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Interleukin-18 bindingsproteiner som er i stand til &
binde IL-18 og/eller modulere og/eller blokkere IL-18-
aktivitet er fremskaffet. Fremgangsmaéter ved deres
isolasjon og rekombinant produksjon, DNAer kodende
dem, vektorer uttrykkende dem, vektorer nyttig ved
deres ekspresjon i mennesker og andre pattedyr,
antistoffer mot dem er ogséa fremskaffet.
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Foreliggende oppfinnelse vedrgrer et interleukin-18 bind-
ende protein, heretter kalt IL-18PB av den type som er
nevnt i krav 1’s karakteriserende del og som er i stand til
4 binde IL-18. Mer spesielt vedrgrer foreliggende oppfinn-
else en opplegselig IL-18PB som finnes i kroppsvasker, en
oppleselig IL-18PB som fremskaffes ved ekspresjon av egnede
DNA-vektorer som angitt i krav 11 i vertsceller, vektorer
som angitt i krav 19 som uttrykker de ulike IL-18BP, samt
vektorer nyttige for ekspresjon av IL-18BP hos mennesker og
andre pattedyr, til antistoffer som angitt i krav 27 mot
IL-18-BP, en terapeutisk anvendelse av nevnte ekspresjons-
vektorer til fremstilling av medikamenter i modulering
og/eller blokkering av IL-18 aktivitet og ved anvendelse av
antistoffene som angitt i krav 36-49 samt til genterapi som
angitt i krav 50.

BAKGRUNN FOR OPPFINNELSEN

I 1989 ble det beskrevet en endotoksintilfegrt serumaktivi-
tet som tilferte interferon-y (IFN-7vy) funnet i miltcellene
hos en mus (27). Denne serumaktivitet fungerte ikke som en
direkte tilferer av IFN-Y, men derimot som et medstimule-
rende middel sammen med IL-2 eller mitogener. Et forsek pa
& rense aktiviteten ved post-endotoksinserumet fra mus av-
slgrte et tilsynelatende homogent 50-55 kDa protein (26).
Siden andre cytokiner kan opptre som medstimulanter ved
fremstilling av IFN-Yy, ble det mislykte forsegk med & neoy-
tralisere antistoffer til IL-1, IL-4, Il-5, IL-6 eller TNF
for & ngytralisere serumaktiviteten foresldtt til en dis-
tinkt faktor. I 1995 demonstrerte samme forskere at den en-
dotoksintilfgrte medstimulant for IFN-y fremstilling var a
finne 1 ekstrakter av lever fra mus forbehandlet med P.-ak-
ner (31). I denne modell utvides populasjonen av lever-mak-
rofag (Kupffer-celler) og i disse mus blir en lav dose bak-
teriell lipopolysakkarid, som i ikke-forbehandlede mus ikke
er dgdelig. Faktoren, kalt IFN-y -tilfgrende faktor (IGIF)
og senere designert interleukin-18 (IL-18) ble renset til
homogenitet fra 1.200 gram av P.aknebehandlet muselever.
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Degenererte oligonukleotider avledet fra aminosyresekvenser
av renset IL-18 ble anvendt til kloning av et murint IL-18
CcDNA (31). IL-18 er et 18-19 kDa protein av 157 aminosyrer,
som ikke har noen innlysende likheter med noe annet peptid
i databasene. Messenger-RNA for IL-18 og interleukin-12
(IL-12) oppdages enkelt i Kupffer-celler og i aktiverte
makrofag. Rekombinant IL-18 induserer IFN-gamma kraftigere
enn IL-12, antakelig gjennom en separat reaksjonsvei (31).
I likhet med den endotoksininduserte serumaktivitet induse-
rer ikke IL-18 IFN-y av seg selv, men virker prim&rt som en
medstimulant med mitogener eller IL-2. IL-18 forbedrer T-
celleformering, antakelig gjennom en IL-2-avhengig reak-
sjonsvel, og forbedrer Thl sytokinproduksjon in vitro og
utegver synerisme ndr kombinert med IL-12 i forbindelse med
forbedret fremstilling av IFN-y. Ngytraliserende antistoff
til muse IL-18 viste seg & hindre dedelighet av lave doser
LPS i P.akne forbehandlede mus. Andre hadde rapportert wvik-
tigheten av IFN-y som et bindeledd for LPS-dgdelighet 1
forbehandlede mus. For eksempel beskyttet ngytralisering av
anti-IFN-y antistoffer mus mot Shwartzman-liknende sjokk
(16), og galaktosaminbehandlede mus mangelfulle i IFN-y
reseptor ble motstandsdyktige mot LPS-indusert ded (7). Vi-
dere var det ikke uventet at negytralisering av antistoff
til murint IL-18 beskyttet P.akne-forbehandlede mus mot de-
delig LPS (31). Antimurint IL-18-behandling beskyttet ogsa
overlevende mus mot alvorlig hepatisk cytoforgiftning. Et-
ter at murinformen ble klonet, ble den menneskelige cDNA-
sekvens for IL-18 rapportert i 1996 (38). Rekombinant men-
neskelig IL-18 utgver naturlig IL-18 aktivitet (38). Men-
neskelig rekombinant IL-18 er uten direkte IFN-y-induse-
rende aktivitet i menneskelige T-celler, men opptrer som en
medstimulant for fremstilling av IFN-y og andre T-hjelpe-
celle-1 (Thl) cytokiner (38). Til dags dato er IL-18 pri-
mert sett pd som en medstimulant for Thl cytokinfremstil-
ling (IFN-vy, IL-2 og granulocytmakrofag kolonistimulerende
faktor) (20) samt en medstimulant for FAS ligandmediert cy-
toforgiftning av murine naturlige drapscellekloninger (37).
Ved kloning av IL-18 fra affekterte vev og ved studering av
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IL-18 genekspresjon, ble det funnet ner assosiasjon av
disse cytokiner med en autoimmun sykdom. Den magre diabe-
tiske (NOD) mus utvikler spontant autoimmun insulitt og di-
abetes, som kan akselereres og synkroniseres med en enkelt
injeksjon av cyklofosfamid. IL-18 mRNA ble demonstrert ved
revers transkriptase-PCR i NOD-musens bukspyttkjertel under
en tidlig fase av insulitt. Niva av IL-18 mRNA gkte hurtig
etter cyklofosfamidbehandling og fortsatte i en @kning av
IFN-y mRNA, og fglgelig diabetes. Det er interessant at
disse kinetikker etterligner den som i IL-12-p40 mRNA, re-
sulterende i1 en nar korrelasjon med individuelle mRNA-ni-
vder. Kloning av IL-18 cDNA fra bukspyttkjertel-RNA fulgt
av en sekvensering avslgrte identitet med IL-18-sekvensen
klonet fra Kuppfer-celler og in vivo foraktiverte makrofag.
Ogsa makrofag fra NOD-mus reagerte pad cyklofosfamid med IL-
18 genekspresjon, mens makrofag fra Balb/c-mus parallellt
behandlet ikke reagerte. Derfor er IL-18-ekspresjon abnor-
malt regulert i autoimmune NOD-mus og n&rt assosiert med
utvikling av diabetes (32). IL-18 spiller en viktig rolle i
immunoregulering eller i betennelse ved forsterkning av den
funksjonelle aktivitet til Fas-ligand p& Thl-celler (10).
IL-18 er ogsa uttrykt i binyremargen og kan derfor vare en
skjult nevroimmunmodulator, som spiller en viktig rolle i
fgringen av immunsystemet som fglger en pakjennende opp-
levelse (9). In vivo er IL-18 dannet ved spalting av pro-
IL-18, og dets endogene aktivitet ser ut til & telle som
IFN-y-fremstilling i P.akner og LPS-mediert degdelighet. P&
grunn av dets aktivitet, er blokkering av biologisk aktivi-
tet av IL-18 ved humane sykdommer en terapeutisk strategi
ved mange sykdommer. Dette kan oppnas ved anvendelse av
opplwselige reseptorer eller blokkering av antistoff til
den cellebundne IL-18-reseptor. Cytokinbindende proteiner
(oppleselige cytokinreseptorer) korresponderer med de eks-
tracellulare domener av ligandbinding i deres respektive
celleoverflatecytokinreseptorer. De stammer enten fra al-
ternativ spleising av et pre-mRNA, vanlig med celleoverfla-
tereseptor, eller fra proteolytisk spalting av celleover-
flatereseptoren. Slike opplesselige reseptorer har blitt
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beskrevet fgr, inkluderende blant andre opplgselige resep-
torer av IL-6 og IFN-y (30), TNF (11, 12), IL-1 og IL-4
(21), IFN-a/P(28, 29) og andre. Et cytokinbindende protein,
kalt osteoprotegerin (OPG, ogsd kjent som osteoklasthem-
mende faktor-OCIF), et medlem av TNFR/Fas-familien, ser ut
til & vaere det forste eksempel pad en opplgselig reseptor
som eksisterer kun som et skijult protein (1, 34, 39).

SAMMENDRAG AV OPPFINNELSEN

Foreliggende oppfinnelse frembringer IL-18-bindende prote-
iner som angitt i krav 1 og viralt kodede IL-18BP-homologer
(heretter viralt IL-18BP) og sammensmeltede proteiner, mu-
teiner, funksjonelle derivater, aktive fragmenter og sirku-
lert premuterte derivater derav, i stand til & binde seg
til IL-18. De aktuelle proteiner kan fremstilles ved isole-
ring av IL-18BP fra humane fluider, eller fra rekombinante
midler. Oppfinnelsen fremskaffer ogsad ekspresjonvektorer av
IL-18BP, egnede for ekspresjon av IL-18BP hos mennesket og
andre pattedyr. Spesifikke IL-18BP, viralt kodede IL-18BP-
homologer, fusjonsproteiner, muteiner, funksjonelle deri-
vater, aktive fragmenter og sirkulere derivater derav er
nyttige for modulering og/eller blokkering av de biologiske
aktiviteter av IL-18. Reproduserbare ekspresjonsvektorer
inneholdende DNA egnede til ekspresjon av de ulike IL-18BP
i vertsceller, vertsceller omdannet hermed og proteiner og
polypeptider fremstilt ved ekspresjon av slike vertsceller
er ogsd fremskaffet. Oppfinnelsen tilveieskaffer videre
farmasgytiske sammensetninger som angitt i krav 34 og 35
bestdende av egnede midler og IL-18BP, eller virale IL-
18BP, eller vektorer for uttrykking av samme hos mennesker
og andre pattedyr for behandling av sykdommer eller til-
stander som krever modulering eller blokkering av IL-18-
aktivitet. Oppfinnelsen skaffer videre til veie antistoffer
mot IL-18BP og de virale IL-18BP, egnede for affinitets-

rensing og immunoprgving av samme.
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BESKRIVELSE AV FIGURENE

Figur 1 viser SDS-PAGE (natriumdodecylsulfatpolyakrylamid-
gelelektroforese) av ligandaffinitetsrensede IL-18-bind-
ende proteiner. Raurinproteiner (konsentrert ved ultrafil-
trering av 500 1 normal human urin) ble lagret i en IL-18-
agarosekolonne. Kolonnen ble vasket og bundne proteiner ble
vasket ut ved 2,2 pH. Utvaskede fraksjoner ble ngytralisert
og aliquoter ble analysert med SDS-PAGE (10% akrylamid) un-—
der ikke-reduserende forhold og sglvfarging. Feltene er: 1l:
raurinproteiner (1,5 pg, lastet pa gelen); 2-9: elu-sjoner
1-8, respektive, fra IL-18-agarosekolonnen; 10: molekylere
vektmarkgrer, i kD, som indikert pa hsyre side. En pil in-
dikerer bandet som korresponderer med IL-18BP.

Figur 2 viser et audiogram av SDS-PAGE (7,5% akrylamid) av
komplekser best&ende av ?*I-IL-18 (angivelig molekylvekt
19kD), kryssbundet til fglgende fremstillinger av opplgs-
elig IL-18-bindende protein: felt 1l: wvask av IL-18-affi-
nitetsspaltingen. Felt 2: Elusjon 2 av IL-18-affinitets-
spaltingen. Felt 3: Elusjon 3 av IL-18-affinitetsspal-
tingen. molekyl@re vektmarkerer er indikert pd heyre side
(i kD). En pil indikerer det kryssbundne produkt (58kD).

Figur 3 viser hindring av IL-18-indusert fremstilling av
IFN-y ved IL-18BP. (A)-musmegali ble stimulert (24 t, 37°C)
med de indikerte kombinasjoner av LPS (lpg/ml) og humant
IL-18 (5 ng/ml) tilfgrt enten direkte eller etter forblan-
ding (1 t, 37°C) med urin-IL-18BP. Nivaet av mus-IFN-y i
kulturen ble anslatt etter 24 t. (B)-musmegali ble inkubert
(24 t) med LPS (lpg/ml) sammen med murint IL.18 (10ng/ml)
forblandet (1 t, 37°C) med gkende konsentrasjoner av humant
IL-18BP. (C) mus-megali ble inkubert (24 t) med LPS
(10pg/ml) sammen med gkende konsentrasjoner av humant IL-
18BP. (D) musmegali ble inkubert (24 t) med TNF-a (20 ng/ml)
og huIL-18 (25 ng/ml), tilfgrt enten alene, eller etter
forblanding (1 t, 37°C) med urin-IL-18BP.
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Figur 4 viser sekvensen av humant IL-18Bpa-cDNA og protein.
Signalpeptid er understreket.

Figur 5 viser sekvensen av humant IL-18Bpb-c¢DNA og protein.

Signalpeptid er understreket.

Figur 6 viser sekvensen av humant IL-18Bpc-cDNA og protein.

Signalpeptid er understreket.

Figur 7 viser sekvensen av humant IL-18Bpd-cDNA og protein.
Signalpeptid er understreket.

Figur 8 viser sekvensen av humant IL-18BP-gen. Sekvensen av
en human genomisk kloning (7,1 kb) ble anslatt og sammen-
liknet med den av ulike cDNA-kloninger isolert fra 3 cDNA-
biblioteker. Den vanlige translasjon-startkodon er nukleo-
tider 683-685. NuMal-genet er lokalisert ved den negative
kjede, fra nukleotid 3578 til slutten.

Figur 9 viser effekten av rekombinant IL-18BP pa IL-18-ak-
tivitet hos mennesker og mus. Hisg—merket IL-18BPa ble
transient uttrykt i COS7-celler og renset. (A) humant IL-18
(5 ng/ml) ble forblandet med enten His¢-merket IL-18BPa el-
ler RPMI og tilfert til miltceller hos mus sammen med LPS (
1 pg/ml). IFN-y -fremstillingen ble mdlt etter 24 t. (B)
IL-18 fra mus ble forblandet med enten Hisg-merket IL-18BPa
eller RPMI og tilfert til miltceller hos mus sammen med LPS
( 1 pug/ml). IFN-y-fremstillingen ble mdlt etter 24 t. (C)
humant IL-18 (25 ng/ml) ble forblandet med enten COS7-IL-
18BPa eller RPMI og tilfgrt til humant PBMC ved nervar av
IL-12 (10 ng/ml). (D) humant IL-18 (25 ng/ml) ble forblan-
det med enten COS7-IL-18BPa eller RPMI og tilfgrt til hu-

mane KG-l-celler ved nzrver av TNF-a (20 ng/ml).

DETALJERT BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN

Foreliggende oppfinnelse vedrgrer ulike IL-18BP og virale
IL-18BP som binder seg til IL-18. Slike IL-18BP kan v&re i
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stand til & modulere og/eller blokkere de biologiske akti-
viteter hos IL-18. Begrepet ”IL-18BP og virale IL-18BP”
inkluderer det mature protein (uten signalsekvensen), pro-
teinet omfattende signalsekvenser, muteiner av IL-18BP og
virale IL-18BP, derivater av IL-18BP og virale IL-18BP og
avkortede former av IL-18BP og virale IL-18BP og salter
derav. Oppfinnelsen vedrgrer ogsa reproduserbare ekspre-
sjonsmidler, egnede for ekspresjon av ulike IL-18BP eller
virale IL-18BP i vertceller og vertbakterier. Oppfinnelsen
vedrorer ogsa ekspresjonsvektorer, egnede for ekspresjon av
ulike IL-18BP eller virale IL-18BP hos mennesker og andre
pattedyr. Oppfinnelsen vedrgrer ogsa DNA som koder for
ulike IL-18BP, virale IL-18BP, muteiner, fusjonsproteiner,
funksijonelle derivater, aktive fraksjoner og blandinger
derav. Nevnte DNA kan vare et genomisk DNA, et cDNA, et
syntetisk DNA, et PCR-produkt eller kombinasjoner derav.
Disse DNAer kan settes inn i reproduserbare ekspresjons-
midler for ekspresjon av ulike IL-18BP eller virale IL-18BP
i vertceller. DNAer som er i stand til & overfgres til
ovennevnte DNAer under stringente betingelser og kodende
proteiner eller polypeptider som ogsa er i stand til a
binde IL-18 kan ogsa anvendes. Et slikt DNA koder et IL-
18BP inkludert aminosyresekvensen av Sekvens-ID nr.10 og
forsynt med en stoppkodon ved sin 3’ ende. Ekspresjonsvek-
torene, egnede for ekspresjon av ulike IL-18BP eller virale
IL-18BP i mennesker og andre pattedyr, dvs. for genterapi,
kan vare virale vektorer eller andre typer vektorer hvor et
IL-18BP-gen eller et IL-18BP-cDNA eller et DNA kodende et
viralt IL-18BP ble innsatt pa en mate som muliggjer effek-
tiv ekspresjon av et IL-18BP eller virale IL-18BP i mennes-—
ker og andre pattedyr. DNA-molekyler som overfgres til
ovennevnte DNAer under stringente betingelser og kodende
proteiner og polypeptider som er i stand til & binde IL-18
er ogsa anvendbare. Isolasjon av IL-18BP kan utfgres i sam-
svar med oppfinnelsen, f.eks. ved passering av et humant
fluid, sa som urin eller serum, gjennom en kromatografisk
kolonne hvor IL-18 bindes, og deretter vasker ut det bundne
IL-18BP. De ulike IL-18BP og virale 18BP kan ogsa fremstil-
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les ved rekombinante midler, dvs. ved & uttrykke IL-18BP i
en egnet vert, etter operativt & knytte forsterkere, eks-
presjonsforbedrere, regulatorsekvenser osv., egnede for den
spesielt benyttede vert som f.eks. tillater ekspresjon i
den korrekte orientering. De ulike IL-18BP og de virale IL-
18BP og vektorer for uttrykking av IL-18BP hos mennesker og
andre pattedyr kan anvendes ved behandling og lindring av
lidelser assosiert med eksogent administrert eller endogent
produsert IL-18. Slike forhold er f.eks. autoimmune sykdom-
mer, type I diabetes, revmatoid artritt, implantasjonsut-
stegting, inflammatorisk tarmsykdom, sarbetennelse, multip-
pel sklerose, iskemiske hjertesykdommer (inkludert hijerte-
infarkt), iskemisk hjerneskade, kronisk hepatitt, psoria-
sis, kronisk betennelse 1 bukspyttkjertel, akutt betennelse
i bukspyttkijertel og liknende. I fglge foreliggende oppfin-
nelse ble IL-18BP isocolert fra normal human urin ved et kro-
matografisk trinn. En fremstilling av ra humane urinprotei-
ner konsentrert fra 500 1 normal human urin ble lagret i en
kolonne omfattende human IL-18 bundet til agarose. Kolonnen
ble vasket og bundet protein ble eluert ved lav pH. Eluerte
fraksjoner ble ngytralisert og aliquoter ble analysert ved
SDS-PAGE (10% akrylamid) under ikke-reduserende forhold og
sglvfarging. Et proteinband pa& ~40kD ble spesifikt utvunnet
fra de eluerte fraksjoner (figur 1). Proteinet pa ~40kD ut-
vunnet i fgrste trinn ble identifisert som et IL-18 binden-
de protein ved dets egenskap til & spesifikt kryssbinde med
12571-TL-18 (figur 2). Proteinet pd ~40kD ble videre karakte-
risert ved N-terminal proteinsekvensanalyse. Aliquoter fra
det eluerte protein ble utsatt for SDS-PAGE, elektroover-
fgrt til en PVDF membran og utsatt for proteinmikrosekvens-
analyse. I begge tilfeller ble to polypeptidsekvenser fun-
net. En stgrre sekvens og en mindre sekvens, den sistnevnte
korresponderende med et fragment av human defensin (akse-
sjonsnummer pll1398), begynnende pad aminosyre 65. Subtrak-
sjon av den kjente defensinsekvens fremskaffet fglgende

sekvens:
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T-P-V-5-0-Q0-x-x-x-A-A-A
1...5....10..

Hvor x representerer en ennd ubestemt aminosyre. For a ut-
vinne en lenger og mer presis sekvens og for & identi-fi-
sere potensielle cystinresiduer, ble en aliquot av den
eluerte fraksjon redusert med DTT under denaturerende for-
hold, reagert med 4-vinylpyridin, avsaltet ved en anordning
for mikro-ultrafiltrering (”"Ultrafree, cutoff 10.000 Da,
Millipore”) og utsatt for protein mikrosekvensanalyse. Et-
ter sekvensering av syklus 1 ble restproteinet reagert med
o-ftalaldehyd for & blokkere alle N.terminalpolypeptider
bortsett fra Pro og seckvenseringen var sd& gjenopptatt. P&
denne madten ble felgende enkle proteinsekvens utvunnet:

TPVSQXXXAA XASVRSTKDP CPSQPPVEFPA AKQCPALEVT

1 10 20 30 40

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

Den resulterende sekvens er signifikant annerledes fra en-
hvert annet protein, som fastslatt ved sgk i protein data-
baser. Imidlertid, ved & swske 1 databasen til The Institute
of Genomic Research (TIGR) ved ”tblastn” sgkerprogram ble
det fremskaffet en cDNA-fil, betegnet THC 123801, hvis apne
leseramme (218 kodoner) ndr oversatt, og som inneholder en
sekvens som er svart homolog til den fra N-terminal-sekven-
sen til IL-18BP. Homologien er som vist:

1 .......TPVSQXXXAAXASVRSTKDPCPSQPPVFPAAKQCPALEVT... 40

I NEERRE AR RN R NRRREE RN
51 VTLLVRATXVXQTTTAATASVRSTKDPCPSQPPVFPAAKQCPALEVTWPE 10(

(den gvre sekvens (1-40) tilhgrer IL-18BP isolert i fglge
oppfinnelsen; den nedre sekvens (51-100) er utledet ved
translasjon av cDNA fra TIGR-filen THC123801). Denne cDNA-
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sekvens identifisert ved THC123801 er imidlertid kun en
"EST” (expressed sequence tag), dvs. en tilfeldig utvalgt
cDNA-kloning. Det har ikke blitt analysert hvorvidt denne
EST inneholder en apen leseramme, hvorvidt et protein er
uttrykt fra genet korresponderende til EST eller fra EST i
seg selv. Det har heller ikke blitt identifisert noen funk-
sjon 1lik et protein kodet med THC123801. Ingen informasjon
var tilgjengelig som tyder pad at THC123801 inneholder en
apen leserammekoding for et IL-18BP. Det affinitetsrensede
urin-IL-18BP gjenvant egenskapen til & binde dets merkede
ligand ('*°I-IL-18), og fwlgende kovalente kryssbinding, et
kompleks med molekylaer vekt pa 58 kD ble dannet. Moleky-
lervekten til disse komplekser korresponderte til et 1:1
forhold av ~40kD IL-18BP og 19kD IL-18 (figur 2). Det affi-
nitetsrensede urin-IL-18BP blokkerte den biologiske akti-
vitet ved humant sa vel som mus-IL-18. For nar IL-18BP ble
tilfert til IL-18 hos enten menneske eller mus, blokkerte
det evnen til IL-18 & indusere produksjonen av interferon-y
nar det ble fgrt sammen med lipopolysakkarid (LPS) til kul-
turer i miltceller hos mus (figur 3). For hensikten ved fo-
religgende beskrivelse refererer uttrykket “biologisk akti-
vitet hos IL-18" inter alia til minst en av fglgende biolo-
giske egenskaper:

(1) induksjon av IFN-y, primzt som en medstimulant
med mitogener, IL-1, IL-12, TNF-qo, LPS i ulike
celletyper, sa som mononuklezre celler, murine
splenocytter, humane periferale blodmononukleare
celler, den humane KG-l-celletrad og T-celler,

(ii) forbedring av T-celle-formeringen,

(iii) forbedring av Th-1 cytokinproduksjon in vitro,

primert som en medstimulant,

(iv) synergisme med IL-12 med henblikk pa forbedret

IFN-y -produksjon, medstimulerende handling for
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produksjon av IFN-y og andre T-hjelpecelle-1 cy-

tokiner,

(v) medstimulerende handling for FAS ligand-mediert
cytoforgiftning av murine naturlige dapcelle-klo-

ninger,

(vi) induksjon av aktiviseringen av NF-kB i humane KG-
l-celler, angivelig ved & indusere formasjonen av
50 NF-kB-homodimer og p65/p50 NF-kB heterodimer,

(vii) induksjon av IL-8.

Som anvendt her brukes uttrykket ” & binde seg til IL-18"
om evnen IL-18BP har til & binde IL-18, f.eks. som bevist
ved dets binding til merkede IL-18 nar affinitetsrenset som
i eksempel 2. Som anvendt her brukes uttrykket "3 modulere
aktiviteten hos IL-18” om evnen IL-18BP har til & modulere
enhver IL-18-aktivitet utenom blokkering, f.eks. delvis
hindring, forbedring og liknende. Som anvendt her refererer
uttrykket ” & blokkere aktiviteten hos IL-18” til aktivi-
teten hos IL-18BP som blokkerer minst en av de ovennevnte
biologiske aktiviteter hos IL-18. Den IL-18-blokkerende ak-
tivitet eksemplifiseres ved evnen IL-18BP har til & blokk-
ere IL-18-assosiert IFN-y-ekspresjon 1 murine splenocytter.
Som vist mer detaljert nedenfor fordrsakes moduleringen el-
ler blokkeringsaktiviteten hos IL-18 delvis av det faktum
av IL-18BP hindrer aktiveringen av NF-«kB ved IL-18. Videre
blokkerer IL-18BP minst en av de fglgende akti-viteter hos
IL-18, nemlig induksjon av IFN-y 1 celler hos menneske og
mus, induksjon av IL-8 og aktivering av NF-kB. En DNA-prgve
for & undersgke cDNA biblioteker ble fremstilt ved revers-
transkripsjon PCR med spesifikke sense- og antisense pri-
mere og RNA fra de humane Jurkat T-celler med primere fra
TIGR-sekvensen. Det resulterende PCR-produkt ble bekreftet
av DNA sekvensanalyse. Dette PRC-produkt ble merket med
2[P] og anvendt som en prove for undersokelse av fire hu-

mane cDNA biblioteker avledet fra perifere blodmonocytter,
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fra Jurkat T-cellelinjen, fra PBMC og fra human milt. De
ulike uavhengige cDNA-kloninger korresponderte med fire IL-
18BP spleisevarianter (Sekvens-ID nr. 1, 3, 5 og 7). Alle
spleisevarianter kodet for forsegksvist opplegselige skjulte
proteiner. Den mest fremtredende (IL-18BPa) hadde en apen
leseramme pa& 192 kodoner, koding for et signalpeptid som
her av og til omtales som en ”“ledersekvens” pa 28 amino-
syrerester fulgt av et modent forseksvist IL-18BPa, hvis 40
forste residuer passet perfekt med N-terminal proteinsek-
vensen fra urin-18PB (sekvens-ID nr.2). Posisjonering av
cystinrester foreslo at dette polypeptid hgrer til immu-
noglobulin-(Ig) -superfamilien. Hvert av de fire Gln-resi-
duer innen modent IL-18BPa var et potensielt N-glykosyla-
sjonssted. De tre andre varianter av IL-18BP var mindre
fremtredende enn IL-18BPa. De inkluderte en kortere 1 kb
IL-18BPb-cDNA, koding for et signalpeptid av 28 aminosyre-
residuer fulgt av et modent protein av 85 aminosyreresiduer
(sekvens-ID nr.4). En tredje variant, IL-18BPc ble repre-
sentert av et 2,3 kb c¢cDNA, koding for et signalpeptid av 28
aminosyreresiduer fulgt av et modent IL-18BP av 169 amino-
syrerester (sekvens-ID nr.6). Den fjerde variant, IL-18BPd,
kodet for et signalpeptid av 28 aminosyreresiduer fulgt av
et modent IL-18BP av 133 aminosyreresiduer (sekvens-ID nr.
8) . For videre a studere den mulige eksistens av ytterlig-
ere IL-18BP spleisevarianter, ble et humant genomisk bib-
liotek silt med en prove korresponderende til full lengde
IL-18BP-cDNA. Fem genomiske kloner, ulike av lengde ble
identifisert i1 dette bibliotek. Klonene ble utsatt for DNA-
sekvensanalyse med eksterne og interne primere. Tilsammen
ble en 7,8 kb sekvens sammenfgyet fra disse klonene (sek-
vens—-ID nr.9). Ingen eksonkoding for en transmembranresep-
tor (TM) ble identifisert innen sekvensen pad 7,8 kb. Alle
varianter delte et felles startsted for translasjon, kodet
for samme signalpeptid pa 28 aminosyreresiduer og opplgse-
lige modne proteiner av varierende stgrrelser og C-termi-
nalsekvenser. IL-18BP-lokusen inneholder et ytterligere
gen, som koder for det nukleare celledelende apparat pro-
tein 1 (NUMAl), plassert pa minussiden. Dette funnet loka-
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liserer IL-18BP-genet ved det humane kromosom 11gl3 (36).

En homologisgk ble foretatt av den komplette proteinsekvens

hos IL-18BPa og GenPect-database ved anvendelse av Smith

Watermann-algoritme.

Det ble funnet at homologer av IL-18BP

er uttrykt i flere Poxvirus som skjulte protein med en tid-

ligere ukjent funksjon. Det er tidligere rapportert at vi-

rus koder for ulike cytokinreseptorer og at slike viralt

kodede molekyler fungerer som lokkereseptorer som hindrer

immunresponser ved a ngytralisere deres korresponderende

cytokin (omtalt av ”“Spriggs, MK, 1994, Curr. Opin. Immu-

nol., 6, 526-529"). Derfor vedrorer foreliggende oppfin-
nelse ogsa viralt kodede homologer av IL-18BP som ogsa kan
fungere som blokkerere eller modulerere av den biologiske
aktivitet hos IL-18. Eksempler pd& viruskodede homologer av
IL-18BP er vist i tabell 1. I fglge foreliggende oppfin-
nelse kan den viruskodede homolog av IL-18BP uttrykkes i en
prokaryot eller eukaryot vert. Som anvendt her referer ut-

trykket “viruskodet homolog IL-18BP” til en likhet pa& minst

50% i en sekvens bestaende av minst 70 aminosyreresiduer.

Fortrinnsvis har den minst 50%, minst 60%, minst 70% ,

minst 80%, eller alle helst minst 90% likhet med en sekvens

av 100 aminosyreresiduer.

Tabell 1. Viruskodede proteiner, som viser hgy homologi til

humant IL-18BP.

GenPept Sekvens Virustype

MCUG60315_54 U60315 Molluscum contagoisum virus subtype 1
MCU60315_53 U60315 Molluscum contagiosum virus subtype 1
SWPHLSB_12 L22013 Swinepox virus

CV41KBPL_14 Cowpox virus

VVCGAA_5 Variola virus

U01161_3 174 Extromelia virus (mus Poxvirus)

VVU18340_6 Variola virus

vvu18338_7 Variola virus

VVU18337_7 Variola virus

VARCG_7 173 Variola major virus

MCUB0315_51 Molluscum contagiosum virus

HNABV 1 New Hepatitis non-A, non-B assosiert virus
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IL-18BPa ble uttrykt i COS7-apeceller. Av denne hensikt ble
cDNA hos IL18BPa satt inn i ekspresjonvektoren pEF-BOS hos
pattedyr. En kassettkoding for en (His)g-sekvens ble lagt
til 3’-enden av IL-18BP OFRs 1 ramme, for & kunne foreta
opprensing av det rekombinante protein, ble COS7-celler
transient transfektert med ekspresjonsvektoren og det se-
rumfrie medium fra cellene (150 ml) ble konsentrert og ren-
set med metallchelatkromatografi. IL-18BPa ble kjgrt som et
enkeltbdnd pa SDS-PAGE med sglvfarging under reduserende og
ikke-reduserende forhold og hadde den samme observerte mo-
lekylvekt som den av urin-IL-18BP. Proteinsekvensanalyse av
denne fremstilling avslgrte den samme N-terminalsekvens som
den av urin-IL-18BP. Immunofargingsanalyse av IL-18BPa med
antistoffer fremskaffet mot urin-IL-18BP avslegrte det samme
molekylvektband som det av urinprotein. Videre, ved anven-
delse av immunopresipitasjon fulgt av SDS-PAGE og autoradi-
ografi, var IL-18BPa i stand til & hindre urin-'?°I-IL-18BP
i & binde seg til antistoffet. Derfor korresponderer IL-
18BPa strukturelt med IL-18BP isolert fra urinen. Ra& og
rensede IL-18BPa ble testet for deres evne til & hindre bi-
ologisk aktivitet hos IL-18. IL-18BPa hindret aktivitet i
IL-18 hos menneske og mus 1 murine splenocytter, PBMC og
den humane KG-1 cellelinje (figur 9). Disse resultater be-
krefter identiteten til IL.18BPa-cDNA som den som koder for
biologisk aktivt IL-18BP. Begrepet “muteiner” som brukes
her refererer til analoger ved et IL-18BP, eller analoger
ved et viralt IL-18BP, hvori en eller flere av aminosyre-
residuene fra et naturlig IL-18BP eller viralt IL-18BP er
byttet ut med andre aminosyreresiduer, eller er slettet,
eller en eller flere aminosyreresiduer er lagt til den na-
turlige sekvens for et IL-18BP, eller et viralt IL-18BP,
uten stgrre endring av hos det resulterte produkt i forhold
til villtype IL-18BP eller viralt IL-18BP for binding til
IL-18. Disse muteiner er fremstilt av kjent syntese
og/eller ved seterettede mutageneseteknikker, eller annen
egnet kjent teknikk. Ethvert slikt mutein har fortrinnsvis
en sekvens med aminosyrer tilstrekkelig likt dem hos et IL-
18BP, eller tilstrekkelig likt dem hos et viralt IL-18BP,
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et slikt som har vesentlig lik aktivitet som IL-18BP. En
aktivitet hos IL-18BP er dets evne til & binde IL-18. Sa
lenge muteinet har vesentlig lik bindingsaktivitet med IL-
18 kan det anvendes i rensingen av IL-18, ved bruk av mid-
ler som affinitetskromatografi, og kan betraktes a ha ve-
sentlig lik aktivitet med IL-18BP. Det kan fastslas om et
hvert gitt mutein har i hovedsak den samme aktivitet som
IL-18BP ved anvendelse av rutineeksperiment omfattende a
utsette et slikt mutein, f.eks. for en enkelt ”“sandwich”-
konkurranseassay for a fastsla hvorvidt det binder seg el-
ler ikke binder seg til en passende merket IL-18, sa som
radioimmunoassay eller ELISA-assay. I en foretrukket utfeg-
relsesform har ethvert slikt mutein minst 40% identitet el-
ler homologi med sekvensen fra enten et IL-18BP eller en
viralkodet IL-18BP-homolog. Mer foretrukket har den minst
50%, minst 60%, minst 70%, minst 80%, eller fortrinnsvis
minst 90% identitet eller homologi dertil. Muteiner av IL-
18BP-polypeptider eller muteiner av virale IL-18BP, som kan
anvendes i1 fglge foreliggende oppfinnelse, eller nuklein-
syrer som koder for dette, inkluderer et begrenset sett av
substansielt korresponderende sekvenser som substitusjons-
peptider eller polynukleotider som rutinemessig kan ledes
av en fagmann innen omradet, uten ungdig eksperimentering,
basert p& kunnskap og retningslinjer som presentert ved fo-
religgende oppfinnelse. For en detaljert beskrivelse av
proteinkjemi og -struktur ses “Schulz, G.E. et al., Prin-
ciples of Protein Structure, Springer-Verlag, New York
1978” og ”Creighton, T.E., Proteins: Structure and Molecu-
lar Properties, W.H. Freeman & Co., San Fransisco, 1983”.
For en presentasjon av nukleotid sekvenssubstitusjon, sa
som kodonpreferanser, se “Ausubel et al, supra, at S§S§
A.1.1-A.1.24" og ”Sambrook et al, supra, at Appendices C
and D”. Foretrukne endringer for muteiner i fglge foreligg-
ende oppfinnelse er hva som er kjent som “konservative”
substitusjoner. Konservative aminosyresubstitusjoner hos
IL-18BP-polypeptider eller proteiner eller virale IL-18BP,
kan inkludere synonyme aminosyrer innen en gruppe som har
tilstrekkelige like fysiokjemiske egenskaper til at sub-
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stitusjoner mellom medlemmer av gruppen vil preservere mo-
lekylets biologiske funksjon, “Grantham Science, Vol. 185,
pp. 862-864 (1974)". Det er klart at innfgringer og slet-
tinger av aminosyrer ogsd kan bli gjort i de allerede defi-
nerte sekvenser uten & endre deres funksjoner, spesielt
dersom innfgringene eller slettingene kun involverer noen
fad aminosyrer, f.eks. under tretti, og fortrinnsvis under
ti, og ikke fjerner eller endrer aminosyrer som er kritiske
for en funksjonell konformasjon, f.eks. cystinresiduer,
(Anfinsen ”“Principles That Govern The Folding of Protein
Chains”, Science, Vol. 181, pp.223-230 (1973)). Cystinre-
siduer som imidlertid ikke er gnsket for deres biologiske
aktivitet kan byttes ut med andre residuer, f.eks. for a
unngd formasjonen av uegnskete intramolekylare eller inter-
molekulaere disulfidbroer som kan forarsake en reduksjon i
aktiviteten hos IL-18BP. De foretrukne synonyme aminosyre-
grupper er definert i tabell 1. Mer foretrukne aminosyre-
grupper er definert i tabell 2; og de mest foretrukne ami-
nosyregrupper er definert i tabell 3.
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Foretrukne grupper av synonyme aminosyrer

Aminosyre
Ser
Arg
Leu
Pro
Thr
Ala
Val
Gly
Ile
Phe
Tyr
Cys
His
Gln
Asn
Lys
Asp
Glu
Met
Trp

Synonyme gruppe

Ser, Thr, Gly, Asn

Arg, Gln, Lys, Glu, His

I11l, Phe, Tyr, Met, Val, Leu
Gly, Ala, Thr, Pro

Pro, Ser, Ala, Gly, His, Gln,
Gly, Thr, Pro, Ala

Met, Tyr, Phe, Ile, Leu, Val
Ala, Thr, Pro, Ser, Gly

Met, Tyr, Phe, Val, Leu, Ile
Trp, Met, Tyr, Ile, Val, Leu,
Trp, Met, Phe, TIle, Val, Leu,
Ser, Thr, Cys

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

Glu, Gln, His, Arg, Lys

Glu, Asn, Asp

Asp, Lys, Asn, Gln, His, Arg,
Phe, Ile, Val, Leu, Met

Trp

Thr

Phe
Tyr

Gln

Glu
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Mer foretrukne grupper av synonyme aminosyrer

Aminosyre

Ser
Arg
Leu
Pro
Thr
Ala
Val
Gly
Ile
Phe
Tyr
Cys
His
Gln
Asn
Lys
Asp
Glu
Met
Trp

Synonyme grupper

Ser

His,
Leu,
Ala,
Thr

Pro,
Val,
Gly

Ile,
Met,
Phe,
Cys,
His,
Glu,
Asp,
Lys,
Asp,
Glu,
Met,
Trp

Lys,
Ile,
Pro

Ala
Met,

Met,
Tyr,
Tyr
Ser
Gln,
Gln,
Asn
Arg
Asn
Gln
Phe,

Arg
Phe, Met

Ile

Phe, Val,

Ile, Leu,

Arg

His

Ile, Val,

Leu
Phe

Leu
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Mest foretrukne grupper av synonyme aminosyrer

Aminosyrer Synonyme grupper
Ser Ser

Arg Arg

Leu Leu, Ile, Met
Pro Pro

Thr Thr

Ala Ala

Val Val

Gly Gly

Ile Ile, Met, Leu
Phe Phe

Tyr Tyr

Cys Cys, Ser

His His

Gln Gln

Asn Asn

Lys Lys

Asp Asp

Glu Glu

Met Met, Ile, Leu
Trp Met

Eksempler pa fremstilling av aminosyresubstitusjoner i pro-
teiner som kan anvendes for oppnaelse av muteiner fra IL-
18BP-polypeptid eller proteiner, eller muteiner fra virale
IL-18BP, for anvendelse i foreliggende oppfinnelse inklude-
rer enhver kjent fremgangsmate som presentert i US patenter
nr. 33,653, 4,959,314, 4,588,585 og 4,737,462, 1 "Mark et
al”; 5,116,943, i “"Koths et al”; 4,965,195 i “Namen et al”;
4,879,111, i ”“Chong et al”; 5,017,691, i “"Lee et al”; og
lysinsubstituerte proteiner presentert i US patent nr.
4,904,584 (”"Shaw et al”). I en annen foretrukket utfgrel-
sesform ved foreliggende oppfinnelse har ethvert mutein av
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et IL-18BP eller et viralt IL-18BP en aminosyresekvens es-
sensielt korresponderende til den hos IL-18BP, eller til et
viralt IL-18BP. Begrepet “i hovedsak tilsvarende” er ment
for & forstd proteiner med mindre endringer for sekvensen
av det naturlige protein som ikke pavirker de grunnleggende
karakteristikker ved de naturlige proteiner, spesielt deres
evne til & binde IL-18. Typen endringer som generelt anses
a4 falle inn under ”i hovedsak tilsvarende”-begrepet er de
som vil resultere fra konvensjonelle mutageneseteknikker av
DNAet som koder disse proteiner, resulterende i noen fa
mindre modifiseringer, og utvelgelse for gnsket aktivitet
ved maten omtalt ovenfor. I tillegg til & binde IL-18, kan

ogsa muteinene modulere og/eller blokkere IL-18-aktivitet.

Muteiner i fglge foreliggende oppfinnelse inkluderer pro-
teiner kodet av en nukleinsyre, sa som DNA eller RNA, som
koder et IL-18BP eller koder et viralt IL-18BP, i samsvar
med foreliggende oppfinnelse, under stringente betingelser.
Oppfinnelsen inkluderer ogsad slik nukleinsyre, som er nyt-
tig ved preving av identifikasjon og rensing av gnsket nuk-
leinsyre. Videre vil slik nukleinsyre vare en fgrstekandi-
dat for a fastsld om den koder et polypeptid, som gjenvin-
ner den funksjonelle aktivitet hos et IL-18BP. Begrepet
"stringente betingelser” refererer til binding og pafel-
gende vaskebetingelser, som fagmenn konvensjonelt refererer
til som “stringente”. Se ”“Ausubel et al., Current Protocols
in Molecular Biology, supre, Interscience, N.Y., §§6,3 and
6,4 (1987, 1992)"” og ”"Sambrook et al., supra”. Uten be-
grensning inkluderer eksempler pa stringente vaskebetingel-
ser 12-20°C under utregnet Tm av hybridet under studie i
f.eks 2 x SSC og 0,5% SDS i 5 minutter, 2 x SSC og 0,1% SDS
i 15 minutter; 0,1 x SSC og 0,5% SDS ved 37°C i 30 til 60
minutter, og deretter en 0,1 x SSC og 0,5% SDS ved 68 °C i
30 til 60 minutter. En fagmann forstadr av stringentbeting-
elsene ogsad avhenger av lengden pad DNA-sekvensene, oligo-
nukleotide prgver (s& som 10-40 baser) eller blandede oli-
gonukleotide prover. Dersom blandede prever anvendes, er

Y

det foretrukket a anvende tetrametylammoniumklorid (TMAC)
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istedet for SSC. Se "Ausubel, supra”. Oppfinnelsen inklude-
rer videre nukleinsyre som koder for IL-18BP I folge fore-
liggende oppfinnelse, men som er forskjellig i kodonsekvens
pa grunn av degenerasjon av den genetiske kode. Slikt DNA
som mulig ikke binder under stringente betingelser ved DNA-
sekvensen vist ved figur 4 til 7, men like fullt er i stand
til & kode et IL-18BP i fglge foreliggende oppfinnelse, er

ogsa inkludert i oppfinnelsen.

Begrepet “salter” anvendes her bade om salter av kaboksyl-
grupper og syretilfgrselsalter hos aminosyregrupper ved et
IL-18BP, et viralt IL-18BP eller muteiner. Salter fra en
karboksylgruppe kan dannes ved kjent teknikk og inkluderer
uorganiske salter f.eks. natrium, kalsium, ammonium, Jjern-
holdige salter eller sinkholdige salter og liknende, og
salter med organiske baser som dannet her, f.eks. med ami-
ner, s& som trietanolamin, arginin eller lysin, piperidin,
prokain og liknende. Syreaddisjonssalter inkluderer f.eks.
salter med mineral-syrer sa som f.eks. eddiksyre eller ok-
salsyre. Naturligvis ma alle slike salter ha i hovedsak lik
aktivitet med IL-18BP.

"Funksjonelle derivater” som anvendt her, dekker derivater
av IL-18BP eller et viralt IL-18BP, og deres muteiner, som
kan fremstilles f.eks. fra de funksjonelle gruppene som
oppstar som sidegrener fra restene eller N- eller C-termi-
nalgruppene, ved kjente midler, og er inkludert i oppfinn-
elsen s& lenge de forblir farmasgytisk akseptable, dvs. at
de i1kke gdelegger aktiviteten til proteinet som er i hoved-
sak 1likt aktiviteten i IL-18- BP, eller i virale IL-18BP,
og ikke tildeler giftige egenskaper i bestanddeler innehol-
dende dem. Disse derivater kan f.eks. inkludere polyetyl-
englykolsidegrener, som kan skjule antigene steder og for-
lenge oppholdstiden for et IL-18BP eller et viralt IL-18BP
i kroppsvasker. Andre derivater inkluderer alifatiske este-
re fra karboksylgruppene, amider fra karboksylgruppene ved
reaksjon med ammonium eller med primzre eller sekundzre

aminer, N-akrylderivater fra frie aminogrupper av amino-



10

15

20

25

30

35

22

syreresiduer dannet med alkylbestanddeler (f.eks. alkanoyl
eller karbosykliske aroylgrupper) eller O-alkylderivater
fra frie hydroksylgrupper (f.eks. den fra seryl- eller
treonylrester) dannet med alkylbestanddeler. Begrepet ”sir-
kulert permuterte derivater” som anvendt her refererer til
et linert molekyl hvori terminalene har blitt fert sammen,
enten direkte eller gjennom en linker, for fremstilling av
et sirkulert molekyl, og s& blir det sirkulare molekyl ap-
net ved en annen lokalisering for fremstilling av et nytt
sirkulert molekyl med terminaler ulike fra terminalene i
det originale molekylet. Sirkuleare permutasjoner inkluderer
de molekyler hvis struktur er lik et molekyl som har blitt
sirkelformet og deretter apnet. Et sirkulert permutert mo-
lekyl kan syntetiseres de novo som et lineazrt molekyl og
aldri g& gjennom en sirkulerings- og dpningsfase. Fremstil-
lingen av sirkulert permuterte derivater er beskrevet i
WO095/27732. Ulike rekombinante celler, sa som prokaryote
celler, f.eks E.coli, eller andre eukaryote celler, sa som
gjer—- eller insektceller kan produsere IL-18BP eller virale
IL-18BP. Fremgangsmater for konstruksjon av egnede vektorer
som barer DNA som koder for et IL-18BP og egnet for trans-
formering (f.eks. E.coli, pattedyrceller og gjerceller) el-
ler infisering av insektceller for & kunne fremstille et
rekombinant IL-18BP eller et vi ralt IL-18BP er kjent tek-
nikk. Se f.eks. “Ausubel et al., eds. Current Protocols in
Molecular Biology Current Protocols, 1993” og “Sambrook et

al.,eds. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2°¢ ed.,
Cold Spring Harbor Press, 1989”. For hensikten med ekspre-
sjon av IL-18BP-proteiner, eller virale IL-18BP blir DNA
kodende et IL-18BP eller et viralt IL-18BP, deres fragmen-
ter, muteiner eller sammensmeltede proteiner, og de opera-
belt knyttede transkripsjonale og translasjonale regule-
ringssignaler satt inn i vektorer som er i stand til & in-
tegrere de gnskede gensekvenser inn i vertcellekromosomet.
For & kunne velge ut cellene som har stabilt integrert det
introduserte DNA inn i kromosocmene, anvendes ekspresjons-
vektoren. Markeoren kan fremskaffe prototropi til en aukso-

tropisk vert, biosid motstandsdyktighet, f.eks. antibiotika
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eller resistans mot tungmetaller s& som kobber eller 1lik-
nende. Det valgbare markergenet kan enten vare direkte
knyttet til DNA-gensekvenser som skal uttrykkes, eller inn-
fort i samme celle ved kotransfeksjon. Ytterligere elemen-
ter kan ogsa vare ngdvendige ved optimal syntese av enkelt-
kjedet bindingsprotein mRNA. Disse elementer kan inkludere
spleisesignaler, sa vel som transkripsjonfremmere, for-
bedrere og termineringssignaler. Nevnte DNA-molekyl som
skal innfgres i de valgte celler, vil fortrinnsvis vare in-
korporert i et plasmid eller en viral vektor som er i stand
til autonom replikasjon i den resipiente vert. Foretrukne
prokaryote plasmider er derivater av pBr322. Foretrukne eu-
karyote vektorer inkluderer BPV, vaccinia, SvV40, 2-mikron-
sirkel, osv., eller deres derivater. Slike plasmider og
vektorer er kjent fra teknikken (2-5, 22). S& snart vekto-
ren eller DNA-sekvensen inneholdende konstruksijonen(e) har
blitt fremstilt for ekspresjon, kan ekspresjonvektoren in-
troduseres til en egnet vertscelle ved enhver variasjon av
egnede midler, s& som transformasjon, transfeksjon, lipo-
feksjon, konjugasjon, protoplast fusjon, elektroporasjon,
kalsiumfosfatpresipitasjon, direkte mikroinjeksjon, osv.
Vertsceller som anvendes i denne oppfinnelse kan enten vare
prokaryote eller eukaryote. Foretrukne prokaryote verter
inkluderer bakterier s& som E.coli, Bacillus, Streptomycer,
Pseudomonar, salmonella, serratia, osv. Den mest foretrukne
prokaryote vert er E.coli. Bakterielle verter av sarlig in-
teresse inkluderer E.coli K12 stamme 294 (ATCC 31446),
E.coli X1776 (ATCC 31537), E.coli w3110 (F-, lamda-, foto-
tropisk (ATCC 27325)). Under slike betingelser vil protei-
net ikke bli glykosylert. Den prokaryote vert md vare kom-
patibel med replikonene og kontrollsekvensene i ekspre-
sjonsplasmidet. Men, siden naturlige IL-18BP er glykosy-
lerte proteiner, er eukaryote verter mer foretrukne enn
prokaryote verter. Foretrukne eukaryote verter er celler
fra pattedyr f.eks menneske, ape, mus og eggstokkceller fra
kinesisk hamster, fordi de fremskaffer posttranslasjonale
modifiseringer hos proteinmolekyler inkluderende korrekt
folding, korrekt disulfidbanddannelse, sa vel som glyko-
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sylering pd rette steder. Ogsa gjarceller og insektceller
kan utfere post-translasjonale peptidmodifiseringer inklu-
derende hgymannoseglykosylering Et antall rekombinante
DNA-strategier eksisterer som benytter sterke promoterings-
sekvenser og hgye kopinummer ved plasmider, som kan anven-
des for fremstilling av de gnskede proteiner i gjar- og i
insektceller. Gjar- og insektceller gjenkjenner
ledersekvensen hos klonede pattedyrgenprodukter og skjulte
ferdigutviklede IL-18BP. Etter innfgring av vektoren, dyr-
kes vertcellen i et utvelgende medium, som fremmer vekst av
vektorholdige celler. Ekspresjon av de klonede gensekvenser
resulterer i fremstillingen av et IL-18BP, et viralt IL-
18BP eller muteiner og fragmenter derav. Den ovennevnte
kloning, klonisolering, identifikasijon, karakterisering og
sekvensprosedyrer er heretter beskrevet mer utferlig i ek-

semplene.

De uttrykte proteiner blir sd isolert og renset ved konven-
sjonell prosedyre, involverende ekstraksjon, presipitasjon,
kromatografi, elektroforese, eller liknende, eller ved af-
finitetskromatografi, ved anvendelse av anti-IL18BP-mono-
klonale antistoffer immobilisert i en gelmatrise holdt i en
kolonne. Raprodukter inneholdende nevnte rekombinante IL-
18BP sendes gjennom kolonnen hvor IL-18BP vil bli bundet
til kolonnen med det spesifikke antistoff, mens urenhetene
vil passere gjennom. Etter vasking blir proteinet eluert
fra gelen under betingelser som vanligvis anvendes for
denne hensikt, dvs. ved en hgy eller lav pH, f.eks. pH 11
eller pH 2. Oppfinnelsen vedrgrer videre en vektor nyttig
for ekspresjon av et IL-18BP eller et viralt IL-18BP eller
deres derivater i pattedyr, og mer spesifikt hos mennesker.
Vektorer for korttid- og langtidsekspresjon av gener i1 pat-
tedyr er kjent fra litteraturen. Studier har vist av geno-
verlevering til f.eks. skjelettmuskler, vaskulare myke
muskler og lever resulterer i systemiske nivaer av terapeu-
tiske proteiner. Skjelettmuskler er et nyttig madl grunnet
deres store masse, vaskularitet og tilgjengelighet. Imid-
lertid har andre mal, og spesielt benmargprekursorer av im-
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munceller blitt vellykket anvendt. Naverende tilgjengelige
vektorer for ekspresjon av proteiner i f.eks. muskler ink-
luderer plasmid-DNA, liposomer, protein-DNA-konjugater og
vektorer basert pa adenovirus, adenocassosierte virus og
herpesvirus. Av disse har vektorer basert pa adenocasso-
sierte virus (AVV) vart mest vellykkede, med henblikk pa
varighet og niva av genekspresjon og med henblikk pa sik-
kerhetsoverveielser (”“Kessler, P.D. 1996, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93, 14082-14087"). Prosedyrer for konstruksjon av
en AVV-basert vektor har blitt beskrevet i detalj. Kort-
varig plasmid psub20l inneholdende villtype AVV-gemon er
kuttet med restriksjonsenzym Xba I og ligert med et konst-
rukt bestaende av en effektiv eukaryot promoter, f.eks cy-
tomegaloviruspromoteren, en Kozak konsensussekvens, en DNA-
sekvens kodende for et IL-18BP eller et viralt IL-18BP el-
ler fragmenter derav, en egnet 3’ utranslatert region og et
polyadenylasjonsignal, f.eks. polyadenylasjonsignalet i si-
mianvirus 40. Det resulterte rekombinante plasmid blir
kotransfektert med et hjelpe-AAV-plasmid, f.eks. pAAV/Ad
til pattedyrceller, f.eks.humane T293-celler. Kulturene
blir sd infisert med adenovirus som et hjelpevirus og kul-
tursupernatanter blir samlet etter 48 til 60 timer. Super-
natantene blir fraksjonert ved ammoniumsulfatpresipitasjon,
renset i en CsCl densitetsgradient, dialysert og varmet til
56°C for & wsdelegge ethvert adenovirus, mens det rekombi-
nante AVV, som er 1 stand til & uttrykke IL-18BP eller et
viralt IL-18BP forblir stabile i denne fasen. S& langt har
den fysiologiske rollen til de opplegselige cytokinresepto-
rer ikke blitt etablert. De opplgselige reseptorer binder
deres spesifikke ligander og hindrer i de fleste tilfeller
deres biologiske aktivitet, som ble vist f.eks i TNF-syste-
met (11,12). I svert fa tilfeller, f.eks. IL-6, forbedrer
de oppleselige reseptorer den bioclogiske aktivitet. Den re-
kombinante oppl@selige TNF-reseptor, ogsa kjent som TBP
(TNF-bindende protein) viste seg & forhindre septiske sjokk
i dyremodeller, mens opplgselige former av IL-l-reseptorer
viste seg & ha sterkt hindrende virkning pd utviklingen av
in vivo alloreaktivitet i allograftresipienter hos mus. I
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likhet kan IL-18BP og de virale IL-18BP ved foreliggende
oppfinnelse anvendes som modulerere av IL-18-aktivitet,
f.eks. 1 anvendelse f.eks. i enhver sykdom hvor endogen
produksjon eller eksogen administrasjon av IL-18 induserer
sykdommen eller forverrer pasientens situasjon. Forelig-
gende oppfinnelse vedrgrer videre farmasgytiske sammenset-
ninger inneholdende en farmasgytisk akseptert barer og
f.eks. en viral vektor slik som enhver av de nevnte AAV-
baserte virale vektorer eller andre vektorer som uttrykker
et IL-18BP eller viralt IL-18BP og som er egnet for admini-
strasjon til mennesker og andre pattedyr med hensikt a
oppnd ekspresjon in vivo av IL-18BP, dvs. for anvendelse 1
genterapi. De farmasgytiske sammensetningene ved oppfinnel-
sen er fremstilt for administrasjon ved & blande et IL-18
eller et viralt IL-18 eller deres derivater eller vektorer
for uttrykking av samme med fysiologisk aksepterte barere
og/eller stabilisatorer og/eller eksipienter, og fremstilt
1 doseringsform, f.eks. ved lyofilisering i doseringsvia-
ler. Fremgangsmaten for administrasjon kan vare via enhver
av de aksepterte mater for administrering for lignende mid-
ler og vil avhenge av forholdet som skal behandles, f.eks.
intravengst, intramuskulert, subkutant, ved lokal injeksjon
eller topisk pafersel, eller kontinuerlig ved infusjon,
osv. Mengden av aktiv sammensetning som administreres, vil
avhenge av administrasjonsruten, sykdommen som skal behand-
les og pasientens tilstand. Lokal injeksjon, vil f.eks.
kreve en lavere dose protein med basis i kroppsvekt enn en

intravengs infusjon.

Fglgelig vil IL-18BP, eller virale IL-18BP eller vektorer
uttrykkende samme in vivo vere indikert for behandling av
autoimmune sykdommer, type I diabetes, sepsis, tranplantat-
avsteotning, revmatoid artritt, inflammatorisk tarmsykdom,
multippel sklerose, iskemiske hjertesykdommer inkludert
akutte hjerteinfarkt, iskemisk hjerneskade, kronisk hepa-
titt, psoriasis, kronisk betennelse i bukspyttkijertel og
akutt betennelse i bukspyttkjertel og liknende sykdommer
hvor det er en aberrant ekpresjon av IL-18BP, fgrende til
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et overskudd av IL-18 eller i tilfeller av komplikasjoner
grunnet eksogent administrert IL-18.

Oppfinnelsen inkluderer ogsa antistoffer mot et IL-18BP el-
ler et viralt IL-18BP, s& vel som mot deres salter. Begrep-
et ”"antistoff” er anvendt for & inkludere polyklonale anti-
stoffer, monoklonale antistoffer (Mabs), kimeriske anti-
stoffer, antiidiotype, og humane (anti-Id) antistoffer til
antistoffer som kan merkes i opplgselig eller bundet form,
og humaniserte antistoffer s& vel som fragmenter derav
fremskaffet ved enhver kjent teknikk, sa som, men ikke be-
grenset til, enzymatisk spalting, peptidsyntese eller re-
kombinante teknikker. Polyklonale antistoffer er heterogene
populasjoner av antistoffmolekyler derivert fra sera fra
dyr som er immunisert med et antigen. Et monoklonalt anti-
stoff inneholder en i hovedsak homogen populasjon av anti-
stoffer spesifikke mot antigener, hvis populasjon innehol-
der vesentlig like epitope bindingssteder. MAbs kan oppnas
ved metoder som er kjent for fagmenn. Se f.eks. ”“Kohler and
Milstein, Nature 256:495-497 (1975); US Patent No.
4,376,110; Ausubel et al, eds.,supre, Harlow and Lane,
ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, Cold Springs Harbor Labor-
atory (1988); and Colligan et al.,eds., Current , Protocols
in Immunology, Greene Publishing Assoc. and Wiley Inters-
cience, N.Y., (1992, 1993)”. Slike antistoffer kan vare av
enhver immunoglobulinklasse inkludert IgG, IgM, IgE, Iga,
GILD og enhver underklasse derav. Et hybridom produserende
et Mab i foreliggende oppfinnelse kan dyrkes in vitro, in
situ eller in vivo. Produksjon av hgytitervaske av Mabs in
situ eller in vivo gjor denne til den foretrukne fremgangs-

mate for fremstilling.

Kimeriske antistoffer er molekyler hvor ulike deler er av-
ledet fra ulike dyrearter, sa& som de som har den variable
region avledet fra et murint Mab og en human immunoglobu-
linkonstant region. Kimeriske antistoffer er primert an-
vendt for & redusere immunogenisiteten ved tilfering og for
a w@ke utbytte i produksjon, f.eks. der murint Mab har hey-
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ere utbytte, som der humane/murine kimeriske Mab er an-
vendt. Kimeriske antistoffer og fremgangsmater for deres
fremstilling er kjent i teknikken.

Et antiidiotypisk (anti-Id) antistoff er et antistoff som
gjenkjenner unike determinanter generelt, assosiert med an-
tigenbindingsstedet hos et antistoff. Et Id-antistoff kan
bli fremstilt ved immunisering av et dyr av samme art og
genetisk type (f.eks. museherkomst) som kilden til Mab med
Mab hvortil et anti-Id er fremsilt. Det immuniserte dyr wvil
gjenkjenne og reagere pa de idiotype determinanter hos det
immuniserende antistoffet, ved fremstilling av et antistoff
mot disse idiotype determinanter (anti-Id-anti-stoffet). Se
f.eks. US patent nr. 4,699,880,

Anti-Id-antistoffet kan ogsa anvendes som et “immunogen”
for indusering av en immun respons i et annet dyr, ved &
fremstille et sakalt anti-anti-Id-antistoff. Anti-anti-Id
kan vare epitopt identisk med det originale Mab, som indu-
serer anti-Id. Ved a bruke antistoffer mot dd idiotype de-
terminanter hos et Mab, er det mulig & identifisere andre
kloner som uttrykker antistoffer av identisk art.

Fzlgelig kan Mab generert mot IL-18BP og relaterte protei-
ner ved foreliggende oppfinnelse anvendes for & indusere
anti-Id antistoffer i egnede dyr, s& som BALB/c-mus. Milt-
celler fra slike immuniserte mus ble anvendt for fremstil-
ling av anti-Id-hybridomer som skjuler anti-Id-Mab. Videre
kan anti-Id-Mab kobles til en barer slik som ”“keyhole lim-
pet”-hemocyanin (KLH) og anvendes for & immunisere ytterli-
gere BALB/c-mus. Sera fra disse mus vil inneholde anti-
anti-Id-antistoffer som har bindingsegenskapene lik det
originale Mab spesifikt for et IL-18BP-epitop eller epito-
per hos et viralt IL-18BP.

Anti-Id-MAb har deres egne idiotype epitoper, eller “idio-
toper”, strukturelt liknende epitopet som blir evaluert, sa
som et IL-18BP eller et viralt IL-18BP.



10

15

20

25

30

35

29

Begrepet “humanisert antistoff” er anvendt for & inkludere
f.eks. antistoffer som ble oppnadd ved manipulasjon av mus-
antistoffer gjennom genetiske utfgrelsesmetoder for a bli
mer kompatible med den humane kropp. Slike humaniserte an-
tistoffer har redusert immunogenisitet og forbedret farma-
kokinetikk hos mennesker. De kan fremstilles ved kjent tek-
nikk, sa& som beskrevet, f.eks. for humanisert anti-TNF an-
tistoffer i ”“Molecular Immunology, Vol. 30, No. 16, pp.
1443-153, 1993”.

Begrepet ”antistoff” er ogsa ment & inkludere bade intakte
molekyler sa vel som fragmenter derav, sa som f.eks. Fab og
F(ab’)2, som er 1 stand til & binde antigen. Fab og F(ab’)-
2-fragmenter mangler Fc-fragmentet hos et intakt antistoff,
fjernes raskere fra sirkuleringen, og kan ha ferre uspesi-
fiserte vevsbindinger enn et intakt antistoff (”"Wahl et
al., J. Nucl. Med. 24:316-325 (1983)). Det vil forstés at
Fab og F(ab’)2, og andre fragmenter av antistoffene som er
nyttige ved foreliggende oppfinnelse, kan anvendes for de-
teksjon og mengdebestemmelse av et IL-18BP eller et viralt
IL-18BP, ifglge fremgangsmatene beskrevet her, for intakte
antistoffmolekyler. Slike fragmenter er typisk fremstilt
ved proteolytisk spalting, ved anvendelse av enzymer som
papain (for a fremstille Fab-fragmenter) eller pepsin (for
a fremstille F(ab’)2-fragmenter).

Et antistoff anses & vare ”i stand til & binde” et molekyl
dersom det er i stand til spesifikt & reagere med molekylet
for & binde molekylet til antistoffet. Begrepet “epitop” er
ment for & referere til den del av ethvert molekyl som er 1
stand til 3 bli bundet til et antistoff som ogsad kan gjen-
kjennes av det antistoffet. Epitoper, eller “antigene det-
erminanter” bestar vanligvis av kjemisk aktive overflate-
grupperinger av molekyler sa som aminosyrer eller sukker-
sidegrener og har spesifikt tredimensjonale strukturelle
karakteristikker sa vel som spesifikke ladekarakteristik-
ker.
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Et "antigen” er et molekyl eller en del av et molekyl som
er 1 stand til & indusere et dyr til & fremstille anti-
stoffer som er i stand til & binde seg til et epitop ved
det antigenet. Et antigen kan ha et eller flere epitoper.
Den spesifikke reaksjon referert til ovenfor er ment a in-
dikere at antigenet vil reagere, pa en hgyst selektiv mate,
med dets korresponderende antistoff, og ikke med mangfoldet
av andre antistoffer som kan bli fremkalt av andre antige-

ner.

Antistoffene, inkludert fragmenter av antistoffer, som er
nyttige ved foreliggende oppfinnelse kan anvendes for kvan-
titativ eller kvalitativ detektering av et IL-18BP eller et
viralt IL-18BP, eller relaterte proteiner i en prgve eller
& detektere narveret av celler som uttrykker slike protei-
ner ved foreliggende oppfinnelse. Dette kan oppnas ved im-
munofluorescenceteknikker, iverksettende et fluorescent
merket antistoff (se nedenfor) kombinert med lysmikrosko-

pisk, flytcytometrisk eller fluorometrisk deteksjon.

Antistoffene (eller fragmenter derav) som er nyttige ifglge
foreliggende oppfinnelse kan anvendes histologisk, som i
immunofluorescence- eller immunoelektronmikroskopi, for in
situ-deteksjon av et IL-18BP eller et viralt IL-18BP og re-
laterte proteiner ved foreliggende oppfinnelse. In situ-
deteksjon kan oppnads ved & fjerne en histologisk preove fra
en pasient, og forsyne det a-merkede antistoff ved fore-
liggende oppfinnelse til en slik preve. Antistoffet, (eller
fragment) blir fortrinnsvis tilfgrt ved & pafere eller a
overlegge det merkede antistoff (eller fragment) til en bi-
ologisk preve. Gjennom anvendelse av en slik prosedyre, er
det mulig & fastslad ikke bare tilstedevarelsen av IL-18BP
eller et viralt IL-18BP eller relaterte proteiner, men ogsa
dets distribusjon hos det undersgkte vev. Ved anvendelse av
foreliggende oppfinnelse, vil en fagmann lett kunne forsta
at enhver av det store utvalg av fremgangsmater (s& som
flekkprosedyrer) kan modifiseres for & oppnd en slik in
situ-deteksjon.
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Slike prover for et IL-18BP eller et viralt IL-18BP, eller
relaterte proteiner ved foreliggende oppfinnelse omfatter
vanligvis inkubasjon av en biologisk preve, sa som et bio-
logisk fluid, en vevekstraksjon, nylig fjernede celler, sa
som lymfosytter eller leukocytter, eller celler som er
blitt inkubert med vevskultur, ved tilstedevarelsen av et
detekterbart merket antistoff som er i stand til & identi-
fisere IL-18BP eller relaterte proteiner, og detektere an-
tistoffet ved enhver av de mange kjente teknikker innen om-
réadet.

Den biologiske prove kan behandles med en fast fasestette
eller berer sa som nitrocellulose eller annen fast stotte
eller barer som er i stand til & immobilisere celler, cel-
lepartikler eller oppl@gselige proteiner. Stegtten eller be-
reren kan deretter vaskes med egnede buffere etterfulgt av
behandling med det detekterbart merket antistoff i samsvar
med foreliggende oppfinnelse. Den faste fasestotte eller
berer kan deretter vaskes med bufferen for andre gang for &
fjerne ubundet antistoff. Mengden av bundet antistoff i
nevnte faste stotte eller bazrer kan detekteres ved konven-
sjonelle midler. Med ” fast fasesteotte”, ”“fast fasebarer”,
"fast stette”, "“fast barer”, "stotte” eller "barer” menes
enhver stgtte eller barer som er i stand til & binde anti-
gen eller antistoffer. Velkjente stegtter eller bzrere ink-
luderer glass, polystyren, polypropylen, polyetylen,
dekstran, nylonamylaser, naturlige og modifiserte cellu-
loser, polyakrylamider, gabbroer og magnetitt. Barerens na-
tur kan vere enten opplgselig til en viss grad eller uopp-
lgselig for hensikten ved foreliggende oppfinnelse. Stotte-
materialet kan nesten ha enhver mulig strukturell konfi-
gurasjon sa lenge det koblede molekylet er i stand til &
binde seg til et antigen eller antistoff. Stegtte- eller be-
rekonfigurasjonen kan vare sfarisk, som i en drape, eller
sylindrisk, som i den indre overflate i et testrgr, eller
den ytre overflate ved en stang. alternativt kan overflaten
vere flat som et ark, teststrimmel, osv. Foretrukne stgtter
eller barere inkluderer polystyrendradper. Fagmenn vil kjen-
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ne til mange andre egnede bazrere for binding av antistoff
eller antigen, eller vil vare 1 stand til & utvikle til-

svarende ved rutineeksperimentering.

Bindingsaktiviteten ved en gitt mengde antistoff i samsvar
med foreliggende oppfinnelse kan fastslads i fglge utprovde
fremgangsmater. Fagmenn vil vare i stand til & fastsla ope-
rative og optimale assayforhold for hver fastslidelse ved a

iverksette rutineeksperimentering.

Andre slike handlinger som vasking, regring, risting, fil-
trering og liknende kan legges til assayene basert pad hen-
siktsmessighet eller ngdvendighet for den spesielle situa-
sjon.

En av matene hvor antistoffet ifslge foreliggende oppfin-
nelse kan detekterbart merkes pa er ved & binde det til et
enzym og anvende 1 en enzymimmunassay (EIA). Dette enzymet
vil reagere nar senere eksponert mot et egnet substrat, for
med substratet pa den mate a fremstille em kjemisk bestand-
del som kan detekteres, f.eks ved spektrofotometiske, flu-
orometriske eller ved visuelle midler. Enzymer som kan an-
vendes i detektering av merket antistoff inkluderer, men er
ikke begrenset til malat dehydrogenase, stafylokokkal, del-
ta-5-steroid isomerase, gjaralkohol, dehydrogenase, alfag-
lyserofosfatdehydrogenase, triosefosfatisomerase, pepper-
rotperoksidase, alkalisk fosfatase, asparginase, glykose-
oksidase, beta-galaktosidase, ribonuklease, urease, kata-
lase, glykose-6-fosfatdehydrogenase, glukoamylase og ace-
tylkolinesterase. Detekteringen kan oppnas ved kolorime-
triske fremgangsmater, som iverksetter et kromogent sub-
strat for enzymet. Detektering kan ogsa oppnas ved visuell
sammenlikning av graden av enzymatisk reaksjon med et sub-

strat 1 sammenlikning med liknende fremstilte standarer.

Deteksjon kan oppnas ved anvendelse av enhver blant utvalg-
et av andre immunoprgver. For eksempel er det mulig, ved

radioaktiv merking av antistoffer eller fragmenter av anti-
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stoff, & detektere et IL-18BP eller et viralt IL-18BP ved
anvendelse av radioimmunassay (RIA). En god beskrivelse av
RIA finnes i1 ”“Laboratory Techniques and Bio-chemistry in
Molecular Biology, av Work, T.S. et al., Nort Holland Pub-
lishing Company, NY (1978)” med spesiell referanse til ka-
pitlet kalt “An Introduction to Radioimmuno Assay and Re-
lated Techniques by Chard, T”, som nevnt i foreliggende re-
feranseliste. Det radiocaktive isotop kan oppdages ved tek-
nikker som anvendelse av gammateller eller en scintilla-
sjonteller eller ved autoradicgrafi.

Det er ogsad mulig & merke et antistoff i samsvar med fore-
liggende oppfinnelse, med en fluorescent bestanddel. Nar
det fluorescentmerkede antistoff blir eksponert mot lys av
en egnet bglgelengde, kan dets tilstedevarelse detekteres
grunnet fluorescensen. Blant de vanligste anvendte fluori-
scentmerkende bestanddeler finner man fluorescein, isotio-
cyanat, rodamin, fykoerytrin, fykocyanin, allofykocyanin,
o-ftaldehyd og fluorescamin.

Antistoffet kan ogsd detekterbart merkes ved anvendelse av
flourescensemitterende metaller s& som °’Eu, eller andre
innen de lantanide serier. Disse metaller kan kobles til
antistoffet med anvendelse av metallchelaterende grupper

som dietylentriaminpentaeddiksyre (ETPA).

Antistoffet kan ogsa detekterbart merkes ved & binde det
til biotin. Biotinylert antistoff kan s& detekteres ved
avidin eller streptavidin bundet til en fluorescent be-
standdel eller til et enzym sd& som peroksidase eller til en

radioaktiv isotop eller liknende.

Antistoffet kan ogsa bli detekterbart merket ved a binde
det til en kjemiluminescent bestanndel. Tilstedevarelsen av
det kjemiluminescentmerkede antistoffet blir sd fastslatt
ved deteksjon av tilstedevarelsen av luminescens som opp-
stadr under en kjemisk reaksjon. Eksempler pd spesielt nyt-
tige kjemiluminescente merkingsbestanddeler er luminol,
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isoluminol, teromatisk akridiniumester, imidasol, akridi-

niumsalt og oksalatester.

Pa liknende vis kan man anvende en bioluminescent bestand-
del for merking av antistoffet ved foreliggende oppfinnel-
se. Bioluminescens er en type kjemiluminescens funnet i bi-
ologiske systemer hvor et katalytisk protein gker effek-
tiviteten ved den kjemiluminescente reaksjon. Tilstedeva-
relsen av et bioluminescent protein anslas ved deteksjon av
tilstedeverelsen av luminescens. Viktige bioluminescente
bestanddeler med hensikten merking er luciferin, luciferase
og akvuorin. Et antistoffmolekyl ved foreliggende oppfin-
nelse kan tilpasses for anvendelse 1 en immunometrisk as-
say, ogsd kjent som et “two-site”- eller “sandwich”-assay.
I et typisk immunometrisk assay, blir en kvantitet umerket
antistoff (eller fragment av antistoff) bundet til en fast
stegtte eller barer og et kvantitet detekterbart merket opp-
loselig antistoff blir lagt til for & tillate deteksjon
og/eller mengdebestemmelse av ternarkompleks dannet mellom

fastfase antistoff, antigen og merket antistoff.

Typiske, og foretrukne immunometriske assayer inkluderer
"fremmings”-assayer hvor antistoffet bundet til den faste
fase fgrst blir satt i kontakt med pregven som testes for a
ektrahere antigenet fra preven ved dannelse av et binart
fastfaseantistoffkompleks. Etter en egnet inkubasjonstid,
vaskes den faste stgtte eller barer for fjerning av residua
fra den flytende pregve, inkludert ureagert antigen, dersom
noe, og settes deretter i kontakt med opplgsningen innehol-
dende en ukjent mengde med merket antistoff (som fungerer
som et "reporter”-molekyl). Etter en andre inkubasjonstid
for & tillate det merkede antistoff & kompleksere med anti-
genet bundet til den faste stegtte eller barer gjennom det
umerkede antistoff, vaskes den faste steotte eller barer en

andre gang for fjerning av det ureagerte merkede antistoff.

En annen type ”“sandwich”-assay, som ogsa kan vare nyttig
med antigenene ved foreliggende oppfinnelse, er de sakalte
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"simultane” og "reverse” assayer. Et “simultan”-assay in-
volverer et enkelt inkubasjonstrinn da antistoffet bundet
til den faste stegtte eller berer og merkede antistoff begge
blir satt til preven som testes samtidig. Etter at inkuba-
sjonen er fullfegrt, blir den faste stogtte eller barer vas-
ket for fjerning av residua fra fluidpreve og ukomplekse
merkede antistoff. Tilstedevarelsen av det merkede anti-
stoff med den faste stotte eller barer blir fastslatt som
den ville ha blitt ved en konvensjonell ”“fremmersandwich”-
assay.

I det "reverse” assay vil det tas 1 bruk gradvis tilfegring
forst med en opplesning av merket antistoff til fluidpreven
etterfulgt av tilfersel av umerket antistoff bundet til en
fast stgtte eller barer etter en egnet inkubasjonstid. Et-
ter en andre inkubasjon blir den faste fase vasket pa kon-
vensjonelt vis for & frigjeore den fra residua fra preven
som testes og opplgsningen fra det ureagerte merkede anti-
stoff. Fastsldelsen av merket antistoff assosiert med en
fast stgtte eller bazrer er foretatt som i ”“simultane” og

"fremmende” prgver.

Foreliggende oppfinnelse fremskaffer ogsa DNA-molekyler som
koder ethvert av proteinene ved foreliggende oppfinnelse
som definert ovenfor, reproduserbare ekspresjonsvektorer
omfattende ethvert av slike DNA-molekyler, vertceller
transformert med enhver slik ekspresjonsvektor inkludert
prokaryote, eukaryote og vertsceller, fortrinnsvist CHO-
celler. Foreliggende oppfinnelse vedrgrer ogsa en frem-
gangsmdte for fremstilling av ekspresjonsvektorer kodende
for ethvert protein ved foreliggende oppfinnelse med hen-
blikk pa& deres ekspresjon hos mennesker og andre pattedyr.
Foreliggende oppfinnelse inkluderer ogsa en fremgangsmate
for fremstilling av ethvert av de proteiner ved forelig-
gende oppfinnelse ved & dyrke en transformert celle ifglge
foreliggende oppfinnelse samt gjenvinne proteinet kodet av
DNA-molekylet og ekspresjonsvektoren i slike transformerte

vertceller.
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I tillegg til anvendelsen av IL-18BP eller et viralt IL-
18BP for modulering av IL-18-aktiviteten kan de, naturlig-
vis, iverksettes for rensing av selve IL-18 i seg selv. For
dette bruk kobles IL-18 eller viralt IL-18 til en affini-
tetskolonne og ratt IL-18 passeres gjennom. IL-18 kan sé
gjenvinnes fra kolonnen ved f.eks. elusjon ved lav pH.

Foreliggende oppfinnelse vil nd bli illustrert ved felgende

eksempler:

EKSEMPEL 1: Isolering av et IL-18 bindingsprotein

E.coli IL-18 (2,5 mg, Peprotech, NJ) ble koblet med Affi-
gel-10 (0,5 ml, BioRad), i felge forhandlerens instruksjon
og lagt i en kolonne. Raurinproteiner (1000 ganger kons-
entrert, 500 ml) ble tilfert kolonnen med en flythastighet
pd 0,25 ml/min. Kolonnen ble vasket med 250 ml 05,M NaCl i
fosfatbufret salin (PBS). Bundne proteiner ble deretter
eluert med 25mm sitronsyre, pH 2,2 og benzamidin (1 mm),
oyeblikkelig ngytralisert med 1M Na,CO3). Fraksjoner av 1
ml ble samlet opp. Fraksjonene ble analysert ved SDS-PAGE
og swlvfarging. IL-18-bindingsproteinene eluerte i1 fraksjon
2-8 som et ~40.000 Dalton-protein (figur 1). Bandet pa ~40
kD, tilsvarende med IL-18BP oppviste en distinkt gul farge
ved segvfarging. De ulike fraksjoner ble analysert ved kyss-
binding med '*°I-IL-18, SDS-PAGE og autoradiografi som
beskrevet i eksempel 2. Et-IL-18 bindingsprotein ble funnet
i fraksjon 2-8, eluert fra IL-18-agarosekolonnen (figur 2).

EKSEMPEL 2: KRYSS-BINDING AV AFFINITETSRENSET IL-18BP MED
MERKET IL-18.

Prgver (40pl) av IL-18BP fra affinitetsrensingstrinnet ble
inkubert (70 min. ved 4°C) med '*°I-IL-18 (5.000.000 cpm).
Disuccinimidylsuberat (DSS), opplegst i dimetylsulfoksid
(Me,S0, 20mM), ble lagt til en endelig konsentrasjon pa 2mM
og blandingen ble stdende i 20 min ved 4°C. Reaksjonen ble
stoppet ved tilfgringen av 1M Tris-HCl pH 7,5, og 1M NaCl
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til en endelig kosentrasjon pa 100mM. En pregvebuffer inne-
holdende Ditiotreitol (DTT, 25 mM endelig) ble lagt til og
blandingene ble analysert med SDS-PAGE (7,5 % akrylamid)
etterfulgt av autoradiografi (figur 2). Et spesifikt band
med molekylvekt pa 58kD, antakelig bestadende av et ~40 kD
protein kryssbundet med ~20 kD '**I-IL-18, ble observert i
fraksjoner eluert fra IL-18-affinitetskolonnen (bane 2 og
3) men ikke i kolonnevaskingen (bane 1), inneholdende alle

andre rdurinproteiner.

EKSEMPEL 3: PROTEINSEKVENS-ANALYSE

Eluerte fraksjoner fra affinitetskolonnen i eksempel 1 ble
gjenopplegst med SDS-PAGE (10% akrylamid) under ikke-redu-
serende betingelser, elektroblottet i en PVDF-membran
("Pro-Blot, Applied Biosystems, USA”). Membranen ble farget
med coomassiebld, ~40 kD-bandet ble fjernet og utsatt for
proteinsekvensanalyse med en Procise mikrosekvenserer
("Applied Biosystems, USA”). Feglgende store sekvens ble
oppnadd:

T-P-V-S-0-0-x-X-x-A-A-A

1 « « 5. .. 010 . .

Hvor x representerer en ennad ubestemt aminosyre. I tillegg
ble oppnaddd folgende lille sekvens:
A-x-Y-x-R-
1...5

A-X-Y-x-R-I-P-A-x-A-I-A
1...5. . ..10. .

P4 grunn av denne doble sekvens var det ikke mulig & oppna
lengre sekvensdata. Den lille sekvensen ble identifisert
som et fragment av human defensin (aksesjonsnummer pl1398)
begynnende ved aminosyre 65 ved defensin. Den store sekvens
kunne ikke assosieres med noe annet kjent protein, som
fastslatt ved & sgke 1 alle tilgjengelige databaser i NCBI
og TIGR ved anvendelse av blastp- og tblastn-sgkeprogram-
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mer. For & oppnd en lenger og mer presis sekvens og for &
kunne identifisere potensielle cystinresidua, ble en annen
aliquot fra fraksjonen eluert fra IL-18-agarosekolonnen re-
dusert med DTT i 6 M guanidin HC1l, reagert med 4-vinylpyri-
din, avsaltet ved en anordning for mikrofiltrering (”“Ul-
trafree, cutoff 10.000 Daltons, Millipore”) og utsatt for
proteinmikrosekvensanalyse. Etter syklus nummer 1 i sek-
venseringen ble filteret reagert med o-ftaladehyd for blok-
kering av alle N-terminalpolypeptider unntatt Pro. P& denne
maten ble kun den store sekvens oppnadd som fglger:

TPVSQXXXAA XASVRSTKDP CPSQPPVFPA AKQCPALEVT
1 10 20 30 40

(T=Thr; P=Pro; V=Val; S=Ser; Q=GlIn; X= Ukjent‘ 3 A=Ala; R=Arg; K=Lys; D=Asp;
C=Cys; F=Phe; L=Leu; E=Glu)

I syklus 6, 7, 8 og 11 ble det oppnadd et lavt niva av Thr-
signal. P4 grunn av dette lave niva sd vi det klokt i ikke
& angi et spesifikt aminosyreresiduum til nevnte syklus.

Den resulterende sekvens er signifikant annerledes enn ved
noe annet kjent protein, som fastslatt ved segk i protein-
databasene. Men ved sgking i TIGR-databasen ved anvendelse
av sgkeprogrammet tblastn ble det fremskaffet en cDNA-file,
denotert THC123801, hvis apne leserammer (218 kodoner), nar
translatert inneholder en sekvens svat homolog med N-ter-

minalsekvensen til IL-18BP. Homologien er herved vist:
1 ....... TPVSOXXXAAXASVRSTKDPCPSQPPVFPAAKQCPALEVT. .. 40
1 ....... TPVSQXXXAAXASVRSTKDPCPSQPPVFPAAKQCPALEVT... 40

P AR ERAR RN RA RN RN
51 VTLLVRATXVXQTTTAATASVRSTKDPCPSQPPVFPRAKQCPALEVTWPE 100

(Den gvre sekvens (1-40) er den fra IL-18BP isolert i fglge
oppfinnelsen; den nedre sekvens (51-100) er dedusert ved
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translasjon av cDNA fra TIGR-filen THC123801). Den forsgks-
vise proteinsekvens, oppnadd ved translasjon av fil
THC123801, var ubestemmelig ved residua 2 og 4 ved IL-18BP.
Dette bekrefter identiteten til aminosyrerestene 6, 7 og 8
ved IL-18PB ettersom Thr ogsa ser ut til & gjelde for resi-
dua 11.

EKSEMPEL 4: IL-18BP ER ET GLYKOPROTEIN

Aliquot (0,3 ml) fra eluert fraksjon i eksempel 1 ble vi-
dere renset ved storrelsesekslusjonskromatografi i en Supe-
rose 12-kolonne (1X30 cm, Pharmacia, Sverige). Kolonnen
(ble preekvilibrert med fosfatbuffert salin og natriumazid
(0,02%) ved en stremningshastighet pa 0,5 ml/min. og frak-
sjoner ble samlet over et minutt. IL-18BP eluerte i frak-
sjon 20-25 som en ~40.000 Dalton-protein, som fastslatt ved
SDS-PAGE og swglvfarging. En pregve inneholdende ~40.000 Dal-
ton-proteinet (fraksjon 23, 50ul,~50 ng protein) ble rea-
gert med N-glykosidase F (”PNGase F, Biolab”) ifelge for-
handlers instruksjoner. Aliquotene ble kort denaturert ved
& kokes ved tilstedeverelse av 5% SDS i 10 min., 10Xg7 buf-
fer (2,5 pl), 10% NP-40 (2,5 pl) og PNGase F(1l pl), 1 time
ved 37°C. Prwven ble analysert med SDS-PAGE (10% akrylamid)
under ikke-reduserende forhold og sammenliknet med ufor-
doyet IL-18BP fra samme Suprose l2-fraksjon. Det ble funnet
at ~40 kD-béndet av IL-18BP forsvant i den PNGase-behand-
lede fraksjon. Nye band, korresponderende med 30 kD (akku-
rat over PNGase-béndet) og 20 kD ble oppnéddd. Elimineringen
av ~40 kD-bandet indikerer at dette bandet er et N-glykosy-
lert protein.

EKSEMPEL 5: BLOKKERING AV DEN BIOLOGISKE AKTIVITET AV IL-18
HOS IL-18BP.

Evnen til IL-18BP isolert fra urin til & blokkere IL-18-
aktivitet ble anslatt ved & médle den IL-18-induserte prod-
uksjon av IFN-y i mononuklezre celler. IL-18 induserer IFN-
Y nadr fgrt sammen med enten lav konsentrasjon av LPS, IL-
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12, IL-2 eller andre stimulanter. I1-18-aktiviteten ble
testet i1 murine splenocytter, 1 humane periferale blodmo-
nonuklezre celler (PBMC)og i den humane KG-l-cellelinjen.
Miltceller ble fremstilt fra en frisk mus, vasket og sus-
pendert i RPMI 1640 middels supplementert med 10% fetalt
bovinserum ved 5X10°% celler/ml. 1,0 ml kulturer ble stimu-
lert med LPS (enten 0,5 eller 1 pg/ml) sammen med rekom-
binant humant eller murint IL-18 (enten 0,5 eller 5 ng/ml).
Humant IL-18BP (0,5 eller 50 ng/ml) ble tilfegrt til den re-
kombinante IL-18 for tilfegring til miltceller. Etter dyr-
king i 24 timer ble miltcellene utsatt for tre fryse- (-
70°C) og tinings- (romtemperatur) sykluser, celleavfallet
ble fjernet ved sentrifugering og supernatantene ble pregvet
for IFN-y ved anvendelse av ELISA-utstyret for mus- IFN-y
(endogen). Som vist i figur 3A, blokkerte IL-18BP aktivi-
teten til huIL-18 i murine splenocytter i1 en doseavhengig
mate. I motsetning, som en kontroll, hadde opplegselige in-
terferon-o/B-reseptor ingen effekt. Aktiviteten til det re-
kombinante murine IL-18 ble tilsvarende hindret av det hu-
mane IL-18BP, noe som antyder at humant IL-18BP gjenkjenner
murint IL-18 (figur 3B). Endogent IL-18BP induseres i mu-
rine splenocytter ved heye konsentrasjoner av LPS, som fo-
rer til produksjon av IFN-y . IFN-y-indusering med LPS
(10pg/ml) ble ogsa hindret av urin-IL-18BP (figur 3C). Kon-
kanavalin A (con A) aktiviserer T-celler til & produsere
IFN-y i fraver av IL-18 (13). Induksjon av IFN-y ved Con
A ble ikke hindret av IL-18BP selv ved hgye konsentrasjoner
(figur 3D). Denne observasjonen demonstrerte at IL-18 var
en spesifikk hemmer av Il-18-biocaktivitet mer enn en uspe-
sifikk hemmer av IFN-y -fremstilling. IL-18BP hindret i
tillegg aktiviteten hos det humane IL-18 i humane KG-l-cel-
ler indusert med en kombinasjon av IL-18 og TNF-a (figur
3E). Den ovennevte data demonstrerer at urin-IL-18BP hind-
rer human sa vel som murin IL-18-aktivitet som mdlt ved sa-
minduksjon av IFN-y i humane og murine mononukleazre celler.
Konsentrasjonen av IL-18BP som reduserte IL-aktiviteten med
>90% var sammenliknbar med selve IL-18, pavisende en hgy

affinitetsinteraksjon mellom disse to proteiner.
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EKSEMPEL 6: ISOLASJON AV CDNA-KLONINGER KODENDE FOR IL-18BP

Total RNA fra Jurkat T-celler (“CRL 8163, American Type
Culture Collection”) ble reverstranskribert med Super-
Script RNase H-revers transkriptase (Gibco-BRL) og til-fel-
dige primere (“Promega, Madison WI”). De resulterende cDNA-
fragmenter ble s& amplifisert ved PCR, ved anvendelse av
Tag DNA-polymerase (Sigma) og primere korresponderende med
TIGR-kloning THC123801 nukleotider 24-44 (sense) og 500-481
(revers). Amplifikasjonen ble gjort i 30 sykluser av her-
ding (55°C, 2 min.) og ekstensjon (70°C, 1 min.) .De resul-
terende PCR-produkter ble gjenopplegst ved agarose- (1%)
gel-elektroforese, eluert og klonet inn i pGEM-Teasy TA-
kloningvektor (Promega). DNA fra individuelle kloninger ble
sekvensert med T7 og SP6-primere. Det resulterte 477 bp-
fragment ble merket *?P ved vilkarlig priming. Denne preve
ble anvendt for & undersgke ulike humane c¢DNA og genomiske
biblioteker. Duplikate nitrocellulosefiltre ble fremstilt
og hybridisert med preven ved 60°C i en buffer bestdende av
6XSSC, 10 X Denharts opplesning, 0,1% SDSog 100pg/ml lakse-
melke-DNA. Filtrene ble vasket og eksponert over natten ved
-80°C mot Kodak XAR-film. Doble positive kloninger ble
plakkrenset. Plasmider ble fiernet fra ApCEV9-kloninger og
selvligert. CDNA-kloner fra andre biblioteker ble isolert
ifelge forhandlers instruksjoner.

Automatisert DNA-sekvensanalyse av de isolerte kloner ble
utfegrt med "Models 373A" og ”377"-sekvenser (Applied Bio-
systems) ved anvendelse av sense- og antisenseprimere.
Standardprotokoller ble anvendt ved disse kloningsprose-
dyrer (33). Fgplgende biblioteker ble undersegkt: et humant
monocytt c¢cDNA-bibliotek, konstruert i ApCEV9-kloningsvektor
(15), levert av T.Miki; et humant Jurkat leukemisk T-celle-
DNA-bibliotek, et humant periferalt blodleukocytt-cDNA-
bibliotek og et human milt-cDNA-bibliotek, alle fra Clon-
Tech (Palo Alto, CA). Et humant morkakegenomisk bibliotek i
lambda FIX II-vektor var fra Strata-gene (La Jolla, CA).
Alle cDNA-kloner korresponderte med fire ulike IL-18BP
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spleisevarianter ble oppnadd og karakterisert. Alle
spleisevarianter kodet for forseksvis oppleselige skjulte
proteiner. Den mest fremtredende (IL-18- BPa) hadde en &pen
leseramme pa 192 kodoner, kodende for et signalpeptid pa 28
aminosyreresiduer etterfulgt av et modent forsgksvis IL-
18BPa, hvis fgrste 40 residuer (sekvens-ID nr. 10) passet
perfekt med N-terminalproteinsekvensen fra urin-IL-18BP
(sekvens-ID nr. 2). Plasseringen av cystinrestene anslo at
dette polypeptid tilhgrer immunoglobulin-(Ig)-superfamili-
en. Hvert av de fire Gln-residuer innen modne IL-18BPa var
et potensielt N-glykosyleringssted. De tre andre spleiseva-
rianter av IL-18BP var signifikant mindre fremtredende. Et
annet 1 kbb IL-18BP-cDNA kodet for et modent protein pa 85
aminosyreresiduer (sekvens-ID nr. 4). En tredje variant,
IL-18BPc var representert ved et 2,3 kb c¢DNA, kodende for
et modent IL-18BP pa 169 aminosyrerester (sekvens-ID nr.
6). Den fjerde variant, IL-18BPd kodet foret modent IL-18BP
pad 133 aminosyreresiduer (sekvens-ID nr. 8). In-exon-splei-
sing oppstod pad to steder langs pro-mRNA. Disse hendelser
og et ytterligere 5’ exon i IL-18BPd gav gkning til 3 ulike
5’ -UTR i de ulike cDNA-klonene. Det er derfor noksd mulig
at ulike IL-18BP-varianter kan genereres i respons til dis-
tinkte transkripsjonsreguleringsignaler. Ingen cDNA-koding
for en reseptor med et transmembrandomene har enna blitt

funnet.

EKSEMPEL 7: KONSTRUKSJON AV EN PATTEDYR-UTTRYKKENDE VEKTOR.
FREMSTILLING AV REKOMBINANT IL-18BP, OG EVALUERING AV DE
BIOLOGISKE AKTIVITETER VED REKOMBINANT IL-18BP.

Kodingsregionen ved IL-18BPa-cDNA ble amplifisert med PCR
med sense-primer 5’ TATATCTAGAGCCACCATGACACAACTGGACACCA

0g revers-primer:

5" ATATCTAGATTAATGATGATGATGATGATGACCCTGCTGCTGGGACTGC.



10

15

20

25

30

35

43

PCR-produktet ble kuttet med Xba I og klonet inn i Xba I-
plassen 1 pEF-BOS-ekspresjonsvektoren (25), til utbytte
PEF-BOS-IL-18BPa. Konstruksjonene ble bekreftet med DNA-
sekvensering. Satser av 6X107 COS7-celler i 1,4 ml TD-buf-
fer ble inkubert i 30 minutter ved romtemperatur, som
beskrevet (35). Cellene ble s& vasket med DMEM -10% FBS be-
lagt i 4 timer i DMEM-10, vasket og inkubert i 3 til 5 dggn
i serumfri DMEM. Kulturmiddelet ble oppsamlet, konsentrert
6 ganger ved ultrafiltrering (”10 kD cutoff) og IL-18BP-
His¢ ble isolert i en Talon-kolonne (”Clontech”) med imida-
sol som utslemmingsmiddel i fglge produsentens instruksjo-
ner. Immunologisk kryssreaktivitet til urinet og det COS7-
ekspresjonerte IL-18BP ble vurdert som fglger: urin-IL-18BP
(5ug) ble merket med '*°
natanter fra COS7-celler (250 pl) ble blandet (1 time, rom-
temperatur, sluttvolum 500 pl) med antistoffet med urin-IL-

18BP, opplegst 1:1000 i fosfatbuffert salin (PBS), 0,05%
125
I_

I ved kloramin T-prosedyren. Super-

Tween 20 og 0,5% bovinserumalbumin (”wash Buffer”).
merket urin-IL-18BP (10° cpm) ble s& tilfert og etter 1
time ble proteinet G-sefarose (20pl) tilfsrt. Blandingen
ble suspendert (1,5 timer, 4°C), drépene ble deretter iso-
lert og vasket 3 ganger med ”“Wash Buffer” og en gang 1 PBS.
Drapene ble deretter eluert med en prevebuffer, gjenopplest
med SDS-PAGE (10% akrylamid) under reduserende forhold et-
terfulgt av autoradiografi. IL-18BPa ble fgrt som et en-
keltband i SDS-PAGE med sglvfarging under reduserende og
ikke-reduserende forhold og hadde samme obserterte molekyl-
masse som urin-IL-18BP (data ikke vist). Proteinsekvens-
analyse av denne fremstillingen avslgrte den samme N-termi-
nalsekvens som den i urin-IL-18BP , indikerende at sist-
nevnte ikke ble degradert ved sin N-terminalen. Immunoblot-
analyse av IL-18BPa med antistoffer som stod mot urin-IL-
18BP avslerte det samme molekylare masseband som i urin-
proteinet. Videre, ved anvendelse av immunopresipitasjon,
etterfulgt av SDS-PAGE og autoradiografi, var IL-18BPa i
stand til & fjerne urin-'?*I-IL-18BP ved & binde seg til an-
tistoffet. Derfor korresponderer IL-18BPa strukturelt til
urin-IL-18BP. RA&tt og renset IL-18BPa ble testet for dets
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egenskap til & hindre den biologiske aktivitet av IL-18.
IL-18BPa hindret, pd en doseavhengig mate, den IFN-y-indu-
serende aktivitet i humant og muse-IL-18 i murine spleno-
cytter, PBMC og den humane KG-l-cellelinje (figur 9). Re-
sultatene fra de ulike bioprgvene sa vel som “mobility
shift”-preove (eksempel 8) demonstrerte at hindring av IL-
18-aktivitet er en intrinsik egenskap ved det klonede IL-
18BP og ikke ved noen av de andre folgende urenhetene i
urin-IL-18BP, sa som det sam-eluerende fragment av defen-
sin.

EKSEMPEL 8: ELEKTROFORETISKE MOBILITETS-SKIFTEPR@GVER

Effekten av urinen og den rekombinante IL-18-induserte ak-
tivering av NF-kB i humane KG-l-celler ble ogsad studert.
Humane KG-l-celler (4X106 i 1 ml RPMI) ble stimulert med
enten hulIL-18 forbehandlet med et IL-18BP (20 min., romtem-
peratur). Etter 20 minutter ved 37°C ble cellene vasket tre
ganger med iskald PBS og umiddelbart frosset i flytende
nitrogen. Cellepelleter ble resuspendert i tre ganger det
pakkede cellevolum i buffer A (20 mM Tris pH 7,6, 0,4M
NaCl, 0,2 mM EDTA, glyserol (20 volum-%), 1,5 mM MgCly, 2
mM ditiotreitol (DDT), 0,4 mM PMSF, 1 mM Na3VO,, 2ug/ml
hver av leupeptin, pepstatin og aprotinin). Celleavfall ble
fijernet ved sentrifugering (15.000xg, 15 min.), aliquoter
fra supernatanten ble frosset i flytende nirogen og oppbe-
vart ved -80°C. Proteinkonsentrasjon ble fastslatt av en
Bradford-prgve (Bio-Rad) ved & anvende bovinserumalbumin
som standard. Et dobbeltkjedet oligonukleotid korrespon-
derende med NF-kB-bindingselement (10 pmol, Promega) ble
merket [*?P]dCTP (300 Ci/mmol) og T4 polynukleotidkinase
("New England Biolabs”). Frie nukleotider ble fjernet med
en spinnekolonne. Ekstrakter (10 pg protein) av celler be-
handlet med IL-18 eller IL-18 pluss IL-18BP ble inkubert
(15 min., romtemperatur) med den merkede preve (3X10* cpm)
sammen med poly-dI.dC (500 ng, Pharmacia) og denaturert
laksemelke-DNA (100 ng, Sigma) i 20 pl buffer bestdende av
HEPES (pH 7,5, 10mM), 60 mM KC1l, 1 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 1



10

15

20

25

30

35

45

mM DTT og glyserol (5 volum-%). Blandingene ble deretter
lagt pa 5% ikke-denaturerende polyakrylamidgeler. Elektro-
forese ble utgvet ved 185 V i 0,5XTBE (40 mM Tris HCl, 45
mM borsyre og 2,5 mM EDTA). Geler ble vakuumtgrket og auto-
radiografert over natten ved -80°C. IL-18 viste seg & indu-
sere dannelsen av p50 NF-kB homodimer og p65/p50 NF-kB he-
terodimer. Urin s& vel som rekombinant IL-18BP hindret ak-
tiveringen av NF-kB hos IL-18, som fastslatt ved en elek-
troforetisk mobilitetsskiftepreove med KG-l-celleekstrakter
bindende et radiomerket oligonukleotid tilsvarende NF-KB-

konsensussekvensen.

EKSEMPEL 9: EKSPRESJON AV IL-18BP I E.COLI-, GJER- OG IN-
SEKTCELLER.

IL-18BP kan ogsa fremstilles ved andre rekombinante celler
sd som prokaryote celler, f.eks E. coli, eller andre euka-
ryote celler, sd som gj®r- eller insektceller. Velkjente
metoder er tilgjengelige for konstruksjon av egnede vekt-
orer, som barer DNA som koder for enten IL-18BP og egn-ede
for transformering av E. coli- og gjarceller, eller infi-
sering av insektsceller for a kunne fremstille rekombinant
IL-18BP. For ekspresjon i gjerceller , blir DNA som koder
for IL-18BP (eksempel 6) kuttet ut og satt inn i ekspre-
sjonsvektorer egnede for transfeksjon av gjarceller. For
ekspresjon i insektsceller, blir DNA som koder for IL-18BP
satt inn i bakulovirus og insektscellene blir infisert med
nevnte rekombinante bakulovirus. For ekspresjon i E. coli,
blir DNA som koder for IL-18BP utsatt for seterettet muta-
genese med egnede oligonukleotider, slik at et innledende
ATG-kodon settes inn rett for det forste kodon ved et mo-
dent IL-18BP. Alternativt kan slikt DNA fresmtilles med PCR
med egnede sens- og antisensprimere. De resulterende cDNA-
konstruksjoner blir sa innsatt i1 egnede konstruerte proka-

ryote ekspresjonsvektorer med kjente teknikker (23).

EKSEMPEL 10: KONSTRUKSJON AV ADENO-ASSOSIERT EKSPRESJONS-
VEKTOR FOR IN VIVO-EKSPRESJON AV IL-18BPa.
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Et funksjonelt gen kodende for IL-18BPa blir konstruert ba-
sert pa plasmid pcDNA3 (Invitrogen, San Diego, CA). IL-
18BP-cDNA med en Kozak konsensussekvens ved 5’ ende er 1li-
gert inn i Xba I-stedet ved pcDNA3 pa en médte som gdelegger
restriksjonsstedet. Nye Xba I-seter er satt inn med sete-
orientert mutagenese fgr neomysinkassetten (base 2151 til
den originale pcDNA3-sekvens) og etter SV40-polyadeny-
lasjonsignalet (base 3372 til den originale pcDNA3-sek-
vens) . Denne konstruksjon blir sa& kuttet med Xba I og det
resulterende 4,7 kb minigen blir satt inn i Xba I-setet i
plasmid psub20l som beskrevet (”Snyder et al, 1996, Current
Protocols in Human Genetics , Chapters 12.1.1-12.1.17, John
Wiley & Sons”). Det resulterende rekombinante plasmid blir
kotransfektert med hjelper AAV-plasmid-pAAV/Ad og cellene
blir samlet opp etter 48-60 timer med inkubering. Cellene
utsettes for 3 fryse- og tinings-sykluser, celleavfallet
fjernes ved sentrifugering, og supernatanten blir gket til
33% metning med ammoniumsulfat. Blandingen blir deretter
sentrifugert og rAAV blir presipitert fra supernatanten ved
4 bringe ammoniumsulfatet til 50% metning. Viruset blir vi-
dere renset med CsCl, dialysert og endelig varmet i 15 min

e

ved 56°C for a wdelegge ethvert adenovirus.

EKSEMPEL 11: KONSTRUKSJON AV REKOMBINANTE FUSJONSPROTEINER
HOS IL-18BP.

Fremstillingen av proteiner som omfatter IL-18BP sammensatt
til den konstante region ved IgG2 tung kjede kan utferes
som fglger: DNA ved IL-18BP blir utsatt for seterettet mu-
tagenese med egnede oligonukleotider slik at et unikt rest-
riksjonssted introduseres umiddelbart fer og etter kodings-
sekvensene. Et plasmid som barer den konstante region av
IgG2 tung kjede, f.eks pRKCO42Fcl (6) blir utsatt for lik-
nende seterettet mutagenese for innfgring av samme unike
restriksjonssted s& naert Asp 216 av IgGl tung kjede som mu-
lig pa en mate som tillater translasjon i fase av fusjons-
proteinet. Et dsDNA-fragment, bestdende av 5° ikke-transla-
terte sekvenser og kodende for IL-18BP blir fremstilt ved
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spalting av de unike restriksjonsseter eller alternativt
ved PCR med egnede dannede primere. Det muterte pRKCD42Fcl
blir spaltet tilsvarende for & generere et stort fragment
inneholdende plasmidet og IgGl-sekvensene. De to fragmen-
tene blir ligert for & generere et nytt plasmid, kodende en
polypeptidforlgper bestdende av IL-18BP og omkring 227 C-
terminalaminosyrer av IgGl-tunge kjeder (hengselregion og
CH2- og CH3-domener). DNA-kodende funksjonsproteiner kan
isoleres fra plasmidet med spalting med egnede restrik-
sjonsenzymer og deretter innfering i effektive prokaryote
eller eukaryote ekspresjonsvektorer.

EKSEMPEL 12: FREMSTILLING AV KJEMISK MODIFISERTE IL-18BP.

For & kunne gke halveringstiden til IL-18BP i plasma, kan
IL-18BP som er kjemisk modifisert med polyetylenglykol
(PEG), fremstilles. Modifiseringen kan utfgres ved & kryss-
binde PEG med et cystinresiduum av IL-18BP-molekylene. Mu-
tante IL-18BP kan konstrueres som inneholder et ekstra
cystinresiduum med aminoterminalen, glykosyleringssteder,
og karboksylterminalen til hvert enkelt IL-18BP. Mutage-
nesen kan utferes med PCR ved anvendelse av oligonulkeoider
som inneholder den gnskede mutasjon. Disse mutante prote-
iner blir uttrykt pa vanlig mate som kjent fra teknikken.
Pegylering av disse proteiner vil bli utfert, og aktivite-

ten vil bli wvurdert.

EKSEMPEL 13: FREMSTILLING AV POLYKLONALE ANTISTOFFER TIL
IL-18BP.

Kaniner ble injisert subkutant med 5pg med en rent frem-
stilt urin-IL-18BP, emulgert i fullstendig “Freunds”-adju-
vant. Tre uker senere ble de igjen subkutant injisert med 5
pg av IL-18BP-produktet i ufullstendig “Freunds”-adjuvant.
To ytterligere injeksjoner med IL-18BP som opp-lgsning i
PBS ble utfgrt med et intervall pad 10 dager. Kaninene ble
tappet 10 dager etter siste immunisering. Utviklingen av

125

antistoffnivad ble utfert med radioimmunassay. I-merket
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IL-18BP (166.000 cpm) ble blandet med ulike oppl@gsninger
(1:50, 1:500, 1:5.000 og 1:50.000) av kaninserumet. En sus-
pensjon av protein-G-agarosedrdper (20 pl, Pharmacia) ble
tilfert 1 et totalt volum pa 200 pl. Blandingen fikk sta en
time i romtemperatur, drapene ble deretter vasket tre
ganger og bundet radioaktivitet ble mdlt. Kanin-antiserum
til humant leptin ble anvednt som en negativ kontroll.
Titrérvesken til IL-18R-antiserum var mellom 1:500 og

1:5.000, mens den fra negativ kontroll var mindre enn 1:50.

EKSEMPEL 14: FREMSTILLING AV MONOKLONALE ANTISTOFFER TIL
IL-18BP.

Balb/C-hunnmus (3 mdneder gamle) blir fegrst injisert med 2
ng renset IL-18BP i en emulsjon av fullstendig “Freunds”-
adjuvant, og tre uker senere subkutant i ufullstendig
"Freunds”-adjuvant. Tre ytterligere injeksjoner blir gitt
med 10 dagers intervaller, subkutant i PBS. Endelige inji-
seringer blir gitt intraperitonealt til musa 4 og 3 dager
for fusjon, noe som gav den hgyeste bindingstitrérvaske som
fastsldtt med IRIA (se nedenfor). Fusjon utfgres ved anven-
delse av NSO/l-myelomacellelinje og lymfocytter fremstilt
fra bade milten og lymfeknutene til dyret som fusjonspart-
ner. De fuserte cellene distribueres inn i mikrokulturpla-
ter og hybridomene velges ut i DMEM supplementert med HAT
og 15% serum fra hest. Hybridomer som viser seg & produsere
antistoffer mot IL-18BP blir subklonet ved den be-grensende
fortynningsmetode og injisert i Balb/C-mus som har blitt
primet med pristan for produksjon av bukvaske. Isotypene av
antistoffene blir funnet ved anvendelse av en kommersielt
tilgjengelig ELISA-anordning (Amersham, UK). Utvelgelsen av
hybridomer som produserer anti-IL-18BP-monoklonale anti-
stoffer blir utfert som feglger: hybridomsupernatanter blir
testet for tilstedevarelse av anti-IL-18BP-antistoffer ved
et invert fastfase radioimmunassay (IRIA). Elisa-plater
(”"Dynatech Laboratories, Alexandria, VA”) blir belagt med
Talon-renset IL-18BPa-Hisg (10 pg /ml, 100 pl/brenn). Etter
fozlgende inkubasjon over natten ved 4°C, blir platene vas-
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ket to ganger med PBS inneholdende BSA (0,5%) og Tween
(0,05%) og blokkert i vaskeopplesning i minst 2 timer ved
37°C. Hybride kultursupernatanter (100 pl/brenn) blir lagt
til og platene blir inkubert i 4 timer ved 37°C. Platene
blir vasket i 3 timer, og et konjugat av geit-anti-mus-pep-
perrotperoksidase (HRP, jackson Labs, 1:10.000,
100pl/bregnn) blir lagt til i 2 timer ved romtemperatur.
Platene blir vasket 4 ganger og fargen blir fremkalt av
ABTS (72,2 -azino-biz” (3-etylbenztiasolin-6-sulfonsyre,
Sigma)) med H;0; som et substrat. Platene blir lest av en
automatisk ELISA-leser. Prgver som gir OD som er minst 5
ganger hgyere enn den negative kontrollverdien blir regnet

som positive.

EKSEMPEL 15: AFFINITETSKROMATOGRAFI AV IL-18BP MED MONO-
KLONALE ANTISTOFFER.

Antistoffer mot IL-18BP blir anvendt for rensing av IL-18BP
ved affinitetskromatografi. Bukvaske inneholdende det mo-
noklonale antistoff dannet av hybridomet blir renset med
ammoniumsulfatpresipitasjon ved 50% metning etterfulgt av
ekstensiv dialyse mot PBS. Omkring 10 mg av immunoglobu-
liner blir bundet til 1 ml Affigel 10 (”BioRad, USA”) som
spesifisert fra produsenten. 250 ml av humane urinproteiner
(tilsvarende 250 1 raurin) er lagt til 0,5 ml av anti-
IL18BP-antistoffkolonnen ved 4°C med en flytgrad pa 0,25
ml/min. Kolonnen blir vasket med PBS inntil intet protein
blir detektert i wvaskingene. IL-18BP eluereres med 25 mM
sitronsyrebuffer, pH 2,2 (8 x 1 kolonnevolumfraksjoner) og
umiddelbart ngytralisert med 1 M Na;COsz. Videre rensing av
denne fremstilling blir oppnadd ved stegrrelsesekskluderende

kromatografi.

EKSEMPEL 16: ELISA-TEST

Mikrotirérplater (”Dynatech” eller ”“Maxisorb”, av Nunc)
blir belagt med anti-IL-18BP-monoklonalt antistoff (serum-
frie hydride supernatanter eller bukvaeske-immunoglobuliner)
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over natten ved 4°C. Platene blir vasket med PBS innehol-
dende BSA (0,5%) og Tween 20 (0,05%) og blokkert i samme
opplgsning i minst 2 timer ved 37°C. De testede provene
fortynnes i1 blokkeringsopplgsningen og tilsettes bregnnene
(100 pl/bregnn) i 4 timer ved 37°C. Platene vaskes deretter
i 3 timer med PBS-holdig Tween 20 (0,05%) etterfulgt av
tilsetting av kanin-anti-IL-18BP-serum (1:1.000, 100
pl/brenn) for videre inkubering over natten ved 4°C. Pla-
tene blir vasket 3 ganger og et konjugat av geit—-anti-mus-
pepperrot-peroksidase (HRP, jackson Labs, 1:10.000,
100pl/brenn) blir lagt til i 2 timer ved romtemperatur.
Platene blir vasket 4 ganger og fargen blir fremkalt med
ABTS (”2,2 -azino-biz” (3-etylbenztiasolin-6-sulfonsyre,
Sigma)) med H;0; som et substrat. Platene blir lest av en
automatisk ELISA-leser.

EKSEMPEL 17: IKKE-GLYKOSYLERT HUMANT IL-18BP ER BIOLOGISK
AKTIVT.

Renset rekombinant IL-18BPa ble testet for dets egen-skap
til & hindre den biologiske aktivitet hos IL-18. IL-18BPa
hindret, avhengig av dosen, IFN-y-induserende aktivitet hos
humant- og mus-IL-18 i murine splenocytter, PBMC og de hu-
mane KG-l-cellelinjer (figur 9).

Renset IL-18BPa som har et Hisg-merke ved C-terminalen (1,5
pg, 50 pl) ble justert til pH 7,5 og blandet med N-glyko-
sidase F (3 pl, 500.000 U/ml, PNGase, F, New England Bio-
labs) . Blandingen ble inkubert i 24 timer ved 37°C under
ikke-denaturerende forhold. Aliquoter fra prgven og fra
uspaltet IL-18BP-hisgs ble analysert ved SDS-PAGE under
ikke-reduserende forhold etterfulgt av immunoblotting med
antistoffer mot IL-18BP. Det ble pavist at ~40 kD-bandet
til IL-18BP-Hisg forsvant i den PNGase-behandlede fraksjon
og et nytt ~20 kD-band ble oppnddd. Den molekylare masse
til produktet og spesifisiteten av PNGase F indikerte at
IL-18BP-His¢ ble helt og holdent deglykosylert. Den PNGase-
behandlede fraksjon, uspaltet IL-18BP-Hisg; og kontroll-
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pregve inneholdende PNGase i buffer ble absorbert separat i
Talon-draper, vasket med fosfatbuffer og eluert med imi-
dasol (100 mM). De eluerte fraksjoner ble utsatt for bio-
assay ved anvendelse av humant IL-18BP (20 ng/ml}, LPS (2
pg/ml) og murine splenocytter. Resultatene er vist i fegl-
gende tabell:

Prove IFN-y (ng/ml)
kontroll 7,5
Ufordgyd IL-18BP-Hisg 0

PGNase-behandlet IL-18BP-Hisg |0

Derfor er det konkludert at deglykosylert IL-18BP er bio-
logisk aktivt som en modulator av IL-18-aktivitet.
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Patentkraw

1. IL-18-bindende protein (IL-18BP),
karakterisert ved at det er valgt fra

gruppen bestaende av:

(a) polypeptider omfattende aminosyresekvensene SEQ ID NO:
2 eller 6;

(b) polypeptider som definert i (a) uten en ledersekvens;
(c) muteiner som har minst 80% homologi med IL-18BP som de-
finert i (a) eller (b), kondenserte proteiner, kjemisk mo-
difiserte derivater, sirkulart permuterte derivater og
blandinger derav av polypeptidene definert i (a) eller (b);
0g som binder til IL-18 og blokkerer IL-18-indusert produk-
sjon av IFN-vy.

2. IL-18BP ifglge krav 1,
karakterisert ved at det er et ikke-vi-

ralt protein.

3. IL-18BP ifwlge krav 2,
karakterisert ved at det er et humant

protein.

4, 1IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til 3,
karakterisert ved at det har en molekyl-
vekt pa omkring 40 kD.

5. IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 - 4,
karakterisert ved at fusjonsproteinet om-

fatter et immunoglobulin eller et fragment derav.

6. IL-18BP ifglge krav 5,

karakterisert v ed at det er et fusjonspro-
tein valgt fra IL-18BP kondensert til det konstante omréade
av IgG2 tung kjede.
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7. IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til 6,
karakterisert ved at de kjemisk modifi-
serte derivater innbefatter polyetylenglykol sidekjeder.

8. IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til 7,
karakterisert ved at de eksisterer i opp-
lzselig form.

9. IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til 8.
karakterisert ved at de er glykosylert.

10. IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til 8,
karakterisert v ed at de er ikke-glykosy-
lert.

11. DNA-molekyl,
karakterisert v ed at det koder for et IL-
18BP ifglge ethvert av kravene 1 til 10.

12. DNA-molekyl ifglge krav 11,
karakterisert ved at det er utstyrt med
et stopp-kodon ved sin 3’ ende.

13. DNA-molekyl,

karakterisert ved at det omfatter DNA-
sekvensene 1 SEQ ID NO: 1 eller 5, hvor nevnte DNA koder
for et IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til 10.

14. DNA-molekyl ifglge ethvert av kravene 11 til 13,
karakterisert ved at det er operativt
forbundet til andre DNA-sekvenser som letter ekspresjon, sa

som promotere eller forsterkere.

15. DNA-molekyl ifglge ethvert av kravene 11 til 14,
karakterisert ved at det er et genomisk
DNA.
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16. DNA-molekyl ifglge ethvert av kravene 11 til 15,
karakterisert ved at det er et cDNA.

17. cDNA-molekyl ifglge krav 16,
karakterisert ved at det omfatter en
cDNA-sekvens valgt fra gruppen av DNA-sekvenser av SEQ ID
NO: 1 og 5.

18. cDNA-molekyl ifglge krav 16 til 17,
karakterisert ved at det er tilpasset for
ekspresjon i en bakteriell vertsorganisme.

19. Replikerbar wvektor,
karakterisert ved at den omfatter et DNA-
molekyl ifglge ethvert av kravene 11 til 18.

20. Transformert vertscelle omfattende en vektor ifglge
krav 19.
21. Transformert vertscelle ifglge krav 20,

karakterisert ved at den er en eukaryot
celle,

22. Transformert vertscelle ifwlge krav 21,
karakterisert ved at den er en pattedyr-
celle.

23. Transformert vertscelle ifglge krav 22,
karakterisert ved at den er valgt fra hu-
mane—, ape-, muse- og kinesisk hamster ovarie (CHQ) -cel-

ler.

24. Transformert vertscelle ifglge krav 20,
karakterisert ved at den er en prokaryot

celle.

25. Fremgangsmate ved fremstilling av IL-18BP ifglge et-
hvert av kravene 1 til 10,
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karakterisert ved

at den omfatter & dyrke

en vertscelle ifslge ethvert av kravene 20 til 24 under be-

tingelser som er egnet for ekspresjon av nevnte IL-18BP.

26. Fremgangsmate for fremstilling
25,
karakterisert ved

fatter & isolere nevnte IL-18BP.

27. Antistoff,
karakterisert ved
rer med sekvensen vist i SEQ ID NO:

28. Antistoff ifelge krav 27,
karakterisert ved
nalt antistoff.

29. Antistoff ifglge krav 28,
karakterisert ved
nalt antistoff.

30. Antistoff ifwlge krav 29,
karakterisert ved
antistoff.

31. Antistoff ifglge krav 30
karakterisert ved
antistoff.

32, Anti-idiotypisk antistoff,
karakterisert v ed
til antistoffet ifeglge krav 27,

33. Fremgangsmate for isolering av
eller 2,

karakterisert ved

av IL-18BP ifglge krav

at den ytterligere om-

at det spesifikt reage-

2 eller 6.

at det er et polyklo-

at det er et monoklo-

at det er et chimerisk

at det er et humanisert

at det er et antistoff

IL-18BP ifglge krav 1

at den omfatter:
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(a) & passere en human vaéske gjennom en kromatografiko-
lonne til hvilken IL-18BP er koblet,
(b) & eluere proteinet som binder til IL-18, og

(c) & rense nevnte protein.

34. Sammensetning for farmasgytisk anvendelse,
karakterisert ved at den omfatter IL-18BP
ifeglge ethvert av kravene 1 til 10 eller en viruskodet ho-
molog av IL-18BP som binder til IL-18 og blokkerer IL-18-
indusert produksjon av IFN-vy.

35. Sammensetning for farmasgytisk anvendelse,
karakterisert ved at den omfatter et DNA
som koder for IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til 10
eller et DNA som koder for en viruskodet homolog av IL-18BP
som binder til IL-18 og blokkerer IL-18-indusert produksijon
av IFN-vy.

36. Anvendelse av IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til
10 eller av en viruskodet homolog derav som definert i krav
34, ved fremstilling av en farmasgytisk sammensetning til

behandling av autoimmune sykdommer.

37. Anvendelse av IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til

10 eller av en viruskodet homolog derav ved fremstilling av
en farmasgytisk sammensetning til behandling av type-I dia-
betes.

38. Anvendelse av IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til
10 eller av en viruskodet homolog derav som definert i krav
34 ved fremstilling av en farmasgytisk sammensetning til

behandling av sepsis.

39. Anvendelse av IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til
10 eller av en viruskodet homolog derav som definert i krav
34 ved fremstilling av en farmasgytisk sammensetning til

behandling av transplantatavstetninger.
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40. Anvendelse av IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til
10 eller av en viruskodet homolog derav som definert i krav
34 ved fremstilling av en farmasgytisk sammensetning til

behandling av reumatoid artritt.

41. Anvendelse av IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til
10 eller av en viruskodet homolog derav som definert i krav
34 ved fremstilling av en farmasgytisk sammensetning til

behandling av inflammatorisk tarmsykdom.

42. Anvendelse av IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til
10 eller av en viruskodet homolog derav som definert i krav
34, ved fremstilling av en farmasgytisk sammensetning til
behandling av multippel sklerose.

43. Anvendelse av IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til
10 eller av en viruskodet homolog derav som definert i krav
34, ved fremstilling av en farmasegytisk sammensetning til
behandling av ischemisk hjertesykdom innbefattende akutt

hjertesvikt.

44, Anvendelse av IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til
10 eller av en viruskodet homolog derav som definert i krav
34, ved fremstilling av en farmasgytisk sammensetning til

behandling av ischemisk hjerneskade.

45. Anvendelse av IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til
10 eller av en viruskodet homolog derav som definert i krav
34, ved fremstilling av en farmasgytisk sammensetning til
behandling av psoriasis.,

46. Anvendelse av IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til
10 eller av en viruskodet homolog derav som definert i krav
34, ved fremstilling av en farmasgytisk sammensetning til

behandling av akutt eller kronisk hepatitt.

47. Anvendelse av IL-18BP ifelge ethvert av kravene 1 til
10 eller av en viruskodet homolog derav som definert i krav
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34, ved fremstilling av en farmasgytisk sammensetning til
behandling av akutt eller kronisk pankreatitt.

48. Anvendelse av IL-18BP ifglge ethvert av kravene 1 til
10 for opprensning av IL-18.

49, Anvendelse av antistoffene ifglge ethvert av kravene

27 til 31 i et assay for pavisning av IL-18BP.

50. Anvendelse av et DNA-molekyl som koder for IL-18BP
ifglge ethvert av kravene 1 til 10 eller som koder for en
viruskodet homolog derav som definert i krav 34 for frem-

stilling av en farmasegytisk sammensetning til genterapi.
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IL-18Bpa; DNA-sekvens :

Lengde: 1348 14 desember 1997 15:41  Type:N Sjekk: 2207..

1 GAGAAGAGGA CGTTGTCACA GATAAAGAGC CAGGCTCACC AGCTCCTGAC

51 GCATGCATCA TGACCATGAG ACACAACTGG ACACCAGACC TCAGCCCTTT

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

75

801
851
901

951

GTGGGTCCTG CTCCTGTGTG CCCACGTCGT CACTCTCCTG GTCAGAGCCA
CACCTGTCETC-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 CTCACCGCCC 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

(SEKV.IDNR. : 1)
IL-18Bpa; Proteinsekvens :

Lengde: 192 5. juni 1998 .13:39 Type: P Sjekk: 3073..
-1 MRHNWTPDLS PLWVLLLCAH VVTLLVRATP VSQTTTAATA SVRSTKDPCP
51 SQPPVFPAAK QCPALEVTWP EVEVPLNGTL SLSCVACSRF PNFSILYWLG
101 NGSFIEHLPG RLWEGSTSRE RGSTGTQLCK ALVLEQLTPA LHSTNFSCVL

151 VDPEQVVQRH VVLAQLWAGL RATLPPTQEA LPSSHSSPQQ QG

(SEKV.IDNR.: 2)

Fig. 4A
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IL-18BPb; DNA-sekvens

Lengde: 1038 19 juni 1998 1410 Type:N Sjekk. 8005

| 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

(SEKV.IDNR.:3)

Fig. 5
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huiL-18BPb
Kion-m7
peptid

1 MRHNWTPD LSPLWVLLLC AHVVTLLVRA TPVSQTTTAA TASVRSTKDP

49 CPSQPPVFPA AKQCPALEVT WPEVEVPLSW AEGNLAPHPR SPALQPQQST
99 AAGLRLSTGP AAAQP% . .. _ ..

(SEKV. IDNR. .4)

Fig. 5A



hulL18 BPc.sekv. Lengde:7063 16. juli 1998 19:47
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Type' N Sjekk 9314

1 GAATTCGCGG CCGCGTCGAC GCCAGAGGGG CTAGGATGAG AGACAGAGGG

S} TGTGATGGTG GGTGCTGGGA AATGTACCCG ACCTTGGGGC TGGTGGCTGG

101
. 151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
Hs1

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
TTTTTTTTTC 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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3551
3601
3651
3701
3751

3801
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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
TCACATGGCCAGATGAGAACTTGCGAIACTA&CCTGCACCCACTGGCTGG
GAAGATCTCT TCCTGCTCCC ACGCCCCTGT CTGGATCCCC TCCCTTGTGA
GCCCCAGGGT TATCAGTTGC TGGCTGTGCC TGAGCAGCTC TGGGTGCTCT
CCATGAGAAT GGGGCCATCT GTCTTCTCTC CTTGGAGAGG AGCTACCAGG
ACAGGGACAC CTCTTACCCC ACACCCTCCA GCAGCCTGGC GTGGCCCCAT
CTTGGATGCT ACTTGGTGGG GCGGTCTGGG GGGTGCCCAT GCTCTCATCG
GGTTTCCCTC CCCCATCCTG CCAGTGCCTC TACCTTGCCC TTGGCTCGAG

GGGTGGCACC AATGGCGGCA GCAGTGGCGG CGCTGGCTGT GGTGGTGGCA

Fig. 6B
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3901

3951

4001
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ATGCGCGGAG AACGGCGGGT TCCACTGCGA GTGTTGGGGG AAGCCTTGGA
CAGGGCCTTC TTTGAGGCTC CCCGCCGCAG AAGGCTGTTC CCTAGCTTCT
TGGGTGTGTT GAGGATGCTG AAGGCCATCG ACTGGCGCCG GTCAGCCTGC

AAGGAAGGGC TGTCAGACCG GGAGACCCAA TGCTGCCTTC CCAGGCCAGC

4051-GTGCTGTGCC-ACGCTGTACC AGCAAGGTCC CGCCAGGGCG-TCGCTTCATC

4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051

5101

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 QTGGTCAGTG 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. 6C



5151
5201
5251

5301

5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351

6401
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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 TCCCTGTGOC ACGATCCACE 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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6451 AAATAAAGTG ACTAGCCCCA AATCACACTG CTAGGAAGTA TCAGAGCTGG
6501 GGCTAGGCCC CATGTCTCCT GACTAGTCAG GCTCATCCCA CAGCCTCTGC
6551 TGTCCCTCAG TCCAAACTTC CAGGGCCCTT ACCATGTTCC AGAACTTCCC
6601 CCAACTTCTT GGTAGCAGGG GGCACCCTAA ACACACAGGT CCCCCCTGCT
-6651-GTAGCAGGGG CCCCCTCTCC CCTCCTCCCA AACCTCCCCT TCAAGATGTG
6701 GAAACAAAGG CAAGGGCCTG CAGCCTGTCA GGCAGTCCAC TGGGCAGCAA
6751 CAATGCCTCT CAGCTGCATG GGGCATGCTG GGAGGCACAG GATGGGCTGC
6801 AGCTTCGCCA CGTTCTCTCC CTTCACCCTG CACAGGCTCA GTGCTACGCA
63851 TGGAGAGAAT GCTAGCCTTA GTCAGGAGGC AGGGATCTAA TCCTAGCCCT
6901 GCCTTTTTCT TCAGAAGTGC CCTTAACCAA GTCACTGCCC TTTTTAAGAC
6951 CTCTCAGCTT TCCCACTGTA ACATGGACTG GCTGCTCATC CCTCCCTGCT
7001 CCTGACTGAG TGCCCAGTGC AAAGATGCCC TTGAGAGGAA GTGGGAATTG
7051 CTGACCTGTC GAC
IL-18BPc; Protein (SEKV. IDNR-:9)
Lengde: 197 5. juni 1998 13:41  Type: P Sjekk: 3353
1 MRHNWTPDLS PLWVLLLCAH VVTLLVRATP VSQTTTAATA SVRSTKDPCP
51 SQPPVFPAAK QCPALEVTWP EVEVPLNGTL SLSCVACSRF PNFSILYWLG
101 NGSFIEHLPG RLWEGSTSRE RGSTGTQLCK ALVITEQLTPA LHSTNFSCVL

151 VDPEQVVQRH VVLAQLWYVRS PRRGLQEQEE LCFHMWGGKG GLCQSSL

(SEKV.IDNR. : 6)

Fig. 6E
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IL-18BPd; DNA

Lengde: 1360 18. juni 1998 1455 Type:N Sjekk- 8757

1 GCGGCCGCGT CGACCACGCA GCTAAACACA GCTAACTTGA GTCTTGGAGC

51 TCCTAAAGGG AAGCTTCTGG AAAGGAAGGC TCTTCAGGAC CTCTTAGGAG

101

CCAAAGAAGA GGACGTTGTC ACAGATAAAG AGCCAGGCTC ACCAGCTCCT

"~ ~151-GACGCATGCA TCATGACCAT GAGACACAAC TGGACACCAG-ACCTCAGCCC

201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901

951

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 CTTATaATGC 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

1151 GTGCTGTATG TTTTTTTTTT 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 .
(SEKV.IDNR. : 7)

IL-18BPd; protein

Lengde: 161 5. ju-ni 1998 :13:40 Type' P Sjekk- 2239
1 MRHNWTPDLS PLWVLLLCAH VVTLLVRATP VSQTTTAATA SVRSTKDPCP

51 SQPPVFPAAK QCPALEVTWP EVEVPLNGTL SLSCVACSRF PNFSILYWLG

101 NGSFIEHLPG RLWEGSTSRE RGSTGWAEGN LAPHPRSPAL QPQQSTAAGL

151 RLSTGPAAAQP

(SEKV. IDNR. : 8)

Fig. 7A
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HulL-18BP gen
Lengde: 7812 16 jul 1998 1155 Type:N Sjekk: 7058
| GTCGACGGTA CCCCCGGGAA AGATTTAATA CGACTCACTA TAGGGCGGGA

51 CAGAATTGAT CTGTGAGAGA CTCATCTAGT TCATACCCTA GGTGACCCTG
101 GGGGTGGCAT GGGGGTAGAT TAGAGATCCC AGTCTGGTAT CCTCTGGAGA
15| 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
551 TGAGGAAAAG CCAGCTACTG AGAAAAAGCG GGAGTGGTTT ACCATTCTCC
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
GGGAGGAAAG 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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2501 CCACCCAAGA AGCCCTGCCC TCCAGCCACA GCAGTCCACA GCAGCAGGGT
2551 TAAGACTCAG CACAGGGCCA GCAGCAGCAC AACCTTGACC AGAGCTTGGG
2601 TCCTACCTGT CTACCTGGAG TGAACAGTCC CTGACTGCCT GTAGGCTGCG
2651 TGGATGCGCA ACACACCCCC TCCTTCTCTG CTTTGGGTCC CTTCTCTCAC
2701 CAAATTCAAA CTCCATTCCC ACCTACCTAG AAAATCACAG CCTCCTTATA
2751 ATGCCTCCTC CTCCTGCCAT TCTCTCTCCA CCTATCCATT AGCCTTCCTA
2801 ACGTCCTACT CCTCACACTG CTCTACTGCT CAGAAACCAC CAAGACTGTT
2851 GATGCCTTAG CCTTGCACTC CAGGGCCCTA CCTGCATTTC CCACATGACT
2901 TTCTGGAAGC CTCCCAACTA TTCTTGCTTT TCCCAGACAG CTCCCACTCC
2951 CATGTCTCTG CTCATTTAGT CCCGTCTTCC TCACCGCCCC AGCAGGGGAA
3001 CGCTCAAGCC TGGTTGAAAT GCTGCCTCTT CAGTGAAGTC ATCCTCTTTC
3051 AGCTCTGGCC GCATTCTGCA GACTTCCTAT CTTCGTGCTG TATGTTTTTT
3101 TTTTCCCCCT TCACTCTAAT GGACTGTTCC AGGGAAGGGA TGGGGGCAGC
3151 AGCTGCTTCG GATCCACACT GTATCTGTGT CATCCCCACA TGGGTCCTCA
3201 TAAAGGATTA TTCAATGGAG GCATCCTGAC ATCTGTTCAT TTAGGCTTCA
3251 GTTCCACTCC CAGGAACTTT GCCTGTCCCA CGAGGGAGTA TGGGAGAGAT
3301 GGACTGCCAC ACAGAAGCTG AAGACAACAC CTGCTTCAGG GGAACACAGG
3351 CGCTTGAAAA AGAAAAGAGA GAACAGCCCA TAATGCTCCC CGGGAGCAGA
3401 GGCCACTAAT GGAGAGTGGG AAGAGCCTGG AAAGATGTGG CCTCAGGAAA
3451 AGGGATGAGA GAAAGGAGGT GGTATGGAAG ACTCAGCAGG AACAAGGTAG
3501 GCTTCAAAGA GCCTATATTC CTCTTTTTCC CACACCGATC AAGTCAACTC
3551 AGTACTCACG GGAGAAAAAT AGACTTTATT TACAAGTAAT AACATTTAGA
3601 AAAGATCCAT CCCCGGCCCT TAAAAACCTT CCCATCACTC CAAATCCCAC
3651 CCCAGTGCAA GTCTGGGGAA GGTAGGGTGT GAGCTGCTGC TGAAGGCTGT
3701 CCCCCAACCC CACTCCTGAG ACACAGGGCC CATCCGTCCT GGGAAAGAGC

3751 ATCCTCTGGC AGGTGCTCCC ACCAGGTCAG ACCCAGTCCT GGACTTCAAG

FIg. 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 GGGAC(J_A:(;EE—C-(;A—(?G(;TG(E_GG GCAGGCATCA CTGTCTCTAG
GGGTTTGGCT ACTGTTGGCC TGGGAGCTGA GAGAAGGCAC TGAGAGGGAC
AGTAGGCGGA GGACCAGGTG ACGGCAGCAT CGGGGACACA GGTGGGGCCA
CTCACTGGTA CTGGCCCTTT AGTGCTTTGC CTGAAAGAGA CACAGTCACA
TGGCCAGATG AGAACTTGCG 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 TGCTGAAGGC 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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CCTCTCAGAG CTGAGTGGAC CTTGTAAGTC AACGTGCAAC CTGCTCCCCT
TCCCAACTCT GGGCCAGATC CTTCCCTTCC CAACAGTTCC CATCCATGGG
TCAGGCCCTT GGAGAGAGGG AAAGAGAGGG GGAAGTGAGG GAAGGAGAGA
GAAGGCTCCC TTTAGTCCTT GGTGAGCTGG GCCTGACCTG AGCACAGTGC
TGGAGTAACA CCCAGGAGCC ACCGCGCCTA CCTCAGGAGT TCCAGGGCCC
TGGTGGGGCTCfAéGdAé;éEEé}ffGCGCTGCTGCCGGGTGGTGATGCC
AGTGCCCTCG GCTATCTGGA TTGGCTGCAT GCTGGCTCGG CGCAGGGTCT
CTTGGGGGTC TCCAGTTTTC ATCTCCTCAT CTGTGATGGT GCCCAGGCTC
AGGGAAGGCT GCATGGGTGG AAGAGGTGGT CAGTGGACCA TAGCTGTATG
GAGATGGAGG AGGACCTGGG GCTGTTCCAG AACTCTACAC TCGCCCGACA
CTTATGGTCG GGACCCTTCC TGCCTACGAG GTAGAAAGAC ACAAGCCTCC
TTTCCTGTTC TGCTTTCTAC CTAAGCCCTG GGCAAATGGC ACAAGCAGTG
CAGTCCTGAC CAGATTCCTC TCTGAGCTCC TGCCTACCCC CAGGGACTTC
ACCCCTGAGT GCCCTCCAGC TGTCTGTTCC ACCTGGAACA TGAGAAGGTC
ACCCCTTCCC CTCTTCGGCC AGTCAGTGAT CCAGGGCCCT AGTGCTCAGG
CTAGATCAGC AGGTGGGATT CCAAGGAAGG GCAGGGATGG GAGGCCCTGC
ACAGTGACCC CAGGCCTCAC CCTGGACTCC AGGGATAGCA GGTCTTCAGA
TGTGGGGGGC ACACTCGATT GCGCTGCTGC AGCTCTGCAA TGCGGTTCCA
GTCATCCAGC TGCTCAGGCT CATCCTGGCA AGTGCCCATG TAGAAGCTGT
TCCTTCCTGT GGAAGGCAGG GAAGTGGGAA CAAATGAGCC TGGAGTCGGC
AGGTCACCTC CTGGCCCTGG CATCTTGCCA GCCTTTGCTG CCACCTACCC
CATAAACTTG AAGCCCGGCA CACCAGTCTG ATTCAGTGCC GCAGGTGCAG
GAGTACGGCA CACAGACTAT TTCTATCCTA GGGGCTTGCT CACCACCTTC
TCCCTGGAGA GGGCAGAAGA GGTCACACGC AGAGACTGCT ACTACATCTT
ATTCACCTGC CAAGGCTTGG TGGCCAACAC CCAGAGGAAC AAATTAAGGA

CCGGGAATTA ATTCCCAGGG GCTCCCTGGT GCCCAAAGGA CAAGAGCTTC

Fig. 8D
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CAAGAAGAGT CTGGCCAGCC TGGCCTTTCC AGCAGCCCAT CACCGCCTGA
GAAGGGCATG GAGGACTCCC CACAGCTAAG TGTCACAATT GTGCTGGGAA
TCCCGGGCCC TTAACTCTGG CTAAGAGTGC CCCCAACACA GCCAGCCCCT
AGATGGGCAG GTAAGGAAGG CCCTGAGGCT GCAGGAAGGA GGGGCAGGTG
GAGCTGGA_TG _GlﬁGCAAGGA GGCCAGCCTT GGATTTTTAA AAAGCTTTCC
TCTHTCCCTGTGCCACGATCCACCTTCCAGTCTAATTTTGGGGTATAGf
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
GGGCCTTGTC 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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7701 TTTCTTCAGA AGTGCCCTTA ACCAAGTCAC TGCCCTTTTT AAGACCTCTC
7751 AGCTTTCCCA CTGTAACATG GACTGGCTGC TCATCCCTCC CTGCTCCTGA

7801 CTGAGTGCCC AG

(SEKV. IDNR. : 9)

Fig. 8F
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