaqg
tggagtgaac
ctetgerttg
cacagestice
tcetaacges
ctrtagecttg
aactattere
ctteotcace
aagtcatecct
tcetttotec
ctteggatee
tggaggcatc
tcecacgagy
tcaggggaac
gcagaggcca
tgagagaaag
tactectctt
ttatttacaa
cactccaaat
gctgtcecee
ctggcaggtg
tgggcccage
tccagagget
aatctggrtg
gcgeecacac
gaccagggac
tggcctggga
agcatcgggg
agagacacag
gdagaictcot

agcatcttac
cceccagete
agctactgag
ccacctttca
gacgcatgeca
ctgctectgt
accacagctyg
gtgttcecag
ccactgaatg
atectctact
gggagcacca
gagcagctga
caggttgtec
ctccaggaac
agcagectge
gtcrttgggea
cctgatcett
¢caagaagccc
ggccageage
agtccctgac
ggtceccttet
ttataatgee
ctactcctca
cactccaggy
gcttttecca
gceccageag
ctttcagete
cececcttcace
acactgtatc
ctgacatctg
gagtatggga
acaggcgert
ctaatggaga
gaggtggtat
tttcecacac
gtaataacat
cccacceeceaq
aaccccacte
ctcecaceag
caccaggaca
aagaggaaga
tgatggagaa
tgtccatget
caggccayggg
gctgagagaa
acacaqggtgg
tcacatggee
tcectgetcce

-35-

aaccatttgt
tgtttctaag
gaaaagccag
ccagagaaga
tcatgaccat
grgcecacgt
ccactgecte
cagctaagea
gaacgctgag
ggctgggecaa

gccgggaacy
cccetgecct

agcgtcacgt
aggaggagct
gaactaatge
gaggagqgtgt
gretgecette
tgceetecag
agcacaacct
tgcetgtagg
ctcacgaaat
tecreeteet
cactgeteta
ccetacetee
gacagctecec
gggaacgcetc
tggecegeatt
ctaatggact
tgtgtcatce
ttcatttagg
gagatggact
gaaaaagaaa
gtgggaagag
ggaagactca
cgatcaagte
ttagaaaaga
tgcaagtctg
ctgagacaca
gtcagaccca
gcaggaacca
ctggccagge
gtgactttge
ccaggcceee
tgcgggcagyg
ggcactgaga
ggccacteac
agatgagaac
acgeeccetgt

ggtcatgaga
tgctgaasga
ctactgagaa
ggacgttgtec
gagacacaac
cgtcactcte
agttagaagce
gtgtccagea
cttatectgt
tggttectte
tgggagcaca
gcacagceace
cgtoetggec
ctgettecat
ccageattee
agcetgggge
actteecctag
ccacagcagt
tgaccagagc
ctgegtggat
tcaaacteca
gecatterct
ctgetcagaa
atttcccaca
actcccatgt
aageetggtt
ctgcagactt
gttccaggga
ccacatgggt
cttcagttce
gccacacaga
agagagaaca
cctggaaaga
gcaggaacaa
aactcagtac
teecatceeceyg
gggaaggtag
gggceocatce
gtcetggact
gggeetacte
¢caaggacce
tttaagaaaa
tgggccaget
catcactgtc
gggacagtag
tggtactgge
ttgcgatact
ctggatccec

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1300
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
25890
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540




tccettgoga
ccatgagaat
ctcttaccece
jJeggterggg
tacettgeee
getagtggca
cagggectte
geggatgerg
ggagacccaa
cgccagggeg
getgetttee
gtcatgggge
gcagacagta
tggaccttgt
cTTcccaaca
tgagggaagy
agtgctggag
gggctctagg
ctggattigge
ctcatcrgy
gaccatage:
cgacacttat
tgzictgeote
Tcoictetga
gtt¢lacctg
gcsetagtge
cogcacage
g39gcacact
aggcteatec
gggaacaaat
tgctygceace
tgcaggagta
ggagagggea
cttggtgges
ctggtgececa
cceateacceg
gggaateccoceg
ggcaggtaag
aaggaggcca
Lnccagteta
crggacacce
aagctgagca
gaggaggrgg
gagttggcge
agtgtacagt
cacggcacat
&aatgggce
acgeanttsn

L ARV ¥]

gccecagggt
ggggccatct
acacccteeca
gggtgcceeat
ttggctegag
atgcegeggag

tTtgaggcte
aaggecatceg
tgetgecte
tegetteate
tctgggeetce
grgggaaaca
gcaagaggag
gagtceacgt
gttcecatee
agagagaagyqg
taacacccag
gagacecegtet
tgcatgetgy
atggtgccca
gtatggagat
ggtegggace
tctacctaaq
gctectgest
geacatgaga
Lcaggcecraga
gaccccagge
cgattgeget
tggcaagtgc
Gageetggag
tagcccecataa
cggcacacag
g&agaggtca
aacacccaga
aaggacaaga
cctgagaagqg
ggcccotaac
gaaggcectg
gccttggatt
atttrgggat
cdgccrggga
gggctgagtt
ctcgeoagget
Tgterggete
ccctggcact
cLcatgratte
ttgtcgacag
TTicatjgag

CZ 300818 Bo

tatcagetge
grcrtcorete
geagectgge
gctctcatey
gggrggcacc
226Cggcggge
ceegeegeag
actggcjceyg
ccaggecage
ccecttcage
agragtgete
getggtggee
tcacatetga
gcaacctgct
atgggtcagg
ctccctotag
gagccacege
tgcgetgetg
ctcggegeag
ggetcaggga
ggaggaggac
cttcctgect
ccctgggeaa
acccecaggqg
aggtcacecc
tcagcaggeg
ctcaccetgg
gctgeagere
ccatgtagaa
t<ggcaggee
acttgaagcec
actatttcta
cacgcagaga
ggaacaaatt
gcttccaaga
gcatggagga
tctggctaag
aggctygcagg
tttaaaaagce
atagtaagtc
acgacgagea
gcecataatcg
agccrgggaa
teccacatct
gtacagaagc
ccaactgets
aagccecerceac
tctattcata

tggectgtges
cttggagagyg
gtggeeceac
ggtttceeee
aatggeggea
tecactgega
aaggetgtoe
gtcageetge
gtgetgtges
cccagestea
tgttrgegee
ttettagace
agccaggtge
ccecttecea
cccttggaga
teecttggtaa
gcctaccetea
ctgggtggte
ggtctetegg
aggctgeatg
ctggggetat
acgaggtaga
atggcacaag
acttcacccs
ttcoectern:
ggattccaas
actccagggs
tgraatgege
getgtoeeo:
acctectgec
cggcacacca
tectaggggs
ctgctactac
daggaccggg
agagtctgge
ctceccacag
agtgcccceea
adggagggge
ttLectetos
cctgragtee
Gaactgcgag
ggagaaccca
gcaggagcag
agerretgga
ttececattce
tgcaaaggec
23ggtggtge
atgecttgac
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tgagcagcete
agctaccagqg
cttggatgcet
cceeatcetyg
geagtggcyyg
grgrttgggygg
ccragettct
a2ggaaggge
acgctgtace
cctgtttagt
ctitcatgtcyg
atggagaaga
cttgtcctet
actetgggee
gagggaaaga
gctgggeeeg
ggagttccag
atgccagtge
gggtctccag
gatggaagag
Lccagaacte
aagacacaaqg
cagtgcagte
tgagtgcect
cggccagtca
gaagggcagy
tagcaggtct
tteccagteat
cctgtggaag
cotggeatct
gtcrgattca
ttgctcaccea
atcttattea
aattaattcc
cagectggee
ctaagtgtca
acacagecag
aggtggagct
tccetgtgec
cctoaccengg
tggtgggqgceg
ggcgagetag
accgegtget
agacagagtg
cttcecgaage
cttaaagtgt
tgatgttgte
gragggaatg

tgggtgetet
acagggacac
acttggtggg
ccagtgectce
cgctggetgt
gagcettgqga
tgggtgtgtt
tgtcagaccg
agcaaggtes
agaagctgga
greregggga
ggacagttag
cagagctgag
agatccttec
gagggggaag
acctgageac
ggecctggty
ccreggetat
tttteatcte
gtggrcagty
tacactegee
cerecLtLce
ctgaccagat
ccagctgtet
gtgatceagg
gatgggaggc
tcagatgtgg
cecagctgete
gcagggaagt
tgccageectt
gtgccgeagqg
cctteteece
cctgecaagg
caggggectce
tttccagecag
caattgtgct
ccectagatyg
ggatggtagce
acgatccace
aggggcceca
gragccagge
agactgagta
gtagaacgat
satctgttyge
cetcagatee
gtgtctgcaa
aagactctte
cagagtgtee

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4749
48090
4860
43920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120

6180

6240
6300
6360
6420




atcggeccat
ctaggaagera
cagcctetge
ccaacttctt
cegocnetee
cagcctgtca
ggaggcacag
gtgctacgea
geettetict
teccactgta
aaagatgceec

<210> 6
<211> 197
<212> PRT

tttggagatg
tcagagetgg
tgtcecteag
ggtagcagygyg
cctocteeca
ggcagtccac
gatgggcetge
tggagagaat
tcagaagtge
acatggactyg
ttgagaggaa

<213> Homo sapiens

<220>

<221> SIGNAL
<222>(1)..(28)

<400> 6
Met Axg

1

Leu Cys

Gln Thr

Pro

<
o

Cys

Leu Glu

65

Sar Leu
Tyr

Trp

Lys

130

Cys

His Asn

Ala His

20

Thr
Ser Gln
Val

Thr

Ser Cys

Trp

Val

Ala

Pro

Trp

Val

CL JUUBLd BO

aagtgcaaag
ggctaggcse
tccaaactte
ggcaccctaa
aaccteccet
tggecageaa
agecttogeca
gctagectta
cettaaccaa
getgeteate

gtgggaaccg

Thr

Val Thr

Ala

Pro

Pro Glu

70

Ala Cys

85

Leu Gly

100
Gly Ser T
115

Ala Leu

Asn

val

Gly Ser

Ser Arg

Leu

Val

Sar

Phe

Glu

aaataaagtg
catgtctect
cagggeccctt
acacacaggt
tcaagatgtg
caatgcctet
cgttetetee
gtcaggaggc
gteactgecee
ceteectget
ctgacctgte

Ser
10

Leu

Leu Val

25

Ser Val

Pro Ala

Glu

Val

Phe
90

Arg

Ile
105

Glu

Arg Gly

120

Glu
135

Leu

Gln

Leu Thr

-37-

actagcccca
gactagtcag
accatgttcc
ceceeectget
gaaacaaagy
cagctgcatg
crtcaccceg
agggatctaa
tttrraagac
ccrtgactgag
gac

Pro Leu

Arg Ala Thr

Thr
45

Arg Ser

Ala Lys Gin

60

Pro Leu Asn

75
Phe

Pro Asn

His Leu Pro

Ser Thr Gly

125

Ala
140

Pro Leu

aatcacactg
gctcatccea
agaacttcce
gtaccaggygg
caagggectg
gggcatgctyg
cacaggctca
tecctagecect
ctcteagett
tgcccagtge

Leu
15

Val

Val

Lys Asp

Cys Pro
Gly Thr

Ile
95

Ser

Gly
110

Arg
Gln

Thr

His Ser

6480
6540
§600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7063

Leu

Ser

Pro

Ala

Leu

80

Leu

Leu

Leu

Thr




20

Asn Phe Ser Val

145

Cys

Val Val Leu Ala

165
Glu Gla Glu Glu
180
Cys Gln Ser Ser
1985

<210>7

<211> 1360

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7

Leu Cys Phe

gcggeegegt
gagettetgg
acagataaag
tggacaccag
ctggtcagag
acaaaggacc
ttggazgtyga
grggcctgea
attgagcacc
ggcrgegeeg
tccacagecag
cttgagrect
tgcgcaacac
attcccacct
tctecaccta
aaccaccaagq
atgactotec
tctctygetea
tgaaatgetyg
tcetatctece
daagggatggg
tcctcataaa
cactcceagg

cgaccacgca
aaaggaaggce
ageceaggete
acctcagcce
ccacacetgt
cctgecccte
cctggccaga
gcecgettecc
tccecaggeecy
agggcaacct
cagggttaag
acctgtetac
accecectect
acctagaaaa
tcecattagec
actgttgatg
ggaagccteco
tttagtceeg
cctcttecagt
gtgctgtatg
ggcagcaget
ggattattca
aactttgcet

<210> 8

<211> 161

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> SIGNAL
<222>(1)..(28)

<400> 8

CZ 3003818 B6

Leu Val
150

Leu

gctaaacaca
tcttcaggac
accagetect
tttgtygggte
ctegecagace
ccagecceea
ggtggaagtyg
caacttcage
actgtgggag
tgcccceeac
actcagcaca
ctggagtgaa
tctctgettt
tcacagectce
ttcctaacgst
ccttagecte
Ccaactattct
tcttecteac
gaagtcatcec
ttoctrtteee
gcttcggatce

atggaggeat
gtcccacgag

Asp Pro Glu

Gln Leu Trp Val Arg Ser

170

His Met Trp

185

gctaacttga
ctettaggay
gacgcatgcea
ctgcteetge
accacagetg
gtgtteccac
ccactgaatg
atcctetacet
gggagcacca
ccaagaagece
gggccagcag
cagtccectga
gggtcceeee
cttataatgce
cctactecte
gcactccagg
tgcttrtcce
cgcceeagea
tcttteager
cceecttcac
cacactgtat
cctgacatct

ggagtatggg

-18 -

Gln Val val Gln Arg His
160

155

Pro Arg Arg Gly Leu Gln

Gly Gly Lys

gictrggage
¢caaagaaga
tcatgaccat
gtgcecacgt
ccactgeecte
cageraagea
gaacgctgag
ggctgggeaa

gccgggaacy
ctgecctoca

cagcacaacec
ctgectgtag
tctcaccaaa
gteetectee
acactgcetct
gcecectacctg
agacagctce
ggggaacgct
ctggecgeat
tctaatggac
ctgtgtcate
grtcecatttag

175

Gly Gly Leu

180

tcctaaaggg
ggacgttgtc
gagacacaac
cgtcactcte
agttagaagc
gtgtcecagca
cttatecctgt
tggreectte
tgggagcaca
gccacageag
ttgaccagag
gctgegtgga
ttcaaactce
tgccattcte
actgctcaga
catttcccac
cactcccatg
caagcctggt
tctgcagact
tgttccaggy
cccacatggy
getteagtte

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1360




Mer Arg His Asn

]

Leu Cys Ala His
Gln Thr Thr Thr
35

Cys Pro Ser Gln
50

Ley Glu Val Thr
65

Ser Leu Ser Cys
Tyr Trp Lau Gly
Trp Glu Gly Ser

115

Gly Asn Leu Ala
130

Ser Thr Ala Ala
145

Pro

<210>9

<211> 7812

<212> DNA

<213> Homo sapiens

Trp

Val

Ala

Pro

Trp

Val

8s

Thr

Pro

Gly

Thr

Val

Ala

Pro

Pro

70

Ala

Gly

Ser

His

Leu
150

WL JUUOLO DU

Thr

Thy

Val

35

Glu

Cys

Ser

Arg

Pro

135

Arg

Leu

Ala

40

Phe

Val

Ser

Phe

Glu

120

Arg

Leu

Leu Ser
10

Leu Val
25

Ser Val

Pro Ala

Glu val

Arg Phe

90
ile Glu
105
Arg Gly

Ser Pro

Ser Thr

-39

Pro

Arg

Arg

Ala

Pro

75

Fro

His

Ser

Gly
158

Leu

Ala

Ser

Lys

60

Leu

Asn

Leu

Leu
140

Pro

Tzp

Thr

Thr

45

Gln

Asn

Pro
Gly
125

Gln

Ala

val

Pro

30

Lys

Cys

Gly

Ser

Gly

110

Trp

Pro

Ala

Leu

15

Val

Asp

Pro

Thr

Ile

95

Arg

Ala

Gln

Ala

Leu

Ser

Pro

Ala

Leu

80

Leu

Leu

Glu

Gln

Gln
160




<400> 9
gtcgacggta
ctgrgagaga
tagagateee
ccactgaact
tgaaagtgaa
ctteccagaa
ccatartete
ggtaagcacc
gacceeceeca
agccagetac
tcececacet
tcectgacgea
cgcatgegcea
gagccttcac
gcagatattg
taaggggcygy
atctetggge
ccrtgraactyg
gtcgreacte
tcagttagaa
cagtgtceag
agtggtggag
cagtcecoott
ccctececcaa
aaataggaca
gcagtggacce
ggagcagcag
cactagaaaa
gaccattecet
gtaacggacyg
gg9actggggyg
tctgazgage
ctgcageege
gcaccTocca
gtgggaagga
gaacgtggga
gcececetgeaca
cacgtcgtce
gagctctget
aatgeccage
ggtgragect
cottcactte
tccagcecaca
aaccttgace
graggcTgcg
caaattcaaa
ctectgceat
ctctactget
cctgeatteg
gctcocecactee

cccccgggaa
ctcatctagt
agtetggtat
ttggctaaag
atagagggte
geagectcetgg
tetttgggte
tracaaccat
gecrctgttte
tgaggaaaag
ttcaccagag
tgcatcatga
ggcggggtag
tccaaggcaa
tagctetgge
gtgctgaggg
tggagttaca
teecttecte
tcctggteag
gcacaaagga
cattggaagt
ggtgggetat
ctgcceatgt
cccagtgtea
gagaactcaa
ccaaggcecag
ccatccagca
ggtcaccerg
cacatteccce

tceeaceta
gagctggeag
taactgctge
ttceccaact
ggecgactgt
agectretge
gcacaggtac
gcaccaactt
tggcccaget
tccatatgtyg
attectcaag
ggggcaaagt
cctaggetgg
gcagtccaca
agagcttggg
tggatgcgea
ctceattece
tcteteteeca
cagaaaccac
ccacatgact
catgrectetg

CL SUUBLY B6

agatttaata
tcatacccta
cotetggaga
czgaggtgece
ggggeagegc
tgctgaagag
tcaattttge
tigtggtcat
tazagtgctga
ccagectactg
aagaggacget
ccatgagaca
ggtgaggtct
accacccage
tccagtetaa

ccectetee
tecttacecg
agacctcage
agccacaccet
ccectgecee
gacctggeca
gyggcacagag
accaccagcet
tgggtgcagg
gacataagta
gcectecace
ctgccteotgt
aggagacaggqg
grtgtttaggg
ggtggrgtgce
agagggcaca
cIgtgteect
tcagcatcet
g9g9aggggag
ggcetoctea
gcagctgtge
ctecctgtgtg
ctgggtgagy
gggaggaaag
grcagecaga
gatgagatgt
gctgagggea
gcagcagggt
tcctacctgt
acacaceece
acctacctag
cctatecatt
caagactgte
ttetggaage
ctcatttagt

cgactcacta
ggtgaccectyq
gtaggagtce
acagctgcete
tttcceagaa
agcactgect
cttccectaat
gagagctyggg
aagagctcca
agaaaaagceg
tgtcacacat
caactggaca
atgaacagaa
gcacctggtg
agctretety
ccgetctgat
ggcagccgac
cctetgtgyy
gtctegeaga
tcceagecee
gaggtggaag
gtteccagyy
gagccagetg
cttggegcag
atyggtcacag
cagagcctge
cacctggge:r
ttcagaageg
ctagggcectc
agagcagtte
gcagagcagg
agatggaacg
ctactyggcetg
caccaggtga
tgacctttee
aaggecttgg
ctcgtggacc
agcccaagga
ggtgggcret
caéaaaggaa
ccetecttte
accttgeece
taagactcag
ctacctggag
tecttetetg
aaaatcacaq
agcctteceta
gatgccttag
ctcccaacta
ccegtettec
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tagggeggga cagaattgat 60
ggggrggeat gggggtagat 120

caggagctga
aagattcect
ggattgectcg
ccctgtgtga
gaaggggraa
gtggggaagy
ggctatgcta
ggagtggrrt
aaagagccag
ccaggtaggce
tggagcaatg
ctgrrgett
tactctgtee
tccetggeta
tcrgrerceca
tcctgetect
ccaccacage
cagrgttccc
tgecactgag
tcgggttgac
ggctgageac
ctceccaagat
gagecreccag
tggceoctgg
cccaagtcac
gattcatcac
tcggagacaa
tetaggttce
gtaggggaag
ctgagettat
ggceatggte
gggregeage
ttcecttecg
tgctggagca
ctgaacaggt
gaggccrcea
gccagagecag
cttaggtcte
cttggeetga
ccacccaaga
cacagggcca
tgaacagtcce
ctttgggrec
cctecttata
acgtectact
cctrgeacte
ttctegettt
tcaccegeccee

aggtttetyyg
ggttaaaaag
gcatcctgee
ctgggtgagt
gattggacta
attgteacot
cgggaggaga
accattctec
gctcaccagce
cttggggecta
ggctaacceyg
aagaacctgg

aataaagggc

gaaccragac
gagcecgetyga
gtgtgeccac
tgeccactgee
agcagctaag
taagaagcac
tecctgagege
gcaccattct
gecteectate
agcettggte
ccatctcaga
cgaggctgyy
grgaaccaag
ctgcacttct
agatgeatgg
ggcetgencet
cecrgtgtgge
ccttcattga
ageccaggtgg
cteccageegg
gctgacccct
tgtccagegt
ggaacaggag
cctgtgaact
gggcagagga
tcertgtctg
ageeetgeee
gcagcagcac
ctgactgcct
cttetetcac
atgectecie
cctecacactyg
cagggeecta
tcccagacag

agcaggggaa

180

240

300

380

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000




cgctcaageco
gcattctgea
ggactgttcce
catccccaca
ttaggcttca
ggactgccac
dgaaaagaga
aagagectgg
actcagcagg
aagrecaacte
aaagatccat

gtetggggaa
acacagggcc

acccagtect,

aaccagggee
caggeecaag
tttgetttaa
cececectggge
gcaggcatca
tgagagggac
ctcactggra
agaacttgeg
cctgtetgga
agctetgggt
ccaggacagg
atgctacttg
tcetgecagt
ggcggegety
gggggaagcc
ctteLtgggt
agggetgtcea
gtaccagcaa
ttagtagaag
tgtcggterce
gaagaggaca
cCctetcagag
gggccagatce
azagagaggqg
gcctgacctg
tccagggece
agtgccctcg
tccagtttte
aagaggtggt
aactcrtacac
acaageetcee
cagtcectgac
gceecccoccage
agtcagtgat

tggttgaaat
gacttecectat
agggaaggga
tgggtcetea
gttccactcc
acagaagctg
gaacagcceca
aaagatqgtgg
aacaaggtag
agtactcacg
cceccggecct
ggtagggtgt
cacccgtcct
ggacttcaag
tactcetett
gacccageca
gaaaaaagga
cageteegag
ctgtctctag
agtaggcgga
crggeecttt
atactagect
tceceeteect
geteteeaty
gacacctett
gtggggcggt
gectcetacet
gctgtggtgg
ttggacaggqg
gtgttgagga
gaccgggaga
ggtccecgeca
ctggagctgce
ggggagtcat
gttaggcaqga
ctgagtggac
ctteeattee
gJaagtgagg
agcacagtge
tggrgggget
gctatctgga
atctecteat
cagtggacca
tcgeeegaca
tttectgtee
cagattcctc
tgtotgttee
ccagggecect
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gectgectert
cttcgtgctg
tgggggcage
taaaggatta
caggaacttt
aagacaacac
taatgetecs
cctcaggaaa
gcttcaaaga
ggagaaaaat
taaaaacctt
gagectgetge
gggaaagagc
agtgagggee
atggtceett
tcaaaaccag
ggcaaggtag
aaggcogecag
gggtttgge:
ggaccaggtyg
agtgctttge
gcacccactg
tgtgagecece
agaatgggge
accccacacs
ctggagggty
tgeecttgge
tggcaatgcg
ccttectttea
tgctgaagge
cccaatgetyg
gggcgteget
ttLettetgyg
9999cgtggg
cagtagcaag
gttgtaagte
caacagttcce
gaaggagaga
tggagtaaca
ctagggagac
ttggctgeat
ctgtgatggt
tagctgraty
cttatggtcg
tgectttctac
tetgagetee
acctggaaca
agtgetcagy

cagtgaagte
tatgttttee
agctgetteg
ttcaatggag
gcectgtcecca
ctgecttcagg
cyggagcaga
agggatgaga
gcctatattce
agactttatc
cccatcacte
tgaaggctgt
atcctctgge
cctgctggac
ctagatccag
ccteaaatet
ggagagcgee
tgaaggacca
actgttggee
acggcagcat
ctgaaagaga
gctgggaaga
agggrratca
catctgtcte
ctccageage
cccatgeeet
tcgaggggtyg
€ggagaacgg
ggcteeecege
catcgactgg
cctteccagg
tcateccect
gcctcagtag
aaacagctge
aggagtcaca
aacgtgcaac
catccatggyg
gaaggctece
cccaggagee
ccgttitgcge
getggetegy
gcccaggcetc
gagatggaqgq
ggaccettee
ctaagccetyg
tgcetacece
tgagaaggtc
ctagatcage
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atccigettte
ttttcceeect
gatccacact
gcatcergac
cgagggagta
ggaacacagg
ggccactaat
gaaaggaggt
ctctttttec
tacaagtaat
caaatccecac
cccccaacé%
aggtgctcece
ccagccacea
aggctaagag
ggttgtgaty
cacactgtee
gggaccagge
tgggagctga
cggggacaca
cacagtcaca
tctettectyg

Ttgctgget
ctetecettgg
ctggestege
catcgggttt
gcaccaatgg
cgggttceac
cgcagaagge
cgeeggteag
ccagegtget
teagcecccag
tgcotctgtet
tggcecTtctt
tctgaageea
etgctecect
tcaggeeett
tttagTcett
accgegecta
tgcLgecggg
cgcagggtct
agggaagget
aggacctqggy
tgccracgag
ggcaaatggc
cagggactte
accecttece

aggtgggatt

agctetggee
tcactctaat
gtatctgtgt
atctgtteat
tgggagagat
cgcttgaaasa
ggagagtggyg
ggtatggaag
cacaccgatc
aacatttaga
cccagtgcaa
cactecctgag
accaggtcag
ggacagcagg
gaagactggce
gagaagtgac
atgetcecagqg
cagggtgcgg
gagaaggecac
ggtggggecea
tggceagatg
crcecacges
gtgcetgage
agaggagcta
cccatcttgg
¢cceteecceca
cggcageagt
tgcgagtgtt
tgtteectag
cctgcaagga
gtgccacgcet
cecteacctgt
gcgeecttea
agactatgga
ggtgtettgt
teccaactcet
gg4g9agagyqg
ggtgagetgyg
cctcaggagt
tggtgatgce
cttgggggte
gcatgggtgyg
getgttccag
gtagéazagac
acaageagtg
acccctgagt
ctctteggee
ccaaggaagqg

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
45690
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4930
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880




gcagggalgyg
ggteitecaga
gtcatcecage
ggaaggcagyg
cacctigeca
atccagtgec
caccacctee
attcacetge
attceccaggg
tggceortree
tgrcacaatt
gccagessern
gagctggatg
gtgccacgat
cctyggaggyg
g9gcggerage
gctagagact
gtgcreraga
gagrgzatct
gaagceecrea
agtgrgogee
TIgicsagac
gaatgcagag
ccccoazatea
gteaggetea
gttccagaac
ctgectgtace
2aaggcaagg
gcatggggca
ceergeacay
tcraatceta
aagacenete
ctgagtgcee

<210> 10
<211>40
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10

gaggecectge
tgtgggeaygs
tgcrcaggcee
gaagtgggjaa
geceettoctg
gcaggtgcag
tcecctggaga
caaggcettygg
getecectggt
agcagececat
gtgctgggaa
égatgggcay
gtagcaagga
ccagctteeca
ccceactgga
caggcaaqget
gagtagagga
acgatgagtt
gttgcagtgt
gatcecacgg
tgcaagaaat
tctbctacge
Lgttraccgg
cactgetagg
tcccacagee
tteceesaac
aggggecccee
gectgeagece
tgetgggagg
gctcagrycet
gccetgectt
agcteiecea

a9
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acagtgaccc
acactcgatt
catcctyggea
cazaatgagce
ccacctacce
gagracggea
gggcagaaga
tggccaacac
geccaaagga
caccgectga
tceegggeee
gtaaggaagg
ggccagectt
gtctaattet
caccecggee
gagcaggget
ggtggctcge
ggcgetgtet
acagtcecectg
cacatccatyq
gggecttgee
acttttetca
cccattttgg
aagtatcaga
tectgetgtee
ttettggtag
tcteecctee
tgtcaggcag
cacaggatgg
acgcatggag
tttcttecaga
ctgtaacaty

caggeetcac
gcgetgetge
agtgecccaty
tggagtcgge
cataaacttg
cacagactat
ggtcacacgce
ccagaggaac
caagagcttc
gaagggcatg
ttaactetgg
ccctgaggeet
ggatttttaa
ggggtatagt
tgggaacgac
gagttgccat
aggctagccet
ggctetteca
gcactgtaca
tatteecaac
gacagaagcce
tggagtctat
agatgaagtyg
gctggggeta
ctcagtccaa
cagggggcac
tcecazaccet
tccactggge
gctgcagett
agaatgctag
agtgccctta
gactggcetge

cctggactee
agctctgeaa
ragaagctge
aggteacctce
aagcgeTggca
ttctatesta
agagactgct
aaattaagga
caagaagaget
gaggactcec
ctaagagtgce
gcaggaagga
aaagcttree
aagtecetge
gagcagaact
aatcgggaga
gggaagcagg
catctagectt
gaagcttcce
tgcttigeaa
ctgcacaaggt
tcatastgct
cazageaaca
ggccccatar
acttccaggg
cctaaacaca
ccecttcaag
agcaaczatcqg
cgcgacgte
ccttagrcag
accaagrcac
tcateccctece

agggatagca
tgcggttcca
tCeTtectge
ctggcectgyg
caccagtetg
ggggettget
actacatctt
ccgggaatta
ctggecagee
cacagctaag
ccccaacaca
ggggcaggtyg
tetitteect
agtcceetca
gcgagtggtyg
acccaggcega
agcagaccge
ctggaagaca
attecettee
aggtccttaa
ggtgctgatg
ttgaggtagyg
aagtgactag
ctcctgacca
cccttaccat
caggtcccoc
atgtggaaac
cctetcaget
tcteecttea
gaggcaggga
tgecettttt
ctgctectga

$940
8000
8060
6120
§180
6240
6300
€360
6420
6480
6540
§600
8660
6720
5780
6840
6900
6960
7620
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7812

Thr Pro Val Ser Gln Thr Thr Thr Ala Ala Thr Ala Ser Val Arg Ser
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PATENTOVE NAROKY

1. IL-18-vazebny protein, IL—18BP, vybrany ze skupiny sestavajici z:

(a) polypeptidii obsahujicich aminokyselinové sekvence ze SEQ 1D NO: 2 nebo 6;

(b) polypeptidi definovanych v (a) bez vedouci sekvence;

(c) muteind s alespoii 80% homologii s IL-18BP jak definovano v (a) nebo (b), fuzovanych pro-

teint, chemicky modifikovanych derivatd, cirkulirné permutovanych derivatii a jejich smésf
polypeptidi definovanych v (a) nebo (b); a které se vaZou k IL~18 a blokuji produkci [FN—y
indukovanou IL-18.

2. [L-18BP podle naroku 1, pfi€emz tento IL-18BP je nevirovy protein.

3. [L-18BP podle niroku 2, pfitemz tento IL—18BP je lidsky protein.

4. [L~18BP podle kteréhokoli z naroki | aZ 3, pfi¢emZ jeho molekulova hmotnost je pfibliZné
40 kDa.

5. IL-18BP podie kteréhokoli z naroki 1 az 4, pfitemZ fuzovany protein obsahuje imunoglo-
bulin nebo jeho fragment.

6. IL-18BP podle naroku 5, kterym je fizovany protein zvoleny z [L-18BP fiizovaného ke
konstantni oblasti tézkého fetézce [gG2.

7. IL-18BP podle kteréhokoli z néroki 1 az 6, pfi¢emi chemicky modifikované derivaty obsa-
huji postranni fetézce polyethylenglykolu.

8. 1L-18BP podle kteréhokoli z narokii 1 az 7 v solubilni formé.

9. IL-18BP podle kteréhokoli z narokil 1 az 8, ktery je glykosylovany.
10. 1L-18BP podle kteréhokoli z naroki 1 aZ 8, ktery je neglykosylovany.
11. Molekula DNA kodujici IL-18BP podle kteréhokoli z naroku 1 aZ 10.
12. Molekula DNA podle néroku 11 opatfena na 3° konci stop kodonem.

13. Molekula DNA obsahujici sekvenci DNA v SEQ ID NO: 1 nebo 3, kde tato sekvence DNA
kéduje IL-18BP podle kteréhokoli z narokd 1 aZ 10.

14. Molekula DNA podle kteréhokoli z nroku 11 az 13 funkéné pfipojené k jinym DNA sek-
vencim umoZiiujicim expresi, jako promotoriim nebo enhanceriim.

15. Moiekula DNA podle kteréhokoli z ndrokt 11 az 14, pfi¢emz tato DNA je genomova.
16. Molekula DNA podle kteréhokoli z narokii 11 az 15, kterou je cDNA.

17. Molekula cDNA podle naroku 16 obsahujici sekvenci cDNA vybranou ze skupiny DNA
sekvenci SEQIDNO: 1 a 5.

18. Molekula cDNA podle kteréhokoli z naroki 16 a 17, ktera je pfizplsobena pro expresi v
bakterialnim hostiteli.
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19. Replikovatelny vektor obsahujici molekulu DNA podle kteréhokoli z naroki 11 az 18.
20. Transformovana hostitelska burika obsahujici vektor podle naroku 19.

21. Transformovana hostitelska buiika podle naroku 20, pfi¢emz tato burika je eukaryoticka,
22. Transformovana hostitelska buiika podle naroku 21, pfi¢emz tato buiika je sav¢i.

23. Transformovana hostitelska buiika podle naroku 22, pti¢emz tato butika je zvolena z bunék
lidskych, opicich, mySich a bunék vaje¢nikil ¢inského kiecka, CHO.

24, Transformovana hostitelska burika podle naroku 20, pficemz tato burika je prokaryoticka.
25. Zplsob produkce IL-18BP podle kteréhokoli z narokll 1az10, vyznadujici se
tim, Ze zahrnuje péstovani hostitelské buriky podle kteréhokoli z narokii 20 az 24, za podminek

vhodnych pro expresi IL—18BP.

26. Zpusob produkce IL-18BP podle naroku 25, vyznadujici se tim, Ze dale zahrnuje
izolaci IL-18BP.

27. Protilatka specificky reagujici se sekvenci ukdzanou v SEQ ID NO: 2 nebo 6.
28. Protilatka podle naroku 27, pficemz tato protilatka je polyklonaini.

29. Protilatka podle naroku 27, pFitem? tato protilatka je monoklonalni.

30. Protilatka podle naroku 29, pfi¢emz tato protildtka je chimérni.

31. Protilatka podle naroku 30, pficemz tato protilatka je humanizovana.

32. Anti-idiotypova protilatka proti protilatce podle naroku 27.

33. Zpiisob izolace [L-18BP podle naroku I, vyznadujici se tim, Ze zahmuje:
(a) prichod lidské tekutiny chromatografickou kolonou, na které je navazan IL-18,

(b) eluci proteinu schopného vazby k IL-18, a

(¢) purifikaci tohoto proteinu.

34. Farmaceuticky prostiedek, vyznadujici se tim, Ze obsahuje virem kodovany
homolog IL-18BP, ktery se vaze k IL—18 a blokuje produkci IFN—y indukovanou IL-18.

35. Farmaceuticky prostfedek, vyznaémjici se tim, Ze obsahuje DNA kodujici [L—
18BP podle kterehokoli z narokii 1az 10 nebo DNA kédujici virem koédovany homolog I~
18BP, ktery se vaze k IL.~18 a blokuje produkei IFN-y indukovanou IL-18.

36. Pouziti IL-18BP podle které¢hokoli z naroki 1 az 10 nebo jeho virem kédovaného homologu
Jak definovan v naroku 34 pro vyrobu farmaceutického prostfedku, pro 1é¢bu autoimunitnich
onemocnéni.

37. Pouziti IL-18BP podle kteréhokoli z narokt 1 az 10 nebo jeho virem kodovaného homologu
jak definovan v naroku 34 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro lé¢bu diabeti typu 1.

38. Poutziti IL-18BP podle kter¢hokoli z naroki 1 az 10 nebo jeho virem kddovaného homologu
Jjak definovan v néroku 34 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro 1é&bu sepse.
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39. Pouiiti [L-18BP podle kteréhokoli z narokii 1 aZ 10 nebo jeho virem kédovaného homologu
Jak definovan v néroku 34 pro vyrobu farmaceutického prosttedku pro 1é&bu odmitnuti §tépu.

40. Pouziti IL-18BP podle kteréhokoli z ndrokd 1 aZ 10 nebo jeho virem kodovaného homologu
Jak definovan v niroku 34 pro vyrobu farmaceutického prostiedku pro 1é&bu revmatoidni artri-
tidy.

41, Pouziti [L-18BP podie kteréhokoli z narokii 1 az 10 nebo jeho virem kédovaného homologu
jak definovén v ndroku 34 pro vyrobu farmaceutického prosttedku pro 16&bu zénétlivého one-
mocnéni stfev.

42. Pouziti IL-18BP podle kteréhokoli z narokii 1 aZ 10 nebo jeho virem kédovaného homologu
jak definovan v ndroku 34 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro 1é¢bu roztrousené skle-

rozy.

43. Pouiti [L~18BP podle kteréhokoli z nirokii 1 aZ 10 nebo jeho virem kédovaného homologu
Jak definovan v naroku 34 pro vyrobu farmaceutického prostredku pro 1é&bu ischemického one-
mocnéni srdce véetné infarkti.

44. PouZiti IL-18BP podle kteréhokoli z néroki 1 az 10 nebo jeho virem kédovaného homologu
Jak definovén v naroku 34 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro 1é&bu ischemického pos-
kozeni mozku.

45. Pouziti IL-18BP podle kteréhokoli z nroki: 1 az 10 nebo jeho virem kddovaného homoliogu
Jak definovén v nroku 34 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro 1é¢bu lupénky.

46. PouZiti [L-18BP podle kteréhokoli z naroki 1 aZ 10 nebo jeho virem kédovaného homologu
Jak definovan v naroku 34 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro 1é8bu akutni nebo chro-
nické hepatitidy.

47. Poutiti IL-18BP podle kteréhokoli z ndroki 1 az 10 nebo jeho virem kédovaného homologu
Jak definovan v ndroku 34 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro Ié¢bu akutni nebo chro-
nické pankreatitidy.

48. Pouziti IL-18BP podle kteréhokoli z néroki 1 az 10 pro purifikaci IL~18.

49. Poutiti protildtek podle kteréhokoli z ndroki 27 aZ 31 v testu pro detekci IL-18BP.

50. Pouziti molekuly DNA kédujici [L-18BP podle kteréhokoli z nérokd 1aZ 10 nebo jeho

virem kédovany homolog jak definovan v néroku 34 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro
genovou terapii.

25 vykresi
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IL-18Bpa; DNA sequence:

Length: 1348 December 14, 1997 15:41 Type: N Check: 2207 ..

I GAGAAGAGGA CGTTGTCACA GATAAAGAGC CAGGCTCACC AGCTCCTGAC

51 GCATGCATCA TGACCATGAG ACACAACTGG ACACCAGACC TCAGCCCTTT

101

[51]

201

701

751

801

351

%01

951

GTGGGTCCTG CTCCTGTGTG CCCACGTCGT CACTCTCCTG GTCAGAGCCA
CACCTGTCTC GCAGACCACC ACAGCTGCCA CTGCCTCAGT TAGAAGCACA
AAGGACCCCT GCCCCTCCCA GCCCCCAGTG TTCCCAGCAG CTAAGCAGTG
TCCAGCATTG GAAGTGACCT GGCCAGAGGT GGAAGTGCCA CTGAATGGAA
CGCTGAGCTT ATCCTGTGTG GCCTGCAGCC GCTTCCCCAA CTTCAGCATC
CTCTACTGGC TGGGCAATGG TTCCTTCATT GAGCACCTCC CAGGCCGACT
GTGGGAGGGG AGCACCAGCC GGGAACGTGG GAGCACAGGT ACGCAGCTGT
GCAAGGCCTT GGTGCTGGAG CAGCTGACCC CTGCCCTGCA CAGCACCAAC
TTCTCCTGTG TGCTCGTGGA CCCTGAACAG GTTGTCCAGC GTCACGTCGT
CCTGGCCCAG CTCTGGGCTG GGCTGAGGGC AACCTTGCCC CCCACCCAAG
AAGCCCTGCC CTCCAGCCAC AGCAGTCCAC AGCAGCAGGG TTAAGACTCA
GCACAGGGCC AGCAGCAGCA CAACCTTGAC CAGAGCTTGG GTCCTACCTG
TCTACCTGGA GTGAACAGTC CCTGACTGCC TGTAGGCTGC GTGGATGCGC
AACACACCCC CTCCTTCTCT GCTTTGGGTC CCTTCTCTCA CCAAATTCAA
ACTCCATTCC CACCTACCTA GAAAATCACA GCCTCCTTAT AATGCCTCCT
CCTCCTGCCA TTCTCTCTCC ACCTATCCAT TAGCCTTCCT AACGTCCTAC
TCCTCACACT GCTCTACTGC TCAGAAACCA CCAAGACTGT TGATGCCTTA

GCCTTGCACT CCAGGGCCCT ACCTGCATTT CCCACATGAC TTTCTGGAAG

1001 CCTCCCAACT ATTCTTGCTT TTCCCAGACA GCTCCCACTC CCATGTCTCT

1051 GCTCATTTAG TCCCGTCTTC CTCACCGLCC CAGCAGGGGA ACGCTCAAGC

1101 CTGGTTGAAA TGCTGCCTCT TCAGTGAAGT CATCCTCTTT CAGCTCTGGC

1151 CGCATTCTGC AGACTTCCTA TCTTCGTGCT GTATGTTTTT TTTTTCCCCC

1201 TTCACTCTAA TGGACTGTTC CAGGGAAGGG ATGGGGGCAC CAGCTGCTTC

Fig. 4
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1251 GGATCCACAC TGTATCTGTG TCATCCCCAC ATGGGTCCTC ATAAAGGATT

1301 ATTCAATGGA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAA

(SEQ ID NO:1)
[L-18Bpa; Protein sequence:

Length: 192 June S, 1998 13:39 Type: P Check: 3073

I MRHNWTPDLS PLWVLLLCAH VVTLLVRATP VSQTTTAATA SYRSTKDPCP
51 SQPPVFPAAK QCPALEVTWP EVEVPLNGTL SLSCVACSRF PNFSILYWLG
101 NGSFIEHLPG RLWEGSTSRE RGSTGTQLCK ALVLEQLTPA LHSTNFSCVL

151 VDPEQVVQRH VVLAQLWAGL RATLPPTQEA LPSSHSSPQQ QG

(SEQ ID NO:2)

Fig. 4A

-52-




VL JUVCLO DU

[L-18BPb; DNA sequence

Length: 1038 June 19, 1998 14:10 Type: N Check: 8005 ..

I GAGAAGAGGA CGTTGTCACA GATAAAGAGC CAGGCTCACC AGCTCCTGAC
51 GCATGCATCA TGACCATGAG ACACAACTGG ACACCAGACC TCAGCCCTTT
101 GTGGGTCCTG CTCCTGTGTG CCCACGTCGT CACTCTCCTG GTCAGAGCCA
151 CACCTGTCTC GCAGACCACC ACAGCTGCCA CTGCCTCAGT TAGAAGCACA
201 AAGGACCCCT GCCCCTCCCA GCCCCCAGTG TTCCCAGCAG CTAAGCAGTG
251 TCCAGCATTG GAAGTGACCT GGCCAGAGGT GGAAGTGCCA CTGAGCTGGG
301 CTGAGGGCAA CCTTGCCCCC CACCCAAGAA GCCCTGCCCT CCAGCCACAG
351 CAGTCCACAG CAGCAGGGTT AAGACTCAGC ACAGGGCCAG CAGCAGCACA
401 ACCTTGACCA GAGCTTGGGT CCTACCTGTC TACCTGGAGT GAACAGTCCC
451 TGACTGCCTG TAGGCTGCGT GGATGCGCAA CACACCCCCT CCTTCTCTGC
501 TTTGGGTCCC TTCTCTCACC AAATTCAAAC TCCATTCCCA CCTACCTAGA
551 AAATCACAGC CTCCTTATAA TGCCTCCTCC TCCTGCCATT CTCTCTCCAC
601 CTATCCATTA GCCTTCCTAA CGTCCTACTC CTCACACTGC TCTACTGCTC
651 AGAAACCACC AAGACTGTTG ATGCCTTAGC CTTGCACTCC AGGGCCCTAC
701 CTGCATTTCC CACATGACTT TCTGGAAGCC TCCCAACTAT TCTTGCTTTT
751 CCCAGACAGC TCCCACTCCC ATGTCTCTGC TCATTTAGTC CCGTCTTCCT
801 CACCGCCCCA GCAGGGGAAC GCTCAAGCCT GGTTGAAATG CTGCCTCTTC
851 AGTGAAGTCA TCCTCTTTCA GCTCTGGCCG CATTCTGCAG ACTTCCTATC
901 TTCGTGCTGT ATGTTTTTTT TTTCCCCCTT CACTCTAATG GACTGTTCCA
951 GGGAAGGGAT GGGGGCACCA GCTGCTTCGG ATCCACACTG TATCTGTGTC

1001 ATCCCCACAT GGGTCCTCAT AAAGGATTAT TCAATGGA

(SEQ ID NO:3)

Fig. 5
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hulL-18BPb
Clone-m7
peptide
| MRHNWTPD LSPLWVLLLC AHVVTLLVRA TPVSQTTTAA TASVRSTKDP
49 CPSQPPVFPA AKQCPALEVT WPEVEVPLSW AEGNLAPHPR SPALQPQQST

9% AAGLRLSTGP AAAQP*

(SEQ ID NO:4)

Fig. 5A
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hulL18BPc.seq Length: 7063 July 16. 1998 19:47 Type: N Check: 9314 ..

[ GAATTCGCGG CCGCGTCGAC GCCAGAGGGG CTAGGATGAG AGACAGAGGG

51 TGTGATGGTG GGTGCTGGGA AATGTACCCG ACCTTGGGGC TGGTGGCTGG

101
151
201

251

3351
401
451
501
551

601

851
%01
951
1001
1051
1101
1151

1201

GGGAGTGGGT AGCCTGGGAA AGGCCAGGAT GTGGACGGAC TGGTATGGCA
TTGAGCCTGA AGTGGTCCAA CTTGGGGTTC CCCAGTGCCT AGGAAAGTTG
TCCCCTTGAA TGTCAGTGTG AAGGTGAAGG AGGAAGCAGA TGCCTGTTCA
TATGGAAACA AAGACCTGGC TGTGAAGAGG GGAGGCGGAC ACCAAAGTCC
TGACACTTGG GCGGGACAGA ATTGATCTGT GAGAGACTCA TCTAGTTCAT
ACCCTAGGTG ACCCTGGGGG TGGCATGGGG GTAGATTAGA GATCCCAGTC
TGGTATCCTC TGGAGAGTAG GAGTCCCAGG AGCTGAAGGT TTCTGGCCAC
TGAACTTTGG CTAAAGCAGA GGTGTCACAG CTGCTCAAGA TTCCCTGGTT
AAAAAGTGAA AGTGAAATAG AGGGTCGGGG CAGTGCTTTC CCAGAAGGAT
TGCTCGGCAT CCTGCCCTTC CCAGAAGCAG CTCTGGTGCT GAAGAGAGCA
CTGCCTCCCT GTGTGACTGG GTGAGTCCAT ATTCTCTCTT TGGGTCTCAA
TTTTGCCTTC CCTAATGAAG GGGTAAGATT GGACTAGGTA AGCATCTTAC
AACCATTTGT GGTCATGAGA GCTGGGGTGG GGAAGGATTG TCACTTGACC
CCCCCAGCTC TGTTTCTAAG TGCTGAAAGA GCTCCAGGCT ATGCTACGGG
AGGAGAAGCC AGCTACTGAG GAAAAGCCAG CTACTGAGAA AAAGCGGGAG
TGGTTTACCA TTCTCCTCCC CCACCTTTCA CCAGAGAAGA GGACGTTGTC
ACACATAAAG AGCCAGGCTC ACCAGCTCCT GACGCATGCA TCATGACCAT
GAGACACAAC TGGACACCAG ACCTCAGCCC TTTGTGGGTC CTGCTCCTGT
GTGCCCACGT CGTCACTCTC CTGGTCAGAG CCACACCTGT CTCGCAGACC
ACCACAGCTG CCACTGCCTC AGTTAGAAGC ACAAAGGACC CCTGCCCCTC
CCAGCCCCCA GTGTTCCCAG CAGCTAAGCA GTGTCCAGCA TTGGAAGTGA
CCTGGCCAGA GGTGGAAGTG CCACTGAATG GAACGCTGAG CTTATCCTGT

GTGGCCTGCA GCCGCTTCCC CAACTTCAGC ATCCTCTACT GGCTGGGCAA

Fig. 6
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TGGTTCCTTC ATTGAGCACC TCCCAGGCCG ACTGTGGGAG GGGAGCACCA
GCCGGGAACG TGGGAGCACA GGTACGCAGC TGTGCAAGGC CTTGGTGCTG
GAGCAGCTGA CCCCTGCCCT GCACAGCACC AACTTCTCCT GTGTGCTCGT
GGACCCTGAA CAGGTTGTCC AGCGTCACGT CGTCCTGGCC CAGCTCTGGG
TGAGGAGCCC AAGGAGAGGC CTCCAGGAAC AGGAGGAGCT CTGCTTCCAT
ATGTGGGGAG GAAAGGGTGG GCTCTGCCAG AGCAGCCTGT GAACTAATGC
CCAGCATTCC TCAAGGTCAG CCAGACAAAA AGGAACTTAG GTCTTGGGCA
GAGGAGGTGT AGCCTGGGGC AAAGTGATGA GATGTCCCTC CTTTCCTTGG
CCTGATCCTT GTCTGCCTTC ACTTCCCTAG GCTGGGCTGA GGGCAACCTT
GCCCCCCACC CAAGAAGCCC TGCCCTCCAG CCACAGCAGT CCACAGCAGC
AGGGTTAAGA CTCAGCACAG GGCCAGCAGC AGCACAACCT TGACCAGAGC
TTGGGTCCTA CCTGTCTACC TGGAGTGAAC AGTCCCTGAC TGCCTGTAGG
CTGCGTGGAT GCGCAACACA CCCCCTCCTT CTCTGCTTTG GGTCCCTTCT
CTCACCAAAT TCAAACTCCA TTCCCACCTA CCTAGAAAAT CACAGCCTCC
TTATAATGCC TCCTCCTCCT GCCATTCTCT CTCCACCTAT CCATTAGCCT
TCCTAACGTC CTACTCCTCA CACTGCTCTA CTGCTCAGAA ACCACCAAGA
CTGTTGATGC CTTAGCCTTG CACTCCAGGG CCCTACCTGC ATTTCCCACA
TGACTTTCTG GAAGCCTCCC AACTATTCTT GCTTTTCCCA GACAGCTCCC
ACTCCCATGT CTCTGCTCAT TTAGTCCCGT CTTCCTCACC GCCCCAGCAG
GGGAACGCTC AAGCCTGGTT GAAATGCTGC CTCTTCAGTG AAGTCATCCT
CTTTCAGCTC TGGCCGCATT CTGCAGACTT CCTATCTTCG TGCTGTATGT
FITTTTTTTC CCCCTTCACT CTAATGGACT GTTCCAGGGA AGGGATGGGG
GCAGCAGCTG CTTCGGATCC ACACTGTATC TGTGTCATCC CCACATGGGT
CCTCATAAAG GATTATTCAA TGGAGGCATC CTGACATCTG TTCATTTAGG
CTTCAGTTCC ACTCCCAGGA ACTTTGCCTG TCCCACGAGG GAGTATGGGA

GAGATGGACT GCCACACAGA AGCTGAAGAC AACACCTGCT TCAGGGGAAC

Fig. 6A
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ACAGGCGCTT GAAAAAGAAA AGAGAGAACA GCCCATAATG CTCCCCGGGA
GCAGAGGCCA CTAATGGAGA GTGGGAAGAG CCTGGAAAGA TGTGGCCTCA
GGAAAAGGGA TGAGAGAAAG GAGGTGGTAT GGAAGACTCA GCAGGAACAA
GGTAGGCTTC AAAGAGCCTA TATTCCTCTT TTTCCCACAC CGATCAAGTC
AACTCAGTAC TCACGGGAGA AAAATAGACT TTATTTACAA GTAATAACAT
TTAGAAAAGA TCCATCCCCG GCCCTTAAAA ACCTTCCCAT CACTCCAAAT
CCCACCCCAG TGCAAGTCTG GGGAAGGTAG GGTGTGAGCT GCTGCTGAAG
GCTGTCCCCC AACCCCACTC CTGAGACACA GGGCCCATCC GTCCTGGGAA
AGAGCATCCT CTGGCAGGTG CTCCCACCAG GTCAGACCCA GTCCTGGACT
TCAAGAGTGA GGGCCCCTGC TGGGCCCAGC CACCAGGACA GCAGGAACCA
GGGCCTACTC CTCTTATGGT CCCTTCTAGA TCCAGAGGCT AAGAGGAAGA
CTGGCCAGGC CCAAGGACCC AGCCATCAAA ACCAGCCTCA AATCTGGTTG
TGATGGAGAA GTGACTTTGC TTTAAGAAAA AAGGAGGCAA GGTAGGGAGA
GCGCCCACAC TGTCCATGCT CCAGGCCCCC TGGGCCAGCT CCGAGAAGGC
GCCAGTGAAG GACCAGGGAC CAGGCCAGGG TGCGGGCAGG CATCACTGTC
TCTAGGGGTT TGGCTACTGT TGGCCTGGGA GCTGAGAGAA GGCACTGAGA
GGGACAGTAG GCGGAGGACC AGGTGACGGC AGCATCGGGG ACACAGGTGG
GGCCACTCAC TGGTACTGGC CCTTTAGTGC TTTGCCTGAA AGAGACACAG
TCACATGGCC AGATGAGAAC TTGCGATACT AGCCTGCACC CACTGGCTGG
GAAGATCTCT TCCTGCTCCC ACGCCCCTGT CTGGATCCCC TCCCTTGTGA
GCCCCAGGGT TATCAGTTGC TGGCTGTGCC TGAGCAGCTC TGGGTGCTCT
CCATGAGAAT GGGGCCATCT GTCTTCTCTC CTTGGAGAGG AGCTACCAGG
ACAGGGACAC CTCTTACCCC ACACCCTCCA GCAGCCTGGC GTGGCCCCAT
CTTGGATGCT ACTTGOTGGG GCGGTCTGGG GGGTGCCCAT GCTCTCATCG
GGTTTCCCTC CCCCATCCTG CCAGTGCCTC TACCTTGCCC TTGGCTCGAG

GGGTGGCACC AATGGCGGCA GCAGTGGCGG CGCTGGCTGT GGTGGTGGCA

Fig. 6B
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ATGCGCGGAG AACGGCGGGT TCCACTGCGA GTGTTGGGGG AAGCCTTGGA
CAGGGCCTTC TTTCGAGGCTC CCCGCCGCAG AAGGCTGTTC CCTAGCTTCT
TGGGTGTGTT GAGGATGCTG AAGGCCATCG ACTGGCGCCG GTCAGCCTGC
AAGGAAGGGC TGTCAGACCG GGAGACCCAA TGCTGCCTTC CCAGGCCAGC
GTGCTGTGCC ACGCTGTACC AGCAAGGTCC CGCCAGGGCG TCGCTTCATC
CCCCTTCAGC CCCAGCCTCA CCTGTTTAGT AGAAGCTGGA GCTGCTTTCT
TCTGGGCCTC AGTAGTGCTC TGTTTGCGCC CTTCATGTCG GTCTCGGGGA
GTCATGGGGC GTGGGAAACA GCTGGTGGCC TTCTTAGACT ATGGAGAAGA
GGACAGTTAG GCAGACAGTA GCAAGAGGAG TCACATCTGA AGCCAGGTGT
CTTGTCCTCT CAGAGCTGAG TGGACCTTGT AAGTCAACGT GCAACCTGCT
CCCCTTCCCA ACTCTGGGCC AGATCCTTCC CTTCCCAACA GTTCCCATCC
ATGGGTCAGG CCCTTGGAGA GAGGGAAAGA GAGGGGGAAG TGAGGGAAGG
AGAGAGAAGG CTCCCTTTAG TCCTTGGTGA GCTGGGCCTG ACCTGAGCAC
AGTGCTGGAG TAACACCCAG GAGCCACCGC GCCTACCTCA GGAGTTCCAG
GGCCCTGGTG GGGCTCTAGG GAGACCCGTT TGCGCTGCTG CCGGGTGGTG
ATGCCAGTGC CCTCGGCTAT CTGGATTGGC TGCATGCTGG CTCGGCGCAG
GGTCTCTTGG GGGTCTCCAG TTTTCATCTC CTCATCTGTG ATGGTGCCCA
GGCTCAGGGA AGGCTGCATG GGTGGAAGAG GTGGTCAGTG GACCATAGCT
GTATGGAGAT GGAGGAGGAC CTGGGGCTGT TCCAGAACTC TACACTCGCC
CGACACTTAT GGTCGGGACC CTTCCTGCCT ACGAGGTAGA AAGACACAAG
CCTCCTTTCC TGTTCTGCTT TCTACCTAAG CCCTGGGCAA ATGGCACAAG
CAGTGCAGTC CTGACCAGAT TCCTCTCTGA GCTCCTGCCT ACCCCCAGGG
ACTTCACCCC TGAGTGCCCT CCAGCTGTCT GTTCCACCTG GAACATGAGA
AGGTCACCCC TTCCCCTCTT CGGCCAGTCA GTGATCCAGG GCCCTAGTGC
TCAGGCTAGA TCAGCAGGTG GGATTCCAAG GAAGGGCAGG GATGGGAGGC

CCTGCACAGT GACCCCAGGC CTCACCCTGG ACTCCAGGGA TAGCAGGTCT

Fig. &C
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TCAGATGTGG GGGGCACACT CGATTGCGCT GCTGCAGCTC TGCAATGCGG
TTCCAGTCAT CCAGCTGCTC AGGCTCATCC TGGCAAGTGC CCATGTAGAA
GCTGTTCCTT CCTGTGGAAG GCAGGGAAGT GGGAACAAAT GAGCCTGGAG
TCGGCAGGTC ACCTCCTGGC CCTGGCATCT TGCCAGCCTT TGCTGCCACC
TACCCCATAA ACTTGAAGCC CGGCACACCA GTCTGATTCA GTGCCGCAGG
TGCAGGAGTA CGGCACACAG ACTATTTCTA TCCTAGGGGC TTGCTCACCA
CCTTCTCCCT GGAGAGGGCA GAAGAGGTCA CACGCAGAGA CTGCTACTAC
ATCTTATTCA CCTGCCAAGG CTTGGTGGCC AACACCCAGA GGAACAAATT
AAGGACCGGG AATTAATTCC CAGGGGCTCC CTGGTGCCCA AAGGACAAGA
GCTTCCAAGA AGAGTCTGGC CAGCCTGGCC TTTCCAGCAG CCCATCACCG
CCTGAGAAGG GCATGGAGGA CTCCCCACAG CTAAGTGTCA CAATTGTGCT
GGGAATCCCG GGCCCTTAAC TCTGGCTAAG AGTGCCCCCA ACACAGCCAG
CCCCTAGATG GGCAGGTAAG GAAGGCCCTG AGGCTGCAGG AAGGAGGGGC
AGGTGGAGCT GGATGGTAGC AAGGAGGCCA GCCTTGGATT TTTAAAAAGC
TTTCCTCTTT TCCCTGTGCC ACGATCCACC TTCCAGTCTA ATTTTGGGGT
ATAGTAAGTC CCTGTAGTCC CCTCACCTGG AGGGGCCCCA CTGGACACCC
CGGCCTGGGA ACGACGAGCA GAACTGCGAG TGGTGGGGCG GTAGCCAGGC
AAGCTGAGCA GGGCTGAGTT GCCATAATCG GGAGAACCCA GGCGAGCTAG
AGACTGAGTA GAGGAGGTGG CTCGCAGGCT AGCCTGGGAA GCAGGAGCAG
ACCGCGTGCT GTAGAACGAT GAGTTGGCGC TGTCTGGCTC TTCCACATCT
AGCTTCTGGA AGACAGAGTG AATCTGTTGC AGTGTACAGT CCCTGGCACT
GTACAGAAGC TTCCCATTCC CTTCCGAAGC CCTCAGATCC CACGGCACAT
CCATGTATTC CCAACTGCTT TGCAAAGGTC CTTAAAGTGT GTGTCTGCAA
GAAATGGGCC TTGTCGACAG AAGCCCTCAC AAGGTGGTGC TGATGTTGTC
AAGACTCTTC TACGCATTTT TTTCATGGAG TCTATTCATA ATGCTTTGAG

GTAGGGAATG CAGAGTGTTT ATCGGCCCAT TTTGGAGATG AAGTGCAAAG

Fig. 6D
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AAATAAAGTG ACTAGCCCCA AATCACACTG CTAGGAAGTA TCAGAGCTGG
GGCTAGGCCC CATGTCTCCT GACTAGTCAG GCTCATCCCA CAGCCTCTGC
TGTCCCTCAG TCCAAACTTC CAGGGCCCTT ACCATGTTCC AGAACTTCCC
CCAACTTCTT GGTAGCAGGG GGCACCCTAA ACACACAGGT CCCCCCTGCT
GTACCAGGGG CCCCCTCTCC CCTCCTCCCA AACCTCCCCT TCAAGATGTG
GAAACAAAGG CAAGGGCCTG CAGCCTGTCA GGCAGTCCAC TGGGCAGCAA
CAATGCCTCT CAGCTGCATG GGGCATGCTG GGAGGCACAG GATGGGCTGC
AGCTTCGCCA CGTTCTCTCC CTTCACCCTG CACAGGCTCA GTGCTACGCA
TGGAGAGAAT GCTAGCCTTA GTCAGGAGGC AGGGATCTAA TCCTAGCCCT
GCCTTTTTCT TCAGAAGTGC CCTTAACCAA GTCACTGCCC TTTTTAAGAC
CTCTCAGCTT TCCCACTGTA ACATGGACTG GCTGCTCATC CCTCCCTGCT
CCTGACTGAG TGCCCAGTGC AAAGATGCCC TTGAGAGGAA GTGGGAATTG

CTGACCTGTC GAC
(SEQ ID NO:5)

IL-18BPc; Protein

Length: 197 June 5, 1998 13:4]1 Type: P Check: 3353 ..

I MRENWTPDLS PLWVLLLCAH VVTLLVRATP VSQTTTAATA SVRSTKDPCP

31 SQPPVFPAAK QCPALEVTWP EVEVPLNGTL SLSCVACSRF PNFSILYWLG

101 NGSFIEHLPG RLWEGSTSRE RGSTGTQLCK ALVLEQLTPA LHSTNESCVL

131 VDPEQVVQRH VVLAQLWYVRS PRRGLQEQEE LCFHMWGGKG GLCQSSL

(SEQ ID NO:6)

Fig. 6E
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IL-18BPd; DNA

Length: 1360 June 19, 1998 14:55 Type: N Check: 8757 ..

! GCGGCCGCGT CGACCACGCA GCTAAACACA GCTAACTTGA GTCTTGGAGC

51 TCCTAAAGGG AAGCTTCTGG AAAGGAAGGC TCTTCAGGAC CTCTTAGGAG
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CCAAAGAAGA GGACGTTGTC ACAGATAAAG AGCCAGGCTC ACCAGCTCCT
GACGCATGCA TCATGACCAT GAGACACAAC TGGACACCAG ACCTCAGCCC
TTTGTGGGTC CTGCTCCTGT GTGCCCACGT CGTCACTCTC CTGGTCAGAG
CCACACCTGT CTCGCAGACC ACCACAGCTG CCACTGCCTC AGTTAGAAGC
ACAAAGGACC CCTGCCCCTC CCAGCCCCCA GTGTTCCCAG CAGCTAAGCA
GTGTCCAGCA TTGGAAGTGA CCTGGCCAGA GGTGGAAGTG CCACTGAATG
GAACGCTGAG CTTATCCTGT GTGGCCTGCA GCCGCTTCCC CAACTTCAGC
ATCCTCTACT GGCTGGGCAA TGGTTCCTTC ATTGAGCACC TCCCAGGCCG
ACTGTGGGAG GGGAGCACCA GCCGGGAACG TGGGAGCACA GGCTGGGCTG
AGGGCAACCT TGCCCCCCAC CCAAGAAGCC cTGCCCTCCA GCCACAGCAG
TCCACAGCAG CAGGGTTAAG ACTCAGCACA GGGCCAGCAG CAGCACAACC
TTGACCAGAG CTTGGGTCCT ACCTGTCTAC CTGGAGTGAA CAGTCCCTGA
CTGCCTGTAG GCTGCGTGGA TGCGCAACAC ACCCCCTCCT TCTCTGCTTT
GGGTCCCTTC TCTCACCAAA TTCAAaCTCC ATTCCCACCT ACCTAGAAAA
TCACAGCCTC CTTAT2ATGC CTCCTCCTCC TGCCATTCTC TCTCCACCTA
TCCATTAGCC TTCCTAACGT CCTACTCCTC ACACTGCTCT ACTGCTCAGA
AACCACCAAG ACTGTTGATG CCTTAGCCTT GCACTCCAGG GCCCTACCTG

CATTTCCCAC ATGACTTTCT GGAAGCCTCC CAACTATTCT TGCTTTTCCC

1001 AGACAGCTCC CACTCCCATG TCTCTGCTCA TTTAGTCCCG TCTTCCTCAC

1051 CGCCCCAGCA GGGGAACGCT CAAGCCTGGT TGAAATGCTG CCTCTTCAGT

1101 GAAGTCATCC TCTTTCAGCT CTGGCCGCAT TCTGCAGACT TCCTATCTTC

151 GTGCTGTATG TTTTTTITITT CCCCCTTCAC TCTAATGGAC TGTTCCAGGG

Fig. 7
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1201 AAGGGATGGG GGCAGCAGCT GCTTCGGATC CACACTGTAT CTGTGTCATC
1251 CCCACATGGG TCCTCATAAA GGATTATTCA ATGGAGGCAT CCTGACATCT
1301 GTCCATTTAG GCTTCAGTTC CACTCCCAGG AACTTTGCCT GTCCCACGAG
1351 GGAGTATGGG
(SEQ ID NO:7)
[L-18BPd, protein

Length: 161 June 5, 1998 13:40 Type: P Check: 2239 ..

| MRHNWTPDLS PLWVLLLCAH VVTLLVRATP VSQTTTAATA SYRSTKDPCP
51 SQPPVFPAAK QCPALEVTWP EVEVPLNGTL SLSCVACSRF PNFSILYWLG
101 NGSFIEHLPG RLWEGSTSRE RGSTGWAEGN LAPHPRSPAL QPQQSTAAGL

151 RLSTGPAAAQ P

(SEQ ID NO:8)

Fig. 7a
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HulL-18BP gene

Length: 7812 July 15, 1998 11:55 Type: N Check: 7058 ..

| GTCGACGGTA CCCCCGGGAA AGATTTAATA CGACTCACTA TAGGGCGGGA
51 CAGAATTGAT CTGTGAGAGA CTCATCTAGT TCATACCCTA GGTGACCCTG
10! GGGGTGGCAT GGGGGTAGAT TAGAGATCCC AGTCTGGTAT CCTCTGGAGA
151 GTAGGAGTCC CAGGAGCTGA AGGTTTCTGG CCACTGAACT TTGGCTAAAG
201 CAGAGGTGTC ACAGCTGCTC AAGATTCCCT GGTTAAAAAG TGAAAGTGAA
251 ATAGAGGGTC GGGGCAGTGC TTTCCCAGAA GGATTGCTCG GCATCCTGCC
301 CTTCCCAGAA GCAGCTCTGG TGCTGAAGAG AGCACTGCCT CCCTGTGTGA
351 CTGGGTGAGT CCATATTCTC TCTTTGGGTC TCAATTTTGC CTTCCCTAAT
401 GAAGGGGTAA GATTGGACTA GGTAAGCATC TTACAACCAT TTGTGGTCAT
451 GAGAGCTGGG GTGGGGAAGG ATTGTCACTT GACCCCCCCA GCTCTGTTTC
501 TAAGTGCTGA AAGAGCTCCA GGCTATGCTA CGGGAGGAGA AGCCAGCTAC

TGAGGAAAAG CCAGCTACTG AGAAAAAGCG GGAGTGGTTT ACCATTCTCC

ih
W
—_—

601 TCCCCCACCT TTCACCAGAG AAGAGGACGT TGTCACACAT AAAGAGCCAG
651 GCTCACCAGC TCCTGACGCA TGCATCATGA CCATGAGACA CAACTGGACA
701 CCAGGTAGGC CTTGGGGCTA CGCATGGGCA GGCGGGGTAG GGTGAGGTCT
751 ATGAACAGAA TGGAGCAATG GGCTAACCCG GAGCCTTCAC TCCAAGGCAA
801 ACCACCCAGC GCACCTGGTG CTGTTGCTTT AAGAACCTGG GCAGATATTG
851 TAGCTCTGGC TCCAGTCTAA AGCTTCTCTG TACTCTGTTC AATAAAGGGC

901 TAAGGGGTGG GTGCTGAGGG GTCCCTCTTC CCGCTCTGAT TCCCTGGCTA

951 GAACCCAGAC ATCTCTGGGC TGGAGTTACA TCCTTACCCG GGCAGCCCAC
1001 TCTGTCTCCA GAGCCGCTGA CCTGTAACTG TCCTTTCCTC AGACCTCAGC
1051 CCTTTGTGGG TCCTGCTCCT GTGTGCCCAC GTCGTCACTC TCCTGGTCAG
1101 AGCCACACCT GTCTCGCAGA CCACCACAGC TGCCACTGCC TCAGTTAGAA

1151 GCACAAAGGA CCCCTGCCCC TCCCAGCCCC CAGTGTTCCC AGCAGCTAAG

Fig. 8
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CAGTGTCCAG CATTGGAAGT GACCTGGCCA GAGGTGGAAG TGCCACTGAG
TAAGAAGCAC AGTGGTGGAG GGTGGGCTAT GGGCACAGAG GTTCCCAGGG
TCGGGTTGAC TCCTGAGCGC CAGTCCCCTT CTGCCCATGT ACCACCAGCT
GAGCCAGCTG GGCTGAGCAC GCACCATTCT CCCTCCCCAA CCCAGTGTCA
TGGGTGCAGG CTTGGCGCAG CTCCCAAGAT GCTCCCTATC AAATAGGACA
GAGAACTCAA GACATAAGTA ATGGTCACAG GACCTCCCAG AGCCTTGGTT
GCAGTGGACC CCAAGGCCAG CCCCTCCACC CAGAGCCTGC TGGCCTCTGG
CCATCTCAGA GGAGCAGCAG CCATCCAGCA CTGCCTCTGT CACCTGGGCT
CCCAAGTCAC CGAGGCTGGG CACTAGAAAA GGTCATCCTG AGGAGACAGG
TTCAGAAGAG GATTCATCAC GTGAACCAAG GACCATTCCT CACATTCCCC
GTGTTTAGGG CTAGGGCCTC TCGGAGACAA CTGCACTTCT GTAACGGACG
TTCCCACCTA GGTGGTGTGC AGAGCAGTTC TCTAGGTTCC AGATGCATGG
GGACTGGGGG GAGCTGGCAG AGAGGGCACA GCAGAGCAGG GTAGGGGAAG
GGCCTGCTCT TCTGAAGAGC TAACTGCTGC CTGTGTCCCT AGATGGAACG
CTGAGCTTAT CCTGTGTGGC CTGCAGCCGC TTCCCCAACT TCAGCATCCT
CTACTGGCTG GGCAATGGTT CCTTCATTGA GCACCTCCCA GGCCGACTGT
GGGAGGGGAG CACCAGGTGA GGGTCGCAGC AGCCAGGTGG GTGGGAAGGA
AGCCTTCTGC GGCCTTCTCA TGACCTTTCC TTCCCTTCCG CTCCAGCCGG
GAACGTGGGA GCACAGGTAC GCAGCTGTGC AAGGCCTTGG TGCTGGAGCA
GCTGACCCCT GCCCTGCACA GCACCAACTT CTCCTGTGTG CTCGTGGACC
CTGAACAGGT TGTCCAGCGT CACGTCGTCC TGGCCCAGCT CTGGGTGAGG
AGCCCAAGGA GAGGCCTCCA GGAACAGGAG GAGCTCTGCT TCCATATGTG
GGOAGGAAAG GGTGGGCTCT GCCAGAGCAG CCTGTGAACT AATGCCCAGC
ATTCCTCAAG GTCAGCCAGA CAAAAAGGAA CTTAGGTCTT GGGCAGAGGA
GGTGTAGCCT GGGGCAAAGT GATGAGATGT CCCTCCTTTC CTTGGCCTGA

TCCTTGTCTG CCTTCACTTC CCTAGGCTGG GCTGAGGGCA ACCTTGCCCC

Fig. 8A
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CCACCCAAGA AGCCCTGCCC TCCAGCCACA GCAGTCCACA GCAGCAGGGT
TAAGACTCAG CACAGGGCCA GCAGCAGCAC AACCTTGACC AGAGCTTGGG
TCCTACCTGT CTACCTGGAG TGAACAGTCC CTGACTGCCT GTAGGCTGCG
TGGATGCGCA ACACACCCCC TCCTTCTCTG CTTTGGGTCC CTTCTCTCAC
CAAATTCAAA CTCCATTCCC ACCTACCTAG AAAATCACAG CCTCCTTATA
ATGCCTCCTC CTCCTGCCAT TCTCTCTCCA CCTATCCATT AGCCTTCCTA
ACGTCCTACT CCTCACACTG CTCTACTGCT CAGAAACCAC CAAGACTGTT
GATGCCTTAG CCTTGCACTC CAGGGCCCTA CCTGCATTTC CCACATGACT
TTCTGGAAGC CTCCCAACTA TTCTTGCTTT TCCCAGACAG CTCCCACTCC
CATGTCTCTG CTCATTTAGT CCCGTCTTCC TCACCGCCCC AGCAGGGGAA
CGCTCAAGCC TGGTTGAAAT GCTGCCTCTT CAGTGAAGTC ATCCTCTTTC
AGCTCTGGCC GCATTCTGCA GACTTCCTAT CTTCGTGC'I"G TATGTTTTTT
TTTTCCCCCT TCACTCTAAT GGACTGTTCC AGGGAAGGGA TGGGGGCAGC
AGCTGCTTCG GATCCACACT GTATCTGTGT CATCCCCACA TGGGTCCTCA
TAAAGGATTA TTCAATGGAG GCATCCTGAC ATCTGTTCAT TTAGGCTTCA
GTTCCACTCC CAGGAACTTT GCCTGTCCCA CGAGGGAGTA TGGGAGAGAT
GGACTGCCAC ACAGAAGCTG AAGACAACAC CTGCTTCAGG GGAACACAGG
CGCTTGAAAA AGAAAAGAGA GAACAGCCCA TAATGCTCCC CGGGAGCAGA
GGCCACTAAT GGAGAGTGGG AAGAGCCTGG AAAGATGTGG CCTCAGGAAA
AGGGATGAGA CAAAGGAGGT GGTATGGAAG ACTCAGCAGG AACAAGGTAG
GCTTCAAAGA GCCTATATTC CTCTTTTTCC CACACCGATC AAGTCAACTC
AGTACTCACG GGAGAAAAAT AGACTTTATT TACAAGTAAT AACATTTAGA
AAAGATCCAT CCCCGGCCCT TAAAAACCTT CCCATCACTC CAAATCCCAC
CCCAGTGCAA GTCTGGGGAA GGTAGGGTGT GAGCTGCTGC TGAAGGCTGT
CCCCCAACCC CACTCCTGAG ACACAGGGCC CATCCGTCCT GGGAAAGAGC

ATCCTCTGGC AGGTGCTCCC ACCAGGTCAG ACCCAGTCCT GGACTTCAAG

Flg. 8B
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AGTGAGGGCC CCTGCTGGGC CCAGCCACCA GGACAGCAGG AACCAGGGCC
TACTCCTCTT ATGGTCCCTT CTAGATCCAG AGGCTAAGAG GAAGACTGGC
CAGGCCCAAG GACCCAGCCA TCAAAACCAG CCTCAAATCT GGTTGTGATG
GAGAAGTGAC TTTGCTTTAA GAAAAAAGGA GGCAAGGTAG GGAGAGCGCC
CACACTGTCC ATGCTCCAGG CCCCCTGGGC CAGCTCCGAG AAGGCGCCAG
TGAAGGACCA GGGACCAGGC CAGGGTGCGG GCAGGCATCA CTGTCTCTAG
GGGTTTGGCT ACTGTTGGCC TGGGAGCTGA GAGAAGGCAC TGAGAGGGAC
AGTAGGCGGA GGACCAGGTG ACGGCAGCAT CGGGGACACA GGTGGGGCCA
CTCACTGGTA CTGGCCCTTT AGTGCTTTGC CTGAAAGAGA CACAGTCACA
TGGCCAGATG AGAACTTOCG ATACTAGCCT GCACCCACTG GCTGGGAAGA
TCTCTTCCTG CTCCCACGCC CCTGTCTGGA TCCCCTCCCT TGTGAGCCCC
AGGGTTATCA GTTGCTGGCT GTGCCTGAGC AGCTCTGGGT GCTCTCCATG
AGAATGGGGC CATCTGTCTT CTCTCCTTGG AGAGGAGCTA CCAGGACAGG
GACACCTCTT ACCCCACACC CTCCAGCAGC CTGGCGTGGC CCCATCTTGG
ATGCTACTTG GTGGGGCGGT CTGGGGGGTG CCCATGCTCT CATCGGGTTT
CCCTCCCCCA TCCTGCCAGT GCCTCTACCT TGCCCTTGGC TCGAGGGGTG
GCACCAATGG CGGCAGCAGT GGCGGCGCTG GCTGTGGTGG TGGCAATGCG
CGGAGAACGG CGGGTTCCAC TGCGAGTGTT GGGGGAAGCC TTGGACAGGG
CCTTCTTTGA GGCTCCCCGC CGCAGAAGGC TGTTCCCTAG CTTCTTGGGT
GTGTTGAGGA TGCTCGAAGGC CATCGACTGG CGCCGGTCAG CCTGCAAGGA
AGGGCTGTCA GACCGGGAGA CCCAATGCTG CCTTCCCAGG CCAGCGTGCT
GTGCCACGCT GTACCAGCAA GGTCCCGCCA GGGCGTCGCT TCATCCCCCT
TCAGCCCCAG CCTCACCTGT TTAGTAGAAG CTGGAGCTGC TTTCTTCTGG
GCCTCAGTAG TGCTCTGTTT GCGCCCTTCA TGTCGGTCTC GGGGAGTCAT
GGGGCGTGGG AAACAGCTGG TGGCCTTCTT AGACTATGGA GAAGAGGACA

GTTAGGCAGA CAGTAGCAAG AGGAGTCACA TCTGAAGCCA GGTGTCTTGT

Fig. 8C
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5101 CCTCTCAGAG CTGAGTGGAC CTTGTAAGTC AACGTGCAAC CTGCTCCCCT
5151 TCCCAACTCT GGGCCAGATC CTTCCCTTCC CAACAGTTCC CATCCATGGG
5201 TCAGGCCCTT GGAGAGAGGG AAAGAGAGGG GGAAGTGAGG GAAGGAGAGA
35251 GAAGGCTCCC TTTAGTCCTT GGTGAGCTGG GCCTGACCTG AGCACAGTGC
5301 TGGAGTAACA CCCAGGAGCC ACCGCGCCTA CCTCAGGAGT TCCAGGGCCC
5351 TGGTGGGGCT CTAGGGAGAC CCGTTTGCGC TGCTGCCGGG TGGTGATGCC
5401 AGTGCCCTCG GCTATCTGGA TTGGCTGCAT GCTGGCTCGG CGCAGGGTCT
5451 CTTGGGGGTC TCCAGTTTTC ATCTCCTCAT CTGTGATGGT GCCCAGGCTC
5501 AGGGAAGGCT GCATGGGTGG AAGAGGTGGT CAGTGGACCA TAGCTGTATG
5551 GAGATGGAGG AGGACCTGGG GCTGTTCCAG AACTCTACAC TCGCCCTGACA
5601 CTTATGGTCG GGACCCTTCC TGCCTACGAG GTAGAAAGAC ACAAGCCTCC
5651 TTTCCTGTTC TGCTTTCTAC CTAAGCCCTG GGCAAATGGC ACAAGCAGTG
5701 CAGTCCTGAC CAGATTCCTC TCTGAGCTCC TGCCTACCCC CAGGGACTTC
$§751 ACCCCTGAGT GCCCTCCAGC TGTCTGTTCC ACCTGGAACA TGAGAAGGTC
5801 ACCCCTTCCC CTCTTCGGCC AGTCAGTGAT CCAGGGCCCT AGTGCTCAGG
5851 CTAGATCAGC AGGTGGGATT CCAAGGAAGG GCAGGGATGG GAGGCCCTGC
5901 ACAGTGACCC CAGGCCTCAC CCTGGACTCC AGGGATAGCA GGTCTTCAGA
5951 TGTGGGGGGC ACACTCGATT GCGCTGCTGC AGCTCTGCAA TGCGGTTCCA
6001 GTCATCCAGC TGCTCAGGCT CATCCTGGCA AGTGCCCATG TAGAAGCTGT
6051 TCCTTCCTGT GGAAGGCAGG GAAGTGGGAA CAAATGAGCC TGGAGTCGGC
6101 AGGTCACCTC CTGGCCCTGG CATCTTGCCA GCCTTTGCTG CCACCTACCC
6151 CATAAACTTG AAGCCCGGCA CACCAGTCTG ATTCAGTGCC GCAGGTGCAG
6201 GAGTACGGCA CACAGACTAT TTCTATCCTA GGGGCTTGCT CACCACCTTC
6251 TCCCTGGAGA GGGCAGAAGA GGTCACACGC AGAGACTGCT ACTACATCTT
6301 ATTCACCTGC CAAGGCTTGG TGGCCAACAC CCAGAGGAAC AAATTAAGGA

6351 CCGGGAATTA ATTCCCAGGG GCTCCCTGGT GCCCAAAGGA CAAGAGCTTC

Fig. 8D
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CZ 300818 B6

CAAGAAGAGT CTGGCCAGCC TGGCCTTTCC AGCAGCCCAT CACCGCCTGA
GAAGGGCATG GAGGACTCCC CACAGCTAAG TGTCACAATT GTGCTGGGAA
TCCCGGGCCC TTAACTCTGG CTAAGAGTGC CCCCAACACA GCCAGCCCCT
AGATGGGCAG GTAAGGAAGG CUCTGAGGTT CCAGGAAGGA GGGGCAGGTG
GAGCTGGATG GTAGCAAGGA GGCCAGCCTT GGATTTTTAA AAAGCTTTCC
TCTTTTCCCT GTGCCACGAT CCACCTTCCA GTCTAATTTT GGGGTATAGT
AAGTCCCTGT AGTCCCCTCA CCTGGAGGGG CCCCACTGGA CACCCCGGCC
TGGGAACGAC GAGCAGAACT GCGAGTGGTG GGGCGGTAGC CAGGCAAGCT
GAGCAGGGCT GAGTTGCCAT AATCGGGAGA ACCCAGGCGA GCTAGAGACT
GAGTAGAGGA GGTGGCTCGC AGGCTAGCCT GGGAAGCAGG AGCAGACCGC
GTGCTGTAGA ACGATGAGTT GGCGCTGTCT GGCTCTTCCA CATCTAGCTT
CTGGAAGACA GAGTGAATCT GTTGCAGTGT ACAGTCCCTG GCACTGTACA
GAAGCTTCCC ATTCCCTTCC GAAGCCCTCA GATCCCACGG CACATCCATG
TATTCCCAAC TGCTTTGCAA AGGTCCTTAA AGTGTGTGTC TGCAAGAAAT
GOGGCCTTGTC GACAGAAGCC CTCACAAGGT GGTGCTGATG TTGTCAAGAC
TCTTCTACGC ATTTTTTTCA TGGAGTCTAT TCATAATGCT TTGAGGTAGG
GAATGCAGAG TGTTTATCGG CCCATTTTGG AGATGAAGTG CAAAGAAATA
AAGTGACTAG CCCCAAATCA CACTGCTAGG AAGTATCAGA GCTGGGGCTA
GGCCCCATGT CTCCTGACTA GTCAGGCTCA TCCCACAGCC TCTGCTGTCC
CTCAGTCCAA ACTTCCAGGG CCCTTACCAT GTTCCAGAAC TTCCCCCAAC
TTCTTGGTAG CAGGGGGCAC CCTAAACACA CAGGTCCCCC CTGCTGTACC
AGGGGCCCCC TCTCCCCTCC TCCCAAACCT CCCCTTCAAG ATGTGGAAAC
AAAGGCAAGG GCCTGCAGCC TGTCAGGCAG TCCACTGGGC AGCAACAATG
CCTCTCAGCT GCATGGGGCA TGCTGGGAGG CACAGGATGG GCTGCAGCTT
CGCCACGTTC TCTCCCTTCA CCCTGCACAG GCTCAGTGCT ACGCATGGAG

AGAATGCTAG CCTTAGTCAG GAGGCAGGGA TCTAATCCTA GCCCTGCCTT

Fig. 8E
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VL JUUOL0 DU

7701 TTTCTTCAGA AGTGCCCTTA ACCAAGTCAC TGCCCTTTTT AAGACCTCTC
7751 AGCTTTCCCA CTGTAACATG GACTGGCTGC TCATCCCTCC CTGCTCCTGA

7801 CTGAGTGCCC AG

(SEQ ID NO:9)

Pig. &F
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