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Renset polypeptid omfattende en aminosyresekvens valgt fra (a) SEQ ID No. 2, og (b) enhver biologisk aktiv
sekvens avledet fra SEQ ID No. 2.
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Den foreliggende oppfinnelse vedrerer rensede polypeptider
med en reseptoraktivitet som er spesifikk for interleukin-13
(IL-13) og deres biologisk aktive fragmenter. Oppfinnelsen
vedrerer ogsd deres anvendelse.

Oppfinnelsen vedrerer ogsd isolerte nukleinsyresekvenser og
deres anvendelse, samt klonings- og/eller ekspresjonsvektor,
vertscelle, nukleotid probe og antisense-sekvens.

Oppfinnelsen vedrerer ogsd en fremgangsmate for & fremstille
et rekombinant IL-13 reseptor polypeptid, samt et
farmaseytisk preparat.

Endelig vedrerer oppfinnelsen monoklonale eller polyklonale
antistoffer, konjugerte antistoffer eller fragmenter derav.

IL-13 er et nylig identifisert (1,2) cytokin'med 112 amino-
syrer utskilt ved de aktiverte T lymfocyttene, B lymfocyttene
og mastocyttene etter aktivering.

I kraft av sine mange biologiske egenskaper som deles med
IL-4, er IL-13 blitt beskrevet som et IL-4 lignende cytokin.
Dets aktiviteter er faktisk tilsvarende dem til IL-4 pa B
cellene (3-5), monocyttene (6-10) og andre ikke-hematopoi-
etiske celler (11-12). P& den annen side, i motsetning til
IL-4, vil det ikke utvise en spesifikk effekt pd hvilende
eller aktiverte T celler (13).

Forskjellige biologiske aktiviteter av IL-13 p& monocytter/-
makrofager, B lymfocytter og visse hematopoietiske forlepere
er blitt beskrevet detaljert av A.,J. Minty, sa vel som i
oversiktsartikler pd IL-13 (se for eksempel 14). En rekke
data indikerer i tillegg at dette cytokin har en pleiotropisk
effekt pa andre celletyper. Disse ikke-hematopoietiske
celler som direkte pavirkes ved IL-13 er endotel- og mikro-
gliaceller, keratinocytter og nyre- og kolonkarsinomer.
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De anti-inflammatoriske og immunoregulerende aktiviteter av
IL-13 kan for eksempel anvendes 1 behandlingen av autoimmune,
tumor og virale patologier.

En utnyttelse av disse biologiske egenskaper pa et klinisk
nivd krever imidlertid en inngdende kunnskap om de signaler
og mekanismer via hvilke disse effekter utvises, slik at man
kan vere i stand til & styre og modulere dem i de relevante
patologier.

Ett av trinnene i analysen av signalet som transmitteres ved
et biologisk molekyl i en celle omfatter identifikasjon av
membranreseptoren derav. De studier som til nd er gjennom-
feort p& IL-13 reseptoren har vist at IL-13 og IL-4 hadde
felles en reseptor, eller i det minste noen av komponentene
av et reseptorkompleks, sd vel som signal-transduksjonsele-
menter (15-18). Denne reseptor er til stede pa overflaten av
en rekke celletyper, 1 et variabelt antall i henhold til den
celletypen som man betrakter. En sammenlignbar fordeling av
IL-13 og IL-14 reseptorene er blitt indikert av A.J. Minty
(14) .

Kondo et al. (19) har beskrevet strukturen av en reseptor med
en hey affinitet for IL-4. Denne reseptor er en dimer,
dannet ved foreningen av et glykoprotein pd& 140 kDa (IL-4R)
og Y kjeden i IL-2 reseptoren (yc). IL-4 kan binde til
glykoprotein-subenheten pa 140 kDa (IL-4R eller gp 140) med
en hey affinitet (Kd mellom 50 og 100 pM) (15). Denne
affinitet ekes imidlertid med en faktor pd fra 2 til 3 nar yc
kjeden forenes med gp 140. Denne forening er i tillegg
nedvendig for transmisjonen av visse signaler mediert ved
IL-4 (19,20).

Kryss-konkurranseforsek for binding av enten IL-13 eller IL-4
har vist at IL-4 normalt kan forhindre bindingen av IL-13,
mens IL-13 kan generelt bare delvis forhindre bindingen av
IL-4 til dets reseptor (17, 21) og binder seg ikke til noen
av de to subenheter av IL-4 reseptoren eller til komplekset

dannet ved foreningen derav. PA grunnlag av disse observa-
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sjoner, har man antatt at reseptoren som er spesifikk for
IL-13 besto av reseptorkomplekset IL-4 assosiert med en annen
IL-13 bindingskomponent (IL-13Rp).

Forseksstudier gjennomfert pad en erytro-leukemicellelinje i
stand til proliferasjon som svar pd IL-13 og IL-4 (TF-1
linje) har vist at disse to cytokiner ga lignende intra-
cellulzre virkninger etter binding til deres reseptor (18).
Parallelt, har kryssbindingsforsek gjort at man har kunnet
vise at gp 140 kan danne heterodimerer med enten y kjeden
eller med en ny subenhet med en molekylvekt pd 55 til 70 kDa
(17, 21).

Forseksstudier som nylig er gjennomfert pa en embryonisk
stamcellelinje fra mus har gjort det mulig a isolere genomisk
DNA og cDNA som koder for et polypeptid med 424 aminosyre-
rester (IL-13Re), noe som foreslar at IL-13 reseptoren delte
en felles kjede med IL-4 reseptoren til & utgjere en
heyaffinitetsreseptor (22, 23), dvs. som har en affinitet
hvis konstante Kd ligger mellom verdier p& mellom omtrent 10
PM og 100 pM (en lavaffinitetsreseptor har en konstant Kd som
ligger mellom en verdi pa 2 nM og 10 nM).

I og med viktigheten, pad et medisinsk niva, av en nazrmere
forstidelse av fenomenet for regulering av IL-4 og av IL-13,
og s®rlig muligheten av & kunne separere og kontrollere
separat effektene som dannes ved beggé disse to cytokiner,
har man pa den ene side vert interessert i karakteriseringen
av et polypeptid som spesifikt binder IL-13 med en hey
affinitet og pd en annen side i karakteriseringen av et annet
polypeptid som alene spesifikt binder IL-13 med en lav
affinitet og som, dersom det er forenet med IL-4 reseptoren,
utgjer en heyaffinitetsreseptor for IL-13.

Man har na identifisert en human karsinomcellelinje som
uttrykker den IL-13 spesifikke reseptor i en mengde som er
sterre enn andre kjente humane renale karsinomlinjer (21), og
man har nd gjennomfert kloning av den primzre subenhet som er
ansvarlig for bindingen av IL-13 til IL-4/IL-13 reseptoren,
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betegnet IL-13Rf, sd vel som kloningen av den felles kjede
som deles av IL-13 og IL-4 for & gi en heyaffinitetsreseptor
som tillater kryss-konkurranse mellom de to cytokiner,
betegnet IL-13Re. Den foreliggende oppfinnelse vedrerer
sdledes rensede polypeptider som spesifikt binder IL-13.

Mere spesielt vedrerer den foreliggende oppfinnelse rensede
polypeptider hvis aminosyresekvenser svarer til dem for en
reseptor spesifikk for IL-13 (IL-13RPp og IL-13Ra), eller
biologisk aktive fragmenter derav.

Formalet med den foreliggende oppfinnelse er ogsd isolerte
DNA sekvenser som koder for de nevnte peptider eller deres
biologisk aktive fragmenter.

I tillegg vedrerer oppfinnelsen ekspresjonsvektorene som
inneholder minst en av nukleotidsekvensene som definert i det
foregdende, og vertscellene som er transfektert med disse
ekspresjonsvektorer under betingelser som tillater replika-

sjon og/eller ekspresjon av en av de nevnte nukleotid-

sekvenser.

Fremgangsmater for fremstilling av rekombinant IL-13Rp og
IL-13Ra eller deres biologisk aktive fragmenter ved trans-

fekterte vertsceller utgjer ogsa en del av oppfinnelsen.

Oppfinnelsen vedresrer ogsd farmaseytiske preparater omfatt-
ende IL-13RP og/eller IL-13Ra eller biologisk aktive frag-
menter derav for reguleringen av immunologiske og inflamma-
toriske mekanismer dannet ved IL-13. Den vedrerer i tillegg
anvendelse av IL-13RP og/eller IL-13Ra eller fragmenter derav
for & screene midler i stand til & modulere deres aktivitet

sd vel som for fremstilling av nye produkter i stand til &
modulere aktivitetene av IL-13 reseptoren.

Oppfinnelsen vedrerer ogsa antistoffer eller derivater av
antistoffer som er spesifikke for IL-13Rp og/eller IL-13Ra.
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I den etterfelgende beskrivelse av oppfinnelsen anvendes
felgende definisjoner:

- polypeptid som spesifikt binder IL-13 med en hey affinitet
(IL-13RP): et polypeptid omfattende aminosyresekvensen SEQ
ID No. 2 eller ethvert biologisk aktivt fragment eller
derivat derav,

- polypeptid som alene spesifikt binder IL-13 med en lav
affinitet og som, dersom det er assosiert med IL-4 resep-
toren, utgjer en heyaffinitetsreseptor (IL-13Ra): et poly-
peptid omfattende aminosyresekvensen SEQ ID No. 4 eller
ethvert biologisk aktivt fragment eller derivat derav,

- Dbioclogisk aktivt: i stand til & binde spesifikt til IL-13
og/eller delta i transduksjonene av signalet spesifikt dannet
ved IL-13 pa cellemembrannivaet, og/eller i stand til &
interagere reseptoren spesifikk for IL-4 (IL-4R/gp 140) for &
danne et kompleks i stand til & binde IL-4 og IL-13, og/eller
som gjenkjennes ved hjelp av antistoffer spesifikke for poly-
peptidet med sekvens SEQ ID No. 2 og/eller med sekvens SEQ ID
No. 4, og/eller indusere antistoffer som gjenkjenner poly-
peptidet med sekvens SEQ ID No. 2 og/eller sekvens SEQ ID

No. 4,

- derivat: ethvert polypeptid som er en variant av polypep-
tidet med sekvens SEQ ID No. 2 og/eller sekvens SEQ ID No. 4,
eller ethvert molekyl resulterende fra en modifikasjon av en
genetisk og/eller kjemisk natur av sekvensen SEQ ID No. 2
eller av sekvensen SEQ ID No. 4, dvs. som oppnds ved muta-
sjon, delesjon, addisjon, substitusjon og/eller ved kjemisk
modifikasjon av et begrenset antall aminosyrer, s& vel som
enhver isoform sekvens, dvs. en sekvens som er identisk med
sekvensen SEQ ID No. 2 eller med sekvensen SEQ ID No. 4, med
ett av deres fragmenter eller en av deres modifiserte sekv-
enser, inneholdende en eller flere aminosyrer i D-enantiomer-
formen, idet nevnte variant, modifiserte eller isoforme
sekvenser har bibeholdt minst en av egenskapene som gjer dem
biologisk aktive.

Den foreliggende oppfinnelse vedrerer et renset polypeptid
som omfatter en aminosyresekvens valgt blant:
a) sekvensen SEQ ID No. 2,
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b) en hvilken som helst sekvens avledet fra SEQ ID No. 2 ved
mutasjon, delesjon, addisjon, substitusjon og/eller
kjemisk modifikasjon av en eller av et begrenset antall
aminosyrer, hvori nevnte polypeptid med sekvens avledet
fra SEQ ID No. 2 har den samme biologiske aktivitet som
polypeptidet omfattende aminosyresekvensen SEQ ID No. 2.

Oppfinnelsen vedrerer ogsd en isolert nukleinsyresekvens som
koder for et polypeptid som angitt i ett eller flere av
kravene 1 til 5.

Oppfinnelsen vedrerer ogsa et renset polypeptid som omfatter
sekvensen SEQ ID No. 4.

Oppfinnelsen vedrerer ogsa et renset polypeptid som er en
oppleselig form av polypeptidet med sekvens SEQ ID No. 4 som
strekker seg opp til rest 343 og foretrukket opp til restene
mellom 336 og 342.

Oppfinnelsen vedrerer ogsa en isolert nukleinsyresekvens som
koder for et polypeptid som angitt i krav 9 eller 10.

Oppfinnelsen vedrerer ogsd en klonings- og/eller ekspresjons-
vektor som inneholder en nukleinsyresekvens som angitt i ett
eller flere av kravene 6 til 8 og 11 til 13.

Oppfinnelsen vedrerer ogsa en vertscelle som er transfektert
med en vektor som angitt i krav 14 eller 15.

Oppfinnelsen vedrerer ogsa en nukleotid probe som
hybridiserer spesifikt med hvilken som helst av sekvensene
som angitt i krav 6 til 8, de komplementzre sekvensene derav
eller de tilsvarende budbringer RNA'er, som inkluderer hele
sekvensen SEQ ID No. 1 eller den komplementazre tradden derav.

Oppfinnelsen vedrerer ogsa en nukleotid probe som
hybridiserer spesifikt med hvilken som helst av sekvensene
som angitt i krav 11 til 13, de komplementare sekvensene
derav eller tilsvarende budbringer RNA'er, som inkluderer
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hele sekvensen SEQ ID No. 3 eller den komplementare traden
derav.

Oppfinnelsen vedrerer ogsa en antisense-sekvens som er i
stand til & i det minste delvis inhibere produksjon av
polypeptidet som angitt i ett eller flere av kravene 1 til 5
og 9 til 10, som er valgt fra sekvensene som utgjer
leserammen som koder for et polypeptid som angitt i ett eller
flere av kravene 1 til 5 og 9 til 10 p& transkripsjonsnivaet.

Oppfinnelsen vedrerer ogsd anvendelse av en nukleinsyre-
sekvens som angitt i ett eller flere av kravene 6 til 8 og 11
til 13 for fremstilling av et rekombinant polypeptid som
angitt 1 ett eller flere av kravene 1 til 5 og 9 til 10.

Oppfinnelsen vedrerer ogsa en fremgangsmate for a fremstille
et rekombinant IL-13 reseptor polypeptid, hvor transfekterte
celler som angitt i krav 16 eller 17 dyrkes under betingelser
som tillater ekspresjonen av et rekombinant polypeptid som
angitt i ett eller flere av kravene 1 til 5 og 9 til 10 og
hvor nevnte rekombinante polypeptid utvinnes.

Oppfinnelsen vedrerer ogsd monoklonale eller polyklonale
antistoffer, konjugerte antistoffer eller fragmenter derav,
som er i stand til spesifikt & gjenkjenne et polypeptid som
angitt i ett eller flere av kravene 1 til 5 og 9 til 10.

Oppfinnelsen vedrerer ogsa monoklonale eller polyklonale
antistoffer, konjugerte antistoffer eller fragmenter derav,
som er merkede antistoffer, kimzre antistoffer, humaniserte
antistoffer, eller Fab eller F(ab'), fragmenter som er i
stand til & spesifikt gjenkjenne et polypeptid som angitt i
ett eller flere av kravene 1 til 5 og 9 til 10.

Oppfinnelsen vedrerer ogsa et farmaseytisk preparat som

omfatter, som aktivt prinsipp, et polypeptid som angitt i ett
eller flere av kravene 1 til 5 eller 9 til 10.
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Oppfinnelsen vedrerer ogsa anvendelse av et polypeptid som
angitt i ett eller flere av kravene 1 til 5 for & screene
midler som er i stand til & modifisere aktiviteten av
IL-13R}.

Oppfinnelsen vedrerer ogsd anvendelse av et polypeptid som
angitt i krav 9 eller 10 for & screene midler som er i stand
til & modifisere aktiviteten av IL-13Rea.

Oppfinnelsen vedrerer ogsd anvendelse av et polypeptid som
angitt i krav 4, 5 eller 10 for & syntetisere et IL-13
antagonistisk legemiddel som er egnet for & behandle
tilstander som responderer pa en IL-13 antagonistisk effekt.

Endelig vedrerer oppfinnelsen anvendelse av et polypeptid som
angitt i ett eller flere av kravene 1 til 5 eller 9 til 10
for & fremstille et farmassytisk preparat som kan anvendes
for & regulere immunologiske og inflammatoriske mekanismer
produsert ved IL-13.

Fremstillingen av derivater kan ha en rekke formdl inkluder-
ende spesielt egkning av affiniteten av reseptoren for IL-13,
modulering av kryss-konkurransen mellom IL-13 og IL-4, eking
av produksjonsnivaet, skning av deres resistens overfor
proteaser, modifikasjon av deres biologisk aktivitet eller gi
dem nye farmaseytiske og/eller biologiske egenskaper.

Blant biologisk aktive varianter av polypeptidene som defi-
nert over, er fragmenter dannet ved alternerende spleising av
transkriptene (messenger RNAer) av genet som koder for en av
aminosyresekvensene beskrevet over, foretrukne.

I en fordelaktig variant, blir de 8 C-terminale aminosyrer i
polypeptiden med sekvens SEQ ID No. 2 substituert med felg-
ende 6 aminosyrer: VRCVTL.

I henhold til et fordelaktig aspekt vedrerer oppfinnelsen en
oppleselig form av IL-13Rf, betegnet IL-13fs, omfattende
s2rlig det ekstracellulzre domenet av polypeptidet med
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sekvens SEQ ID No. 2 som strekker seg opp til rest 343 og
foretrukket opp til rest 337 sa vel som en oppleselig form av
IL-13Re, betegnet IL-13Ras, omfattende s=rlig det ekstra-
cellulzre domenet av polypeptidet med sekvens SEQ ID No. 4
som strekker seg opp til rest 343 og foretrukket opp til
restene mellom 336 og 342.

Polypeptidet som omfatter sekvensen SEQ ID No. 2 eller
sekvensen SEQ ID No. 4 representerer en spesifikk utferelses-
form av oppfinnelsen.

Som det vil fremga fra eksemplene, kan polypeptidet som
omfatter sekvensen SEQ ID No. 2 eller sekvensen SEQ ID No. 4
uttrykkes pad overflaten av humane celler til 4 danne en
funksjonell IL-13 reseptor og/eller kombinere med IL-4

reseptoren til & danne, med y kjeden av IL-2 reseptoren,
reseptorkomplekset felles for IL-4 og IL-13.

Formalet med den foreliggende oppfinnelse er som nevnt ogsa
isolerte nukleinsyresekvenser.

I en utferelsesform av oppfinnelsen er den isolerte

nukleinsyresekvens valgt fra:

a) sekvensen SEQ ID No. 1,

b) nukleinsyresekvensene i stand til & hybridisere til
sekvensen SEQ ID No. 1 og som koder for et polypeptid med
en IL-13 reseptor aktivitet,

c) nukleinsyresekvensene avledet fra sekvenser a) og b)som et
resultat av degenereringen av den genetiske kode.

I en ytterligere utferelsesform av oppfinnelsen er den
isolerte nukleinsyresekvens valgt fra:

(a) sekvensen SEQ ID No. 3,
(b) nukleinsyresekvensene avledet fra sekvens a) som et
resultat av degenereringen av den genetiske koden.
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Mere spesielt vedrerer den foreliggende oppfinnelse en
sekvens som koder for den oppleselige del av IL-13RfB eller av
IL-13Ra og enhver variant dannet ved alternerende spleising
av transkriptene av IL-13RP eller av IL-13Ra, med konserv-
ering av minst en av de biologiske egenskaper som er
beskrevet.

En foretrukket utferelsesform er representert ved en nuklein-
syresekvens som omfatter eller som utgjeres av en serie av
nukleotider som strekker seg fra nukleotid nr. 1 opp til
nukleotid 1081, og foretrukket opp til nukleotid 1063 pa
sekvensen SEQ ID No. 1.

En annen foretrukket utferelsesform er representert ved en
nukleinsyresekvens som omfatter eller som utgjeres av en
serie av nukleotider som strekker fra nukleotid nr. 1 opp til
nukleotid nr. 1059, og foretrukket opp til nukleotidene
mellom nr. 1041 og 1056 pad sekvensen SEQ ID No. 3.

Nukleinsyresekvensen i henhold til oppfinnelsen er fordel-
aktig en sekvens som koder for et protein svarende til den
modne form av IL-13RP eller av IL-13Ra, idet dette modne
protein er resultatet av frigivelsen av signalpeptider.

De forskjellige nukleotidsekvenser i henhold til oppfinnelsen
kan vere av kunstig opprinnelse eller annet. De kan vare DNA
eller RNA sekvenser oppnadd ved screening av sekvensbiblio-
teker ved hjelp av prober dannet pa grunnlag av sekvensen SEQ
ID No. 1 eller av sekvensen SEQ ID No. 3. Slike biblioteker
kan fremstilles ved konvensjonelle biologiske molekylare
teknikker som er kjent for fagkyndige pa omradet.

Nukleotidsekvensene i henhold til den foreliggende oppfinn-
else kan ogsa fremstilles ved kjemisk syntese eller alterna-
tivt ved en kombinasjon av metoder som omfatter kjemisk eller

enzymatisk modifikasjon av sekvenser oppnddd ved & screene
bibliotekene.
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Disse nukleotidsekvenser tillater fremstillingen av nukleo-
tidprober som koder for et polypeptid i henhold til den fore-
liggende oppfinnelse eller et biologisk aktivt fragment
derav. De passende hybridiseringsbetingelser svarer til de
temperatur- og ionestyrkebetingelser som vanlig anvendes av
fagkyndige pa omradet, foretrukket temperaturforhold mellom
T, - 5°C og T, - 30°C og ytterligere fortrukket temperatur-
forhold mellom T, - 5°C og T, - 10°C (hey stringens), idet T
er smeltetemperaturen, definert som den temperatur hvorved
50% av de base-parede trader separerer. Slike prober utgjer
ogsd en del av oppfinnelsen. De kan anvendes som et in vitro
diagnostisk verktey for deteksjonen, ved hybridiserings-
forsek, av transkripter som er spesifikke for polypeptidene i
henhold til oppfinnelsen i biologiske prever eller for detek-
sjon av variantsynteser eller av genetiske avvik resulterende
fra en polymorfisme, fra mutasjoner eller fra en darlig
spleising.

Probene i1 henhold til oppfinnelsen omfatter minst 10 nukleo-
tider og omfatter heyst hele nukleotidsekvensen SEQ ID No. 1
eller hele nukleotidsekvensen SEQ ID No. 3 eller deres komple-
mentartrad.

Blant de korteste prober, dvs. med fra omtrent 10 til 15
nukleotider, svarer de passende hybridiseringsbetingelser til
de temperatur- og ionestyrkebetingelser som vanlig anvendes
av fagkyndige pa omradet.

Probene i henhold til oppfinnelsen merkes foretrukket fer
bruk. For dette er det for fagkyndige tilgjengelig en rekke
teknikker, som for eksempel fluorescensmerking, radioaktiv
merking, kjemiluminescensmerking eller enzymatisk merking.

Nukleotidsekvensene i henhold til oppfinnelsen kan ogsa
anvendes for fremstillingen av og anvendelsen av sense-
og/eller antisense- og lionukleotidprimere for sekvenserings-
reaksjoner eller for spesifikke amplifikasjonsreaksjoner i
henhold til den sdkalte PCR (polymerasekjedereaksjon)
teknikken eller enhver annen variant derav.
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Nukleotidsekvensene i henhold til oppfinnelsen kan dessuten
anvendes innen det terapeutiske omradet for fremstilling av
antisense-sekvenser som er i stand til spesifikk hybridi-
sering med en nukleinsyresekvens, inkluderende en messehger
RNA, og kan anvendes innen genterapi.

De kan mere fordelaktig anvendes i behandling av allergier og
av inflammasjon.

Nukleotidsekvensene i henhold til oppfinnelsen kan dessuten
anvendes for fremstilling av de rekombinante polypeptider,
som definert over, med en IL-13 reseptor aktivitet.

Disse polypeptider kan fremstilles fra nukleotidsekvensene
som definert over i henhold til teknikker for fremstillingen
av rekombinante produkter som er kjent for fagkyndige pa om-
radet. I dette tilfellet anbringes den anvendte nukleotid-
sekvens under styring av signaler som tillater ekspresjon
derav 1 en cellular vert. Den cellulere vert som anvendes
kan velges fra prokaryotiske systemer, slik som bakterier,
eller fra eukaryotiske systemer, slik som gjar, insektceller,
CHO celler (ovarieceller fra kinesisk hamster) eller fra
ethvert annet system som fordelaktig er kommersielt til-
gjengelig. En cellular vert som exr foretrukket for ekspre-
sjonen av polypeptidene i henhold til oppfinnelsen utgjeres
av fibroblastlinjen COS-7 eller COS-3.

Signalene som styrer ekspresjonen av polypeptidene, slik som
promoterene, aktivatorene eller terminalsekvensene, velges i
henhold til den vertscelle som anvendes. For dette formal
kan nukleotidsekvensen i henhold til oppfinnelsen innferes i
vektorer med autonom replikasjon i den valgte vert, eller
integrerende vektorer av den valgte vert. Slike vektorer vil
fremstilles i henhold til metoder som er vanlig anvendt av
fagkyndige pa omrddet, og de oppnddde kloner kan innferes i
en passende vert ved standardmetoder som for eksempel elektro-
porering.
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I tilfellet av COS-7 eller COS-3 celler, kan transfeksjonen
gjennomferes ved anvendelse av vektoren pSE-1, som beskrevet
i (17).

Vertscellene ifelge oppfinnelsen som er transfektert med
disse ekspresjonsvektorer kan oppnds ved innfering, i
vertscellene, av en nukleotidsekvens innfert i en vektor som
definert over, etterfulgt av dyrking av de nevnte celler
under betingelser som tillater replikasjon og/eller
ekspresjon av den transfekterte nukleotidsekvens.

Disse celler kan anvendes i en fremgangsmate for fremstilling
av et rekombinant polypeptid med sekvens SEQ ID No. 2 ellex
SEQ ID No. 4 eller et derivat, hvor de transfekterte celler
dyrkes under betingelser som tillater ekspresjon av et
rekombinant polypeptid med sekvens SEQ ID No. 2 eller SEQ ID
No. 4, eller et derivat, og hvor det nevnte rekombinante
polypeptid utvinnes.

Renseprosesser som anvendes er kjente for fagkyndige pa
omradet. Det rekombinante polypeptid kan renses fra celle-
lysater og ekstrakter, fra kultursupernatanten, ved hjelp av
fremgangsmidter som anvendes individuelt eller i kombinasjon,
som fraksjonering, kromatografimetoder, immunaffinitets-
teknikker ved anvendelse av spesifikke mono- eller poly-
klonale antistoffer.

De mono- eller polyklonale antistoffer som er i stand til
spesifikt & gjenkjenne IL-13RP og/eller IL-13Ra i henhold til
den definisjon som er angitt over utgjer som nevnt ogsa en
del av oppfinnelsen. De polyklonale antistoffene kan oppnas
fra serum fra et dyr som er immunisert mot IL-13Rf og/eller
IL-13Re 1 henhold til vanlig anvendte prosedyrer.

De monoklonale antistoffene kan oppnds i henhold til den
konvensjonelle hybridom-dyrkingsmetode som beskrevet av
K8hler og Milstein (Nature, 1975, 256, 495-497).
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Fordelaktige antistoffer er antistoffer rettet mot det
ekstracellulare domenet av IL-13Rf og/eller IL-13Ra.

Antistoffene i henhold til oppfinnelsen er for eksempel
kimere antistoffer, humaniserte antistoffer, Fab og F(ab')2
fragmenter. De kan ogsa eksistere i form av merkede anti-
stoffer eller immunokonjugater. De kan for eksempel vare
assosiert med toksin som difteritoksinet eller med et radio-
aktivt produkt. Disse immunotoksiner kan i dette tilfelle
utgjere terapeutiske midler som kan anvendes for behandling
av visse patologier som involverer en overekspresjon av
IL-13Rp og/eller IL-13Ra.

Antistoffene i henhold til oppfinnelsen, szrlig de mono-
klonale antistoffer, kan ogsa anvendes for immunocytokjemisk
analyse av IL-13 reseptorene pa spesifikke vevssnitt, for
eksempel ved immunofluorescens eller ved gullmerking eller
peroksidasemerking.

De kan fordelaktig anvendes i enhver situasjon hvor ekspre-
sjonen av IL-13RP og/eller IL-13Ra skal observeres, som for
eksempel en unormal overekspresjon eller maling av reguler-
ingen av membranekspresjon.

Oppfinnelsen vedrerer ogsi som nevnt et farmaseytisk preparat
omfattende, som aktivt prinsipp, et polypeptid svarende til

de ovennevnte definisjoner, foretrukket i en oppleselig form,
eventuelt kombinert med en farmaseytisk aksepterbar vehikkel.

Et slikt polypeptid kan faktisk virke i konkurranse med
IL-13RP og/eller IL-13Ra uttrykt pa celleoverflaten, og
derved utgjere en antagonist som er spesifikk for bindingen
av IL-13 til dens reseptoxr, som fordelaktig kan anvendes for
syntese av et medisinsk produkt som er egnet for & modulere
reaksjonene mediert ved IL-13 1 patologiske situasjoner.

Tilstander som er forbundet med immunologiske reaksjoner
mediert ved IL-13, kan behandles ved at det til en pasient
administreres IL-13RP og/eller IL-13Ra (eller ett av de
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biologiske aktive fragmenter derav), eller at det
administreres en forbindelse i stand til spesifikt & modulere
den biologiske aktivitet derav, i kombinasjon med en
farmaseytisk aksepterbar vehikkel.

Andre egenskaper og fordeler med den foreliggende oppfinnelse
vil fremgd fra den etterfelgende beskrivelse omfattende eks-

emplene og figurene, hvor forklaringene er gitt i det etter-

felgende.

Forklaring til figurene

Fig. 1:

Fig. 2:

karakterisering av den humane IL-13Rp reseptor
tilstede i Caki-1 celler.

a) Scatchard analyse (innfeyd) av metningskurven av
IL-13 merket med [!2°I];

b) binding av ['25I] [Phe43]-IL-13-GlyTyrGlyTyr i
nervaer av okende konsentrasjoner av umerket IL-13
() og av IL-4 (0);

c) kryssbindingsforsek ved anvendelse av radioaktiv
IL-13 i fravar (spor a) og i nervar av ett hundre
ganger overskudd av umerket IL-13 (spor b) eller av
IL-4 (spor c);

d) inhibering av sekresjonen av IL-6 indusert ved
IL-13 og IL-4 1 nzrvar av et monoklonalt antistoff
spesifikt for IL-4R kjeden og IL-4 antagonisten
Y124DIL-4.

Nukleotidsekvens av cDNA av IL-13Rp, og sammen-
ligning av proteinsekvensen av IL-5R og IL-13Rf.

a) nukleotidsekvens av cDNA av IL-13Rf. Aminosyrer
svarende til signalpeptidet utledet av nukleinsyre-
sekvensen er indikert i kursiv, og dem svarende til
transmembrandomenet er indikert med uthevet skrift.
De potensielle N-glykosyleringssteder (Asn-X-
Ser/Thr) er understreket,

b) oppstilling av aminosyrene av IL-13Rf og IL-5R
sekvensene. Proteinsekvensene av IL-13R og IL-5R er
oppstilt som beskrevet over (24). Cysteinrestene og
WSXWS motivet som er karakteristisk for denne

familie av reseptorer er angitt i bokser.
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ekspresejonsmenster for IL-13Rf mRNA.

RNA ble fremstilt fra felgende celler: Caki-1 (spor
a), A431 (spor b), TF-1 (spor c), U937 (spor d),
Jurkat (spor e) og IM9 (spor £f).

karakterisering av den rekombinante IL-13RP resep-
toren for IL-13. COS-7 cellene er transfektert med
IL-13RP cDNA og anvendt for:

a) studier for bindingen av radioaktivt merket IL-13
(innfeyd) ved Scatchard analyse av metningskurven;
b) kryssbindingsforsek ved anvendelse av radioaktivt
merket IL-13 i fravar (spor a) og i nzrvar av ett
hundre ganger overskudd av umerket IL-13 (spor b);
c-d) kotransfeksjonsforsegk ved anvendelse av klonet
IL-13Rf, IL-4R (gpl40) og yc kjeden etterfulgt av
bindingen av radioaktivt merket IL-13 (c) eller av
IL-4 (d). De merke og lyse kolonner representerer
den spesifikke binding av henholdsvis IL-13 og av
IL-4.

inhibering av bindingen av IL-13 til IL-13Rf ved den
oppleselige form av reseptoren (IL-13Rfs) i trans-
ient ekspresjon.

Ekspresjonen av IL-13RPs i supernatanten av cellene
transfektert med 2034 testes ved inhibering av bind-
ingen av IL-13 pa celler transfektert med IL-13RJ
(2036) . Supernatantene testes i den urene tilstand
ved at de fortynnes 1/2 1 den joderte ligand.

2036 NSB: ikke-spesifikk binding i narver av et over-
skudd av umerket iL—13.

2036 BT: total binding pa celler transfektert med
2036

2036 + sgt 2034: binding til celler transfektert med
2036 1 nzrver av supernatant av celler transfektert
med 2034.

2036 + sgt pSEl: kontroll.

inhibering av bindingen av IL-13 til IL-13Rp ved den
oppleselige form av reseptoren (IL-13Rfs) pad stabile
linjer.
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T2036-22: Total binding pa klonet IL-13RP (2036-22)
i fravar av supernatant av klon som utskiller
IL-13RPs (referanse 100%)

2034-4

2034-6

2034-19 4 kloner IL-13Rfis

2034-21

1274-20: 1 nervar av supernatant av CHO celler som
ikke uttrykker IL-13Rfs (kontroll).

nukleotidsekvens av IL-13Re¢ cDNA og sammenligning av
proteinsekvensene av human IL-13Ra og murin IL-13Ra.
a) Nukleotidsekvens av IL-13Rae cDNA. Aminosyrene
svarende til signalpeptidet utledet fra nukleinsyre-
sekvensen er understreket med en prikket linje og
dem svarende til transmembrandomenet er understrekét
med en dobbel linje. De potensielle N-glykosyler-
ingssteder (Asn-X-Ser/Thr) er angitt i bokser.

b) Oppstilling av aminosyrene av human IL-13Re¢ og av
murin IL-13Ra. Proteinsekvensene av human IL-13Rea
og av murin IL-13Ra er oppstilt som beskrevet over
(24) . Cysteinrestene og motivet WSXWS som er karak-
teristisk for denne familie av reseptorer er angitt
i bokser.

karakterisering av den rekombinante IL-13Ra resep-
toren for IL-13.

CHO eller COS-3 cellene transfektert med IL-13Ra
og/eller IL-4R cDNA og anvendt for:

a) studier av bindingen av jod-125 merket IL-13 ved
Scatchard analyse av metningskurven med CHO celler
transfektert med IL-13RP cDNA (fig. A), transfektert
med IL-13Rf cDNA og IL-4R cDNA (fig. B),
transfektert med IL-13Ra cDNA (fig. C) og
transfektert med IL-13Ra cDNA og IL-4R cDNA (fig.
D),

b) konkurranseforsek av binding av ['?5I]-IL-13 pa
CHO celler transfektert med IL-13Rf cDNA (fig. E),
transfektert med IL-13Rf cDNA og IL-4R cDNA (fig.
F), transfektert med IL-13Ra cDNA (fig. G) og
transfektert med IL-13Ra cDNA og IL-4R cDNA (fig.
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H). De klare og skraverte kolonner representerer
henholdsvis den spesifikke binding av radioaktivt
merket IL-13 i nerver av et overskudd (1.000 ganger
mere) av IL-13 eller IL-4, de sorte kolonner
representerer total binding.

Fig. 9: sammenligning av elektroforesemobiliteten i EMSA for
cellulxre ekstrakter som uttrykker IL-4 reseptoren
alene (CHO-4), IL-13Re reseptoren alene {CHO-13)
eller de kombinerte reseptorer IL-13Ra og IL-4R
(CHO-4-13) etter aktivering av CHO cellene i narvaer
av IL-4 eller IL-13 (4 eller 13), idet ¢ represen-
terer den ikke-aktiverte kontroll.

Materialer og metoder

Bindings- og kryssbindingsforsek:

Bindings- og kryssbindingsforsekene gjennomferes som be-
skrevet for ['2?°I] [Phe43]-IL-13-GlyTyrGlyTyr (17).

Induksjon av sekresjon av IL-6:

Caki-1 celler (ATCC HTB46) anbringes i 24 brenns plater i en
densitet pa 5x10% celler/brenn og etter 3 degns dyrking blir
konfluente monolag vasket tre ganger med DMEM medium uten
fetalt kalveserum. Stimuleringen av Caki-1 cellene gjennom-
feres med 30 ng/ml IL-4 eller IL-13 i fraver eller i nzrver
av Y124DIL-4 eller av et anti-gpl40 monoklonalt antistoff.
Mengden av IL-6 frigitt inn i kulturmediumet etter inkubasjon
i 24 timer males ved en ELISA teknikk (Innotest, Frankrike).

Isolering og analyse av det humane IL-13Rf cDNA:

Total RNA ble ekstrahert fra Caki-1 cellene som beskrevet
over (25). Poly(A) RNA isoleres fra de totale RNAer med
magnetiske kuler belagt med oligo(dT),; (Dynal). Et cDNA
bibliotek inneholdende 2x10° kloner ble konstruert ved
anvendelse av en primer-adaptorprosedyre (26) og vektoren
pPSE-1 (27). Kloningsstrategien for ekspresjonen som ble
anvendt er beskrevet tidligere (17).
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Fremstilling av human IL-13Rf cDNA:

RNA prevene kopieres med revers transkriptase underkastet PCR
(polymerasekjedereaksjon) ved anvendelse av en sense primer
svarende til sekvensen + 52 til + 71 og en antisense primer
svarende til + 489 til 470 (nummereringen er gjort p& grunn-
lag av den cDNA sekvens som er vist i fig. 2). De PCR-ampli-
fiserte produkter hybridiseres med en probe som er komple-
mentazr til sekvensene + 445 til + 461 av cDNA. Stoerrelses-
markerene er indikert pa venstre side av figuren.

Isolering og analyse av det humane IL-13Ra cDNA:
1) Fremstilling av den murine IL-13Ra probe.

a) Dyrking av B9 cellene (28).

B9 cellene dyrkes i RPMI medium (Gibco) supplert med 10%
fetalt kalveserum og 50 ug/ml gentamycin.

b) Fremstilling av RNA av B9 cellene.

Cellene vaskes to ganger med PBS buffer (fosfatbufret salt-
opplesning, referanse 04104040-GIBCO-BRL). Etter sentri-
fugering i 10 minutter ved 1.000 rpm suspenderes celle-
pelleten i lysisbuffer med felgende sammensetning: 4M
guanidin-tiocyanat, 25 mM natriumcitrat pH 7, 0,5% sarkosyl,
0,1 M B2-merkaptoetanol.

Suspensjonen ultralydbehandles ved anvendelse av en Ultra-
turax sonikator nr. 231256 (JANKE og KUNDEL) ved maksimal
kraft i1 ett minutt. Natriumacetat pH 4 tilsettes til 0,2 M.
Opplesningen ektraheres med en volumdel av en fenol/kloro-
formblanding (volum/volum: 5/1).

RNA inneholdt i den vandige fase presipiteres ved -20°C ved
hjelp av en volumdel isopropanol. Pelleten resuspenderes i
lysisbuffer. Opplesningen ekstraheres igjen med en fenol/-
kloroformblanding og RNA presipiteres med isopropanol Etter
vasking av pelleten med 70% og deretter med 100% etanol
resuspenderes RNA i vann.

c) Fremstilling av det komplentare DNA.
cDNA fremstilles fra 5 ug total RNA ved anvendelse av en poly
T12 primer. Det totale RNA inkuberes i en volumdel pa 30 pl
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buffer: 50 mM Tris-HCl pH 8,3, 6 mM MgCl,, 10 mM DTT, 40 mM
KC1l, inneholdende 0,5 mM av hver av deoksynukleotid-trifos-
fatene og 30 enheter Rnasin (Promega), i en time ved 37°C, og
deretter i 10 minutter ved 50°C, og deretter i ytterligere 10
minutter ved 37°C, med 200 enheter av det reverse transkrip-
taseenzym Rnase H (Gibco-BRL referanse 8064A). Reaksjonen
stanses ved oppvarming i 10 minutter ved 65°C.

d) Spesifikk amplifikasjon av et IL-13Ra cDNA fragment fra
mus ved PCR teknikken.
Polymeriseringen gjennomferes med 6 pl cDNA i 50 ul slutt-
volum med bufferen med felgende sammensetning: 10 mM Tris-HC1l
PH 8,3, 2,5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 4 dNTP 0,2 mM, 2 ug/ml av
hver av de to nukleinsyreprimere og 2,5 U TAQ DNA polymerase
(Beckman). Primerparene velges pa sekvensen publisert av
Hilton (22).

Sense primer: nukleotid 249 til 268

5' AGAGGAATTACCCCTGGATG 3'

Antisense primer: nukleotid 1256 til 1275
5' TCAAGGAGCTGCTTTCTTCA 3'

Reaksjonen gjennomferes i 30 sykluser av 1 minutt ved 94°C,
1 minutt ved 58°C, 4 minutter ved 72°C, etterfulgt av en
endelig syklus pa 10 minutter ved 72°C.

e) Rensing av PCR amplifikasjonsproduktet.

Etter kjering pd en 1% agarosegel (Sigma) i TAE buffer

(40 mM, Tris-HC1l, 1 mM EDTA pH 7,9) 1 1 time ved 100 volt,
farges gelen i nzrver av 1 pg/ml etidiumbromid i den samme
buffer. Bandet svarende til amplifikasjonsproduktet (cDNA
fragment pa 1027 basepar (bp) av IL-13Re) ekstraheres ved

anvendelse av et Glass Max kit (Gibco).

f) Fremstilling av proben. .
25 ng av det rensede cDNA fragment p& 1027 bp svarende til
IL-13Ra musereseptoren merkes med fosfor-32 med BRL random
primere DNA merkesystemkit ved en spesifikk aktivitet pa

2,4x10° dpm/ug og alternativt merkes 100 ng ved
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nicktranslasjon ved anvendelse av Boeringher kitet ved en
spesifikk aktivitet pa 4x10°® dpm/ug.

2) 1Isolering og analyse av det humane IL-13Ra cDNA.

a) Fremstilling av total RNA.

Det totale RNA ble ekstrahert fra Caki-1 celler som beskrevet
over i avsnitt 1b.

b) Rensing av messenger RNA (polyA+ fraksjon).

Rensingen av polyA+ fraksjonen av RNA gjennomferes ved
anvendelse av DYNAL oligo (dT),; Dynabeads kitet (referanse
610.05) idet man felger prosedyren som er anbefalt av produ-
senten. Prinsippet er basert pa bruk av superparamagnetiske
polystyrenkuler pad hvilke et poly(dT),; oligonukleotid er
festet. PolyA+ fraksjonen hybridiseres med oligo(dT),; oligo-
nukleotidet koblet til kulene som er fanget pd en magnetisk
barer.

c) Northern blott.

5 ug av polyA+ messenger RNA anbringes pa en 1% agarose, 8%
formaldehyd-denatureringsgel i MOPS buffer (10 mM pH 7,4,
0,5 mM EDTA). Etter migrering og overfering pa en N+ Hybond
membran (Amersham) i en 20X SSC buffer, fikseres RNAet ved
oppvarming i en ovn ved 80°C under vakuum. Membranen pre-
hybridiseres deretter i 2 timer ved 42°C i felgende buffer:
1 M NaCl, 30% formamid, 1% SDS, 5X Denhart's, 100 ug/ml
laksesperma DNA. Etter 2 timers prehybridisering hybridi-
seres membranen i1 den samme buffer med en konsentrasjon av
IL-13Rx museprobe fremstilt ved random priming pd 2,5x10°
dpm/ml i 16 timer. Membranen vaskes deretter to ganger i

30 minutter i 2X SSC 0,1% SDS buffer ved romtemperatur og
deretter i 2 timer ved 50°C i den samme buffer. Etter 4
degns eksponering i en kassett (Molecular Dynamics),
analyseres Northern blottet med et Instant Imager (Molecular
Dynamics). Et dominerende transkript pa 4.200 bp og en

dublett p& 1.500 bp og 2.000 bp detekteres i Caki-1 cellene,
U373 og U937.
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Karakterisering av egenskapene av det humane IL-13Ra og
IL-13Rp:

COS-7 eller CHO cellene transfekteres i Petri skiler som
beskrevet over (17). 24 timer senere trypsinbehandles
cellene og dyrkes i 24 brenns plater ved en densitet pa 8x10*%
celler/brenn. Etter dyrking i 48 timer ved 37°C, anvendes
cellene for bindingsforsek (analyser gjennomfert in triplo
viser en variasjon pid mindre enn 10%) med jodert IL-13 som
beskrevet (17). For transfeksjon, ble denne bevirket pa COS-
7 eller CHO cellene i 25 cm? plater ved anvendelse av 0,6 mg
av forskjellige plasmider. Etter 24 timer trypsinbehandles
cellemonolagene og dyrkes i 12 brenns plater ved 8x10*
cellexr/brenn. Tre degn senere ble bindings- og
konkurranseforsek gjennomfert med merket IL-13 og med umerket
IL-13 og/eller IL-4. Resultatene er representative for minst
tre forsek gjennomfert uavhengig av hverandre.

Sammenligning av elektroforetiske mobiliteter i EMSA for
nuklexrekstraktene av celler som uttrykker human IL-13Ra
og/eller IL-4R:

2x10° CHO celler ble platet ut pa 10 cm Petri skiler. 24
timer senere transfekteres cellene med 6 pug plasmid DNA (34).
Etter 48 timer inkuberes cellene ved 37°C i 30 minutter i 3
ml medium med eller uten IL-13 eller IL-4 i en konsentrasjon
P& 100 ng pr. ml. Cellene blir deretter vasket to ganger med
en PBS-0,5 mM EDTA buffer og deretter hestet i 1,2 ml PBS.
Cellene sentrifugeres deretter og celleekstraktene
fremstilles som beskrevet i (35). EMSA gjennomferes deretter
som beskrevet i (36) med 10 til 20 pg celleekstrakter og med
en oligonukleotidprobe radioaktivt merket med 32P (50.000-
100.000 cpm), en probe svarende til Ce elementet av den
humane Ce promoter (37). Oligonukleotidproben som
syntetiseres har felgende sekvens:
5'-GATCCACTTCCCAAGAACAGA-3'.

EKSEMPLER
Eksempel 1
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Caki-1 cellex

Man har nylig funnet at humane renale karsinomceller ut-
trykte, i tillegg til reseptorene delt med IL-4 og IL-13, et
stort overskudd av spesifikke IL-13 reseptorer (21). P&
grunnlag av disse resultater, ble en preve av humane karsi-
nomcellelinjer studert for bindingen av IL-13 som beskrevet
over (17). En spesifikk linje, Caki-1 (ATCC HTB46), som
uttrykker et s®rlig heyt antall bindingsseter for IL-13, ble
analysert i sterre detalj. Scatchard kurvene oppnddd fra
metningsforsek viste tilstedevaerelsen av bindingsseter med en
Kd p& 446450 pM og en kapasitet pd 7,2x10* reseptorer/celle
(fig. 1a). I konkurrerende forsek deplasserer umerket IL-13
fullstendig merket IL-13 pa en doseavhengig mate, mens IL-4
deplasserer, med en hey affinitet, omtrent 10% av merket
IL-13. Heyere konsentrasjoner av IL-4 (mere enn 100 nM)
deplasserer ikke de resterende 90% av bundet IL-13 (fig. 1b).

Disse resultater er i overensstemmelse med eksistensen av to
seter, ett som deles av de to cytokiner, det andre spesifikt
for IL-13. Forsekene pa kryssbinding med affinitet for IL-13
viste et kompleks pa omtrent 70 kDa, som stemmer overens med
komplekset observert i lignende kryssbindingsforsek med IL-13
i forskjellige celletyper (17, 21). Merket IL-13 deplasseres
fullstendig fra komplekset ved IL-13 men ikke ved IL-4, som
er 1 overensstemmelse med de konkurrerende forsek (fig. lc).

Eksempel 2
Analyse av sekresjon av IL-6 indusert ved IlL-4 eller IL-13

De foreliggende oppfinnere har ogsa analysert sekresjonen
indusert ved IL-4 eller IL-13 pd Caki-1 celler. De to
cytokiner induserer sekresjonen av tilsvarende nivaer av
IL-6, og sekresjonen inhiberes ved antistoffer som er
spesifikke for a kjeden av IL-4R og ved antagonisten
Y¥124DIL-4 (fig. 1d). Dette foreslar at reseptorene som deles
av de to cytokiner i Caki-1 cellene er ansvarlig for
induksjonen av sekresjonen av IL-6. Tilsvarende resultater
observeres nar fosforyleringen av proteinkomplekset IRS1/4PS
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(18) indusert ved IL-4 og IL-13 analyseres i nerver eller i

fraver av anti-IL-4R antistoffer og av IL-4 antagonist.

Disse resultater, sett under ett, foreslar at reseptor-
komplekset IL-4/IL-13 uttrykt i Caki cellene er identisk med
det som er beskrevet tidligere og at proteinet som binder
IL-13 (IL-13RP) som er over-uttrykt, er en komponent av
reseptoren ansvarlig for gjenkjennelsen av IL-13 i et funk-
sjonelt kompleks som inkluderer IL-4R. Disse celler blir
derfor anvendt som en messenger RNA kilde for kloningen av
denne IL-13 bindingsentitet.

Eksempel 3

Kloning av den primere enhe v -13 toren (II,-13
Strategien for kloningen og ekspresjonen som ble anvendt er
beskrevet tidligere (17). Et cDNA bibliotek inneholdende
2x10° rekombinante kloner ble konstruert (26) ved anvendelse
av Caki-1 celler. Biblioteket ble oppdelt i batcher pa 1.000
cDNAer hvor DNA i hver batch, i plasmidform, ble innfert i
C0S-7 celler (29). Bindingen av merket IL-13 til de trans-
ferkterte COS-7 celler gjor det mulig & identifisere batchene
av kloner som koder for en IL-13 reseptoxr. De positive
batcher ble fordelt pa nytt og rescreenet inntil et enkelt
klon i stand til & gjennomfere syntesen av et celleover-
flateprotein i stand til binding av IL-13 er identifisert.

To uavhengige IL-13Rf cDNAer ble til slutt isolert. Den
fullstendige nukleotidsekvens for IL-13RP cDNA og aminosyre-
sekvensen utledet derfra er vist i fig. 2a. cDNA har en
lengde pa 1298 baser som utelukker poly-A halen og har en
kort 3' ikke-translatert region pa 106 baser. Et kanonisk
AATAAA polyadenyleringssignal er pa forventet sted. Den apne
leseramme mellom nukleotider 53 og 1192 definerer et poly-
peptid pa 380 aminosyrer. Sekvensen koder for et membran-
protein med et potensielt signalpeptid, et enkelt trans-
membrandomene og en kort intracytoplasmatisk hale.

Fire potensielle N-glykosyleringssteder er lokalisert i den

ekstracellulxre region. Det er viktig & merke seg at to
konsensusmotiver som er betraktet som signaturer for type II
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familien av cytokinreseptorer (30) ogsd er til stede, hvor
det ferste er avledet fra en N-terminal disulfidbro-sleyfe-
struktur, og det andre er WSXWS type motivet lokalisert i den
C-terminale ende av den ekstracellulzre region. Den svart
korte cytoplasmatiske sekvens vil kunne forklare hvorfor det
kun er reseptorkomplekset som deles av IL-4 og av IL-13 i
Caki cellene som transduserer et signal i cellen.

Oppstillingsstudier viser homologier med den humane IL-5R «
kjeden (51% likhet og 27% identitet, fig. 2b) og, i mindre
grad, med prolaktinreseptoren. Det er interessant & merke
seg at IL-5R komplekset utgjeres av en a kjede som binder
IL-5 men som behever et annet protein, P kjeden delt med IL-3
og GM-CSF reseptorene, for & danne en heyaffinitetsreseptor
som er i stand til a transdusere et signal (31).

Eksempel 4

Deteksjon av h - essenger RNAer i forsgkj i
cellelinjer

I Caki-1 cellene ble tilsvarende mengder messenger RNAer for
IL-13RP og IL-4R overraskende detektert ved hjelp av Northern
analyser skjent et stort overskudd av IL-13RP er uttrykt.
Denne observasjon foreslar at det er en sterre translasjon av
dette mRNA sammenlignet med IL-4R transkriptet og forklarer
mangelen pad deteksjon av IL-13Rp mRNA i cellelinjene som
uttrykte et lite antall IL-13R bindingssteder. RT-PCR ana-
lyser (fig. 3) viser at transkriptet funnet i Caki-1 cellene
ogsa er til stede i mindre mengder i den keratinocytiske
linje A431, premyeloidcellene TF-1, de premocytiske celler
U937 og cellelinjen B IM9. Intet transkript ble detektert i
Jurkat T cellelinjen eller i pre-B NALM6 cellelinjen. Disse
resultatene er i overensstemmelse med IL-13 bindingsstudiene
utfeort pd de samme linjer som beskrevet tidligere av forfat-
terene av den foreliggende oppfinnelse (17), og med de kjente
biologiske IL-13 targeter.
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Eksempel 5
Bindingsanalvser gjennomfer -7 ller tran
human -13R

COS-7 cellene transfektert med det isolerte cDNA som koder
for IL-13RP binder spesifikt merket IL-13. Scatchard
analysen av metningskurven viser et enkelt komponentsete med
en Kd verdi pa 250430 pM og en maksimal bindingskapasitet pa
5,6x10° reseptorer/celle (fig. 4a).

Affiniteten av den rekombinante reseptor er i god overens-
stemmelse med Kd verdien pa 446 pM for IL-13Rp i Caki-1
cellene og det som er blitt beskrevet for en rekke andre
celler (17). Felgelig, til tross for en sekvenshomologi med
o kjeden av IL-5R, opptrer den klonede reseptor annerledes da
den ikke beheover en andre kjede for a rekonstituere et hey-
affinitets-bindingssete.

Det er interessant a merke seg at proteinet som binder IL-15

og som nylig er blitt beskrevet likeledes har egenskapen med

binding av IL-15 med en hey affinitet i fraver av de to andre
komponenter av IL-15R komplekset (32).

I konkurrerende forseke er IL-13 1 stand til & inhibere bind-
ingen av merket IL-13 til den klonede reseptor, med en inhi-
beringskonstant (Ki) pad 1,5+0,5 nM, mens IL-4 ikke inhiberer
bindingen. Farmakologien for den klonede reseptor er derfor
lik den for IL-13RP til stede i Caki-1 celler. Kryssbind-
ingsforsek viser et radioaktivt merket badnd pa 70kDa. Dette
band har den samme mobilitet som det som observeres i Caki
celler sa vel som i andre celler (17). Dette kompleks svarer
mest sannsynlig til 60-70 kDa bandet observert 1 tillegg til
IL-4R 140 kDa bandet i kryssbindingsforsek gjennomfert med
merket IL-4. Dette vil ogsa kunne foresla at der eksisterer
en sterk interaksjon mellom de to proteiner i det funksjon-
elle reseptorkompleks. Forfatterne av den foreliggende opp-
finnelse undersgkte derfor om IL-13RP og IL-4R interagerer i
cellemembranen for & rekonstituere en reseptor som tillater
kryss-konkurrering mellom de to cytokiner. Resultatene av et
koekspresjonsforsek er vist i fig. 4 ¢ og d.
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Det fremgar klart at ekspresjonen av de to reseptorer, enten
separat eller samtidig, resulterer i et stort antall resep-
torer som spesifikt gjenkjenner den ene eller den andre av de
to cytokiner. ©Nar de uttrykkes sammen, er imidlertid et lite
antall reseptorer (5 til 10%) i stand til & gjenkjenne de to
cytokinene. KXotransfeksjonen av yc kjeden med IL-4R og
IL-13RP bevirker ikke en gkning i antallet delte bindings-
seter. Disse resultater foreslar at IL-13RP og IL-4R kjeden
kan interagere med hverandre i cellemembranen for & rekonsti-
tuere en reseptor for hvilken IL-13 og IL-4 kan vare i kon-
kurranse. Den lave prosentandel rekonstituerte reseptorer
er et argument som favoriserer tilstedevarelsen av et annet
protein (IL-13Rwa) i begrensede mengder i COS cellene som er
nedvendig for rekonstitueringen av reseptorkomplekset hvortil

IL-13 og IL-4 binder pad konkurrerende mate.

De resultater som oppnés i transfeksjonsforsekene med yc
kjeden viser at dette protein ikke er den begrensende faktor
som foreslatt tidligere (15). Denne konklusjon er ogsa
understettet av fravaret av yc messenger RNA i Caki-1 cellene
(21) .

En annen mulig grunn som forklarer det lave antallet rekon-
stituerte reseptorer er forekomsten av en ukorrekt stekio-
metri av de to proteiner i cellemembranen. Kotransfeksjoner
ved anvendelse av forskjellige relative mengder av IL-4R og
IL-13RP viser imidlertid ikke en stor forskjell i antallet
rekonstituerte reseptorer. Muligheten av at en annen IL-13R
med en sterre kapasitet til A& interagere med IL-4R eksistererx
ble bekreftet i mus (22) og i menneske ved isolering av
IL-13Ra c¢DNA (konf. eksempel 7). Det skal bemerkes at ekspre-
sjonen av yc eker bindingen av IL-4 som beskrevet tidligere
(19) men reduserer bindingen av IL-13, noe som foresldr en
kompleks interaksjon mellom de forskjellige kjeder.

Eksempel 6

Studium av inhiberingen av bindingen av IL-13 til dens
membranresept r i 1 lig form
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Resultatene i transient ekspresjon (fig. 5) eller pd stabile
linjer (fig. 6) er beskrevet.

De to cDNA sekvenser som koder for IL-13Rf og IL-13RPs inn-
fores i vektoren p7055 i stedet for IL-2 cDNA (33). De opp-
nadde plasmider betegnes henholdsvis 2036 og 2034.

a) Transient ekspresjon.

CHO cellene inokuleres i 12 brenns plater ved 3x10° celler/-
brenn og transfekteres den neste dag ved hjelp av DEAE-
Dextran metoden som for COS cellene, enten med plasmid 2036
eller 2034, eller med det tomme plasmid pSE-1 som kontroll.

Cellene dyrkes i tre degn for & tillate akkumulering av
IL-13Rfs i supernatanten til cellene transfektert med plas-
midet 2034 og god ekspresjon av IL-13RB i membranen til

cellene transfektert med plasmidet 2036.

Supernatanten til cellene transfektert med IL-13Rps (2034)
eller den negative kontroll (tom pSE-1) samles deretter og
cellene transfektert med IL-13RP anvendes til & studere inhi-

beringen av bindingen av IL-13.

Bindingen av IL-13 til overflaten av CHO cellene som ut-
trykker IL-13RP (2036) males i narvar eller fravar av disse
urene supernatanter fortynnet en til to med radioliganden
eller i nervar av overskudd av ikke-radioaktivt IL-13 (NSB).
Bindingen gjennomferes pa hele celler i et sluttvolum pa

500 ml med 300 pM radioligand, in triplo.

b) Stabile linjer.

To stabile transformerte CHO linjer oppnds ved transfeksjon
med kodesekvensene av den komplette IL-13RP (polypeptid pa
380 rester) eller av IL-13RPf i oppleselig form (IL-13Rps,

trunkert polypeptid svarende til rester 1 til 337 i IL-13Rf).
Disse sekvenser innferes i vektoren p7055.
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CHO-DHFR™ cellene transfekteres med plasmidene 2036 (IL-13Rp)
og 2034 (IL-13RPs) og de rekombinante kloner velges som
beskrevet tidligere (33).

Ett av klonene CHO-IL-13RP (CHO 2036) som oppnds med 2 til
5x10° seter pr. celle, inokuleres i en 12 brenns plate med en
densitet pa 10° celler pr. brenn og cellene anvendes to degn
senere for bindingsforsek i narver eller fravar av IL-13Rps.

For dette inokuleres CHO-IL-13RPs (CHO 2034) kloner i 6 cm
skdler, in triplo, ved 5x10° celler pr. skil. Etter 3 degns
akkumulering i dyrkingsmediet, samles mediet (5 ml pr. skal)
for IL-13 bindingsinhiberingstudier pa IL-13Rp av CHO 2036
klonet. P& samme mate blir supernatanten fra CHO celler som
ikke uttrykker det oppleselige IL-13RP samlet.

Bindingen av IL-13 pa overflaten av CHO 2036-22 Kklonet miles
i nervaer eller fravar av disse urene supernatanter fortynnet
en til to med radioliganden, eller i nzrver av et overskudd
av ikke-radioaktivt merket IL-13 (NSB). Bindingen gjennom-
feres in triplo, pa hele celler, i et volum pd 500 ml med
300 pM radioligand.

Histogrammene i figurene 5 og 6 representerer inhiberingen av
bindingen av IL-13 pa IL-13Rp ved IL-13Rfs. Inhibering av
bindingen av IL-13 til dets reseptor kan observeres pd en
rekke kloner.

Eksempel 7
Kloning av _den humane IL-13Rg reseptor

a) Fremstilling av cDNA biblioteket fra polyA+ messenger
RNAer av Caki-1 celler.
Med utgangspunkt i 0,5 pug polyA+ messenger RNA, fremstilles
enkelttridet komplementart DNA merket med [32P]1dCTP (det
komplementare DNA som oppnds har en spesifikk aktivitet péa
3.000 dpm/ng) med den syntetiske primer som har felgende
sekvens (omfattende et BamHI sete):
5'<GATCCGGGCCCTTTTTTTTTTTT<3"'
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i et volum pd 30 ul av felgende buffer: 50 mM Tris-HCl pH
8,3, 6 mM MgCl,, 10 mM DTT, 40 mM KC1l, inneholdende 0,5 mM av
hver av deoksynukleinsyretrifosfatene, 30 uCi [a32P]dCTP og
30 U Rnasin (Promega). Etter inkubasjon i en time ved 37°C
og deretter 10 minutter ved 50°C og deretter i ytterligere 10
minutter ved 37°C med 200 enheter av det reverse transkrip-
taseenzym Rnase H (Gibco -BRL), tilsettes 4 pul EDTA. RNA
templatet nedbrytes deretter ved tilsetning av 6 pl av en 2 N
NaOH opplesning og man inkuberer i 5 minutter wved 65°C.

For a4 fjerne den syntetiske primer, blir det komplementare
DNA renset pd en 1 ml Sephacryl S400 kolonne (Pharmacia),
ekvilibrert i TE buffer. De forste to radioaktive fraksjoner
kombineres og presipiteres med en 1/10 volumdel av en 10 M
ammoniumacetatopplesning og 2,5 volumdeler etanol, dette
etter ekstraksjon med kloroform. cDNA utvides deretter i 5!
retningen ved tilsetning av en dG homopolymer hale med 20
enheter av enzymet terminal transferase (Pharmacia 27073001).
Deretter gjennomferes inkubasjon i 20 pl buffer med fslgende
sammensetning: 30 mM Tris-HCl pH 7,6, 1 mM koboltklorid,
140 mM kakodylsyre, 0,1 mM DTIT, 1 mM dGTP, i 15 minutter ved
37°C, og deretter tilsettes 2 pl 0,5 M EDTA. En videre
behandling med natriumhydroksyd gjennomferes uten oppvarming,
etterfulgt av en ny rensing pa en S400 kolonne, ekstraksjon
med kloroform og presipitering med etanol. Pelleten oppleses
i 33 pl TE buffer. Det neste trinn omfatter paring av klon-
ingsvektoren pT7T3-18 gjennom hvilken en homopolymer dC hale
er blitt addert pa forhdnd etter kutting med Pstl, cDNA og
adaptoren. c¢DNA (33 xl) bringes i kontakt med 75 ng av
vektoren pT7/T3-18 (5 pl), 120 ng adaptor (1 ul) med felgende
sekvens (omfattende et Apal sete),

S'AAAAAAAAAAAAAGGGCCCG 3!
10 gl av en 200 mM NaCl opplesning og blandingen inkuberes
deretter i 5 minutter ved 65°C og deretter avkjeles reak-
sjonsblandingen til romtemperatur. Det neste trinn omfatter
ligeringen av kloningsvektoren og den enkelttradede cDNA i et
reaksjonsvolum pd 100 pl med 32,5 enheter av enzymet T4 fag
DNA ligase (Pharmacia) over natten ved 15°C i en buffer med
sammensetning: 50 mM Tris-HC1 pH 7,5, 10 mM MgCl,, 1 mM ATP.
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Proteinene fjernes deretter ved ekstraksjon med fenol etter-
fulgt av ekstraksjon med kloroform og deretter tilsettes en
1/10 volumdel av 10 mM ammoniumacetatopplesning og 2,5 volum-
deler etanol. Blandingen sentrifugeres, pelleten tas opp i
bufferen med sammensetningen: 33 mM Tris-acetat pH 7,9,

62,5 mM kaliumacetat, 1 mM magnesiumacetat og 1 mM DTT, den
andre cDNA trad syntetiseres i et volum pad 30 pl med 30
enheter av enzymet T4 fag DNA polymerase (Pharmacia) og en
blanding av 1 mM av de fire deoksynukleotidtrifosfater si vel
som to enheter av proteinet av T4 fag genet 32 (Pharmacia) i
en time ved 37°C. Blandingen ekstraheres med fenol og spor
fjernes ved avsetning pa en P10 kolonne (Biogel P10-200-400
mesh - referanse 15011050 - Biorad).

Det siste trinn omfatter transformering av E. Coli MC 1061
celler ved elektroporering av det rekombinante DNA ved
anvendelse av et Biorad Gene Pulser apparat anvendt ved

2,5 kV under de betingelser som anbefales av produsenten, og
deretter dyrkes bakteriene i en time i LB medium med sammen-
setningen: baktotrypton 10 g/l, gj®rekstrakt 5 g/l, NacCl

10 g/1.

Antallet oppnadde uavhengige kloner bestemmes ved utplating
av en 1/1.000 fortynning fra transformasjonen etter en times
inkubasjon pa en plate av LB medium supplert med 1,5% agar
(vekt/volum) og med 100 ug/ml ampicillin i det etterfelgende
betegnet LB agarmedium.

Antallet oppnadde uavhengige kloner er 1 million.

b) Screening av cDNA biblioteket.

Hele biblioteket ble utplatet pad agarmedium (Petri skdler med
diameter 150 mm) belagt med Biodyne A membraner (PALL refer-
anse BNNG 132). Etter henstand over natten ved 37°C over-
feres klonene ved kontakt pa de nye membraner. De sistnevnte
behandles ved at de anbringes pd et Wathman 3 MM papir som er
impregnert med felgende opplesninger: 0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl
i 5 minutter og deretter 0,5 Tris-HCl pH 8, 1,5 M NaCl i 5

minutter. Etter behandling med proteinase K i den felgende
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buffer, 10 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA, 50 mM NaCl, 0,1%
SDS, 100 pug/ml proteinase K i 30 minutter ved 37°C, vaskes
membranene inngaende i 2X SSC buffer (natriumcitrat-NaCl), og

torkes deretter i en ovn under vakuum ved 80°C i 20 minutter.

c) Prehybridisering og hybridisering av membranene.
Membranene prehybridiseres i 2 timer ved 42°C i felgende
buffer: 1 mM NaCl, 30% formamid, 1% SDS, 5X Denhart's

100 pg/ml laksesperma DNA. Etter 2 timers prehybridisering,
hybridiseres membranene i den samme buffer med en
konsentrasjon av IL-13Re probe fra mus fremstilt ved nick-
translasjon av 2,5x10° dpm/ml, i 16 timer. Membranene vaskes
to ganger i 30 minutter i 2X SSC, 0,1% SDS buffer ved
romtemperatur og deretter i to timer ved 50°C i den samme
buffer. Etter eksponering ved -8°C i narver av en Kodak
X-OMAT film over natten, detekteres en rekke positive kloner.

d) Sekvensering av et humant IL-13Ra klon og analyse av
sekvensen.

Sekvensen oppnas ved anvendelse av et kit fra Applied Bio-
system (referanse 401628). Den komplette nukleinsyresekvens
av IL-13Ra cDNA og aminosyresekvensen utledet derfra er vist
i fig. 7. cDNA har 3999 baser med utelukkelse av poly-A
halen og har en lang ikke-translatert 3' region p& 2145
baser.

Et kanonisk polyadenyleringssignal eksisterer pd det for-
ventede sted. Den apne leseramme mellom nukleotidet 34 og
1851 definerer et polypeptid pd 427 aminosyrer. Sekvensen
koder for et membranprotein med et potensielt signalpeptid og
et enkelt transmembrandomene og en kort intracytoplasmatisk
region.

10 potensielle glykosyleringssteder er lokalisert i den
ekstracellul®are region. Det er viktig & merke seg at to
konsensusmotiver betraktet som signaturer av type II familien
av cytokinreseptorer ogsd er til stede, idet det ferste er
avledet fra en N-terminal disulfidbro-sleyfestruktur, og den
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andre er WSXWS type motivet lokalisert i den C-terminale ende
av den ekstracellulzre region.

Eksempel 8
Bindingsanalyse gjennomfert pd COS-3 eller CHO celler trans-

ktert med human IL-13R D
CHO cellene transfektert med det isolerte c¢DNA som koder for
IL-13Re binder spesifikt merket IL-13. Scatchard analyse av
metningskurven viser et enkelkomponentsete med en Kd verdi pa
4,5+0,4 nM og en maksimum bindingskapasitet pa 26.000 resep-
torer/celle (figurene 8C og 8G).

Resultatene av koekspresjonsforsekene er vist i figurene 8D
og 8H.

Analyse av resultatene i fig. 8C viser at IL-13Re er godt
uttrykt i klonet 2036 av CHO cellene. Det skal bemerkes at
IL-4R deplasserer 60% av bindingen av IL-13 i CHO cellene
kotransfektert med IL-4R og IL-13Ra cDNA (fig. 8H) men under
hensyntagen til en Kd pa 7,5 nM for IL-13Re¢ vil der vare 10

ganger sa& mange IL-13Ra seter som IL-4R seter.

CHO-hIL4R cellene (human IL-4R) som uttrykkes hIL-4R som er
transfektert med det ¢DNA som koder for hIL-13Ra binder
spesifikt merket IL-13.

Scatchard analysen av metningskurven viser klart 2 komponent-
seter, ett med hey affinitet med en Kd verdi pa 23+8,9 pM og
en maksimal bindingskapasitet pa 28.000 seter/celle og den
andre med lav affinitet med en Kd verdi pa 4,2+1,4 nM og en
maksimal bindingskapasitet pad 150.000 seter/celle (fig. 8D).

Det andre sete som er karakterisert har den samme affinitet
som hIL-13Ra (human IL-13Ra) uttrykt alene og svarer til de
ikke-assosierte IL-13Re¢ kjeder fordi de er uttrykt i en
sterre mengde enn hIL-4R.

Disse heyaffinitetsreseptorer som er rekonstituert i narver
av 2 hIL-13Ra¢ og hIL-4R kjedene er i stand til & gjenkjenne
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de 2 cytokiner (figurer 8D og 8H). Dette er enda klarere pa
COS/pSEl cellene som ko-uttrykker 2 hIL-13Re og hIL-4R
kjedene i en sammenlignbar mengde hvor IL-4 deplasserer all
IL-13 bindingen.

Affiniteten av den rekombinante humane IL-13R« er sammen-

lignbar med den som er beskrevet for IL-13Ra musereseptoren
(2-10 nM) (ref. 22).

I motsetning til hIL-13RP som er beskrevet tidligere, utgjer
human IL-13Re ikke alene et heyaffinitets-bindingssete.

IL-13Ra og IL-4R interagerer derfor i cellemembranen for &
rekonstituere en heyaffinitetsreseptor.

Eksempel 9
Aktivering av STAT proteinene ved IL-13 og IL-4 i CHO cellene
som ko-uttrykker hIL-13R¢ og hIL-4R

I humane PBMC celler aktiverer hIL-4 og IL-13 2 tryosin-
kinaser av janusfamilien, Jakl og Jak2 som fosforylerer en
latent transkripsjonsfaktor, STAT6. Denne aktiverte faktor
gar inn i kjernen og binder til spesifikke elementer i
promotorene til gener regulert ved IL-4.

Man velger Ce elementet av den humane Ce promotoren som probe
i en elektroforese-mobilitets-svitsj-analyse (EMSA) for &
demonstrere aktiveringen, ved IL-13, av en bindningsfaktor
som er lik STATE.

Kjerneekstraktene fra CHO cellene som uttrykker IL-13R alene,

IL-4R alene eller de 2 kjedene sammen, stimulert med

100 ng/ml IL-13 eller IL-4 i 30 min. ved 37°C, inkuberes med
det radioaktivt merkede Ce elementet.

Kjerneekstraktene av cellene som ko-uttrykker hIL-13Re og
hIL-4R danner et kompleks med den samme mobilitet i EMSA
enten cellene er indusert med IL-4 eller IL-13 (se fig. 9).
P4 den annen side, med de cellene som uttrykker den ene eller
den andre kjede alene, detekteres intet kompleks.
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I CHO cellene som uttrykker hIL-13Ra og hIL-4Rea, initierer
derfor IL-13 og IL-4 den samme signalkaskade.

Kloningen av IL-13Rp og IL-13Ra som beskrevet her gjer det
mulig & forbedre kunnskapen vedrerende de faktorer som er
involvert i responsene spesifikt indusert ved IL-13 sammen-
lignet med responsene indusert ved IL-4. Den gjer det i til-
legg mulig & ha et verktey for & studere reguleringen av
ekspresjonen av reseptoren under normale og patologiske

forhold hvor IL-13 spiller en nekkelrolle.

Dessuten gjer tilgjengeligheten av cDNA det mulig & forenkle
kloningen av andre proteiner som er nedvendige for rekonsti-
tueringen av et IL-4/IL-13 reseptorkompleks og er ogsa
anvendbar for fremstillingen eller den rasjonelle utforming
av nye medisinske produkter i stand til & vare spesifikke

antagonister av aktivitetene av IL-13.



10 -

15

20

25

30

35

36 -

. REFERANSER:
1. Minty, A. et al., Nature, 1993, 362, 248-250.
2. McKenzie, A.N. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.a,
1993, 90, 3735-3739. , ,
3. Dafrance, T. et al., J. Exp. Med., 1894, 179, 135-
-143. ' , ' ‘
4. Pun.noﬁen, J. et al., Proc. Natl. Acad.Sci. (usa),
1993, 50, 3730-3734. | | .
5. ' Fior, R. et al., Euxr. Cytockine Network, 1994, 35,
593-600. .
6. Muzio, M. R. F. et al., Blood, 1994, 83, 1738-1743.
7. De Waal Malefyt, R. et al., J. Immunol, 1993, 151,
6370-6381. .
8. Doyle, A. et al., Eur. J. Immunol. 1994, 24, 1441-
1445. , ' L
9. Montaner, L.J. et al., J. BExp. Med., 1993, 178, 743-
747. . ;
10. Sozzani, P. et al., J. Biol. Chem., 1995, 270, 5084-
5088. o
11. Herbert, J.M. et al., Febs Lett., 1993, 328, 268-
270. ' - _ ' '
12. Derocq, J.M. et al., Febs Latt. 1994, 343, 32-36.
13. 2zurawski, G. et al., Immunol. Today, 1994, 15, 19-
26. . o o o
14. Interleukin-13 for Cytokines in Health a.:nd. Disease.
Eds D.G... Remick and J.S. Frie, Marcel Decker, N.Y.
~ 1996. L '
15. Zurawski S.M. et al., Embo Journal, 1993, 12, 2663-
2670. ' A B ' .

16. Aversa, G. et al., J. Exp. Med., 1993, 17§, 2213-
' 2218. ' S _ '
17. vita, N. et al., Biol. Chem., 1995, 270, 3512-3517.
18. Lefort, S. et al., Febs Lett., 1995, 366, 122-126.

19. FRondo, M. et al., Science, 1993, 262, 1874-1883.

20. Russell, S.M. et al., Science, 1993, 262, 1880-1883.

21. obiri, N. et al., J. Biol. Chem., 1995, 270, 8797-
8804. '

22.

\.

Hilton, D.J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,



io

15

20

25°

23.

24.

25,

26.

.27.

28.

29.

3q.

31.

32.

33.
34.

35.

36.
37.

37,

1996, 93, 497-501. , '
Callard, R.E. et al., Immunology Today, 1996, 17, 3
108-110.

Deveraux, J. et al., Nucleic Acids Res., 13984, 12,
387-395. ’

‘Chomczynski, P. et al., N.- - Anal. Biochém., 1887,
"162, 156-159.

Caput, D. et alg, Proc.'Naﬁl. Acad. Sci. USA, 1986,
83, 1670-1674. ) ) . .

Minty, A. et al., Fur. Cytokine Network, 1993, 4,
99-110 '

Labit Le Bouteiller, C. et al., J.' of Immunol.
Methods, 1995, 181, 1, 29-36. _ ,
Seed, B. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987,
84, 3365-3363. '

Bazan, J.F.. et al.,. Proc. Natl. Acad. 8Sci. USa,
199Q, 87, 6934-6538.

Honjo, T. et al., Current Opinion in Cell Biology,
1991, 1, 201-203.

Giri, J.G. et.al., Embo Jourmal, 1993, 14, 3654-
3663.

Miloux, B. et al., Gene, 1994, 149, 341-344.
Sampayrac, L.M. et al., PNAS USA, 1981, 78, 7575-

7578. |
“Jiang, S-W et al., Nucleic Acid Res., 1995, 23,

3607-3608.
R8hler, I. et al., FEBRS Letters, 1594, 345, 187-192.
Seidel, H.M. et al., PNAS USA, 1985, 92, 3041-3045."



<110>
<120>
<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160> 4
<170>

<210> 1

<2%1> 1298
<212> ADN
<213> Homo

<400> 1

ggtgcctgtce
cgtttgcttg
ttcatcttca
cggatactta
ggaatgcaca
catcattact
gaagatacac
ggcagaaact
ggattgcgta
acttcttgat
gtgtgttgat
ggcatcagac
cagatccagt
tcttactttt
acctattcca
ggtgactgct
attatgettt
tgagtggagt
tttctggcta
gcgtaagceca
ttccatatca
atgagtctca

<210> 2
<211> 380
<212> PRT
<213> Homo

<400> 2
Met Ala
1

Ser Thr

Asn Pro

PatentIn Ver.

BET 96/884

PCT/FR96/01756
1996-

11-07

FR 95/14424
1595-

12-06

sapiens

ggcggggaga
gctatcggat
gacaccgaga
ggttatctct
gtggaatatg
aagaatctac
acgcttttac
acttattgga
tattacaatt
accaattaca
tacatcaagg
tataaagatt
tatttcactt
actcgggaga
gcaaggtgtt
acagttgaaa
gtagtaagaa
gataaacaat
ccatttggtt
aacacctacc
agagacatgg
ataaactgaa

sapiens

5

20

2.

1

" SEKVENSLISTE

Sanofi-Synthélabo

1

gaggcaatat
gcttatatac
taaaagttaa
atttgcaatg
aactaaaata
attacaaaga
catggcaatg
tatcaccaca
ggcaatattt
acttgtttta
ctgatggaca
tctatatttg
ttcagcttca
gttcatgtga
ttgattatga
atgaaacata
gcaaagtgaa
gctgggaagg
tcatcttaat
caaaaatgat
tattgactca
tttttettge

Polypeptide récepteur de 1'IL-13

caaggtttta
ctttctgata
ccectectcag
gcaacccccea
ccgaaacatt
tgggtttgat
cacaaatgga
aggaattcca
actctgttct
ctggtatgag
aaatatagga
tgttaatgga
aaatatagtt
aattaagctg
aattgagatc
caccttgaaa
tatttattgc
tgaagaccta
attagttata
tccagaattt
acagtttcca
gaatgttg

10

25

aatctcggag
agcacaacat
gattttgaga
ctgtctctgg
ggtagtgaaa
cttaacaagqg
tcagaagttc
gaaactaaag
tggaaacctg
ggcttggatce
tgcagatttc
tcatcagaga
aaacctttge
aaatggagca
agagaagatg
acaacaaatg
tcagatgacg
tcgaagaaaa
tttgtaaccg
ttctgtgata
gtcatggcca

30

aaatggcttt
ttggctgtac
tagtggatcc
atcattttaa
catggaagac
gcattgaagc
aaagttcctg
ttcaggatat
gcataggtgt
atgcattaca
cctatttgga
acaagcctat
cgccagtcta
tacctttggg
atactacctt
aaacccgaca
gaatttggag
ctttgctacg
gtctgetttt
catgaagact
aatgttcaat

Phe Val Cys Leu Ala Ile Gly Cys Leu Tyr Thr Phe Leu Ile

15

Thr Phe Gly Cys Thr Ser Ser Ser Asp Thr Glu Ile Lys Val

Pro Gln Asp Phe Glu Ile Val Asp Pro Gly Tyr Leu Gly Tyr

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1298



Leu

Cys

65

Trp

Leu

Cys

Trp

Cys

145

Ile

Gly

Gln

Asp

Ser

225

Pro

Lys

Glu

Glu

Cys

305

Ile

Ser

Ile

Tyr

50
Thr
Lys
Asn
Thr
Ile
130
Val
Gly
Leu
Asn
Phe
210
Ser
Val
Trp
Ile
Asn
290
Phe
Trp

Lys

Leu

35

Leu

Val

Thr

Lys

Asn

115

Ser

Tyr

Val

Asp

Ile

195

Tyr

Tyr

Tyr

Ser

Glu

275

Glu

Val

Ser

Lys

Val
355

Gln

Glu

Ile

Gly

100

Gly

Pro

Tyr

Leu

His

180

Gly

Ile

Phe

Leu

Ile

260

Ile

Thr

Val

Glu

Thr

340

Iile

Trp

Tyr

Ile

85

Ile

Ser

Gln

Asn

Leu

165

Ala

Cys

Cys

Thr

Thr

245

Pro

Arg

Tyr

Arg

Trp

325

Leu

Phe

Gln

Glu

70

Thr

Glu

Glu

Gly

Trp

150

Asp

Leu

Arg

Val

Phe

230

Phe

Leu

Glu

Thr

Ser

310

Ser

Leu

Val

Pro

55

Leu

Lys

Ala

val

Ile

135

Gln

Thr

Gln

Phe

Asn

215

Gln

Thr

Gly

Asp

Leu

295

Lys

Asp

Arg

Thr

40

Pro

Lys

Asn

Lys

Gln

120

Pro

Tyr

Asn

Cys

Pro

200

Gly

Leu

Arg

Pro

Asp

280

Lys

Val

Lys

Phe

Gly
360

Leu

Tyr

Leu

Ile

105

Ser

Glu

Leu

Tyr

Val

185

Tyxr

Ser

Gln

Glu

Ile

265

Thr

Thr

Asn

Gln

Trp

345

Leu

Ser
Arg
His

30
His
Ser
Thr
Leu
Asn
170
Asp
Leu
Serx
Asn
Ser
250
Pro
Thr
Thr
Ile
Cys
330

Leu

Leu

Leu

Asn

75

Tyr

Thr

Trp

Lys

Cys

155

Leu

Tyr

Glu

Glu

Ile

235

Ser

Ala

Leu

Asn

Tyr

315

Trp

Pro

Leu

Asp

60

Ile

Lys

Leu

Ala

Val

140

Ser

Phe

Ile

Ala

Asn

220

Val

Cys

Arg

Val

Glu

300

Cys

Glu

Phe

Arg

45
His

Gly

Asp

Leu

Glu

125

Gln

Trp

Tyr

Lys

Ser

205

Lys

Lys

Glu

Cys

Thr

285

Thr

Ser

Gly

Gly

Lys
365

Phe

Ser

Gly

Pro

110

Thr

Asp

Lys

Trp

Ala

190

Asp

Pro

Pro

I le-.

Phe

270

Ala

Arg

Asp

Glu

Phe

350

Pro

Lys

Glu

Phe

95

Trp

Thr

Met

Pro

Tyr

175

Asp

Tyr

Ile

Leu

Lys

255

Asp

Thr

Gln

Asp

Asp

335

Ile

Asn

Glu

Thr

80

Asp

Gln

Tyr

Asp

Gly

160

Glu

Gly

Lys

Arg

Pro

240

Leu

Tyr

val

Leu

Gly

320

Leu

Leu

Thr



Tyr Pro Lys Met Ile Pro Glu Phe Phe Cys Asp

370

<210> 3

<211> 4009
<212> ADN
<213> Homo

<400> 3

tcagcccgge
ctgtgggcgce
gaaactcagc
tggacatgga
tttggcgaca
ctgaatgaga
cctagcattt
actgagcttc
aggaatacca
attcatcaat
accaaagtga
gcaggaaaaa
cctccacata
ccacagaatt
gagacacata
aatgtggaga
gtcagaataa
tggagccaag
ctcattgtte
ctcaagatta
ggagaccaga
aaggaggaaa
agataattta
tatctgggaa
ataagagcca
ttggagaaga
gggacaaagc
tecctgaggga
aggggaactc
aaaacaaaat
gctattaaaa
caatttggga
caaaatggtg
tgcctgtaat
ggaggttgcea
tctgtctaaa
catcattccc
atgatgacaa
ttaggectgtt
aagtctctaa
ggtttgtgct
tgagactcct
tttaactcct
gtagcctttt
cagaggataa
tgcatatttt
cagagatgag
ttgaacctat
atgattaatt
atgcttttgg

sapiens

cgggctccga
tgctgectcetg
cacctgtgac
atccacccga
aacaagataa
ggatttgtct
tggttgaaaa
aatgcatttg
gtcccgacac
gtgaaaacat
aggattccag
ttaaaccatc
ttaaaaacct
ttattagcag
atgttttcta
atacatcttg
gagtcaaaac
aaatgagtat
cagtcatcgt
ttatattcce
atgatgatac
ccgactctgt
tttttacctt
cttattaaat
caggtcttta
gtgtggagtc
aaaaagtgat
tctatacttg
atttggggtg
ggataaaatc
ctcttttaac
gtccgaggceg
aaacctcctce
cccagctact
gtgagcagag
aaacaaaaca
ttcgacagca
ctacagaaaa
aggggcagtg
caatgtattt
aggcccecegg
cagttcttge
caattccaac
gactttcatt
ttagcatctc
gtaacttcca
gtggtatctt
ttctetttet
aaatagcettt
ggggcatata

375

ggcgagaggce
cgcecggeggce
aaatttgagt
gggagccage
gaaaatagct
gcaagtgggg
atgcatctca
gcacaacctg
taactatact
ctttagagaa
ttttgaacaa
cttcaatata
ctccttccac
atgcctattt
cgtccaagag
tttcatggte
aaataagtta
aggtaagaag
cgcaggtgca
tccaattcect
tctgcactgg
agtgctgata
cactgtgacc
ggaaactgaa

tgttgagteg

attctcattg
gatagtggtg
ctttgtgttce
caaatgctaa
tgatatgtat
agtctgggct
ggcggatcac
tctactaaaa
cgggaagctg
atcacaccac
aaacaaaaca
ttttectetg
accagaggca
gaggtagaat
tcttecacctce
gtgtgaagca
cacttttttt
actgatttcc
ggaaattagg
aggttaagtg
tgtgagggtt
cacgtagaac
ttacaagatg
tgtgtcttac
ttgggttcca

tgcatggagt
gggggcgggyg
gtctctgttg
tcaaattgta
ccggaaactce
tcccagtgta
cccccagaag
agctacatga
ctctactatt
ggccaatact
cacagtgtcc
gtgcctttaa
aatgatgacc
tatgaagtag
gctaaatgtg
cctggtgttce
tgctatgagg
cgcaattceca
atcatagtac
gatcctggceca
aagaagtacg
gaaaacctga
ttgagaagat
actactgcac
cgcaccgaaa
aattataaaa
gagttaatct
tttgtgtcaa
tgtcaaactt
tgtttgggat
gggtceggtg
tcgaggtcag
ctacaaaaat
aggcaggtga
tgcactctag
aaacaaaaaa
ctttgaaagc
gcttctttge
gactccttgg
tgctactcaa
cagacccctt
tttaatctcc
ccttttgcat
atgtaaatct
tgagtaatct
ttcagcattg
attggtattc
ggtccaggat
attggtagce
ttctcaccta

Thr
380

ggccggegeg
gcgggggcge
aaaacctctg
gtctatggta
gtcgttcaat
gcaccaatga
gtgatcctga
agtgttcttg
ggcacagaag
ttggttgttce
aaataatggt
cttcecegtgt
tatatgtgcea
aagtcaataa
agaatccaga
ttcctgatac
atgacaaact
cactctacat
tcctgettta
agatttttaa
acatctatga
agaaagcctc
tcttceccatt
catttaaaaa
aactaaaaat
gccagcaggce
tatcaagagt
catgaacaaa
gagtcacaaa
cctattgaac
gctcacgect
gagttccaga
taactgggtg
attgtttgaa
cctgggtgac
acctcttaat
cccagaaatc
caagaccttt
gtattagagt
gtagcattta
ccaggggttt
accagtcatt
tctecctect
gctcaggaga
gagaaacaat
atatttgtgc
gcttgagaaa
tectetttte
agccagccaa
tccacacaac

gctctgeggg
cgcgcctacg
cacagtaata
ttttagtcat
agaagtaccc
gagtgagaag
gtctgctgtyg
gctccctgga
cctggaaaaa
ctttgatctg
caaggataat
gaaacctgat
atgggagaat
cagccaaact
atttgagaga
tttgaacaca
ctggagtaat
aaccatgtta
cctaaaaagg
agaaatgttt
gaagcaaacc
tcagtgatgg
ctccatttgt
caggcagctc
aatgggecgcet
ttcaaactag
tgtgacaact
ttttatttgt
gaacatgtag
catgtttgtg
gtaatcccag
ccagcctgac
tggtggcgeg
cctgggaggt
agagcaagac
attctggagt
agtgttggcc
caaagccatt
ttcaaccatg
ctgtgtcttt
acagtctatt
tttcagacct
tececttectt
cctggaggag
gactaattct
attttctaaa
aaaagaatag
tctgccataa
ggctetgttt
atatccgtat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000



atatccectce
cccccacccece
ttatttccaa
tecctgetect
ggcaacctgc
ggttcatgac
ccgtagtaga
ataggaatga
ctcccectag
attcccaaca
gttcccatcece
tatgggaata
atcagtggat
gcectatgtgg
attctttegt
tgttaacatt
gcttgagtaa

<210> 4
<211> 427
<212> PRT
<213> Homo

<400> 4

tactcttact
atttctctece
gttgttcaaa
aggggagggyg
ttccatggece
aatggcagat
tgttctactt
gattaattcc
ccatttttac
aacattgatg
tecttetttta
cctgtggtgg
ttcccatccce
attttttcect
tcagttaagt
tttggtagtc
aataaatatt

sapiens

tcceccaaat
tcacacacag
catttaccaa
agataagaaa
gtgtagaagc
gtaaagttat
tgttctgctg
tttccaggta
tgttatccta
ctgacagtca
gcagtaaaat
ttgtgatccc
ctgtgggaaa
aacataccta
ttttcectte
ttcaaccagg
gtctttttagt

ttaaagaagt
actcatatta
tcatattaat
cccteactet
atggtgcecct
tcttgaagtc
ttctctagaa
ttttataatt
tttagatggc
tgcagtctgg
agctgaggga
taggtcttgg
ttagtaggct
agcaaaccca
atctgggcac
gattgtttct
atgtcaccca

atgggaaatg
ctggtaggaa
acaatgatgc
ctacaggttt
ggcttctctg
agattgaggc
agaatatttg
ctgggaagca
catgaagagg
gagtggggaa
aaagggaggg
gagctcttgg
catttactgt
gtgtcaggat
tgaagggata
gtttaacttc
aaaaaaaaa

agaggcattt
cttgagaact
tatttgcaat
gggtacaagt
aggaagctgg
tgggagacag
gttttectgt
aaacccatgc
atgctgtgaa
gtgatctttt
aaaaggaagt
aggtgtctgt
tttaggtcta
ggtaattctt
tgtgaaacaa
ttataggaaa

Met

1

Ala

Pro

Ile

Trp

65

Glu

Gln

Leu

Val

Ser

145

Tyr

Phe

Glu
Gly
Pro
Txp

50
Tyr
Thr
Val
Val
Thr
130

Trp

Tyr

Brg

Trp

Gly

Val

35

Thr

Phe

Arg

Gly

Glu

115

Glu

Leu

Trp

Glu

Pro

Gly

20

Thr

Trp

Ser

Arg

Ser

100

Lys

Leu

Pro

His

Gly
180

Ala

5

Gly

Asn

Asn

His

Ser

85

Gln

Cys

Gln

Gly

Arg

165

Gln

Arg

Gly

Leu

Pro

Phe

70

Ile

Cys

Ile

Cys

Arg

150

Ser

Tyr

Leu

Gly

Ser

Pro

55

Glu

Ser

Ser

Ile

135

Asn

Leu

Phe

Cys

Gly

Val

40

Glu

Asp

Val

Thr

Pro

120

Txp

Thx

Glu

Gly

Gly

Gly

25

Ser

Gly

Lys

Pro

Asn

105

Pro

His

Ser

Lys

Cys
185

Leu

10
Ala
Val
Ala
Gln
Leu

90
Glu
Glu
Asn
Pro
Ile

170

Ser

Txp Ala

Ala Pro

Glu Asn

Ser Ser
60

Asp Lys
75

Asn Glu

Ser Glu

Gly Asp

Ser
140

Leu

Asp Thr

155

His Gln

Phe Asp

Leu

Thr

Leu

45

Asn

Lys

Axg

Lys

Pro

125

Tyr

Asn

Cys

Leu

Leu

Glu

30

Cys

Cys

Ile

Ile

Pro

110

Glu

Met

Tyr

Glu

Thr
190

Leu

15

Thr

Thr

Ser

Ala

Cys

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Asn

175

Lys

Cys

Gln

Val

Leu

Pro

80

Leu

Ile

Ala

Cys

Leu

160

Ile

Val

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4009



Lys

Asn

Arg

225

Asp

Cys

Asn

Arg

Asp

305

Tyr

Gly

Pro

Phe
385

Lys

Val

Asp

Ala

210

Val

Asp

Leu

Val

Asn

290

Thr

Glu

Lys

Val

Leu

370

Lys

Tyr

Leu

Ser
195
Gly
Lys
Leu
Phe
Phe
275
Val
Leu
Asp
Lys
Ile
355
Lys
Glu

Asp

Ile

Ser

Lys

Pro

Tyr

Tyr

260

Tyr

Glu

Asn

Asp

Arg

340

Val

Ile

Met

Ile

Glu
420

Phe

Ile

Asp

Val

245

Glu

Val

Asn

Thr

Lys

325

Asn

Ala

Ile

Phe

Tyr

405

Asn

Glu

Lys

Pro

230

Gln

Val

Gln

Thr

Val

310

Leu

Ser

Gly

Ile

Gly

390

Glu

Leu

Gln His
200

Pro Ser
215

Pro His

Trp Glu

Glu Val

Glu Ala

280

Ser Cys
295

Arg Ile
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PATENTKRAV

1. Renset polypeptid,

karakterisert ved at det omfatter en amino-

syresekvens valgt blant:

a) sekvensen SEQ ID No. 2,

b) en hvilken som helst sekvens avliedet fra SEQ ID No. 2 ved
mutasjon, delesjon, addisjon, substitusjon og/eller
kjemisk modifikasjon av en eller av et begrenset antall
aminosyrer, hvori nevnte polypeptid med sekvens avledet
fra SEQ ID No. 2 har den samme biologiske aktivitet som
polypeptidet omfattende aminosyresekvensen SEQ ID No. 2.

2. Polypeptid som angitt i krav 1,
karakterisert ved at det omfatter amino-
syresekvensen SEQ ID No. 2.

3. Polypeptid som angitt i krav 1,
karakterisert ved at det er polypeptidet
med sekvens SEQ ID No. 2 hvori de 8 C-terminale restene er
substituert med de etterfelgende 6 rester: VRCVTL.

4. Polypeptid som angitt i krav 1,
karakterisert ved at det er en oppleselig
form som strekker seg opp til rest 343.

5. Polypeptid som angitt i krav 1,
karakterisert ved at det er en oppleselig
form som strekker seg opp til rest 337.

6. Isolert nukleinsyresekvens,
karakterisert ved at den koder for et poly-
peptid som angitt i ett eller flere av kravene 1 til 5.

7. Isolert nukleinsyresekvens som angitt i krav 6,
karakterisert ved at den er valgt fra:
(a) sekvensen SEQ ID No. 1,
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(b) nukleinsyresekvensene som er i stand til & hybridisere
med sekvensen SEQ ID No. 1 og som koder for et
polypeptid med en IL-13 p-reseptor aktivitet,

(c) nukleinsyresekvensene avledet fra sekvenser a) og b) som
et resultat av degenereringen av den genetiske koden.

8. Nukleinsyresekvens som angitt i krav 7,
karakterisert ved at den omfatter eller
bestar av en serie av nukleotider som strekker seg fra
nukleotid nr. 1 til nukleotid 1081, og foretrukket til
nukleotid 1063 pd sekvensen SEQ ID No. 1.

9. Renset polypeptid,
karakteriserxrt ved at det omfatter sekvensen
SEQ ID No. 4.

10. Renset polypeptid,

karakterisert ved at det er en oppleselig
form av polypeptidet med sekvens SEQ ID No. 4 som strekker
seg opp til rest 343 og foretrukket opp til restene mellom
336 og 342.

11. Isolert nukleinsyresekvens,
karakterisert ved at den koder for et poly-
peptid som angitt i krav 9 eller 10.

12. 1Isolert nukleinsyresekvens som angitt i krav 11,

karakterisert ved at den valgt fra:

(a) sekvensen SEQ ID No. 3,

(b) nukleinsyresekvensene avledet fra sekvens a) som et
resultat av degenereringen av den genetiske koden.

13. Nukleinsyresekvens som angitt i krav 11,

karakterisert ved at den omfatter eller

bestdr av en serie av nukleotider som strekker seg fra

nukleotid 1 til nukleotid 1059, og foretrukket til nukleo-

tidene mellom nr. 1041 og 1056 pd sekvensen SEQ ID No. 3.

14. Klonings- og/eller ekspresjonsvektor,
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karakterisert ved at den inneholder en

nukleinsyresekvens som angitt i ett eller flere av kravene 6
til 8 og 11 til 13.

15. Vektor som angitt i krav 14,
karakterisert ved at den er plasmidet
PSE-1.

16. Vertscelle,

karakterisert ved at den er transfektert
med en vektor som angitt i krav 14 eller 15.

17. Transfektert vertscelle som angitt i krav 16,
karakterisert ved at den er en celle fra
cellelinjen C0S-7, COS-3 eller CHO.

18. Nukleotid probe som hybridiserer spesifikt med hvilken
som helst av sekvensene som angitt i krav 6 til 8, de komple-
mentzre sekvensene derav eller de tilsvarende budbringer
RNA'er,

karakterisert ved at den inkluderer hele

sekvensen SEQ ID No. 1 eller den komplementazre tradden derav.

19. Nukleotid probe som hybridiserer spesifikt med hvilken
som helst av sekvensene som angitt i krav 11 til 13, de
komplementxere sekvensene derav eller tilsvarende budbringer
RNA'er,

karakterisert ved at den inkluderer hele
sekvensen SEQ ID No. 3 eller den komplementare traden derav.

20. Antisense-sekvens som er i stand til & i det minste
delvis inhibere produksjon av polypeptidet som angitt i ett
eller flere av kravene 1 til 5 og 9 til 10,
karakterisert ved at den er valgt fra
sekvensene som utgjer leserammen som koder for et polypeptid
som angitt i ett eller flere av kravene 1 til 5 og 9 til 10
pa transkripsjonsnivaet.
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21. Anvendelse av en nukleinsyresekvens som angitt i ett
eller flere av kravene 6 til 8 og 11 til 13 for fremstilling
av et rekombinant polypeptid som angitt i ett eller flere av
kravene 1 til 5 og 9 til 10.

22, Fremgangsmate for & fremstille et rekombinant IL-13
reseptor polypeptid,

karakterisert ved at transfekterte celler
som angitt i krav 16 eller 17 dyrkes under betingelser som
tillater ekspresjonen av et rekombinant polypeptid som angitt
i ett eller flere av kravene 1 til 5 eller 9 til 10 og hvor
nevnte rekombinante polypeptid utvinnes.

23. Monoklonale eller polyklonale antistoffer, konjugerte
antistoffer eller fragmenter derav,
karakterisert ved at de er i stand til
spesifikt & gjenkjenne et polypeptid som angitt i ett eller
flere av kravene 1 til 5 og 9 til 10.

24. Monoklonale eller polyklonale antistoffer, konjugerte
antistoffer eller fragmenter derav,

karakterisert wved at de nevnte antistoffer
er merkede antistoffer, kimzre antistdffer, humaniserte anti-
stoffer, eller Fab eller F(ab'), fragmenter som er i stand
til & spesifikt gjenkjenne et polypeptid som angitt i ett
eller flere av kravene 1 til 5 og 9 til 10.

25. Farmaseytisk preparat,
karakteriserxrt ved at det som aktivt

prinsipp omfatter et polypeptid som angitt i ett eller flere
av kravene 1 til 5 eller 9 til 10.

26. Farmaseytisk preparat som angitt i det foregdende krav,
karakterisexrt wved at det omfatter et poly-

peptid som angitt i ett eller flere av kravene 4, 5 eller 10.

27. Anvendelse av et polypeptid som angitt i ett eller flere

av kravene 1 til 5 for & screene midler som er i stand til &
modifisere aktiviteten av IL-13Rp.
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28. Anvendelse av et polypeptid som angitt i krav 9 eller 10
for 4 screene midler som er i stand til & modifisere aktivi-
teten av IL-13Ru.

29. Anvendelse av et polypeptid som angitt i krav 4, 5 eller
10 for a syntetisere et IL-13 antagonistisk legemiddel som er
egnet for a behandle tilstander som responderer pd en IL-13
antagonistisk effekt.

30. Anvendelse av et polypeptid som angitt i ett eller flere
av kravene 1 til 5 eller 9 til 10 for & fremstille et farma-
seytisk preparat som kan anvendes for & regulere

immunologiske og inflammatoriske mekanismer produsert ved IL-
13.
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TCAGCCCGGCCGGGCTCCGAGGCGAGAGGCTGCATGGAGTGGCCGGCGCGGCTCTGCGGG

M_E W_P A R L _C G
CTGTGGGCGCTGCTGCTCTGCGCCGGCGGCGGGGGCGGGGGCGGGGGCGCCGCGCCTACG
L W A L L L CA_ GG G G G GG G A A P T
GAAACTCAGCCACCTGTGACAAATT u:Au TGT v.. T L. TGT mAAAACCTC’l‘GCACAGTAATA
ETQ PPV TINL S Vvls v ENTLZG CTUVI
TGGACATGGAATCCACCCGAGGGAGCCAGCTCAAATTGTAGTCTATGGTATTTTAGTCAT
W T W NUPPEGA AS S|NC S LW ZYTF S H
TTTGGCGACAAACAAGATAAGAAAATAGCTCCGGAAACTCGTCGTTCAATAGAAGTACCC
F G D K QDK K I A PETU RT RTGSETITEUV P
CtGAATGAGAGGATTTGTCTGCAAGTGGGGTCCCAGTG TAGCACCAATGAGAGTGAGAAG
L N ER I CLQV G S Qc s T[N_E s E|]K
CCTAGCATTTTGGTTGAAAAATGCATCTCACCCCCAGAAGGTGATCCTGAGTCTGCTGTG
P 8 L . V F K | S F P F ¢ D P FE S AV
ACTGAGCTTCAATGCATI'ITGGCACAACC I'GAGC TACATGAAGTG T TCTTGGCTCCCTGGA
T E L Q C I W HIN L S Y M K C S WL P G
AGGAATACCAGTCCCGACACTAACTATACTCTCTACTATTGGCACAGAAGCCTGGAAAAA
R N T s p?p DT T[N Y T Y Y W H R S L E K
ATTCATCAATGTGAAAACATCTTTAGAGAAGGCCAATACTTTGGTTGTTCCTTTGATCTG
I H Q C E NI FREGU QYT FGTCSTFODIL
ACCAAAGTGAAGGATTCCAGTTTtGAACAACACAGTGTCCAAATAATGGTCAAGGATAAT
T K V K DS S F EQH SV QI MVIKTDN
GCAGGAAAAATTAAACCATCCTTCAATATAGTGCCTTTAACTTCCCGTGTGAAACCTGAT
A G K 1 K P S F N I V PLT SRV K P D
CCTCCACATATTAAAAACCTCTCCTTCCACAATGATGACCTATATGTGCAATGGGAGAAT
P P H I K|[N L S FIH NDDUL YV QWE N
CCACAGAATTTTATTAGCAGATGCCTATTTTATGAAGTAGAAGTCAATAACAGCCAAACT
P Q N F I S RCULTFYEUVETUVINNGSQT
GAGACACATAATGTTTTCTACGTCCAAGAGGCTAAATGTGAGAATCCAGAATTTGAGAGA
E T HNUV F Y V QEAKTGCENTPTETF E R
AATGTGGAGAATACATCTTGTTTCATGGTCCCTGGTGTTCTTCCTGATACTTTGAACACA
N v EINT S ( F MV PGV L PDTTULNT
GTCAGAATAAGAGTCAAAACAAATAAGTTATGCTATGAGGATGACAAACTCTGGAGTAAT
VRIRVYVKTNTZE KTLTECSYTETDTDTEKTLWSsSI[N
TGGAGCCAAGAAATGAGTATAGGTAAGAAGCGCAATTCCACACTCTACATAACCATGTTA
W_S QJE M S I G K K R s T 1]y T M L
CTCATTGTTCCAGTCATCGTCGCAGGTGCAATCATAGTACTCCTGC T TTACCTAAAAAGG
L I Vv PV I VA GA I I VL L L-Y L K R
CTCARGATTATTATATTCCCTCCAATTCC TGATCC TGGCAAGATTTTTAAAGAAATGTTT
L K I I I FPPTIPODUZPGTU KTITFI KTEMFTF
GGAGACCAGAATGATGATACTCTGCACTGGAAGAAGTACGACATCTATGAGAAGCAAACC
G D Q NDODTTULHWI KK YDTIVYETZ KTGQT
AAGGAGGAAACCGACTCTGTAGTGCTGATAGAAAACCTGAAGAAAGCCTCTCAGTGATGG
K EETD SV VL I ENTZLTEKTI KA ASAaQ*
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TATCTGGGAACTTATTAAATGGAAACTCAAACTACTGCACCATTTAAAAACAGGCAGCTC
ATAAGAGCCACAGGTCTTTATGTTGAGTCGCGCACCGAAAAACTAAAAATAATGGGCGCT
TTGGAGAAGAGTGTGGAGTCATTCTCATTGAATTATAAAAGCCAGCAGGCTTCAAACTAG
GGGACAAAGCAAAAAGTGATGATAGTGGTGGAGTTAATCTTATCAAGAGTTGTGACAACT
TCCTGAGGGATCTATACTTGCTTTGTGTTCTTTGTGTCAACATGAACAAATTTTATTTGT
AGGGGAACTCATTTGGGGTGCAAATGCTAATGTCAAACTTGAGTCACAAAGAACATGTAG
AAAACAAAATGGATAAAATCTGATATGTATTGTTTGGGATCCTATTGAACCATGTTTGTG
GCTATTAAAACTCTTTTAACAGTCTGGGCTGGGTCCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAG
CAATTTGGGAGTCCGAGGCGGGCGGATCACTCGAGGTCAGGAGTTCCAGACCAGCCTGAC
CAAAATGGTGAAACCTCCTCTCTACTAAAACTACAAMAATTAACTGGGTGTGGTGGCGCG
TGCCTGTAATCCCAGCTACTCGGGAAGC TGAGGCAGGTGAATTGTTTGAACCTGGGAGGT
GGAGGTTGCAGTGAGCAGAGATCACACCACTCCACTCTAGCCTGGGTGACAGAGCAAGAC
TCTGTCTAAAAAACAAAACAAAACAAAACAAAACAAAAAAACCTCTTAATATTCTGGAGT
CATCATTCCOCTICOGACAGCA I ICCTCTSC I IMI'GAAAGCC CCAGAAN T'CAG TG TG GCC
ATGATGACAACTACAGAAAAACCAGAGGCAGCTTCTTTGCCAAGACCTTTCAAAGCCATT
TTAGGCTGTTAGGGGCAGTGGAGGTAgGAATGACTCCTTGGGTATTAGAGTTTCAACCATG
AAGTCTCTAACAATGTATTTTCTTCACCTCTGCTACTCAAGTAGCATTTACTGTGTCTTT
GGTTTGTGCTAGGCCCCCGGGTGTGAAGCACAGACCCCTTCCAGGGGTTTACAGTCTATE
TGAGACTCCTCAGTTCTTGCCACTTTTTTTTTTAATCTCCACCAGTCATTTTTCAGACCT
TTTAACTCCTCAATTCCAACACTGATTTCCCCTTTTGCATTCTCCCTCCTTCCCTTCCTT
GTAGCCTTTTGACTTTCATTGGAAATTAGGATGTAAATCTGCTCAGGAGACCTGGAGGAG
CAGAGGATAATTAGCATCTCAGGTTAAGTGTGAGTAATCTGAGAAACAATGACTAATTCT
TGCATATTTTGTAACTTCCATGTGAGGGTTTTCAGCATTGATATTTGTGCATTTTCTAAA
CAGAGATGAGGTGGTATCTTCACGTAGAACATTGGTATTCGCTTGAGAAAAAAAGAATAG
TTGAACCTATTTCTCTTTCTTTACAAGATGGGTCCAGGATTCCTCTTTTCTCTGCCATAA
ATGATTAATTAAATAGCTTTTGTGTCTTACATTGGTAGCCAGCCAGCCAAGGCTCTGTTT
ATGCTTTTGGGGGGCATATATTGGGTTCCATTCTCACCTATCCACACAACATATCCGTAT
ATATCCCCTCTACTCTTACTTCCCCCAAATTTAAAGAAGTATGGGAAATGAGAGGCATTT
CCCCCACCCCATTTCTCTCCTCACACACAGACTCATATTACTGGTAGGAACTTGAGAACT
TTATTTCCAAGTTGTTCAAACATTTACCAATCATATTAATACAATGATGCTATTTGCAAT
TCCTGCTCCTAGGGGAGGGGAGATAAGAAACCCTCACTCTCTACAGGTTTGGGTACAAGT
GGCAACCTGCTTCCATGGCCGTGTAGAAGCATGGTGCCCTGGCTTCTCTGAGGAAGCTGG
GGTTCATGACAATGGCAGATGTAAAGTTATTCTTGAAGTCAGATTGAGGCTGGGAGACAG
CCGTAGTAGATGTTCTACTTTGTTCTGCTGTTCTCTAGAAAGAATATTTGGTTTTCCTGT
ATAGGAATGAGATTAATTCCTTTCCAGGTATTTTATAATTCTGGGAAGCAAAACCCATGC
CTCCCCCTAGCCATTTTTACTGTTATCCTATTTAGATGGCCATGAAGAGGATGCTGTGAA
ATTCCCAACAAACATTGATGCTGACAGTCATGCAGTCTGGGAGTGGGGAAGTGATCTTTT
GTTCCCATCCTCTTCTTTTAGCAGTAAAATAGCTGAGGGAAAAGGGAGGGAAAAGGAAGT
TATGGGAATACCTGTGGTGGTTGTGATCCCTAGGTCTTGGGAGCTCTTGGAGGTGTCTGT
ATCAGTGGATTTCCCATCCCCTGTGGGAAATTAGTAGGCTCATTTACTGTTTTAGGTCTA
GCCTATGTGGATTTTTTCCTAACATACCTAAGCAAACCCAGTGTCAGGATGGTAATTCTT
ATTCTTTCGTTCAGTTAAGTTTTTCCCTTCATCTGGGCACTGAAGGGATATGTGAAACAA
TGTTAACATTTTTGCTAGTCTTCAACCAGGGATTGTTTCTGTTTAACTTCTTATAGGAAA
GCTTGAGTAAAATAAATATTCTCTTTTTGTATGTCACCCaaaaaaaaaa 4009
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