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METODO PARA PREPARAR UN POLIPEPTIDO IL-18 FISIOLOGICAMENTE
ACTVO

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a un proceso para producir un polipéptido
fisiolégicamente activo, mAs especialmente, a un proceso para producir IL-18
humano activo.

IL-18, conocido también como un factor inductor de interferon-y, es una
novedosa citoquina descubierta hace poco. El IL-18 activo contiene 157 residucs
de aminodcidos; tiens potentes actividades bioldgicas, incluida la induccién de la
produccién del interferdny por células T y esplenocitos, mejoramiento de la
actividad destructora de céiulas NK y promocién de la diferenciacién de células
CD4+ simples en células Th1. Ademas, el IL-18 humano aumenta la produccién
de GM-CSF y disminuye la produccién de IL-10. IL-18 ha demostrado tener
mayoras capacidades de induccion del interferén-y que el IL-12, envia seilales por
medio de un receptor diferente y utiliza un trayecto distinto para la fransduccion de
sefiales.

Se conoce el IL-18, la secuencia nucleStida codificador y algunas
propiedades quimicas y fisicoquimicas de la protelna purificada {Ushio S. y colab.
1996, J. Immunology, 156, 4274-4279; Dinarsilo, C.A. y colab. 1998, J. Leukocyte
Biology, 1988, 63, 658-564). '

La publicacién de Kabushiki Kaisha Hayashibara Seibutsu Kayaku Kenkyvuio
(*Hayashibara"), Patente estadounidense 5,192,324 la cual corresponde a la EP
0852536 publicada el 17 de enero de 1996, divuiga una profeina de raton que
induce la produccién gamma IFN por células inmunocompetentes; la proteina se
caracteriza ademés por tener ciertas propiedades fisicoquimicas y una secuencia
aminoécida parcial definida. También se divuiga una proteina que tiene una
secuencia 157 aa, dos fragmentos de la misma, ADN (471 bp) que codifica Ia
proteina, hibridomas, métodoa de purificacidn de la proteina y mélodoa para
detectar la proteina.

La patente estadounidense 6,214,584 de Hayashibara, que comesponde a
la EP 0712931, publicada e! 22 de mayo de 1996, divuiga una proteina humana de
1
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157 aminoécidos y homdlogas de la misma, ADN que codifica la proteina,
transformantes, procesos para preparar la proteina, anticuerpos monoclnales
contra la proteina, hibridomas, métodos de purificacion’ de 12 proteina, métodos
para detectar la proteina y métodos de tratamiento y/o prevencién de tumores
malignos, enfermedades virales, enfermedades bacterianas infecciosas y
enfermedades inmunes.

La patente WO 97/24441 de Incyte Pharmacsttticals, Inc, publicada el 10 de
julio de 1997, divuiga una proteina de 183 aminoécidos comespondiente al
precursor [L-18 y que codifica ADN.

En células humanas, loe polipéptidos formados por la expresion de genes
pueden ser procesados por enzimas intracelulares para que sean digeridos
parcialments y reciban cadenas de azlcares. Polipéptidos que sean incorporados
satisfactoriamente en firmacos pueden ser aquellos procesados de igual forma
que on las células humanas. Se sabe que is mayoria de las citoquinas son
producidas normalmente como precursores sin actividad bioldgics, y luego
procesadas por enzimas intracelulares para ser convertidas en polipéptidos
activos.

Usualmente, el polipéptido 11L-18 existe en las células humanas en la forma
de un precursor de 193 aminoécidos y sin ninguna actividad bioldgica. El precurso
IL-18 también se conoce como Pro-Ll-18. La Patente US 5879842 de
Hayashibara, la cual corresponde a la EP 0819757 publicada el 21 de enerc de
1998, ensefie un método para producir IL-18 activo de su precursor. La patente
divuiga una enzima o proteina que convierte un precursor de IL-18 en IL-18 activo.

Otro método para producir IL.-18 activo de su precursor lo ensefia la Patente
US 5,891,663 de Hayashibara, la cual comesponde a la EP 0821005, publicada el
28 de onero de 1988. La patente divuiga contactar e! precursor IL-18 con la
enzima convertidora interleukin-18 ("ICE"). Las ensefianzas de las palenies y
referencias se incorporan en este contexto por referencia.

La funcién de la ICE como mediadora de apoptosis e inflamacion ha sido
estudiade ampliamente en la literatura. Se sabs también que la ICE puede
procesar precursares tanto de formas activas de Interfeukin-1 como de Interleukin-
18 (Thomberry, NA y colab. 1992, Natfure 356, 768-774; Chayur y colab. 1997
Nature 386, 619-823)

(&)
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencitn provee métodos para la activacién in vifro del
precursor de IL-18 humano (conocido también como Pro-L-18) con una enzima
activadora que consiste en contactar el precursor humano IL-18 con una enzima
activadora, tal como caspasa 4 o caspasa 5. Mds especificamente, la presente
invencién provee un método mediante el cual caspasa 4 y caspasa 5 actdan sobre
un precursor de IL-18 para separar un sitio espacifico y producir un polipéptido
activo que induzca la produccion de IFN-y en céhilas inmunocompetentes.

La presente invencién provee ademés métodos para la activacion in vivo
del precursor de IL-18humano que consiste en co-expresar la proteina con una
proleasa activadora. Més especificaments, la presente invencién provee métodos
para la activacién in vivo de IL-18 usando proteasa tal como caspasa 4, también
conocida como ICErg ll, caspasa 5, también conocida como ICErg )ll, y proteasa
especifica de ubiquitina, que achia en un precursor del polipéptido IL-18 para
conwertirfo en un polipéptido activo que induzea la produccion de IFN-y.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS A DJUNTOS

La FIGURA 1 muestra la secuencia aminodcida del precurso humano IL-18
(SEQ ID NO:1)

La FIGURA 2 muesira la secuencia de écido nucléico que codifica el
precursor humano IL-18 de longitud completa (SEQ ID NO:2)

La FIGURA 3 musestra la secuencia aminoécida de! IL-18 humano activo
(SEQ ID NO:3)

La FIGURA 4 muestra la sacuencia aminodcida de la caspasa 4 truncada
de terminal N indicador 6-his (SEQ ID NO:4).

La FIGURA 5 muestra la secuencia aminodcida que codifica la secuencia
aminoécida de la caspasa 4 truncada de termina N, indicador 6-his (SEQ ID NO:5)

La FIGURA 6 muestra la secuencia aminoacida de la caspasa 5 truncada
de terminal N indicador 6-his (SEQ ID NO:6)

S
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La FIGURA 7 muestra la secuencia aminoécida que codifica la secuencia
aminoécida de la caspasa 5 truncada de terminal N indicador 6-his (SEQ ID NO:7)

La FIGURA 8 es un diagrama esquemdtico de un casele de expresion
bicistréinica contenida dentro de pET28-ProllL-18/Casp 4 para la co-expresién de
Pro-iL-18 y caspasa 4 truncada en E. coli.

La FIGURA 9 muestra una secuencia de! casete de expresién Pro-IL-
18/Caspasa 4 dentro de pET28 (SEQ ID NO:8).

La FIGURA 10 muestra la secuencia anotada del casete de expresion de
Pro-IL-18/Caspasa 4. La numeracitn corresponde a la posicién dentro del vector
pET28a

La FIGURA 11 muestra la induccién de Pro-lL-18/Caspasa 4.

La FIGURA 12 e3 un diagrama esquemdtico del casete de expresién
bicistrénica comtenido dentro de pET28-Pro-L-18/caspasa 5 truncada para co-

muidnder—lLByCaapasaSgnE. coli.

La FIGURA 13 muestra una secuencia del casete de expresién Pro-OL-
18/Caspasa 5 dentro de pET28 (SEQ ID NO:9)

La FIGURA 14 muesira el diagrama de |a secuancia anotada del casete de
expresibn de Proll-18/caspesa-b5 ftruncada que describe las funciones
reguiadoras de la secuencia y la franslacin de Pro-IL-18 y | CASPASA-S5
TRUNCADA. La numeraciin corresponde al posicionamiento dentro del vector
pET28a.

La FIGURA 15 muestra la induccion de Pro-iL-18/Caspasa 5.

La FIGURA 16 muestra [a secusncia aminoacida de Ub-IL-18 (SEQ ID
NO:10)

La FIGURA 17 muestra la secuencia de écido nucléico que codifica la
secuencia aminodcida de Ub-IL-18 (SEQ ID NO:11).

La FIGURA 18 muestra el casete de expresién de la secuencia de acido
nucléico de Ub-IL-18/Ubp dentro del vector pET28 {(SEQ ID NO:12)

La FIGURA 19 muestra la secuencia anotada de Ub-L-18/Ubp-1 dentro del

vector pTE28B. La numeracion corresporxie a |a posicion dentro de pET28.
4
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La FIGURA 20 musestra Ia expresion de UB-IL-18 y procesamiento por Ubp-
1.- o

La FIGURA 21 muestra el ensayo de Ia actividad IL-18 usando céiulas KG-1
{linea celular mielomonocitica humana) y monitorea la produccion de IFN-y. {segun
8@ indica, IL-18 se expresa de varias formas como se indica)

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La caspasa 4 y la caspasa 5 son miembros de una familia de proteasas de
cisteina que incluyen la enzima convertidora interfeukin-1p (ICE), la cual
praferenciaiments separa substratos que contengan un motivo de activacién de
proteasa que comprende las secuencias aminodcidas XEYD, en donde X es
seleccionado de un grupo de aminoécidos consistentes de W, L, F, Y, |, V, Do E;
E es acido glutémico; Y es seleccionado del grupo de ammoacidos compuestos
porH, LA T, SPoOE;yD es édcido aspérticc (Munday, NA Y colab. 1895, J.
Biol.. Chemistry, 270, 15870-15876; Talanian R.V. y colab. 1997, J Bil.
Chemistry 272, 9677-82; Thronberry, N.A. y colab. 1997 J. Biol.. Chemistry 272,
17907-11). Se cree que el reconocimiento de substralo de caspasa-5 es
esenciaimente el miamo que para ICE y caspasa-4 y distinto de otros miembros de
la caspesa (Talanian, RV. y colab. 1997, J. Biol.. Chemistry 272, 96877-82,
Thomberry, N.AA. y colab. 1997 J. Biol.. Chemistry 272, 17907-11). La patente EP-
B-0D-754 234 divuiga la caspasa-4. Las patentes US 5,552,536 y US 5,760,180
divuigan ia caspasa-5.

Las proleasas especificas de ubiquitina son una familia de enzimas
independientes de ATP que pueden separar con precisidn el péptido de ubiguitina
evolucionariamente conservado de 76 aminodcidos de la terminal N de las
proteinas que estin fusionadas al miamo.  Estas proleasas separan
especificamente el enlace péptido entre el residuo amincécido de terminal
carbaxilo de una proteina de ubiquitina y o grupo a-amino de cualquier protelna
que no sea de ubiquitina a la cual esté ligada la ubiquitina. Se conocen proteasas
especificas de ubiquitina de Saccharomyces cersvisise, Ubp1, Ubp-2 y Ubp-3, por
ejemplo, y éstas pueden ser expresadas en forma recombinants para catalizar las
reacciones de desubiquitinacién que dirigen las protsinas de fusién de ubiquitina,
tanto in vivo como in vitro (Baker, RT y colab. J. Bjol.. Chem. 267: 23364-23375;

Baker, RT y colab. 1994, J. Bial.. Chem. 269: 25381-25386). La especificidad de
5
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las proteasas especflicas de ubiquitina Saccharomyves cerevisiae, permiten la
remocién precisa de ubiquitina de cualquier péptido con la excepcién de los que
comienzan con prolina. Le proteasa especifica de ubiquitina de otras especies
fales como ratén Unp y su homéloga humana, Unph, pueden hacer una
ssparacién eficiente, ain frente a prolina (Gilchrist CA y colab. 1997 J. Biol.
Chem. 272:32280-32285). Por sllo, précticamente se puede generar cualquier
terminal N no dessado mediante la remocidn dia un péptido de ubiquitina fusionado
precisamente, en combinacion in vitro o coexpreaada con proteasas especificas de
ubiquitina. Las patentes U.S. 5,212,058; US.5,683,904; U.S. 5,391,490, y U.S.
5,494,818.

En la presente invencidn se puede usar cualquier caspasa 4, caspasa 5 0
‘proteasa de ubiquitina producida natural y artificialments, siempre y cuando
produzcan polipéptidos activos que induzca la produccitn del interferén (IFN) -y en
células inmunocompetentes independieniemente de sus estructuras, fuentes y
origenes.

En las células humanas, se pueden procesar los polipéptidos formados por
la expresion de genes por enzimas intracelulares. Las erzimas intracelulares
mediante enzimas separan las proteinas precursoras, como la Pro-L-18 en su
forma activa. Para que los polipéptidos se incorporen satisfactoriamente en los
férmacos deben recibir un procesamiento similar a los que los polipdptidos de
procesamiento reciben en las células humanas. Normaimente, los polipéptidos
existen en las células humanas en forma de precursores y sin ninguna actividad
biolégica. Se sabe que la mayoria de las citoquinas, incluido el polipéptido IL-18,
son producidas normaiments como precursorss 8in hinguna actividad biologica, y
luego procesadas por enzimas intracelulares para ser convertidas en polipéptidos
activos.

El precursor de IL-18 tal como se refiere en la presente invencidn, existe por
ejemplo, en células que inherentemente producen el polipéptido, en células
mamarias anfitrionas y en el sistema bacteriano, como E. coli transformadas
mediante la introduccién de un ADN, por ej: un ADN con la secuencia nucledtida
de SEQ ID NO:2, que contiens un regién que codifica el polipéptido. Con el uso de
dichas células mamarias y bacterianas anfitrionas, o! precursor IL-18 pusde ser
co-expresado con proteasas para genarar el IL-18 activo.
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Separacion In vitro

La presaente invencidn provee métodos para la activacién in vilro de un
polipéptido precursor, tal como el precursor de IL-18, que consiste en contactar el
polipéptido precursor con una enzima de activacién.

En une realizacién preferida, la presente invencién proves un método para
la activacion in vifro del precursor de IL-18 humano, que consists en contactar el
precursor humano IL-18 con caspasa 4 0 caspasa 5.

En una realizacién preferida, el precursor de IL-18 es activado in vitro
mediante separacion con la enzima de activacion la cual reconoce un motivo de
activacion de proteasa especifica que comprende |a secuencia aminoécida XEYD,
en donde X es seleccionado de un grupo de aminodcidos consistentesen W, L, F,
Y, |, V, DoE; y Y es selaccionado del grupo de aminoécidos consistentes en H, |,
AT S PoE

En otra realizacion preferida, el precursor de IL-18 es activado in vitro
mediante separacion del enlace de péptidos entre acido aspartico 36 y tirosina 37
en la SEQ ID NO:1 con caspasa 4 o caspasa 5 para producir un polipéptido activo
que induce la produccién de IFN-y en células inmunccompetantes.

Generalments, la caspasa 4 o la caspasa 5 se puede obtener de células,
que inherentamente la producen, y obtenerse los transformantes mediante la
aplicacién de tecnologlia recombinante ADN. Ejemplos de este tipo de células que
38 establacieron de células mamiferas y humanas, tales como células epiteliales,
células endoteligles, céiulas intersticiales, células  cartilago, monocitos,
granulocitos, linfocitos y lineas celulares establecidas de las mismas. Ejemplos de
los transformantes incluyen microorganismos transformados y células animales
obtenidas mediante la introduccién de una caspasa 5 codificadora de ADN en
microorganismos y células animales. La caspasa 4 o la caspasa 5 se prepara
cultivando estos transformantes en medios de cultivo convencionales utilizados en
este campo, bien sea traténdolos con ultrasénica en forma de cultivos intactos o
luego de separarios de los cultivos, o remojando (o8 transformantes en solventes
hipotonicos, aplicando a la célula resultante desechos 0 mezclas que contengan
sobrenadantes de cultivo y desechos de células, las siguientes técnicas
convencionales utilizadas para purificar las enzimas en este campo; salacion,
dialisis, filtracion, concentracidn, sedimentacién separadora, cromatografia de

inteccambio de iones, cromatografla de filtracién de gel, cromatrografia de
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adsorcién, cromatografia iscelécirica, cromatografia hidrofdbica, cromatografia de
fase inversa, cromatografia de afinidad, eleciroforesis de gel y enfoque
isoeléctrico. Se pueden utilizar dos 0 més de estos métodos en combinacién. En
la técnica se conoce |a caspasa 4 que codifica ADN (FIGUIiA 5) (SEQ ID NO:5) y
la caspasa 5 (FIGURA. 7) (SEQ ID NO:7) y los transformantes que producen la
caspasa 4 y la caspasa 5. Por sjemplo, {as enzimas se pueden producir en forma
activa en E. cofl mediante la expresién de péptidos fruncados de terminal N a los
que |e falta la regidn Pro, segin lo describe (Munday NA y colab. 1996 J. Biol.
Chem 26:15870-786).

Las células que producen el polipéptido precursor, tal como el Pro-iL-18,
inherentements o0 aquellas que fueron transformadas para producir el precursor,
son cultivadas en medios de cultivo nutrientes. Los medios de cultivo preferidos
incluyen medios de cultivo conocidos an la técnica, tal como el medio Luria-Bertani
u otro medio rico para cultivo de £ cof .que comprende triptona y extracto de
levadura,

La caspasa 4 o la caspasa 5 que se obliene por el método anterior, se deja
que coexista en los cultivos resultantes o se agregan a las mezcias resultantes o
desechos celulares luego de interrumpir las células proliferadas separadas o no
. saparadas de los cultivos. La cantidad de caspasa 4 0 de caspasa 5 requerida os
mencor que el equimolar del precursior. La caspasa 4 o la caspasa 5 es contactada
con ol precursor a temperatwas y pHs que permiten que la caspasa 4 o la
caspasa 5 actie en el precursor, normalmente, se deja que la caspasa 4 o la
caspasa 5 reaccione con 8l precursor hasta que se forme ia cantidad dessada del
polipéptido activo del material precursor, & temperaturas entre 4° y 40° y pH entre
6 y 8. La temperatura preferida es de aproximadamente 25°C y el pH preferido es
de 7,2. De este modo se oblienen les mezclas de reaccién que contienen el

La actividad de caspasa 4 o caspasa 5 puede ensayarse y expresarse por
unidades para actividad segin el polipéptido procesado ug producido por la
caspasa 4 o caspasa 5 ug por minuto.

Co-expresion in Vivo
La presente invencitn ademés provee métodos para ia activacin in vivo de
un polipéptido precursar, tal como un precursor IL-18 que consiste en co-expresar

la proteina con una proteasa de activacion. Més especificaments, la presente
8
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invencién provee métodos para la activacién in vivo de IL-18 que comprende la
co-axpresidn bicistronica de polipéptidos, como el 1L-18, con proteasa tal como
caspasa 4, también conocida como ICEgreLll, caspasa 5, también conocida como
ICEralll, y ubiquitina.

En una realizacion preferida, lacasﬁasi4huﬁ'1anh,'t’mnbi'énconocidacom
ICEreLll @8 co-axpresada bicistrénicamente con Pro-L-18 humano para permitir el
procesamiento in vivo de Pro-IL-18 en IL-18 activo.

En olra realizacidn preferida, la caspasa 4 humana truncada (SEQ ID NO:4)
os co-axpresada bicistronicamente con Pro-lL-18 humano para permitir el
procasamiento in vivo de Pro-IL-18 (SEQ ID NO:1) en IL-18 activo (SEQ ID NO:3)

En oira realizacion preferida, la caspasa 5 humana, también conocida como
ICEre ], 88 co-expresada bicistrénicamente con Pro-IL-18 humano para permitir
el procesamiento in vivo de Pro-IL-18 en IL-18 activo (SEQ ID NO:3)

AUn en otra realizacion preferida, la proteasa 1 de ubiquitina (Ubp-1) es co-
expresada bicistrénicamente con Ubiquiting-iIL-18 (Ubp-iL-18) para el
procasamiento in vivo de Ub-{LK-18 en IL-18 activo.

Aln en ofra realizacién preferida, la proteasa 1 ubiquitina (Ubp-1) es co-
expresada bicistronicamente con Ubiquitina-iIL-18 (Ubp-iL-18) para el
procesamientc in vivo de UBHL-18 {SEQ ID NO:9) en IL-18 activo (SEQ ID NO:3).

En la realizacién mas preferida, la caspasa 5 humana truncada (SEQ ID
NO:5) es co-expresada bicistronicamente con Pro-HL-18 humano para permitir e!
procesamiento in vivo de Pro-IL-18 (SEQ ID NO:1) en IL-18 activo (SEQ ID NO:3)

Una caspasa 4 o caspasa 5 que codifique ADN y un ADN quse codifique u
precursor del polipéptido son introducidos en una célula anfitriona bacteriana o
mamffera apropiada para transformaria. En este caso, caspasa 4 o caspasa 5,
formada por la expresién de ADN act(a en un precursor del polipéptido, formado
por |a expresion ADN en el mismo transformante, para formar un polipéptido activo
(Figuras 11 y 15). Las células anfitrionas preferidas con epidémicas-,
intersticiales-, neuroblastos, lineas de células hematopoiéticas, ias cuales son
derivadas do seres humanos, micos, ratones y hampsters y son utilizadas
convencionalments como anfitriones, tal como las células 3T3 incluidas las células
3TS Suizo albinas (TCC CCL 92), células C1271 (ATCC CRL 1616), células CHO

incluidas células CHO-K1 (ATCC CCL 61), células CV-1 (TCC CCL 70), céiulas
9



COS incluidas céiulas COS-1 (ATCCF CCL 1650), células Hel.a (ATCC CCL 2),
células MOP incluidas células MOP-8 (ATCC CRL 1709)y mutantes de las misas.
Las células anfitrionas més preferidas con E. colii El método més preferido es
introducir caspasa 4 6 5 que codifique ADN y un ADN que codifique un precursor
del polipéptido en E. coli es una transformacidn quimica con cloruro de rubidio
bien conocido en la técnica. Los métodos para introducir una caspasa 4 6 5 que
codifiquen ADN y un ADN gue codifique un precursor del polipéptido en células
mamarias anfitrionas incluyen el método convencional DEAE-extram, el método
calcio-fcido fosférico, los métodos de electroporacion, lipofeccién, microinyeccion
e infeccitn por virus mediante el uso de retrovirus, Adenovirus, herpervirus y virus
de vacuna. En este caso, vectores tales como pCD, pcDL-SRa, pKY4, pCDMS,
pCEV4, pME188S y pSV2-gpt, incluidos los comectos promotores, realzadores,
origenes de replicacién, sitios de terminacién, secuencias de empalme,
secuencias de poliadenilacion y/o marcadores de seleccién pueden usarse
siguiendo las técnicas estdndar descritas en la publicacion de Ausubel FM y colab.
Current Protocols in Moleculer Biology, New York: Green Publishing Associ. y
Wiley Interscience. Se seleccionaron clones, los cuales fueron observados
mediante deleccion inmunolégica para producir un polipéptido activado
escogiendo el clon deseado de fransformantes luego de cultivar en medios de
cultivo nutrientes. Se pueden obtener cultivos que contengan el polipéptido activo
cultivando el transformante clonado con el cultivo nutriente convencional que se
usa en este campo. En cuanto a células que de por sl producen un precursor del
polipéptido y otras células que fueron transforinadas para-producir el polipéptido,
pusden producir el precursor junto con las enzimas activadoras Ias cuales activan
el polipéptido, tal como caspasa 4 o caspasa 5 y ubiquitina. Las tecnologias
recombinantes ADN que usan células mamiferas anfitrionas se divulgan en detalle
en la publicacion de Glutzman, Ceff 23:175 (1981) Mullingan, PNAS78:2072
(1981). Las tecnwologias recombinantes ADN que usan céiulas bacterianas
anfitrionas se describen en Profeinr Expression: A Practical Approach, S.J. Higgins
y B.D. Hames eds. 1989, N.Y., Oxford University Preas,

Sibianlasmezdasdareacciénresultantesyaﬂtivosme_comanganun
polipéptido 1L.-18 activo pueden usarse intactas como inductor de INF-y, en una
realizaciéon preferida, las células en los cultivos son interrumpidas mediante
ultrasdnica, enzimas de lisis  csiular y/o surfactantes, seguido por la separacién
del polipéptido de las células resultantes y desechos ceiulares mediante filtracion,
centrifugacion, etc. siguiendo los procedimientos estandar de la.industria descritos
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en Profein Purification:Principies and Practice, Cantor, C.R. ed. 1993, N.Y,,
Spinger-Verlag. Ei polipéptido libre de células y de desechos celulares puede ser
purificado por medio de métodos de purificacién convencional para purificar
sustancias bioldgicamente activas en este campo, por ejemplo, salacién, dialisis,
filtracién, concentracitn, sedimentacion separadora, cromatografia de intercambio
de iones, cromatografla de filtracién de gel, cromatrografia de adsorgidn,
cromatografle isoeléctrica, cromatografia hidrofébica, cromatografia de fase
inversa, cromatografia de afinidad, electroforesis de gel y enfoque isoeléctrico. Si
88 requiere, se pueden user en combinacién dos 0 més de estos métodos de
purificacién.  El polipéptido purificado que resulte pueds ser concentrado y
liofilizado en un producto liquido o sélido para que se adapte a sus usos finales.

Los caselas de axprasion bicisirénica de la presente invencidn son vectoras
versdtiles que pueden usarse para el procesamiento i vivo préicticamente de
cualquier péptido que contenga los sitios de reconocimiento de separaciéon de
caspasa 4/caspasa 5 o ubiquitinasa que se describieron previamente (Tobias, J.W.
y colab. Journal of Biological Chemistry, 1991. 266(18): p.12021.12028; Talanian,
R.V. y colab. Joumna! of Biclogical Chemistry, 1997, 272(15): p.9677-9682). La
expresion bicistronica ofrece veniajas sobre otras estrategias de co-expresidn,
puesto que ambos genes estdn ligados a la misma unidad de transcripcién,
garantizando la expresion coherente de ambos genes con el tiempo. Esio es en
contraste con los sistemas pldsmidos duales, donde un plédsmido se puede perder
con ef tiempo, o sistemas promotores plismidas duales, donde la expresion pusde
variar de cada promotor de un experimento al siguiente. En particular, los
sistemas de expresion bicistronica que se describen aqul sirven idealmente para la
activacion in vivo de enzimas, citoquinas, factores de crecimiento y otras proteinas
activables proteoliticamente, permitiendo de este modo la produccibn a grande
escala de dichas protelnas de células en un solo paso y eliminando la necesidad
de un paso de activacion in vilro por separado.

Las proteasas de activacién, caspasa 4 (Ala105 a Asn377) o la caspasa 5
(lle146 a Asnd1B) fueron subcionadas como fusiones 6-his de terminal N
inmediatamente luego de la secuencia Pro-IL-18 con el fin de generar una fusién
transcripcional de los dos genes. Una secuencia terminadora T7 se localiza aguas
debejo de la secuencia de la caspasa 4 para la terminacion translacional de la
unidad de transcripcidn bicistrénica. También se agregbé una pequefia regidn
intergénica que inclufa una secuencia Shine-Dalgamo para permitir solo la minima

iniciacién de translacién de la secuencia de |a caspasa 4 (Figuras 10y 14). Otras
11
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regiones reguladoras inciuyen una secuencia de operador /ac de 25 pares base
localizada inmediatamente aguas debajo de la regién promotora de 17 bases
pares la cusl es ligada por el represor lac codificado por una copia del gen /ac-/
localizado en el pldsmido, eliminando de este modo la transcripcién basal en
ausencia de la polimerasa ARN T7. Luego se transfectaron por separado los
plasmidos resultantes designados Pro-IL18/Casp4 y ProlL18/Casp5 en la cepa E.
coli BL21 (DE3) la cual contiene una copia cromosdmica induciblie del gen de
polimerasa T17.

La transcripcidn del casete bicistrénico estd bajo la direccién del promotor
T7, ol cual es controlado por la proteina fago de polimerasa T7 ARN, codificada de
la copia lisogénica del gen de polimerasa T7 ARN. Esta copia cromosémica de
polimerasa T7 es estd en si bajo el conirol del promotor lacUV5, inducible por la
adicién de isopropilo-1-tio-b-D-galactopiranosida. La induccién lleva a coordinar la
transcripcién y traslacion de Pro-IL-18 e His-caspasa<4 o His-caspasa 5. La
caspase 4 o la caspasa 5 trasiadada nacientemente es autoprocesada en una
especie acliva, la cual inicia la activacién proteoiltica de Pro-IL-18. Tanto el
precursor trasladado IL-18 como el IL-18 activado postraslacionalmente son ante
todo solubles dentro de E. cofi. El IL-18 maduro activo que contenga tirosina de
terminal N es purificado directamente de los lisatos de células bacterianas
siguiendo la induccién por medio de métodos de cromatografia convencionales. La
separacion a IL-18 maduro con caspasa 4 se hace en 4 horas a 37°C o por 18
horas a 29°C (Figura 11) y la separacion a IL-18 maduro con caspasa 5 9e hace
en 18 horas a 29°C (Figura 15). +-

En la realizacién mas preferida, la presente invencidn usa una caspasa 4
truncada, tal como se muestra en la Figura 4 (SED ID NO:4 y SEQ IDNO:5), o una
caspasa 5 truncads tal como se muestra en la Figura 5 (SED ID NO:7). La
truncacién de caspasa 4 y caspasa 5 se divulga en Munday, N.A. y colab. 1995, J.
Biol.. Chemistry, 270, 15870-15876.

La presente invencion provee ademss un método para crear un polipéptido
activo mediante la co-axpresidn de una proteasa especifica de ubiquitina con una
fusién de IL-18 de ubiquitina de terminal N (precursor), la cua! es convertida a IL-
18 activa mediante Ia actividad de hidrolasa de ubiquitina de termina-c. Una
proteina de ubiquitina de 76 aminoécidos que contenga una tirosina auténtica de
terminal N es fusionada a la terminal-N madura del IL-18 humano y coexpresada
con una proleasa especifica de ubiquitina en E. coff por ejemplo segin se
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muestra en SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11. La ubiquitina es una proleina
altamente conservada de 76 residuos que se encuentra en células eucarifticas
que funcionan para marcaer proteinas para degradacidon (Baker, R.T., Cument
Opinidn in Biotechnology, 1996. 7(5).:0 541-6) La ubiquitina es especificamente
separada de las proteinas mediante la accibn de proteasas especiicas de
ubiquitina las cuales son exprasadas endégenamente en células eucariéticas pero
que no estin presentes en bacterias. La co-axpresién de proteinas fusionadas de
ubiquitina con proteasa eapecifica de ubiquitina.en .E.. coli también lleva a la
eficiente remocién de ubiquitina (Baker, RT. y colab. Joumal of Biological
Chemistry 1982. 267(32). p.23364-75) (Figura 20). Ademas, la mayoria de estas
enzimas removedoras de ubiquitina pueden separarse frente a cualquier
aminoécido, salvo prolina. De este modo, la separacién de ubiquitina de IL-18
maduro es posible a pesar de la presencia de! grande residuo de tirosina
aromsdtica en la posicién P1'.

La co-expresién de Ubiquitina-IL.-18 (Ub-IL-18) y proteasa-1 de Ubiquitina
{Ubp-1) (Tobias, J.W. y colab. Journal of Biological Chemistry, 1991. 266(19(:
9:12021.12028) se logra mediante la axpresién biscistrénica de los dos genes bajo
el control del promotor T7 inducible. El IL-18 maduro es expresado como una
fusién de la terminal N con el péptido de ubiquitina de 76 aminodcidos conservado
evolucionariamente. EI cADN de Ub-IL-18 es subclionado bajo el control del
promotor de polimerasa ARN T7 dentro del vector pET28a. Posteriomments, el
cADN que codifica la proteasa especifica de ubiquitina de longitud completa es
subcionado aguas abajo precediendo la secuencia del terminador T7 (Figura 19).
Tanto Ub-IL-18 como los cADN de proteasa especifica de Ubiquitina son
transcritos en una simple transcripcién mARN de |a cual ias proteinas de proteasa
especificas de Ub-IL-18 y Ubiquitina son frasladadas por separado.

Como ya describi, el polipéptido activo humano IL-18 que se obtiene por
los presentes métodos tiene la actividad de inducir la produccidn de IFN-y como
una sustancia activa biolégicamente Ufil, estimula la produccion de IFNg de células
KG-1 (linea celular humana mielomonocitica) (Figura 21) y PBMCs humanos
purificados (Figura 22).

Todas las publicaciones y patentes se incorporan en este contexto por
referancia. Los siguientes ejemplos son explicativos pero no limitan la presente
invencidn: :



EJEMPLO 1 -Preparacion del precursor IL-18 (prodL-18)

E! precursor humano |-18 se expresd como una fusidn marcada hexa-
histidina de terminal N en E. coli. El pidsmido de expresion, ProEx-hiL18 se derivb
de un vector, pPPROEX-1 {Life Technologies) que contenia el promotor Trc e laclg
para expresién inducible con isopropilo-1-tio-g-D-galactopiranosida (IPTG). Con el
fin de construir ef vector de expresidn recombinante, se amplificé con PCR de un
clon cADN un fragmento ADN que contenia gen completo del precursor de la
caspasa 5, coleo 5’ con Nde 1y 3' con sitios de endonucleasa de restriccion Bam
HI. E! producto amplificado se subcloné en pPROEX enfre estos dos sitios de
restriccion, generando de este modo una fusién de.terminal.N en trama con la
secuencia de codificacién hexa-histidina presente en el vector.

El plasmido resultante se expresd en células anfitrionas DH10B luego de la
induccidn con 1mM IPTG durante. 5 horas a 37°C. La proteina recombinante se
cultivd de granos de células obtenidos luego de la centrifugacién de los cultivos
inducid

EJEMPLO 2 - Purificacién de pro-L-18

Se suspendio 1,5 kg de células E. cof que expresaban pro-IL-18segun se
describis en el EJEMPLO 1 en 3,6 L Buffer lisis (50 mM Tris HCI, 10 mM BME, 0,5
M NaCl, 5% glicerol, 1 ug/ml pepstatin A, 1 ug/ml leupepsin, 0,4 mM AEBSF)
hsadonwd;arﬂedospasospormednodeMlcroﬂwdlcsamOOOpm centrifugado a
2&.000mysomcoladamn37Ldosobrenadante Al sobrenadante se
agregaron 600 ml de agarosa NiNTA pre-equilibrada con Buffer C que contenia 5
nM de imidazol (Buffer D) y se incubé la suspensién durante una hora para
capturar el Pro-iL.-18. La suspension sa cantrifugo a baja velocidad (3,000 rpm), se
decantd el sobrenadante, y la suspensién se empacd en una columna. La
columna se javo con Buffer D y se eluyd pro-IL-18 con 300 mM imidazol en Buffer
C. El conjunto se dializ6 en Buffer E {25 mM HEPES, 10 mM BME, pH 8,0) y se
aplicS a la columna DEAE ToyoPearl 650M con el mismo bufer. La columna se
eluyd con un gradiente lineal de 0 a 0,5 M NaCl en Bifer E. El conjunto cantenia
650 mg de > 80% de pro-iL-18 puro.
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EJEMPLO 3 - Preparacién de la Caspasa 4

Caspasa-4 humana también se expresd como una fusion marcada Hexa-
histiding de terminal N en E. coli. El pldsmido de expresion, pET81b-caspasa 4,
se derivd de un vector pET16b (Novagen) que contenia el promotor T7. El vector
recombinante se construyd mediante amplificacién PCR del dominio activo de
caspasa-4 (aminodcidos lle 146 a Asn 418) incorporando una secuercia
codificadora hexa-histidina en ef terminal N y coleando con sitios de endonucieasa
de restriccion Nco y Xho. En segukia, el producto PCR resultante se subclond
entre estos dos sitios de restriccion para generar el vector de fusion de Caspasa-4
Hexa Histidina de terminal N.

El plasmido resultante se transformé en la cepa lisogénica BL21 DE3 de E.
coli que contenia una copia cromosémica de polimerasa ARN T7 bajo control del
promotor lacUV5, permitiendo la expresion inducible de caspasa 4 luego de
induccién con 1mM de IPTG. La proteina activa $e purific de granos de células
aisladas luego de la induccion a 37°C durante 3 horas.

EJEMPLO 4 - Purificacién de Caspasa 4

Cuando las célules E. coli que expresan la caspasa 4 humana marcada
hexa-His de lerminal N que describe el Ejemplo 2 son lisada, se puede deteciar la
actividad de la caspasa 4 en e! sobrenadante del lisado. Cuando la proteina es
capturada en perlas de agarosa NiNTA del sobrenadante, se recupera tanto p10
como p20. Esto indica que el dominio de proteasa de la caspasa 4 es activado
durante el cultivo de las células por medio de autoseparacién en la unién de p10y
p20 y permanece como un heterodimero soluble. no covalente. Con esta
informacién se puede purificar el heterodimero p20/p10 marcado hexa-His. El
procesc entero se realiza a 4°C con el fin de evitar cualquier ruptura posterior de la
molécula.

Aproximadamente 400 g de granos de células de E. cof hdimedos se
suspendieron en 1,6 L de hifer de lisis que contenia 25 mM de HEPES, 0,1%
CHAPS, 500 mM NaCl, 10 mM beta mercaptoetanol (BME) a pH 7,4 y 10% glicerol
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{Bdfer A) y se lisd por dos pasos a través de Microfluidics a 12,000 psi. El lisato
se centrifugo a 30,000xg durente una hora y se recuperd 1,7 L. del sobrenadante
del lisato. Al sobrenadante del lisalo se agregaron 150 mi de agarosa NINTA, pre-
equilibrada con el bufer de lisis que contenia 5 mM de imidazol; la suspensién se
ajusté a un pH de 8,0 con 2 N de NaOH y la caspasa 4 se absorbié en lote
durente una hora. La agarosa NiNTA se empacd en la columna, se lavd
secuenciaimente con 5§ nM y 25 mM de imidazol en Bilfer A para remover
impurezas, y se eluyS la caspasa 5 con 300 mM de imidazol en el Bifer A. La
protaina se dializd contra el Biifer B {25 mM HEPES, 0,1 CHAPS, 10% glicerol, 10
mM BME, pH 8,0) y ss aplicl a la columna DEAE ToyoPearl 650M con el mismo
bifer. La caspasa 4 se eluyd de la columna con 100 mM de NaCl en el mismo
bdfer. Se agrupsron fracciones que mostraron la actividad especifica més alta de
caspasa 4 por medio del subsirato de péptido fluorescente, LEED-AMD.

EJEMPLO 5- Activacion y preparacién in vitro del polipéptido

El Pro-l-18 purificado segun se describe en el Ejamplo 2 se incubd con
Caspasg 4 & una relacidn peso/peso de 1:500 durante 3 horas a temperatura
mumim&aa@;mdbnddpmdmnimosahimawO%dem
con el andlisis SDS-PAGE. A la mezcia de-reaccion se agregaron 140 ml de
agarosa NiNTA en Bufer D, se incubd durante una hora y se vacié a un embudo
de vidrio sinterizado para recuperar el material no ligado gue contenia
principalmente IL-18 maduro. A la agarosa NiNTA se ligaron pequeiias cantidades
del resto de Pro-iL-18, proedominio, caspasa 4 y ofras impurezas. La solucién no
ligada se sjusté a 25 mM DTT, se incubd durante una hora para completar ia
reaccién de reduccion, se ajustd el pH de la solucién a 6,0 madiante la adicién de
2 M de &cido fosférico y se concentrd a 86 ml usando la membrana YM10. La
mezcia concentrada se aplics a una columna de Superdex 75 pre-equilibrada con
10 mM de NaFosfato, pH 6,0 que contenia 0,1 M de NaCl. Las fracciones
agrupadas contenjan 560 mg de IL-18 maduro.

EJEMPLO 8 — Activacién y preparacion in vivo del polipéptido.

La activacién de IL-18 también se puede lograr in vivo mediante la
expresion simultdnea del precursor humano IL-18 y caspasa 4. Pro-IL-18 es co-
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axpresado bicistrénicaments en E. coli de una transcripcidn simple con caspasa 4
humana dentro del plésmido de expresion, pET28-Pro-iL-18/Casp4 (Figuras 5 y 6).
E! gen del Pro-iL-18 humano es subclonado en pET28a {Novagen) bajo el control
del promotor T7 incluida una secuencia eficiente Shine-Dalgamo para iniciacion de
la traslacién Sptima de la secuencia Pro-iL-18 (Figura 8). El gen de la caspasa 4
(lle 146 a Aan 418) se subclond inmediatamente después de la secuencia Pro-IL-
18 incluida una secuencia defectucsa Shine-Dalgamo, permitiendo la iniciacién de
la translacién minima de la secuencia de la caspasa 4. Luego de la unidad de
transcripcién Dbicistrénica se incluyd una secuencia del terminador T7 para
terminacion transiacional. La construccitn resultante fue Juego transfectada en una
célula anfitriona BL21 (DE3) que contenia una copla cromosdmica inducible del
gen de polimerasa T7. La induccion de esta construccitn en este anfitrién con 1
mM IPTG resullé en la transcripcion y translacién coordinadas de pro-L-18 y pro-
caspasa 4. La pro-caspasa 4 trasladada nacientemente es autoprocesada en una
especie activa, {a cual inicia I8 activacitn proteolitica de Pro-iL-18. La Figura 8
muestra un {ranscurso de tiempo de coordinada durante 18 horas a 29°C luego de
induccién de 1 mM IPTG (0-18 horas).

EJEMPLO 7 - Activacion in vivo de caspasa 4

La activacién in vivo de Caspasa 4 se describe en {Munday, N.A. y colab.
1995, J. Biol. Chemistry, 270, 15870-15876). La expresién de una forma
truncada de caspasa-4 comenzando en Ala 59, a la que le falta la pro-regién en E.
cofi lleva a la autoactivacion por separacion en las subunidades P10 y P20 que se
retmen an un hatsrodimero activo de enzima. La damora en la aclivaciéon de la
caspasa-4 es trasladada a una demora en la separacion y activacion de Pro-IL-18
en |L-18 madwo (Figua 8). Esto permite ia acumulacién del Pro-IL-18 mds
estable antes de su separacién a IL-18 lo cual es menos estable en células.

EJEMPLO 8 ~ Purificacidn de IL-18 humano co-expresado con Caspasa 4

66 g de células de E. cof que expraesaban IL-18 segm se describe en el
Eiemplo 6 se suspendieron en 130 mi de 0,1 HEPES pH 7,5 que contenia 1 mM
EDTA y 10 mM DTT (el proceso entaro se hizo a 4°C y en presencia de 10 mM
DTT salvo el lltimo paso para mantenerio libre de SH) y se lis6 a 15,000 psi
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mediante dos pasos usando Microfluidica. El lisato (230 mi)se centrifugo a 34,000
xg durante 30 minutos. El sobrenadante ‘(200 mi) se diluyd en 1L con 25 mM
HEPES a pH 7,0 y se fluy6 a través de dos columnas en tdndem, ToyoPearl SP
650 M y ToyoPearl DEAE 650 M. Muchas de las impurezas derivadas de células
E. coff se ligaron a las columnas. El material de flujo se ajustd a un pH de 9,5 con
25 mM de propano bistrig, se diluyé a 2 L y se aplicd a la columna de la Fuente
15Q equilibrada con 25 mM de propano bistris HCl a un pH de 9,5. La columna se
eluyé con un gradiente linear de 0 a 0.5 M NaCl en el mismo blfer. Se
identificaron las fracciones que contenian IL-18 usando Vydac C4 RP-HPLC y se
agruparon {250 mi). El grupo se concentrd a 50 m! usando membrana YM10 y se
aplict a la columna Superdex 75 la cual se pre-equillbré con 10 mM de NaPO4 a
pH 8,0 que contenia 1 mM EDTA y 0,15 M de NaCl (sin DTT para uso in vivo).

EJEMPLO 9 - Preparacitn de caspasa 5 truncada

Caspasa-5 humana truncada también se axpresé como una fusién marcada
Hexa-histidina de terminal N en E. cof. FEl pldsmido de expresion, pETE1b-
caspasa 5, se darivd de un vector pET16b (Novagen) que contenia el promotor T7.
El vector recombinante se construyd mediante amplificacién PCR del dominio
activo de caspasa-5 (aminoécidos lle 146 a Asn 418) incorporando una sacuencia
codificadora hexa-histidina en el terminal N y coleando con sitios de endonucleasa
de resfriccion Nco y Xho. En seguida, el producto PCR resuliante se subcioné
entre estos dos sitios de restriccion para generar el vector de fusidn de Caspasa-5
Hexa Histidina de terminal N.

El pléasmido resultante se fransformé en la cepa lisogénica BL21 DE3 de E.
coffl que contenia una copia cromosémica de polimerasa ARN T7 bajo control del
promotor lacUVS, permitiendo la expresion inducible de caspasa 5 luego de
induccidn con 1mM de IPTG. La proteina activa se purificd de granos de céiulas
aisladas luego de la induccién a 37°C durante 3 horas.

EJEMPLO 10 -- Purificacion de Caspasa 5 truncada

Cuando las células E. coli que expresan la caspasa 5 humana truncada
marcada hexa-His de terminal N que describe el Ejemplo 9 son lisadas, se puede

detectar la actividad de la caspasa 5 en el sobrenadante del lisado. Cuando la
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protelina es capturada en perias de agarosa NiNTA del socbrenadante, se recupera
tanto p10 como p20. Esto indica que el dominic de proteasa de la caspasa 5 es
activado durante el cultivo de las céiulas por medio de autoseparacion en la unién
de p10 y p20 y permanece como un heterodimero soluble no covalente, Con esta
informacién se puede purificar el heterodimero p20/p10 marcado hexa-His. El
proceso entero se realiza a 4°C con el fin de evitar cualquier ruptura posterior de la
molécula.

Aproximadamente 400 g de granos de células de E. coff humedos se
suspandieron en 1,6 L de blfer de lisis que contenia 25 mM de HEPES, 0,1%
CHAPS, 500 mM NaCl, 10 mM beta mercaptoetanol (BME) a pH 7,4 y 10% glicerol
(Bdler A) y se lisé por dos pasas a través de Microfluidics a 12,000 psi. El lisato
se centrifugo a 30,000xg durante una hora y se recuperd 1,7 L del sobrenadante
del lisalo. Al sobrenadants del lisalo se agregaron 150 mi de agarosa NiNTA, pre-
equilibrada con el bafer de lisis que contenia 5 mM de imidazol; la suspensién se
ajustd a un pH de 8,0 con 2 N de NaOH y Ia caspasa 5 se absorbié en lote
durante una hora. La agarosa NINTA se empecd en la columna, se lavd
secuenciaimente con 5 nM y 25 mM de imidazol en Bufer A para remover
impurezas, y se eluyd la caspasa 5 con 300 mM de imidazol en el Bifer A La
proteiha se dializd contra el Biifer B (25 mM HEPES, 0,1- CHAPS, 10% glicerol, 10
mM BME, pH 8,0) y se aplics a la columna DEAE ToyoPearl 650M con el mismo
bifer. La caspasa 5 se eluyd de la columna con 100 mM de NaCl en e! mismo
bdfer. Se agruparon fracciones que mostraron la actividad especifica mas alta de
caspasa 5 por medio del substrato de péptido fiuorescents, LEED-AMD.

EJEMPLO 11- Activacién y praparacion in vitro del polipéptido

El Pro-i1.-18 purificado segiin se describe en los Ejemplos 1 y 2 se incubd
con Caspasa 5 a una relacién peso/peso de 1:500 durante 3 horas a temperatura
ambiente. La reaccién de separacién del prodominio se hizo a >90% de acuerdo
con el andlisis SDS-PAGE. A la mezcla de reaccién se agregaron 140 ml de
_agamaNiNTAonBﬁferD,saimubbdumﬁemhomyaavadﬁammbudo
de vidrio sinterizado para recuperar el material no. ligado que contenia
principaiments IL-18 maduro. A la agarosa NiNTA se ligaron pequeiias cantidades
del resto de pro-il -18, prodominio, caspasa 5 y otras impurezas. La solucién no
ligada se ajustd a 25 mM DTT, se incubd durante una hora para completar la
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reaccidn de reduccién, se ajustd el pH de la solucion a 6,0 mediante la adicién de
2 M de écido fosférico y se concentrd a 88 ml usando la membrana YM10. La
mezcia concentrada se aplicd a una columna de Superdex 75 pe-equilibrada con
10 mM de NaFosfato, pH 6,0 que contenia 0,1 M de NaCl. Las fracciones
agrupadas contenian 560 mg de IL-18 maduro.

EJEMPLO 12 - Activacién y preparacion in vivo del polipéptido.

La activacion de IL-18 también se puede lograr in vivo mediante la
axpresitn simulténea del precursor humano IL-18 y caspasa 5. Pro-lL-18 es co-
expresado bicistrdnicamente en E. coli de una transcripcidn simple con caspasa 5
humana dendro del pldsmido de expresion, pET28-Pro-IL-18/Casp5 (Figwa 9). El
gen del Pro-iL.-18 humano es subcionado en pET28a (Novagen) bajo el control del
promotor T7 incluida una secuencia eficiente Shine-Dalgamo para iniciacién de la
traslecién 6ptima de la secuencia Pro-1l.-18 (Figura 10). El gen de la caspasa 5
truncada (lle 146 a Asn 418) se subciondé inmediatamente después de la
sscuencia Pro-IL-18 incluida una secuencia defectucsa Shine-Dalgamo,
permitiendo !a iniciacién de la transiacién minima de Ia secuencia de la caspasa 5.
Luego de la unidad de transcripcién bicistrénica se incluyd una secuencia del
terminador T7 para terminacién translacional. La construccion resultante fue luego
ransfactada en una célula anfitiona BL21 (DE3) que contenia una copia
cromosomica inducible del gen de polimerasa T7. La induccion de esta
construccidn en este anfitrion con 1 mM IPTG resdltd en la transcripcitn vy
translacién coordinadas de pro-IL-18 y procaspasa 5. La pro-caspasa 5
trasladada nacientemente es autoprocesada en una especie activa, la cual inicia la
activacién proteolitica de Pro-1L-18,

EJEMPLO 13 — Purificacién de IL:18 humano co-expresado con Caspasa 5
truncada

66 g de células de E. coli que expresaban IL-18 segin se describe en el
Ejemplo 12 se suspendieron en 130 mil de 0,1 HEPES pH 7.5 que contenfa 1 mM
EDTA y 10 mM DTT (el proceso entero se hizo a 4°C y en presencia de 10 mM
DTT salvo el Glitimo paso para mantenerio libre de SH) y se lisé a 15,000 psi
madiante dos pasos usando Microfluidics. El lisato (230 mi) se centrifugd a 34,000
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xg durante 30 minutos. El sobrenadante (200 ml) se diluyé en 1L con 25 mM
HEPES a pH 7,0 y se fluyd a fravés de dos columnas en tandem, ToyoPearl SP
850 M y ToyoPear! DEAE 650 M. Muchas de Ias impurezas derivadas de células
E. cali se ligaron a las columnas. E! material de flujo se ajusté a un pH de 9,5 con
25 mM de propano bistris, se diluyé a 2 L y se aplics a la columna de la Fuente
15Q equilibrada con 25 mM de propano bistris HCl a un pH de 9,5. La columna se
eluyd con un gradiente lineal de 0 a 0,5 M NaCl en el mismo bifer. Se
identificaron las fracciones que contenlan IL-18 usando Vydac C4 RP-HPLC y se
agruparon (250 mi). El grupo se concentrd a 50 mi usando membrana YM10 y se
aplicé a la columna Superdex 75 la cual se pre-equilibré con 10 mM de NaPO4 a
pH 6,0 que contenia 1 mM EDTA y 0,15 M de NaCl (sin DTT para uso in vivo)

EJEMPLO 14 — Preparacién de Ubiquitina/Pro-IL-18/Ubp1

Se fusiona en la trama la secuencia codificadora de ubiquitina de 76
aminodcidos con la iniciacion de IL-18 humano maduro por medio de ligacién de
extremo despuritado de modo que el primer coddn de firosina de! IL-18maduro
siga inmediatamente el coddn 76 de glicina de ubiquiting. La fusion de genes es
luego subclonada en un vector pET bajo el control del promotor T7 que incluia una
secuencia eficiente Shine-Dalgarno para iniciacién de la translacién éptima de la
secuancia del gen IL-18 de ubiquitina. El gen Ubp-1 de longitud completa es lusgo
subclonado inmediataments luego de IL-18, incluida una secuencia defectucsa
Shine-Dalgamo pare translacién minima de Ubp-1. La Figura 11 muestra la
secuencia del casete de expresién UbiL-18/Ubp-1 dentro de pET28. La Figura 13
muestra la secuencia anotada de UbIL-18AUbp-1 dentro de pET28. La numeracion
corresponde a la posicion dentro de pET28.

EJEMPLO 15 — Activaci6n y preparacién de IL-18 in vivo

La construccion del Ejemplo 14 fue lusego transfectada en un anfitrién BL21
{DE3). La induccién con 1 mM de IPTG resuitd en la transcripcion y transiacitn
coordinadas de UbiquitinaL-18 y Ubp-1. La accién enzimédtica de Ubp-1 llevé al
procesamiento eficiente de Ub-IL-18 en IL-18 activo maduro que iuego puede ser
purificado directamente de lisatos de E cofi por métodos convencionales. La
Figura 16 ilustra el transcurso de tiempo de exprasion y procesamiento de IL-18 a
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30°C y 37°C luego de induccién con 1 mM de IPTG. La flecha superior indica la
porcién de UB-OL-18 sin procesar en la Fila 1. La flecha inferior indica la porcion
de IL.-18 procesado en la Fila 3. (La deteccion por secado Wastern se hizo con
antisuero IL-18) '

EJEMPLO 186 —Purificacion de IL-18 humano co-expresado con Ubiquitina.

66 g de células de £. coii que expresaban IL-18 segun se describe en el
Ejemplo 15 se suspendieron en 130 mi de 0,1 HEPES pH 7,5 que cortenia 1 mM
EDTA y 10 mM DTT (el proceso entero ss hizo a 4°C y en presencia de 10 mM
DTT salvo el ditimo paso para mantenerio libre de SH) y se lisé a 15,000 psi
mediante dos pasos usando Microfiuidics. El lisato (230 ml) se centrifugd a 34,000
xg durante 30 minutos. El sobrenadante {200 mi) se diluyé en 1L con 25 mM
HEPES a pH 7,0 y se fluyd a través de dos columnas en téndem, ToyoPearl SP
6850 M y ToyoPearl DEAE 650 M. Muchas de ias impurezas derivadas de células
E. colf se ligaron a ias columnas. E| material de flujo se gjusté a un pH de 9,5 con
25 mM de propano bistris, se diluyé a 2 L y se aplicd a la columna de Ia Fuente
15Q equilibrada con 25 mM de propano bistris HCI a un pH de 9,5. La columna se
eluyd con un gradiente lineal de 0 a 0,5 M NaCl en el mismo bifer. Se
identificaron las fracciones que contenian IL-18 usando Vydac C4 RP-HPLC y se
agruparon (250 ml). El grupo se concentrd a 50 m! usendo membrana YM10 y se
aplics a la columna Superdex 75 la cual se pre-equilibré con 10 mM de NaP0O4 a
pH 6,0 que contenia 1 mM EDTA y 0,15 M de NaCl (sin DTT para uso in vivo)

Si bien en este contexto se ha descrito lo que actualimente se consideran
realizaciones preferidas de la invencién, debe entenderse que se pueden hacer
varias modificaciones a ello, y el propésito es que las reivindicaciones adjuntas
cubran todas dichas modificaciones gque caigan dentro del verdadero espiritu y
alcance de la invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir un polipéptido activo de un polipéptido precursor,
el polipéptido tiene un motivo de activacién de proteasa que comprende la
secuancia aminoédcida XEYD, en donde X es seleccionado de un grupo de
aminodcidos consistentes de W, L. F, Y, |, V, Do E; y Y es seleccionado de un
grupo de aminodcidos consistentes de H, I, A, T, S, P o E, que consiste en:

{1y . contactar la caspasa 4 con el polipéplido precursor, y

(i) purificar el polipéptido activo
2 Un método para preducir un polipéplido activo de un polipéptido precursor;
el polipéptido tiene un motivo de activacién de protessa que comprende la
sscuencia aminodcida XEYD, en donde X es seleccionado de un gnpo de

aminodcidos consistentes de W, L. F, Y, |, V, Do E; y Y es seleccionado ds un
grupo de aminodcidos consistentesde H, |, A, T, S, P o E, que consiste en:

(i) contaciar la caspasa 5 con el polipéptido precursar, y
(ii) purificar el polipéptido activo

3. Un método para producir un polipéptido IL-18 activo de un precursor
polipéptido IL-18, que consiste en '

(i) contactar ia caspasa 4 con el polipéptido IL-18 precursor; y
(ii) purificar el polipéptido IL-18 aclivo.

4 Un método para producir un polipéptido IL-18 activo de un precursor
polipéptido IL-18, que consiste en

() contactar la caspasa 5 con el polipéptido IL-18 precursor; y
(i) purificar el polipéptido IL-18 activo.

5. El método de la reivindicacién 3, an donde el polipéptido IL-18 precursor es
un polipéptido IL-18 humano.

6. El método de la reivindicacion 4, en donde el polipéptido I1.-18 precursor es J

un polipéptido IL-18 humano.
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y £ Un método para producir un polipéptido IL-18 humano activo que consiste
en:

()  Contactar |a caspasa 4 con un polipéptido IL-18 humano para .
convertir dicho polipéptido precursor en el polipéptido IL-18 -
humano activo; dicho polipéptido OL-18 precursor comprende la
secuencia aminodcida de SEQ ID NO: 1 o una porcién de la
misma, lo cual mantiene los residuos de dcido aspértico 36 y de
tirosina 37 en la secuencia de aminos de SEQ ID NO: 1 como - °
una secuencia de terminal N; y

(i)  Purificar el polipéptido IL-18 humano activo. -

8 Un método para producir un polipéptido IL-18 humano activo que consiste

en: :
r

() Contactar la caspasa 5 con un polipéptido IL-18 humano pare <
convertir dicho polipéptido precursor en el polipéptido IL-18
humano activo; dicho polipéptido OL-18 precursor comprende la
secuencia aminodcida de SEQ ID NO: 1 o una porcidn de la
misma, lo cual mantiene los residuos de Acido aspéartico 36 y de
tirosina 37 en la secuencia de aminos de SEQ ID NO: 1 como
una secuencia de terminal N; y

9. El método para producir un polipéptido IL-1Bhumanoadivodala\
reivindicacién 7, en donde el polipéptido IL-18 humano activo es un polipéptido \§
que tiene la secuencia aminodcida de SEQ ID NO:3. . -

10. E! método para producir un polipéptido IL-18 humano activo de la r‘}‘
reivindicacién 8, en donde el polipéptido IL-18 humano activo es un polipéptido
que tiene la secuencia aminodcida de SEQ ID NO:3. ,

. T s ~— -
A1.  Un método para producir un polipéptido activo de un polipéptidd precursor, QO&'

que comprende: \ .

(D co-expresar bicistroniceamente la caspasa ___4__ con el polipéptido
precursor, y

(i}  purificar el polipéptido activo.
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12. Un método para producir un polipéptido activo de un polipéptido precursor, 4%
que comprende:

() co-expresar bicistrnicamente la caspasa 5 con el polipéptido @/
precursor; y

(i} purificar el polipéptido activo.
13. Un método para producir un polipéptido IL-18 activo de un polipéptido IL-18
precursor, que comprende:
()] co-expresar bicistrénicamente ubiquitinasa con una fusién
ubiquitina (IL-18; y
(i) purificar el polipéptido IL-18 activo.

/ﬁ. Un método para producir un polipéptido IL-18 activo de un polipéptido
precursor, que comprende:
0] co-expresar bicistrénicamente caspasa 4 con el polipéptido IL-18
precursor; y
(i) purificar el polipéptido IL-18 activo.
15. Un método para producir un polipéptido IL-18 activo de un polipéptido IL-18
precursor, que comprende:

(i}  co-expresar bicistrénicamente caspasa 5 con el polipéptido 1L.-18
]precursor; y

(i) purificar el polipéptido IL-18 activo.

16. El método de la reivindicacién 13, en donde el pollpéptldo IL-18 precursor ° a
@8 un polipéptido I.-18 precursor humano. \’

=
17.  El método de la reivindicacién 14, en donde el polipéptido IL-18 precursor ?{?) V4
3 un polipéptido IL-18 precursor. \@ .
18. El método de ia reivindicacion 15, en donde el polipéptido IL-18 pmcl._nor

€8 un polipéptido IL-18 pracursor.

19. El método de la reivindicacion 16, en donde el polipéptido IL. Humano
activo es un polipéptido que tiens la secuencia aminoécida de SEQ ID NO:3

25
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o
20. El método de la reivindicacién 17, en donde el polipéptido IL-humano activo
es un polipéptido que tiene la secuencia aminoécida de SEQ ID NO:3 qg

21. El método de la reivindicaciéon 18, en donde el polipéptido IL-18 humano
activo es un polipéptido que tiene la secuencia aminodcida de SEQ ID NO:3

@ Un método para producir polipéptido IL-18 humano activo del polipéptido IL-
18 precursor humano, que comprende:

() co-expresar bicistrénicamente ubiquitinasa con ubiquitina/IL-18
que tenga la secusncia aminoécida de SEQ ID NO:10;y /

(ii) purificar el polipéptido IL-18 humano activo

@ Un método para producir polipéptido IL-18 humano activo de un polipéptido
IL-18 precursor humano, que comprende:

() co-expresar bicisirGnicamente caspasa-4 que tenga la secuencia
aminodcida de SEQ ID NO:4; y
__-‘-'——_.

()  purificar el polipéptido IL-18 humano activo

@. Un método para producir un polipéptido |-18 humano activo de un
polipéptido IL-18 precursor humano, que comprende;

((}] Co-expresar bicistrénicamente caspasa 5 que tenga la
secuencia aminodcida de SEQ 1D NO:6, con el polipéptido IL-18

precursor humano; y

(i)  purificar el polipéptido IL-18 activo.
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FIGURE 1

SEQ ID NO:1

1 MAAEPVEDNC INFVAMKFID NTLYFIAEDD ENLESDYFGK LESKLSVIRN
51 LNDQVLFIDQ GNRPLFEDMT DSDCRDNAPR TIFIISMYKD SQPRGMAVTI
1C1 SVXCEKISTL SCENKIISFK EMNPPINIRD TKSDIIFFQR SVPGHDNEMQ
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151 FESSSYEGYF LACEKERDLF KLILKKEDEL GDRSIMFTVQ NED

FIGURE 2

SEQ ID NO:2

1 50
ATGGCTGCTG AACCAGTAGA AGACAATTGC ATCAACTTITG TGGCAATGAA
51 100
ATTTATTGAC AATACGCTTT ACTTTATAGC TGAAGATGAT GAAAACCTGG
101 ' 150
AATCAGATTA CTTTGGCAAG CTTGAGAGCA AACTATCGGT CATtCGTAAT
151 200
TTAAATGACC AGGTCCTATT TATCGACCAA GGGAATCGTC CACTATTCGA
201 250
GGACATGACA GACAGTGACT GCCGAGACAA TGCGCCGCGA ACCATETTCA
251 300
'I'I'ATL‘I'C‘I"AT GTACRAGGAT TCTCAGCCGC GCGGAATGGC CGTAACTATT
301 350
TCTGTCAAAT GTGAAAAGAT ATCCACGCTG TCGTGTGAGA ACAAGATEAT
351 ' 400
tAGTTTCAAA GAGATGAATC CGCCGGATAA TATCAAGGAC ACGAAGTCTG
401 450
ATATCATATT TTTCCAGCGC AGCGTGCCGG GGCACGATAA CAAGATGCAA
451 . 500
TTTGAATCAT CCAGCTATGA AGGGTACTTT CTTGCATGCG AGAAGGAACG
501 550
CGATCTCTTT AAACTTATTT TAAAGAAAGA GGACGAGCTA GGCGATCGCA
551 582

GCATEATGTT CACTGTCCAA AATGAAGACT AG

FIGURE 3

SEQ ID NO:3

1 YFGKLESKLS VIRNLNDQVL FIDQGNRPLF EDMTDSDCRD NAPRTIFIIS
51 MYKDSQPRGM AVTISVKCEK ISTLSCENKI ISFKEMNPPD NIKDTKSDII
101 FFQRSVPGHD NKMQFESSSY EGYFLACEKE RDLFKLILKK EDELGDRSIM
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151 FIVQNED

FIGURE 4

SEQ ID NO:

4

PCT/US01/18804

1 MGHHHHEHHGA LRKILCPHEEFL RLCKERAEET YPIKERNNRT RLALITICNTE
51 FDHLPPRNGA DFDITGMKEL LEGLDYSVDV EENLTARDME SALRAFATRP
101 EHKSSDSTFL VLMSHGILEG ICGTVHDERK PDVLLYDTIF QIFNNRNCLS
151 LKDKPKVIIV QACRGANRGE LWVRDSPTSL EVASSQSSEN LEEDAVYKTH
201 VEKDFIAFCS STPHNVSWRD STMGSIFITQ LITCFQRYSW CCHLEEVFRK
252 VQQSFETPRA RAQMPTIERL SMTRYFYLFP GN

FIGURE 5

SEQ ID NO:
1l

ATGGGCCATC
51
AGAATTCCTG
101
AGGAGAGAAA
151
TTTGACCATC
201
GAAGGAGCTA
251
TGACAGCCAG
anl
GAGCACAAGT
351
CCTGGAGGGA
401
TGCTTTATGA
451
CTGAAGGACE
501
CCGTGGGGAA
551 .
CTTCACAGTC
601
GTGCGAGAAGG
651
CTGGAGAGALC
701
GCTTCCAGAA
751

5
50

ATCATCATCA TCATGGCGCC CTCAAGCTTT GTCCTCATGA
100

AGACTATGTA AAGAAAGAGC TGAAGAGATC TATCCAATAA
150

CAACCGCACA CGCCTGGCTC TCATCATATG CAATACAGAG
200

TGCCTCCGAG GAATGGAGCT GACTTTGACA TCACAGGGAT
250

CTTGAGGGTC TGGACTATAG TGTAGATGTA GAAGAGAATC
300

GGATATGGAG TCAGCGCTGA GGGCATTTGC TACCAGACCA
_ 350
CCTCTGACAG CACATTCTTG GTACTCATGT CTCATGGCAT
400

ATCTGCGGAA CTGTGCATGA TGAGAAAAAA CCAGATGTGC
450

CACCATCTTC CAGATATTCA ACAACCGCAA CTGCCTCAGT
500

AACCCAAGGT CATCATTGTC CAGGCCTGCA GAGGTGCAAR
550

CTGTGGGTCA GAGACTCTCC AGCATCCTTG GAAGTGGCCT
600

ATCTGAGAAC CTGGAGGAAG ATGCTGTTTA CAAGACCCAC
650

ACTTCATTGC TTTCTGCTCT TCAACGCCAC ACAACGTGTC
700

AGCACAATGG GCTCTATCTT CATCACACAA CTCATCACAT
750

ATATTCTTGG TGCTGCCACC TAGAGGAAGT ATTTCGGAAG
800

/17'1/
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GTACAGCAAT CATTTGAAAC TCCAAGGGCC AAAGCTCAAR TGCCCACCAT
801 849

AGMCGACTG TCCATGACAA GRTATTTCTA CCTCTTTCCT GGCAATTGA

FIGURE 6 .

SEQ ID NO:6

1 MGHHHEHHGI LKLCPREEFL RLCKKNHDEI YPIRKREDRR RLALTIICNTK
51 FDHLPARNGA HYDIVGMKRL LQGLGYTVVD ERNLTARDME SVLRAFAARP
101 EHKSSDSTFL VLMSHGILEG ICGTAHKKKK PDVLLYDTIF QIFNNRNCLS
151 LKDKPKVIIV QACRGEKHGE LWVRDSPASL AVISSQSSEN LEADSVCKTH
201 EEKDFIAFCS STPHNVSWRD RTRGSIFITE LITCFQKYSC CCHLMEIFRK
251 VQKSFEVPQA KAQMPTTERA TLTRDFYLFP GN

FIGURE 7

SEQ ID NO:7 y

1 ) 50
ATGGGCCATC ATCATCATCA TCATGGCATA CTCAAACTTT GTCCTCGTGA
51 100
AGAATTCCTG AGACTGTGTA AAAAAAATCA TGATGAGATC TATCCAATAA
101 150
ARAAGAGAGA GGACCGCAGA CGCCTGGCTC TCATCATATG CAARTACAAAG
151 _ 200
TITGATCACC TGCCTGCAAG GAATGGGGCT CACTATGACA TCGTGGGGAT
201 ' 250
GAAAAGGCTG CTTCAAGGCC TGGGCTACAC TGTGGTTGAC GAARAGAATC
251 : 300
TCACAGCCAG GGATATGGAG TCAGTGCTGA GGGCATTTGC TGCCAGACCA
301 350
GAGCACAAGT CCTCTGACAG CACGTTCTTG GTACTCATGT CTCATGGCAT
351 400
CCTAGAGGGA ATCTGCGGAA CTGCGCATAA AAAGAAAARA CCGGATGTGC
401 450
TGCTTTATGA CACCATCTTC CAGATATTCA ACAACCGCAR CTGCCTCAGT
as1 500
CTAAAGGACA ARCCCAAGGT CATCATTGTC CAGGCCTGCA GAGGTGAAAR
501 550
ACATGGGGAA CTCTGGGTCA GAGACTCTCC AGCATCCTTG GCAGTCATCT
551 600
CTTCACAGTC ATCTGAGAAC CTGGAGGCAG ATTCTGTTTG CAAGATCCAC
601 650
GAGGAGAAGG ACTTCATTGC TTTCTGTTCT TCAACACCAC ATAACGTGTC
651 700

CTGGAGAGAC CGCACARGGE GCTCCATCTT CATTACGGAA CTCATCACAT

P
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750

GCTTCCAGAA ATATTCTTGC TGCTGCCACC TAATGGAAAT ATTTCGGAAG

751

800

GTACAGAAAT CATTTGAAGT TCCACAGGCT AAAGCCCAGA TGCCCACCAT

801

8495

AGAACGAGCA ACCTTGACAA GAGATTTCTA CCTCTTTCCT GGCAATTGA

FIGURE 8.

T7= RBS||Pro IL:18

FIGURE 5.

SEQ ID NO:8

1
AGATCTCGAT
51
CGGATARCAA
101
GCTGCTGAAC
151
TATTGACART
201
CAGATTACTT
251
AATGACCAGG
301
CATGACAGAC
351
TATCTATGTA
401
GTCAAATGTG
451
TTTCAAAGAG
501
TCATATTTTT
551
GAATCATCCA
601
TCTCTTTAAA

CCCGCGAMAAT

TTCCCCTCTA

CAGTAGAAGA

ACGCTTTACT

TGGCAAGCTT

TCCTATTTAT

AGTGACTGCC

CAAGGATTCT

AAMAGATATC

ATGAATCCGC

GCTATGAAGG

CTTATTTTAA

TAATACGACT

GACCACACCT

CAATTGCATC

Casp4

§| .

. 50
CACTATAGGG GAATTGTGAG
100
taaggaggat ataacatATG
150
AACTTTGTGG CAATGAAATT
200

TTATAGCTGA AGATGATGAA AACCTGGAAT

GAGAGCARAC

CGACCAAGGG

GAGACAATGC

CAGCCGCGCG

CGGATAATAT

GTGCCGGEGC

GTACTTTCTT

250

TATCGGTCAT tCGTAATTTA
300
AATCGTCCAC - -TATTCGAGGA
350

GCCGCGAACC ATtTTCATTA
400

GAATGGCCGT AACTATTTICT
450

TGTGAGAACA AgATtATLAG
' 500

CAAGGACACG AAGTCTGATA
550

ACGATARCAA GATGCAATTT
600

GCATGCGAGA AGGAACGCGA
650

CGAGCTAGGC GATCGCAGCA
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651
TtATGTTCAC
701
taaataanat
751
TTGTCCTCAT
801
TCTATCCAAT
851
TGCAATACAG
901
CATCACAGGG
951
TAGAAGAGAR
1001
GCTACCAGAC
1051
GTCTCATGGC
1101
AACCAGATGT
1151
ARCTGCCTCA

* 1201

CAGAGGTGCA
1251
TGGAAGTGGC
1301
TACAAGACCC
1351
ACACAACGTG
1401
AACTCATCAC
1451
GTATTTCGGA
1501
AATGCCCACC
1551
CTGGCAATTG
1601
CCGCACTCGA
1651
GCCCGAAAGG

531

TGTCCAAAAT GAAGACTAGT
ccatgGgecca tcatcatcat
GAAGAATTCC TGAGACTATG
AAAGGAGAGA AACAACCGCA
AGTTTGACCA TCTGCCTCCG
ATGARGGAGC TACTTGAGGG
TCTGACAGCC AGGGATATGG
CAGAGCACAR GTCCTCTGAC
ATCCTGGAGG GAATCTGCGG
GCTGCTTTAT GACACCATCT
GTCTGAAGGA CAAACCCAAG
AACCGTGGGG AACTGTGGGT
CTCTTCACAG TCATCTGAGA
ACGTéGAGAA GGACTTCATT
TCCTGGAGAG ACAGCACAAT
ATGCTTCCAG AAATATTCTT
AGGTACAGCA AECAT&TGAA
ATAGAACGAC TGTCCATGAC
AAAATGGATC CGAATTCGAG
GCACCACCAC CACCACCACT

AAGCTGAGTT GGCTGCTGCC

ggaggatata
catcatggeG
TAAAGAAAGA
CACGCCTGGC
AGGA%TGGAG
TCTGGACTAT
AGTCAGCGCT
AGCACATTCT
AACTGTGCAT
TCCAGATATT
GTCATCATTG
CAGAGACTCT
ACCTGGAGGA
GCTTTCTGCT

GGGCTCTATC

PCT/US01/18804

700
aTACCAgGaa
750
CCCTCAAGCT
800
GCTGAAGAGA
850
TCTCATCATA
900
CTGACTTTGK
950
AGTGTAGATG
1000
GAGGGCATTT
1050
TGGTACTCAT
1100
GATGAGAAAA
1150
CAACAACCGC
1200
TCCAGGCCTG

1250 .

CCAGCATCCT
1300
AGATGCTGTT
1350
CTTCARCGCC
1400
TTCATCACAC
1450

GGTGCTGCCA CCTAGAGGAA

ACTCCAMGGG

AAGATATTTC

CTCCGTCGAC

GAGATCCGGC

ACCGCTGAGC

1500
CCAAAGCTCA
1550
TACCTCTTTC
1600
AAGCTTGCGG
1650
TGCTAACRAA
1700
AATARCTAGC

5
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ATAACCCCTT GGGGCCTCTA AACGGGETCTT GAGGGGTTTT TIG

FIGURE 10.

4964 + + + + + + 5023

TCTAGAGCTAGGOOGCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTT

Shine-Delgarno PraolILld start
TTCCCOTCTAGACCACACCT Haagmadgatatascat ATGGCTECTGAACCAGTAGARGA

5024 $ + ' + + + 5083

AMGGGAGATCTEGTGTOGAAL Loctoctatat o taTACCGACGRCTTGETCATCTTCT

b M A AE PV ED -

CAATTGCATCAACTTTUTOGCAATGARMTTTAT TGACAATACGCTTTACT TTATAGCTGA

5084 + + —— + + +=-=- 5143

GTTAACGTAGTTAAMCACCUTTACTT TARATAACTGT TATGOGAAATGAANTATCGACT

b N C I NP VA XKIKTPFIDMNTIULTYUPIANATE -
Scaxt of sxture IL18
AGATGATGAAMACCTEGATCAGATTACTTTGECARAGCTTGAGAGCARACTATCOGTCAT

S144 + + + + o+ + 5203

TCTACTACTTTTOAACCTTASTC TAATGAAACCGTTCEAAC TCTCETTTGATAGCCALTA
b D DENLESDTYUV FPFOGEKTLTESXUL 8 VI -

COGTAATTTAAATGACCAGATCCTATTTAT CAACCAAGGAM TCETCCACTATTOGAGGA

5204 + + * + +* + 5263

RACATTARAT TTACTOUTCCAGUATAMTAGCTOITTCOCTTAGCAGCTAAT AAGCTCCT

b R NL NDQVLPIUDAQOGNRPLVPFTETD =

. CATGACAGACAITGACTGCCGAGACANTGCGCCGOGAMCCAT ETTCATTATATCTATGTA

5264 + + + + + + 5323

GTACTOTC TG I CACTAACGOC T CTET TACGOGGCACTTAGTAAARGTAATATAGKTACAT

b M T DS DCRUDMNAMPRTTIUPTITISN Y -

CARGGATTCTCAGCCGCGCGSAATAGCCETAACTATTTCTGTCARATGTGAAAMGATATC

5324 + + + + + + 5383

PCT/US01/18804



WO 01/98455

10

15

20

30

35

5384

5444

5504

5744
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73

@TTCCTAMIAGTCGEORCACCTTACCGGCATTOATAAAGACAGTTTACACTITTCTATAG

X D8 QPRGMNAVTIGSVXEKCEIKTIS? S -

CACGCTUTCGETGTAAGAACAAGAT CAT EAGT T TCAMGAGATGARTCOGCCOGATAATAT

+ + + + + } 5443
GTGCGACAGCACACTCT TGTTCTARTAATCARMGTT TCTCTACTTAGGCGACCTATTATA

T L 8 CENKTIISGST FEKEMKNTPZPDD”YNTI -

CAAGGACACGAAGTCTGATATCATAT TTI TCCAGCGCAGCGTACCORAGCACGATARCAA
+ - * * + + 5503
GTTCCTITGCTTCAQACTATAGTATAMAGGTCGCGTCACACGGCCCOGTGCTATTGTT

K DTZXS8 PITITPFPFAQRTSEVYVYPFPAGQIDNIK -

GATGCAATTTGAATCATCCAGCTATGAAGAGTACTTTCTTGCATGCGAGAMEGAACGOGA
* + * + + + 5563
CTACGTTAMCTTAGTACGTCAAT ACTTCCCATGAMGAACITACACTCTTCCTTACACT

M Q F E S § 8 YEGY PLACEIKTEU RD -

TCTCTTTAMCTTATTTTARAGAAGAGACOAGCTAOGCGATCGCAGCATLATATTCAS
+ } + + — + 5623
AGAGAAATTTGAATAAAATTTC T T TCTCCTGC TCGATCCGCTAGCGTCATAATACAAGTG

L FPELIULUIKIKTETDPETLGDRT STIMXT EFT -

Dafective Shine-Dalgazmo Start of Caspasa-i

TOTCCAAAATGAAGACTAGTggagyAtatanTACCAGGRAtaadtaaaat ccatgGgean
+ + + ' + +me- 5583
ACMIGTTTEACTTCTGATCACCECCtata L EATAGTCCE tatttat tttaggtacCoygt

vVaNED ¥ @ H -

tcatcatcatcatcatggeGCCOTCAAGCTTTETCCTCATGAAGAATTCCTGAGACTATE
+ + + + * 4 5743
agtagtagtagtagtaccgCOOGASTTORAARCAGGAGTALTTCTTAAGGACTCTGATAL

E EHHAREGALI KLTCTPET ERETTET PFLZRTILTGC -

TAANGAAAGAGCTGAAGAGATCTATCCARTARAGGAGAGAAMCAACCGCACACGCOTARE
+ + - + + +--- 5803

s
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5864
b

5524
b

5984
b

6044
b

6104
b

6164

8/31
AT TCT I TCTCRACTTCTCTAGATAGG T TAT T TCC TCTCT T TG T TAGCGTUTGCGAACOS

X ERAMAEZETI Y PI KERNDNZPBRTZRLA -

TCTCATCATATGCAATACAGAGTTTGACCATCTECCTCOGAGAAATOAAGCTGACTTTGA

+ ¥ + + + + 5063
AIAGTAGTATACTTTATOTCTCAMCTGET AGACGGAGACTCCTTACCTCGACTGARALT

L I I CNTEVFDUHLUPUPRNGA ALDTFD -

CATCACAGGGATGAAGGASCTACTTGAGGGTCTGUACTATAGTGTAGATGTAGAAGAGAA
+ ¥ * + + + 5923
GTAGTGTCCCTACTTCCTCOATGAAC TCOCAGALCTGATATCACATCTACATCTTCTCTT

I @ XN KZEULILTEGILUDYSSVDVETEN-

TCTGACAGCCAGGGATATGRAGTCAGCCCTGAGUGCATTTGCTACCAANCCAGAGCACAA
+ + + ———— + +* 59983
AGACTGTCGETCCCTATACC TCAGTCRUGACTCCUGTAMOBATGETCTGGTCTCOGTGTT

LTAQRUDMNETG B AL ®BRAMTPFWAMTRUPEHTEK -

GTCCTCTRACAGCACAT TCT TEETACTCATETCTCATGICATCCTGGAGEAAATCTACGG
+ + + ————— + + 6043
CAGGAGACTETCRTGTAMIAACCATGAGTACAGAGTACCATAGGACCTCCCTTAGACACT

£ 8 DS TFLVLMESEEGTITLEG GTITCG G-~

AACTGTGCATGATGAGARAARACCAGATGTGCTGCTTPATGACACCATC T ICCAGATAST
. + ' + + +--~ 6103
TTGACACGTACTACTCTTTTTTGITCTACACGACGAMTACTOTOGTAGAAGGTCTATAA

T VEDEKTEKTPDVILILLYDTTIVFOQTITF -

N FNRNCLSULKDIXKUPZERXVYIIVQATC-

+ + + 4 # + 6323

PCT/US01/18804

X

M
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R G A NRUGETILWVYVYRDS P A SLEV A -

CICTTCACASTCATCTAMACCTOAAMAARIATCCTATTTACAAGACCCACCTGEMGAN
———— + + + + - 4 6283
GAGAAGTOTCAGTAGACTCTTGAACCTCCTTCTACGACAAATETTCTAGGTACACCTCTT

B B Q 8 8§ ENLETEUDAMAMZLYV Y KTHVYVET K -

D FP I AMFCS8 8 7T P BV EVWRDSBSTX -

GGGCTCTATCTTCATCACACAACTCATCACATGCTTCCAGAAATATTCTTGETGCTECCA
+ + 6403
CCCRAGATAGAAGTAGTATOTTGAZTAGTGTACCGAMIGTCTTTATAAGAACCACGACOGT

& o & Y

@ 8 I FITQDLTZYITCVFQIKYSZS8WECOCH -

CCTAGAGGAAGTATTTCOGAAGGTACMICAATCATTTUAAALCTCCAACGCGCCAMOCTCA
* + ——- + ¥ + 6463
GAATCTCCTTCATAAAGCCTTCCATGTCGTTAGTARLTTTGAGGTTCCCGUTTTCGAGT

L EEVFRXKXKVYQOQESEPFETUPDRAMEKWMAMLGZGQ -

AMTIGCOCACCATAGAMCGACTOTCCATGACAMGATATTICTACCTCTTTCCTUGCAATTG
+ * + * ¥ + 6523
T ACSGETAATATCT TCCTAACAGETACTCTTCTATAAMGATOCGAGAAAIGAL CAOTTANS

¥ P TIERTULGSEMT RYV FTYLUPFPGN™* -

AMATOAATCCRAA T T OGAGCTCOGTCRACAAGC T TGOGOCCACACTCGAGCACCADCAL
- -+ * + ¥ + 6583
TTTTACCTAGACTTAMICTCAAGGCAGCTET TCIAACGC COGCITAMICTOOTGOTGCTG

K wIRIRAMPGSET SLRUP ES S8 TTT -

CACCACCACTGAGKRTCCGACTGCTAMCAMARCCCGAMAGAAGCTAMITTGACTACTGCS
+ + - + + - 4 6643
GIOaTGGTGACTCTASGCOOACOAT TG T T T CaGAC T T ICC T TCAASTCAACCAACGALGE

@0\
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b T *TTEIQRLVLTIXKXUPE RIKLSVW¥WILILUP -

T7 Tarminator \@
- rre - BAGGEH

6544 - + + + + +—-= 6703

5 TAACGACTCGTTATTAATCATAT TGGEAAACCCCGGAGATT IGCCCAGRAACTCCCCARAA

b P L S NNKY* R NPLGPLUNGS S * GV F -

10 6704 --- 6706
AAC
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SEQ ID NO:9

1 oo : 50
ATGGCTGCTG AACCAGTAGA AGACAATTGC ATCAACTTTG TGGCAATGAA
51 100
ATTTATTGAC AATACGCTTT ACTTTATAGC TGAAGATGAT GAMAACCTGG
101 150
AATCAGATTA CTTTGGCAAG CTTGAGAGCA AACTATCGGT CATTCGTAAT
151 200
TTAAATGACC AGGTCCTATT TATCGACCAA GGGAATCGTC CACTATTCGA
201 250
GGACATGACA GACAGTGACT GCCGAGACAA TGCGCCGCGA ACCATTTTCA
251 300
TTATATCTAT GTACAAGGAT TCTCAGCCGC GCGGAATGGC CGTAACTATT
301 350
TCTGTCAAAT GTGAAAAGAT ATCCACGCTG TCGTGTGAGA ACAAGATTAT
351 ' 400
TAGTTTCAAA GAGATGAATC CGCCGGATAA TATCAAGGAC ACGAAGTCTG
401 450
ATATCATATT TTTCCAGCGC AGCGTGCCGG GGCACGATAA CAAGATGCAA
451 500
TTTGAATCAT CCAGCTATGA AGGGTACTTT CTTGCATGCG AGAAGGAACG
501 550
CGATCTCTTT AAACTTATTT TAAAGAAAGA GGACGAGCTA GGCGATCGCA
551 600
IGCATTATGTT CACTGTCCAA AATGAAGACT AGTGGAGGAT ATAATACCAG
601 ' 650
GAATAAATAA AATCCATGGG CCATCATCAT CATCATCATG GCATACTCAA
651 700
ACTTTGTCCT COTGAAGAAT TCCTGAGACT GTGTAAAAAA AATCATGATG
701 750
AGATCTATCC AATAAAAAAG AGAGAGGACC GCAGACGCCT GGCTCTCATC
751 800
ATATGCAATA CAAAGTTTGA TCACCTGCCT GCAAGGAATG GGGCTCACTA
801 850
TGACATOGTG GGGATGAAAA GGCTGCTTCA AGGCCTGGGC TACACTGTGG
851 900
TTGACGARAA GAATCTCACA GCCAGGGATA TGGAGTCAGT GCTGAGGGCA
901 950
TTTGCTGCCA GACCAGAGCA CAAGTCCTCT GACAGCACGT TCTTGGTACT
951 1000
CATGTCTCAT GGCATCCTAG AGGGAATCTG CGGAACTGCG CATAAAAAGA
1001 1050

PCT/US01/18804
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AAAAACCGGA TGTGCTGCTT TATGACACCA TCTTCCAGAT ATTCAACAAC
1051 1100
CGCAACTGCC TCAGTCTAAA GGACAAACCC AAGGTCATCA TTGTCCAGGC
1101 1150
CTGCAGAGGT GAAAAACATG GGGAACTCTG GGTCAGAGAC TCTCCAGCAT
1151 1200
CCTTCGCAGT CATCTCTTCA CAGTCATCTG AGAACCTGGA GGCAGATTCT
1201 . 1250
GTTTGCAAGA TCCACGAGGA GAAGGACTTC ATTGCTTTCT GTTCTTCAAC
1251 1300
ACCACATAAC GTGTCCTGGA GAGACCGCAC AAGGGGCTCC ATCTTCATTA
1301 1350
CGGAACTCAT CACATGCTTC CAGAAATATT CTTGCTGCTG CCACCTAATG
1351 ' 1400
GAMATATTTC GGAAGGTACA GAAATCATTT GAAGTTCCAC AGGCTAAAGC
1401 1450
CCAGATGCCC ACCATAGAAC GAGCAACCTT GACAAGAGAT TTCTACCTCT
1451 1464

TTCCTGGCAA TTGA

FIGURE 14.

GCOCCGGTGATACOIGCCACAATICATCOGGCGTAGAGGATCAAGATCTCGATCCCACGA
4521 $ + + + * + 4580
CGCGGCCRC!DCGGCCEG@GC!ICGCRGGCCGCIECTCEIIGCTCTDGDGCIAGGGCGCT

AGDAGEDASGYVEDRDTELTUDTPAK-
¥7 Promotar
1uuI|llll||||||||ll-luuwnnmsmm:xuumncnnmnxmc!cmmmuxncn
4981 + 5040
r:nnm1nmGcmansmcnmnmccccrmnncncmceccmnwmammmasccensnmcweemer

L I R L T I G E L * A DPNNGSPUL DI KT~
Shine-Dalgazno FrorLls staxt
aago :atatalcntnEGGCIGCTGhhCChGEAGAIEACALT!GCATCARCTTTG
5041 * + + + + 5100
. mcmtcctautmwmmmmmm

L R R I * HMM A AEUP V EDNTGCTIUNTFEFUYV-

!GGClAEGhllE1TDETGhClhmlCGC1T1hCTTTlEIGCTGRIGAEGIEGIAAACCTGG
5101 + + 5160
hCCGEEACTT!hhl!mACTGE1IEGCGlllmElllEAECGAC!TCTICTECTTTTGGICC

A M XK F I DPDNTULY ?® I A EDDUEU NLE-

A
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5341
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5401
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5461

5521

5581
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13/31
ftart of mature IL1S
AATCAGATTACTTTGGCAMICTTGAGAGCARAC TATCGGTCATECGTAATTTAMTGACC

TTAGTCTAATGARACCATTCAAACTCTCGTTTGATAGCCAGTAAGCATTAAATTTACTGG
8 DY F 66 KL E § KL 8V IRINLUDNXNDOQ

AGQTCCTATTTATCGACCARGGEAATCCTCCACTATTCGAGGACATGACAGACAGTGACT

M e 3 e e i
- g - Ll s

TCCAGEATARATAGC TGGTTCCCTTAGCAGETGATARGCTCCTGTACTGTCTGTCACTGA
vV . F I DQGNURUPULTFEDMAMEMTDSUDC
GCCEAGACAATGCGCCACGAACCAT L TTCATTATATCTATGTACAAGGATTCTCAGCCGC

} } o e e bm————— +
CGGCTCTGTTACGCAGCACTTGATAARAGTAATATAGATACATGTTCCTARGAGTCGGCG

e o L
T

R PN APURTTIUP¥¥ I I S M Y KD S QUPR

GCGGAATGGCCOTARCTATT TCTGTCAMTATGAAARGATATCCACGCTATCGTGTAAGA

- " " N
$ - [y

CGCCTTACCAGCATTGATAAAGACAGTTTACACTTTTCTATAGGTGCAACAGCACACTCT
G M AV TI SV KCEIZKTZIHZBTULSTGCTEHZN

ACAAGATEAT EAGTTTCARAAGAGATGAATCCGCOGGATAATATCARGGACACGARGTCTG

-— 2 L - o -
T T

TTTcTAATAA TCAAAG T T TC TCTACTTAGGCGGCCTATTATAGT TCC TG TGC TTCAGALC
X I 1 8 P K EMDNUPUPIDNTIIEKTDT®TTIZ KT SITD

ATATCATATTTITCCAGCACAGCGTGCCAGEGCACAATAACAAGATGCAATTTGAATCAT

e 4 = 3 i -

TATAGTATAARAAGG TOGCETCECACGECCCCGTGCTATTGTTCTACGTTARACTTAGTA
I I F F QRS VYV PGHDU NI KMOQGQTU PUZ ET B S

CCAGCTATGARIOGTAL T T TC TTGCATGCAAGAAGGARCGCGATCTCTTTAAACTTATTT

'y b e e o e
™

GGTCAATACTTCCCATGAARGARCOTACGCTCTTCCTTGCGCTAGAGAAATTTAARTAAA

8B Y EG Y F L A CEIXZEZRDILT PZEIETLTITL

TAAMIAMGAGAACGAGC TAGGOGATCGCAGCAT EATGTTCACTGTCCAMMATGAMIACT

s -

+

AT TTCTTTCTCCTUCTCGATCCGC TAGCETCGTAA TACAACTGACAGATTTT:

K K EDELGDRGSBSTIXXP?P TV OQNTETH D~

atccatgGgccatecatcatcateatcaty

5280

5340

5400

3520
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6121
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ol &
"

TCAcctcctatattATGATcCtratttattttaggtacCeggtagtagtagtagtagtac

& o -
T

WRIO*YQE®TIZEKS SDMGHHSEHEEHEHSG

YCATACTCAARCT TTGTCCTCATGARGAATTCCTGAGAC TGTOTAAARAAAATCATGATG

& e I -
v T

CgTATGAGTTTAAARCAGHAGCACTTC TTAAGGACTCTGACACATTTTTTTTAGTACTAL
I L XKL CUPURUETETPTUL RILTUGCIE KU ETNU HDE

AGRTCTATCCARTAAMMAAGAGAGAGGACCGCAGACGCCTGECTCTCATCATATGCAATA

i L 3 " &
- *

TCTAGATAGGTTATTTTTICTC TCTCCIGACGTCTGCAGACCAAGAGTAGTATACGTTAT
I ¥ P I KX RETDRRBRARLUGALTITITCHRENT

CRARAGTTTGATCACCTGCCTGCAAGGAATGCGGCTCACTATGACATCGTGGGGATGAARA

e e 3

GCTITCAAACTAGTGAACGEACETTCCTTACCCCGAGTGATACTGTAGCACCCCTACTTTT
XK F DHL P ARUNGA AHRTYUDTIUVOGH T XHR

GACTGCTTCAMGGCCTEGGC TACAC TG TGETTGACGARAARGAATCTCACANGCCAGGAATA

a 3 e o 4
T r T T

CCGACAAAGTTCOGGACCCAATETGACACCARCTACTTTTC TEAGAGTG TCGATCCCOTAT
L L Q L @ YTV VDEIZ KU NULTA AR RDK

i i i e 3 ol
T -+ - T T

ACCTCAGTCACGACTCCOGTARACGACGETC TGETC TCGTITTCAGEAGACTGTCGTGCA
E 8 VL RAPFAMAMPRPEUT HRIEK S SDSSTTFPF

TCTTOGTACTCATCICTCATIGCATCC TAGAGGGAATC TGCOGAACTGCGCATAMAARGA

i i ok

2
-+ ™ T T

AGARCCATGAGTACAGAGTACCETAGAATCTCCCTTAGACGCC T TGACGCGTATTTTTICT
L ¥ L, M §$ H G IULZEE2G@GICOGTTAHTZKEKTEKHZK

AAAAACCGAATGTGCTGCTTTATGACACCATC TTCCAGATATTCARCAACCGCARCTGCC

2. e e
- T

TTTTTGGCCTACACAGACGARATACTGTGEGTAGAAGG TC TATAAGTTATTGGCUTTGACGG

X P DV LLYDTTIUPOQTITFMNUDNRINTCL

TCAGTCTAAAGIACAAACCCAAGGTCATCATTGTCCAGGCCTGCAGAGGTGAAAAACATG

y e 3 e s b

AGTCAGATTTCCTETTTGGAGTTCCAGTAGTAACACCG TCCOGACATC TCCACTTTTTGTAC

5700

+ 5760

5940

+ 6120

+ 6180

S\



10

WO 01/98455

6181

6241

15

20

25

30

35

45

50

6301

6361

6421

6481

6541

6601

* PCT/US01/18804

1831

8 L K DK PP X VI I VQAMCRGTETKH HG@a

GGGAACTCTGGETCAIAGACTC TCCAGCATCCTTGECAGTCATCTCTICACAGTCATCTG

- o+

CCCTTGAGACCCAGTCTCTGAGAGGTCATAGGAAC CGTCAGTAGRGAAGTGTCAGTAGAL
EL WV RDOSASB P A BL AV I S8 B Q 8 8 E

AGAACCTGGAGCCAGATTC TGTTTGCAAGATCCACGAGANGAAGGACTTCATTGCTTICT

o " e s
A ', T -~

o
*

TCTTGEACCTCCGTCTAAGACAMCGTTC TAGGTGCTCC TC TTCCTGARGTAACGAARGA
N L BEAD B V CEKTIU HRTETEIXUDVFTIH SAZTPFOC

GTTCTTCAACACCACATAACGTGTCCTAGAGAGACCGCACARGGGGCTCCATCTTCATTA
i +- L
CAAGAAGTTGTGETSTAT TGCACAGGACC TCTC TGGCGTITTCCCCGAGGTAGARGTAAT

e e
T r

- 4
—— =

S S T PHMNVY S8 WRDUZBRTHRGS STIU FIT

CGGARCTCATCACATGCTTCCAGAAATAT TCTTGCTGCTGCCACCTAATGGAAATATTIC

1 . . . .
} 4 } + + -

GCCTTGAGTAGTGTACGAAGGTCTTTATAAGAACGACGACGGTGGATTACCTTTATARAG

E L I TCUPFQUEKYSS CCCUHLMEETIT FR

GAAAGETACAGARATCATTTGAAGTTCCACAGGCTARAGCCCAGATGCCCACCATAGRAC

e e & o= - 2
r ' L L v

CCTTCCATATCTTTAGTAMC TTCAAGG TITCOAATTTCGGATC TACGEGTGRTATCTTIG

KV QKBS P EBEV P OQAEKAMAMONMT PTTIHZERHR

QAGCARCCTTGACAAGAGATTTC TACCTCTTTCCTGGCAATTGAC TCGAGCACCACCALC
t 4 + + -

CTCGTTIGAACTGTTCTC TAAAGATUGAGAMAGGACCGTTAACTGAGCTCGTAGTGATRO

i
-

A TL TRDP?P YL P PGN * L EER BREH

ACCACCACTAGAGATCOGGCTGCTAACARAGCCCGAARGGARGCTARGTTEGGC TGCTGCCA

i b o < M "
i T T L v -+

TOFTGGTGACTCTAGACCEACGATTETTTCEAGECTITCCTTCGAC TCARCCGACGACGET

H B2 * D P A A NIXKXKARTIEKTEWAMZIMETLWADLA AJAMZT
7 Terminator

cmwxn@Mr

GGGGlCTCGT!hETEl!CGEITTﬂGGGhACCCCGGlGDETTGCCCAGIAC!CCCCIAIAA

+

A B Q * DL A * PL G AMGSE KT RVYILURERGTPFTL

6300

6360

6420

38
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TGCTGAAAGGAGGARC TATATCCGET
6661 + + 6687
ACGACTTTCCTCCTTGATATAGGCCA

c L K ¢TI E & -

FIGURE 15.

IL18/Casp5

FIGURE 16.

SEQ ID NO:10

1 MQIFVKTLTG KTITLEVESS DTIDNVKSKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL
S1 EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGGYFGK LESKLSVIRN LNDQVLFIDQ
101 GNRPLFEDMT DSDCRDNAPR TIFIISMYKD SQPRGMAVTI SVKCEKISTL
151 SCENKIISFK EMNPPDONIKD TKSDIIFFQR SVPGHINKM] FESSSYEGYF
201 LACEKERDLF RLILKKEDEL GDRSIMFTVQ NED

FIGURE 17.

SEQ ID NO:1l

1l : 50
ATGCAGATCT TCGTCAAGAC GTTAACCGGT AAAACCATAA CTCTAGAAGT
51 100

TGAATCTTCC GATACCATCG ACARACGTTAA GTCGAAAATT CAAGACAAGG
101 150

£

o
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17131

AAGGCATTCC ACCTGATCAA CAAAGATTGA
151
GAAGACGGTA GARCGCTIGTC TGATTACAAC
201
ACATCTTGTC TTAAGACTAA GAGGAGGGTA
251

» AACTATCGGT CATTCGTAAT TTAAATGACC

301
GGGAATCGTC CACTATTCGA GGACATGACA
351
TGCGCCGCGA ACCATTTITCA TTATATCTAT
401
GCGGAATGGC CGTAACTATT TCTGTCAAAT
451
TCGTGTGAGA ACAAGATTAT TAGTTTCAAA
501
TATCAAGGAC ACGAAGTCTG ATATCATATT
551
GGCACGATAA CAAGATGCAA TTTGAATCAT
601
CTTGCATGCG AGAAGGAACG CGATCTCTTT
651
GGACGAGCTA GGCGATCGCA GCATTATGTT
701
AG

FIGURE 18.

SEQ ID NO:12

1

AGATCTCGAT CCCGCGAAAT TAATACGACT
51

CGGATAACAA TTCCCCTCTA GACCACACCT
101

CAGATCTTCG TCAAGACGTT AACCGGTAAA
151

ATCTTCCGAT ACCATCGACA ACGTTAAGTC
201

GCATTCCACC TGATCAACAR AGATTGATCT
251

GACGGTAGAA CGCTGTCTGA TTACAACATT
30l

PCT/US01/18804

TCTTTIGCCGG TAAGCAGCTC
i ’ 200
ATTCAGAAGG MGTCGACCTT
250

CTTTGGCAAG CTTGAGAGCA
300

AGGTCCTATT TATCGACCAA
350

GACAGTGACT GCCGAGACAA
400

GTACAAGGAT TCTCAGCCGC
450

GTGAARAGAT ATCCACGCTG
500

GAGATGAATC CGCCGGATAA
550

TTTCCAGCGC AGCGTGCCGG
600

CCAGCTATGA AGGGTACTTT
650

AAACTTATTT TAAAGAAAGA
700

CACTGTCCAA RATGAAGACT

50

CACTATAGGG GAATTGTGAG
100

TAAGGAGGAT ATAACATATG
150

ACCATAACTC TAGAAGTTGA
200

GAAAATTCAA GACAAGGAAG
250

TTGCCGGTAA GCAGCTCGAG
) 300

CAGAAGGAGT CGACCTTACA
350

PY

XX
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TCTTGTCTTA
351
TATCGGTCAT
401
AATCGTCCAC
451
GCCGCGAACC
501
GAATGGCCGT
551
TGTGAGAACA
601
CAAGGACACG
651
ACGATAACAA
701
GCATGCGAGA
751
CGAGCTAGGC
801
GGAGGATATA
851
CATCATGGCA
901
TGGTTCCCGA
951
ATAACRATCT
1001
TATARAAAAC
1051
GACAACAMAC
1101
GTAAGTTTAC
1151
GCTGGTTTAG
1201
ATCATTIGGCA
1251
TAAGGACCTA
1301
GGGCAAGAAT
1351

AGACTAAGAG
TCGTAATTTA
TATTCGAGGA
ATTTTCATTA
AACTATTTCT
AGATTATTAG
AAGTCTGATA
GATGCAATTT
AGGAACGCGA
GATCGCAGCA
ATACCAGGAA
TGGATGAAAG
CAGGATTTTT
ATCGATTTAT
CAGACCATCT
TTCAGAAATA
CCACTTAGAC
TTAATGATGG
TCATCCAGAG
TGAGGAGATA

CTGCTCAAGA

18/31
GAGGGTACTT

AATGACCAGG

CATGACAGAC

TATCTATGTA

GTCAAATGTG

TTTCAAAGAG

TCATATTTTT

GAATCATCCA

TTATGTTCAC

TAAATAAAAT

CAAGATAAAC

TGAGAAATTT

TTATTAATTT

AAACTACATT

ATAATAGCCT

GAAGAGATCT

TAACACTTGT

AATTAATGGA

GAACAAAATG

TGAAGCCACT

GGGTGGCAAA GTTTATGGTA AGCATAAGAA

TGGCAAGCTT

TCCTATTTAT

AGTGACTGCC

 CAAGGATTCT

AAAAGATATC

ATGAATCCGC

CCAGCGCAGC

GCTATGRAGG

CTTATTTTAL

TGTCCAAAAT

CCATGGGCCA

AGTTTATTAC

TAAAACTTGG

TTGGCATAGT

GTTGAGAGCG

TAGCCGTTGG

TGAAAAGAGG

TTTATGAACT

GTTCTTGGAC

PCT/US01/18804

GAGAGCAAAC
400
CGACCAAGGG
450
GAGACAATGC
500
CAGCCGCGCG
550
CACGCTGTCG
600
CGGATAATAT
650
GTGCCGGGGC
700
GTACTTTCTT
750
AGAAAGAGGA
800
GAAGACTAGT
850
TCATCATCAT
900
AATTTTTATT
850
AGTAACAACA
1000
AGTATTTTTT
1050
TTAGTGAAAT
1100
TTGCCCAGAAR
1150
TGGTTTCATT
1200
CTGTTTTGCA
1250
AATAATGTCA
1300

AACACAATGA AGAAGGAAAC

CATAAGAAAMN

GAAATTGAAT

1350
ACACTCGTAA
1400
AGGAAGTCAA
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1401

19/31

GTTCGAAAGA AGACGAAGAA AAGAGCCAGG

1451
GTCGCCTTAA
1501
TAAACCCTAT
1551
CAAGAAAAAA
1601
TTCCAGAACA
1651
TGAAAARCTA
1701
CTTTAGTAGG
1751
ACTGAACAGA
1801
TTTCACACCT
1851
GAATTGGTTG
1901
TTTTCGGGAT
1551
AAAATTATCT
2001
TCGTAGAATG
2051
GGTCAGTTGA
2101
GCCAATTAAC
2151
CCAAACCAGT
2201

GGGATCTACT
TTCAAAACCA
TATTCTTCTT
TACTAGCCGA
GATACCACTC
TCAACTTAAC
TTGATCCTAA
TTCPAACEAA
TTTACAGTGT
TAAGCTTAAA
CAGTTATTGA
TAACCGTTIGT
AAGAAETTGA
GCTGTAAANG

TATTGACGAT

TTCTGCCTTA
ATAGTTTATT
GGCTACGACC
GTTGGAAACT
CAGTTGCGAA
CTTGGTGARG
CTCTATACTA
TGACTCCTTT
GGTGAGAACG
TTTACCGAAC
GCGACTGGAG
GCCCTCACAG
AAAAAAACCT
ATAGGGTCCA

GAAGATTATA

ATGGTACGTA AATGCTCTAA ATCTAAGCAG

2251
ACCATTATTA
2301
ACATGATTAG
2351
CTTGCCCCTT
2401

TCCATTCATA

AARMAATAAC

GGTGTTGTGA

TCAACAGATC

TCGAAAGTAT

TATTAATGAA

AGCCAGATAT
AATGCGAAGT
GAAAGCAATG
AAGAGGACGC
AACGTTAAAT
ATCAGAATTA
TTGGCACTGT
CATGACAAGT
AGATGGTATC
GTGGCATAAG
GAGAATATTG
TAAACCTGAA
CAGCGCACTC
GAGGGTTCGA
TCAAATCGAA
AGARGTTGCA
ATTTTAATAT
COTATTTGAT
TGTTTAAGTC

ATCRATTTGG

PCT/US01/18804

1450
CACTTTCAGT
1500
ATTATCGGGA
1550
TCCAAATCTC
1600
GCAAGAATTC
1650
CATTGAATAC
1700

'CCCGATGATG

1750
TTACATTCCA
1800
CCATTCARAA
1850
ACGGCAGAAA
1900
ATATTCCGTA
1950
GTTCCACTTT
2000
ATCATCGAMG
2050
TCATTTATTT
2100
TCCCAGAAAA
2150
GAAGTTCTTG
2200
TACAGCAAAT
2250
CAAGACCTCC
2300
CCAAGAACGT
2350
AACGTTGAAT
2400
ATGCTCGTTT
2450

GCCAATGTCA AAAAAGGAAA AAGCTGCGCA ACAAGATTCA AGTGAAGATG

2451

2500

A
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ARAACATTGG
2501
GAATTTGAAG
2551
CTATGCGTCT
2601
TAAACGGTGA
2651
GAAGAAACCG
2701
TTCTGATGTT
2751
TCGACAATGT
2801.
GAARACATCAT
2851
TGCTAGGTCA
2901

2951
TTTAGAAAAT
3001

3051
TTTACGAATA
3101
GAAGCTATTC
3151

3201

3251
AGAGATATTT
3301

3351
GCTGCCACCG
3401

CGGTGAATAC

CATTACAATC
AGTCGATGGC
ATGCTTTAGG
GAAAACGAGA
GAGCCTTGAC
CTGATGAGGA
TTTTCCACAG

TGTTCACTAC

TGACTTTGAT
AGAGTAATAA

CAGGAGCCAA

CTGGTAAAGA
TCCGGCTGCT

CTGAGCAATA
3419

20/31
TATACGAAAT

AGAAMAAGAA

ATACCAAGGA

GTGACATCCG

GAATACAATC

ATGTAAAAGA

GAACCAAAGA

AGATGTTATA

TTCCAGCCAC

GGTACCCATA

TTGGTGGAGA

TCCTTTCAAC

CAGATGAAGT

TGTAARCTAN

ACTAGCATAA

TACATGAACG
TACGATGACG
TATCAGTAAC
ATGATGAAGA
AAARAARGGA
TAATGAAGAA
TCAATGTTGA
CCAGCTCCAC
TCCATTGACA
ATTATGGTCA
ATATCTGATG
ACCCGGTGTA
GGARGATGAA

GATGAAAAAG

TCGAGAGAAC

GAAAGGAAGC

CCCCTTGGGG

PCT/US01/18804

CTTCGAGCAG
2550
CAGAGGGGAA
2600
TATGATCCCC
2650
TGAGTACATT
2700
TCATAGAACA
2750
CTGCAAGAAR
2800
AGATCAACTA
2850
CTATCAATTA
2900
TATTCATTGC
2950
TTACATTGCA
3000
AGACTCTGTA
3050
TTTATGTTAT
3100
GGATGATTTG
3150
AGCAGGAGCA
3200
GAAGGTGAAG
3250
AGAAGACCAT
3300
CACCACCACC
3350
TGAGTTGGCT
3400
CCTCTAARCG
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4964 » + + — +* +--- 5023

TCTAGMICTAGGGCACTTTAN TATGCTOAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTT

Ehine-Dalgarno Start of W-IL18
TTCCCCTCTAGACCACACCTHRAGTaghat atanca t ATACAGATCTTOGTCARGACGTT
5024 + + + + + +=== 5083
ANGGGGAGATCTGGTCTAGAAt tectcotatattgtaTACGTCTAGANGCAGTTCTGCAR

M QIFVEKTL -~

AACCQGETAMACCATAACTCTAGAAGTTGAATCTTCCOATACCATCGACARCOTTAALTC
5084 + * + + + === 5143
TTOGCCATTI T TGGTATTRAGATCT TCAACT TABAAGGC TATGETAGC TATTOCARTTCAL

T 6 KTITULZEVETSSSDTIDXNVI KT TE -

GAARATTCAAGACAAGGAAGGCATTCCACCTOATCAACARAGATTGATCTTTGCCGGTAR
5144 + * — + + + 5203

K I QDU KEGTIUPZPDJdOAQRTIELTITPFAMAMGIKXK -

GOAGCTCAAGGACGITAGMOGCTETCTAAPTACAACATTCAGAAGGAITCGACCTTACA
5204 + 4 + —+ + + 53263
CATCaAGCTCCTACCATC TTGCAACAAC PAATC T TATAAG TCTTCCTCAACTCGAATGT

g L EDGGRTLESEDYNIQIKTZEZBTLUE -

5264 + * + + + + 5323

L VL RLRGGYPFGXKLTESTSZ XLSYTZI -

tCATAATTTAAATGACCAGGUTCCTATTTATCAACCAAGOGAAT COTCCACTATTCOMGA

PCT/US01/18804
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5324

b

5304
b

S444
b

5504
b

5364
b

5624
b

5684
b

22/31
¥ } + + + + 5383
AGCATTAMT T TACTGGTCCABGATAAATAGCTGCTTCCOTTAGCAGGTGATAAGCTCCT

R ¥ L ¥ DQV L P IDQGNMDSRTPULUVFETD -

CATGACAGACAGTGACTGCCOAGACAATACGECCGOGAMCCAT ETTCATTATATCTATGTA
+ + + + + + 5443
GTACTGTICTGTCACTEGACGECTCTGTTACGCAGCOC T IGITALRAGTAATATAGATACAT

M T D S DCRUD®MNAPRTIPTITIGSGINK T Y -

CAMIGATTCTCAGCCACGOGGARATGGCCATANCTATITCTGTCAAATGTGAAAAGATATC
* o+ 4 + + + 5503
@TTCCTAMIAGTCOGCGCECCTTACCOGCAT TAATAAAGACAGTTTACACTTTTCTATAG

K D8 Q RGN AMAMVTISVYVY XCETERT?Z:I®I S§ -

CACGCTATCGTETGAGAACAAGAT EAT tAGTTTCARAGAGATGANTCCGOCGAATAATAT
+ + + ] o+ + 5563
GTGOAACAGCACACTCTTGT TeTASTASTCARAGTTTCICTACTTAGGCGGCCTATTATA

T L 8 CENIKTITIS SV FKEMNNUPUZPDIPNTI-

CAAGGACACGAAGTCTAATATCATAT T T TCCAGCOCAGCATOCCCROGCACGATAACAA
+ + + + - 5623
ST TCCTGTGCTTCAGACTATAGTATAAAAAGGTOACATCACACGACCCOSTGCTATTGTT

o

X DTXK B8 DITIVFUPFPQRTISEVV P GEHEHD NK -

+ L) + + + } 5663
CTACGTTAARCTTAGTAGGTCGATAL TTCCCATGAAAGAACGTACGCTCTTCOT TG OG0T

¥ QF E S8 8858 YEGYT FLACET KTETU RTD -

- TCTCTTTAAACTTATTTTAMGAAAGAGGACGAGCTACGCAATCOCAGCAT L ATGTTCAC

+ } + ¥ + * 5743
AGRGAA T TTGAATAARA T T T CT I T CTCCTCCTOAATCCACTAGCETCOPARTACAAITG

L ¥ KL ILEXKI KEDELGT DRTSETIMTFT -

PCT/US01/18804

&
,7’1/
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WO 01798455

5744

b

5804
b

5864
b

5924
-]

5984
b

6044
b

6104
b

231

Dafective Shins-Dalgazrno Start of Opb-1
TOTCCAAAATGAAGACTAGToURguatataaTACCAgGRAtassltasaatcoptgggeca
A + + + + * SEo3

ACAGGTTTTACTTCTGATCACCctcctatat tATGGTcCEtatctattttaggtaccoggt
v Qg N ED * N @ B -~
tcatcatcatcatcatggCATCAATGAAGCAAGATAAACASTTTATTACAATTTTTATT

—_— + 4 + + 5863
agtagtagtagtagtaccgTACCTACTTTCGTTC TATTIGTCAAATANTGTTAARMATAR

H HHHHGMDES B KTIUNGSGTILTLGQPFULTF -

PGETTCCCUACAGGATTTTTIGAGAMTTTTARAACTTCGAAGTAACAACAATARCAATCT
* + + + + * 5923
ACCAAGGGCTETCCTAMAAMMACTCTTTAAMATTTTGAACCTCATTGTTGTTATTGTTAGA

G 8 RQDPFPLRNPFEKTOVWENNENINTENTL -
ATCGATTTATTTATTAATTTTTGGCATAGTAGTATTTTTTTATARAAAACCAGACCATCT

+ + - — + +ner 5903
TAGCTAARTAAATANTTAAAAACCETATCATCATAAAAAARTATTTTTTOGTCTGATAGA

§ I ¥Y¥YLbLIVF GJIVVYVYF FYZEKI KT PDH HTL -

N Y I vV E 8V S§ ENXNNT?T NPFRDNDNNZGSIL -

TAGCCITTGETTACCCAGAMITAAGTT TACCCACT TAGACGAGAGATCTTAARAAGALG

. . ' N > +-—- 6103
ATCGGCAACCAACGEGTCTTCATTCAARTGGGTGAATCTGCTTCTCTAGAACTTTTCTCC

.8 R WL PRSEKVPFPTHLTUDETETITLIKTZ RGEG -

TG T TCAT TGCTGAT T TAGTTAATGATGGET AACACTTUTTTTATGAACTCTGTTTTGCA
+ 6163
ACCAMAGTAACGACCAAMTCANTTACTACCAT TOTGMCAAAATACTTGAGACAAMACGT

b " . 3 e

G FJXI A GLVNDOGNTT CTFHMHEXNSEV VYL Q -

PCT/US01/18804
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G164

b

6224
b

6384
b

6344
b

6404
b

6464
b

6524
b

24/31

ATCATTOGCATCATCCAGAGAATTAATGGAGTTCTTGGACAATARTGTCATAAGGACCTA

A & 'y Y a —— b
r + v * ¥ g

TAGTAMCETAGTAGGITCTCTTAATTACCTCAAGAACCTGTTATTACAGTATTCCTGGAT

8 L A S8 8 RELMMEPLDNNVYTIRTY

EEI EQNZEMBRNETEUGNGUO QESAMLAQD

TAAMICCACTCATAAGMAACACTCATAAGGGTAGCAAAGTTTATOITANGCATARGAL

e da. e 3 M -

ACTTCAGTGAGTATTCT T TT T TGAGCATTCCCACCATTTCAAATACCATTCGTATTCTT

EATHUE KT KDNTRIKGGI KV Y @ KHKRK

GAAATTGAATAGGAAGTCANGTTCAAMRGAMIACGAAGARAAGAGCCAGAAGCCAGATAT

o M ey - i i

CTITAACT TATCCTICAGT TCARGC T T TCT TCTGCT TCTTT T CTCAGTCCTCGITCTATA:

K LNURIKYUGETEGEGEIKETDTETZRIEKSGQET PDI

CACTTTCAGTITCGCCTTAMKEIATC TACT TTCTOCCTTAMATOCARAGTATTATCGGGA

- < " L -

GTGAAAGTCACAGCGEAATTCCCTAGATGAAAIACGEAATTTACGCTTCATANTAGCCCT

T F 8 VAL RDLUL 8 AL NAMAMEKTYTYRD

& . — - . .

ATTTGGGATARAGTT TTOGTTATCAAM TAACT T TCOTTACAG T T TAGAGGTTCTTTTTY

K P Y P ETNJGSBTILULIEKAMLMMNUGBIEKTSU?PRIEKENHTN

I L LG YDOQEDANLMGOQETFTV FAQDNTIULASTE

GT!GHIlIﬂTlhﬂGT!lllEéh!TEll!hC!ﬂlllllﬂTAGlﬂhCClﬂTCCAﬂTTGGﬂIA

PCT/US01/18804

6223

6343

6463
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253

6584 + + * + + 4
CAACCT T TCATTACAAT T TAGTAAC T TATGAL T T T T TGATCTATIITGAGATCAACGCTT

L EB NV XKGEBSL NTTEBEIXILDTT?®?VAK

ATCAGAAT TACCCGATGATUCTT TAGTAGGTCAACTTAACCT TG TAAASTTAGCACTAT

6644 + + - + + *
TAFTCTEAATGGGCEACTACGAAATCATCCAGTTUAATTGGAACCACTTCARCOGTGACA

S EL PDDALVYGGQLNILGTEVYVYGTYUV

TTACATTCCAACTAAACAGATTAATCCTAMCTCTATACTACATAACARAGTCCATTCANAR

6704 - + + + + + +
AMTGTAACCTTGACTTGTCTAACTAGGATTGAGATATGATAT ACTGTTCAGGTAAGTTTY

Y I P TEOGQTIUDUPU NS IULHTUDTIEKU GESETIOAQHRN

TIrCACACCTTTCAMCTAATAACTCCTTTAGATGGTATCACOGCAGAAAGAATTGCTTG

8764 + + + + +* 4
AAAGTCTGGAAAGTTTGATTACTGAGGAM TCTACCATACTACCGTCTTTCTTAACCAAC

FTPVPF KL ETPILUDGITATEU RTITGHTE C

TTTACRGTGTGETGAGAACGATGGCATAMATATTCCGTATTTTCGGGATTAAGCTTAAL
6824 + +* > b tom s e
AATGTCRACACCACTCTTGCCACCGTATTCTATAMIGCATAAMAGCCCTARTTCAAATTT

LQCGEUNGG GIURY BSVFSal s LN

TTTACCGAACGAGANTATTUGTTCCACTTTAAAATTATCTCAGTTATTAGCGACTAGAG
6384 ' + N . R -
AAATGACTTECTCTTATAACCAAGGTGAAATTTTANTAGAGYCANTAACTCUCTAACCTC

L P NENIGSTULXILEQTLULUGSBUDWS

. TAAACCTGARMATCATCAAAGTCETAGAATGTARCCGTTOTECCCTCACAGCAGCSCALTC
6944 * + * + ¥ +
ATTTGEACT TTAGTAGCT TCAGCATCT TACATTGGCAACACOGAAITGTCETCACGTEAG

X P 2 I I EEV VY ECWMNUDBRCALTA AATR RS

TCATTTATTTEGTCAGTTAARAGAATTTOAAAAANAACCTAAAGOTTCGATC CCAGAAAA
7004 + + - -+ + +

PCT/US01/18804

6642

6703

6763

6823

608)

6943

7003

7083
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26

AGTAMTAAACCAGTCAACTTTCTT AAACT T TTTTTTAAACTCCCAMICTAGRATCTTTT

ML F G QL KETFETIXXZ PEGTETITPTEK

GCCARTTAACGCTOTAAAMGATAGGOTCCATCAAATCOAGAAGTTCTTGCCARACCACT
7064 + + ¥ —+ + +
COETTAAT TGCGACATTT TCTATCCCAGGTARTTTAGC TTCTTCAMGAMGUTTTGETCA

P I R AVXDRVYVYHAQTITETEUVTELA ADIKST?PYV

TATTGACGATGAAGATTATAAGARGTTGCATACAGCAMTATGETACGTARATGCTCTAR
7124 + + + + : —— - d——
ATAACTGCTACTTCTAA T AT TC T TCAACGTATGTCATTTATACCATGCATTTADGAGATT

I DD EDY XKKIL HTANMNMVYRIEKTCSHTEK

ATCTAAGCAGATTTTAATATCAMGACCTCCACCATTATTATCCATTCATATCAACAGATC
7184 $ L, + + +* +
TAGATTCATCTARMATTATAGTTCTGAAGGTOGTAATAATAGETAAGTATAGTTGTCTAG

§ KQ I LI 8RUP PP L L S8TI HINU RS

cgrn:!1nnmccAnnnncuwncnmnnrmnaannnnamnncmcnnnnnwnmwurrmnns!c
Ta44 + + * + + }
GCATAMACTAGSTTCT TGCATGTACTAATCT TTTT TATIGAGCTTTCATAACAARTTCAG

VFDPRTJ YMTIREKTUENTISESEKYLFI KS

AACGTTGRATC TTGCCOC LG TG T TUTGAT AT TAATGAAATCAN T FTGGATACTCGTIT
7304 + o + + +
TTOCAACTTAGAACGGGGAACCACAACACTATAATTACTITAGTTAMOCTACGAGCAAR

T L NULAMPWOCCDTIWMNZETINLDARL

GCCARTGTCAAMMGAANAAMCTGCCGCARCAAATTCARGTGAAGATAAAAACATTOG
7364, +

+
3
-
-

P ¥ 8 KX EKAMQQDS S EDEUVNTIG G

COGTAAATACTATACGARATTACATGAACECTTCAAGCAGGAATT TARRGACAGOGAGAA
7424 + : +* + +
GUCACTTATAATATGCT T T AATETACTTGCAAACTCUTCCTTAMCTTCTOTCOGCTCCT

PCT/US01/18804

7123

7183

7243

7303

7363

7423

7483

4)\0
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Q@ E Y Y TKULUBEEWRUPFTEOQETFEDTSEE

AGAMAMGAATACGATIACGCAGAGGOAAACTATOCETCTCATTACAKTCATACCANGGA

Yy iy

T T T T C T A TGO TAC TGC G TC T CCCCTTGATACACAGAGT AR TGT TAGTATGGTTCCT

E X E Y DD-A BE G N VY A S5 HYRHETI KD

TATCAGTARCTATGATCCCCTAACGETGANITCGATOGCGTGACATCCGATGATEARGA

& - e 3 o

ATAGTCATTGATACTAGGEAATTTGCCACTTCAICTACCGCACTATAGICTACTACTTICT

l1 8 M YDPULDNUGEVDGVYVYTTZSESETDDETD

TGAGTACATTGANGAAACCARTGC TTITAGGGARTACAATCARMAMAGGATCATAGAAC KR

N A " e & &
+ T v

ACTCATIEARCTTCT TTGGC TACGAMATCCCTTATET TAGT TTT T TTCCTAGTATC TTGCT

B Y I EETDALGUNTTIZKI KR RTITITEH

8B DV EDNEUDNVYIXDUNWNETZELUGQETIDUERY

GAGCCTTGACTIARCCAANIATCANTGTPGARGATCAACTAGAAACATCATC TGATGAGGA

" e > Y - &
+ v * r * -

CICGUANCTOCT TGGT T TCTAGT T ACAAC TTC TAGT T GAT CT T TGTAGTAGACTACTCCT

8§ L DEPKTINVYEDAQLTETSGSESEDTESZE

AGRTGTTATACCAGCTCCACCTATCAATTATACTAGGTCATTTTCCACASTTCCAGCCAL

& . . e e, e
. g r + + ¥ s

. TCTACAATATGGTCAASGTAGATAS TTAATACGATCCAGTAAAASGTCTCAAGGTCGGTE

b

7544
b

7604
b

7664
b

7724
b

T84
b

7844

D VIPAMPUPINTYARSEPF BTV PAT

TCCAT TGACATATTCATTOCGCTC TETCATTUTTCAL TACGGTACCCATANTTATGATCA

3 Y & e b &

AGETAACTUTATAAGT ANCGCEAGACACT AACAAGTGATGCCATAOGTATTAATACCAST
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7904

b

7954
b

3024
b

8084
b

8144
b

baod
b

PLTY S L RS VIV EYGTUHMNTYGH

TTACATIGCATETAGAMATALAGGGGITATTGOTGGAGAATATCTGATGAGACTGTATA

3 - N - e

An!GIllCG!lllECTTTThEETCCCCllCAACClCbTCTTmEDﬂACTHETCTGhChCNT
Y I A7 RKYRAGCOWOWRTITZSDETUVY

CGTTGETEGACGAAGCTAARGTCCT TTCACACCOGATGTATTTATGTTATTTTACGAATA

- i &= 3 i &
¥ ' 2 y T * *

GCAACACCTOCTTORACTTCAGUAAAG PTG TGGRCCACATAAATACAATARAATGCTTAT
VVDEAEVLSETPGTVT EFMLTPFYTESZY

TGACTT TUATGAAGAAACTGAGAAGATARAGGATGATTTOGAAGCTAT TCAGAGTAATAA

Y e . Yy kY Y
* & * + + T

ACTGAMCTACTTC T TTGACCCT TCTACTTCCTACTAMCCTTCAATAAGTC TCATTATT

D FDEETGKMEXDUDLEUDAIGQSNN

e - " .

ACTTCTICTACTAC T T T TC T caTCC T Ca T I T T T CCTCAGETCCTCAGTTTCCTTTCGAT
Z EDDEKEOQRTERQCXGGY QEUPRXKTESQ
AGAGCAAGGAGAAGGTGAAGAGCAMGAGGAAGETCANGAGCAGATAAAGTTCGAGAGAAC

TC TR T I C T TCCACT T CTCAT TCTCCTTOCAG TTCTCATCTAC T TCAMICTCTCTTG

EQ G E GEEUO QTETEUGQEGQNHMT KT P?TETRT

- & e - - i
o’ v ¥ * -

TCTTCTOATATCTCTATAMGACCAT T TCTACATTTGATT CAAGCTCOTCUTCETACTGG

EDHRDITZGESEGXDVHN
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8023

808}

8143

8203

8263

8323
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FIGURE 20.
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1. Ub-human IL.18, 3 hours

2. Ub-buman IT.18/Ubp-1, O hours
3. Ub-human II.18/Ubp-1, 3 hours
4. Ub-human IL.18/Ubp-1, 18 hours
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FIGURE 21:
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<110>

<120>

SEQUENCE LISTING

SMITHKLINE BEECHAM CORPORARTION

METHOD FOR PREPARING A PHYSIOLOGICALLY

ACTIVE. IL-18 POLYPEPTIDE

<130>

<140>
<l4l>

<150>
<151>

<150>
<1l51>

<150>
<151>

<160>

<170>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Ala Ala
1

Lys Phe Ile

Leu Glu Ser
35
Arg Asn Leu
50
Leu Phe Glu
65

P51137

TO BE ASSIGNED
Herewith

60/211, 832
2000-06-15

60/224,128
2000-08-10

60/264,923
2001-01-30

12
FastSEQ for Windows Version 3.0

1l

193

PRT

Homo saplen

1

PCT/US01/18804

Glu Pro Val Glu Asp Asn Cy= Ile Asn Phe Val Ala Met

5 10

15

Asp Asn Thr Leu Tyr Phe Ile Ala Glu Asp Asp Glu Asn

20 25

30

Asp Tyr Phe Gly Lys Leu Glu Ser Lys Leu Ser Val Ile

40 45

Asn Asp Gln Val Leu Phe Ile Asp Gln Gly Asn Arg Pro

55 60

Asp ﬁat Thr Asp Ser Aesp Cys Arg Asp Asn Ala Pro Axg

70 75

80
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Thr Ile Phe

Ala Val Thr

Glu Asn Lysa
115
Lya Asp
130
His Asp
145

Leu Ala Cys
Glu Asp

Asp

Asn

Glu

1le

85
Ile
100
Ile

Lys

Lys

Ile Ser

Ser Val

Ile Ser

Ser Asp lle

Met Gln

Met

Lys Cys

Phe Lys
120
Ile
135

Phe Glu

150

Glu

165
Leu
180

<210> 2

<211>
<212>
<213>

582
DNA

Lys Glu

Gly Asp Arg

Arg Asp

Ser

Homo sapien

<400> 2

atggctgetg
aatacgcttt
cttgagagca
gggaatcgte
accattttca
tetgtcaaat
gagatgaatc
agegtgcegg
cttgcatgeg
ggcgatcgea

aaccagtaga
actttatagc
aactatcggt
cactattcga
ttatatctat
gtgaagsagat
cgeccggataa
ggcacgataa
egaaggaacyg
gcattatgtt

<210> 3

<211>
<212>

157
PRT

agacaattge
tgaagatgat
cattcgtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgctg
tatcaaggac
caagatgcaa
cgatctettt
cactgtccaa

<213> Homo sapien

<400> 3
Tyr Phe Gly Lys L.eu Glu Ser Lys Leu Ser Val Ile Arg Asn Leu Asn

1
Asp Gln Val

5

Tyr Lys
Glu
105
Glu
Phe
Ser

Lau

Ile
185

Asp Sex
S0
Lys Ile

Met Asn

Phe Gln

Ser
155
Lys

Ser

Phe
170

Met Phe

atcaactttg
gaaaacctgg
ttaaatgace
gacagtgact
tctcagecge
tegtgtgaga
acgaagtctg
tttgaatcat
aaacttattt
aatgaagact

10

Gln Pro

Ser Thr

Axg

Leu

PCT/US01/18804

Gly Met
95

Ser Cys

110

Pro
125
Arg Ser
140
Tyr

Pro

Glu

Leu Ile

Thr Val

Asp

Vval

Gly

Leu

Gln

Asn Ile

Pro Gly

Phe
160
Lys

Tyr

Lys
175

Asn Glu

190

tggcaatgaa
aatcagatta
aggtcctatt
gccgagacaa
gcggaatgge
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga

ag

atttattgac
ctttggcaag
tatcgaccaa
tgcgeegega
cgtaactatt
tagtttcaaa
tttecagege
agggtacttt
ggacgagcta

15

Leu Phe Ile Asp Gln Gly Asn Arg Pro Leu Phe Glu Asp

60
120
180
240
300
360
420
480
540
582

02
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Met
Ila
Ser
65

Ile
Ser
Met

Lys

Gly
145

Met

Glu

Ile

Thr
65

Glu
Ala

Met

Lys

Serx
50

Val
Ser
Asp
Gln
Glu

130
Asp

Asp
35

Met
Lya
Phe
Ile
Phe
115

Azg

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gly
Glu
Lys
Glu
50

Gly
Glu
Thr

Ser

Lys
130

Asn Arg

His
Phe
Glu
a5

Phe
Met
Asn
Arg
His
115

Pro

Asn

20
Ser

Iyz

Cys

Lys

Ile

100

Glu

Asp

Serxr

4

282
PRT

Asp Cys
L&s Asp
Glu Lys
70

Glu Met
85

Phe Phe
Ser Ser

Leu Phe

Ile Met
150

Homo sapien

His
Leu
20

Arg
Asp
Lys
Leu
Pro
100
Gly

Asp

Cys

Ris His
Arg Leu
Asn Asn
His Leu
Glu Leu
70

Thr Ala
85

Glu His
Ile Leu

Val Leu

Leu Ser

Arg Asp
40

Ser Gln

55

Ile Ser

Asn Pro

Gln Arg

Ser Tyr
120

Lys Leu

135

Phe Thr

His His

Cys Lys

Arg Thr
40

Pro Pro

55

Leu Glu

Arg Asp

Lys Ser

Glu Gly
120

Leu Tyr

135

Leu Ly»

25
Asn Ala

Pro

Arg

Pro Arg Gly Met

Thr Leu

Pro Asp
90
Ser Val
105
Glu Gly

Ile Leu

vVal Gin

Gly Ala

10
Glu Arg
25

Arg Asn

Gly Leu

Met Glu
90

Ser Asp

105

Ile Cys

Asp Thr

Asp Lys

Ser
75

Asn
Pro
Tyr

Lya

Asn
155

Leu
hla
Ala
Gly
Asp
15

Ser
Ser
Gly

Ile

Pro

60
Cys

Ile
Gly
Phe
Lys

140
Glu

Lys
Glu
Leu
Ala
60

Tyr
Ala
Thr
Thr
Phe

140
Lys

Thr
45

Ala
Glu
Lys
His
Leu
125

Glu

Asp

Leu
Glu
Ile
45

Asp

Ser

Leu

Val
125
Gln

Val

PCT/US01/18804

30
Ile

Val
Asn
Asp
Asp
110

Ala

Asp

Cys
Ile
30

Ile
Phe
Val
Arg
Leu
110
Bis
Ile

Ile

Fhe
Thr
Lys
Thr
95

Asn

Cys

Glu

Pro
15
Tyr

Cys

Asp
Ala
a5

Val
Asp

Phe

Ile

Ile
Ile
Ile
80

Lys
Lys

Glu

Leu

His

Pro

Asn

Ile

Val

80

Phe

Leu

Glu

Asn

Val

N
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145
Gln Ala

Pro Thr

Glu Asp
Ser
210
Ile

Cys

Ser
225
Cys Cys

Thr Pro

Thr Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

Cys

Ser

Ala

185

Ser

Phe

His

Arg

Tyr
275

-k

150

Arg Gly
165
Leu Glu
180
val Tyr
Pro

Ile Thr

Ala

val

Lys

His

Gln

Ala Ser

Thr His
200
Asn Val
215
Leu Ile

230

Glu
245
Lys

Leu

Ala
260

Phe Tyr

5
849
DNA

Glu

Ala

Leu

Val Pha

Gln Met

Phe Pro
280

Romo sapien

<400> §

atgggccatc
agactatgta
cgcetggete
gactttgaca
gaagagaatc
gagcacaagt

) atctgeggaa

cagatattca
caggcctgea
gaagtggcct
gtggagaagg
agcacaatqg
tgetgeeace
aaagctcaaa
ggcaattga

atcatcatca
aagaaagagc
tcdtcatatg
tcacagggat
tgacagccag
cctctgacag
ctgtgecatga
acaaccgcaa
gaggtgcaaa
cttcacagtc
acttcattgce
gctctatctt
tagaggaagt
tgceccaccat

<210> 6

<211> 282
<212> PRT

tcatggcgcec
tgaagagatc
caatacagag
gaaggagcta
ggatatggag
cacattcttg
tgagaaanaa
ctgectcagt
ccgtggggaa
atctgigaac
tttetgetet
catcacacaa
atttcggaag
agaacgactg

Asn Arg Gly

Val

Thr

Arg

155
Glu Leu
170
Ser Gln Ser
185
Glu Lys

Ser Trp Axg
Phe
235

Val

Cya

Lys
250
Pro Thr
265

Gly Asn

Ile

ctcaagcttt
tatccaataa
tttgaccate
cttgagggtc
tcagcgetga
gtactcatgt
ccagatgtge
ctgaaggaca
ctgtgggtca
ctggaggaag
tcaacgccac
ctcatcacat
gtacagcaat
tccatgacaa

PCT/US01/18504

Trp Val

Sar Glu

Phe
205
Ser

Asp

Asp
220
Gln Lys

Gln Gln

Glu Arg

gtcctcatga
aggagagaaa
tgcctecgag
tggactatag
gggecatttge
ctcatggcat
tgctttatga
aacccaaggt
gagactctcec
atgectgttta
acaacgtgtec
gcttccagaa
catttgaaac
gatatttcta

Arg
Asn
190
Ile
Thr
Tyr

Ser

Leu
270

160
Asp Ser
175
Glu

Ala Phe

Met Gly

Ser Trp
240
Phe Glu
255

Ser Met

agaattcctg
caaccgcaca
gaatggagct
tgtagatgta
taccagacca
cctggaggga
caccatcttc
catcattgtc
agcateccttg
caagacccac
ctggagagac
atattcttgg
tecaagggee
cctetttect

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
849

1=}
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Met

Glu

Ile

Thr

val

65

Glu

Ala

Met

Lys

145

Gln

Pro

Ala

Cya

Ser

225

Cys

Val

<213>

<400>

Gly
Glu
Lys
Lys
50

Gly
Lys
Ala
Ser
Lys
130
Azg
Ala
Ala
Asp
Ser
210
Ile
Cys

Pro

Arg

Eis
Phe
Lys=s
35

Phe
Met
Asn
Arg
His
115
Pro
Asn
Cys
Ser
Ser
195
Ser
Phe
His

Gln

Asp
275

<210>
<211>
<212>

Homo sapien

His
Leu
20

Arg

Asp

Lys

Pro
100
Gly
Asp
Cys
Arg
Leu
180
Vval
Thr
Ile
Len
Ala

260
Phe

849

His
Arg
Glu
His
Arg
Thr
85

Glu
Ile
Val
Leu
Gly
165
Cys
Pro
Thr
Met
245

Lys

Tyr

His
Leu
Asp
Leu
Leu
70

Ala
iis
Len
Leu
Sar
150
Glu
Val
Lys
His
Glu
230
Glu

Ala

Leu

His
Cys
Arg
Pro
55

Leu
Arg
Lys
Glu
Leu
135
Leu
Lys
ile
Ile
ASn
215
Leu
Ile

Gln

Phe

7]

His
Lys
Arg
40

Gln
Asp
Ser
Gly
120
Tyr
Lys
His
Ser
His
200
Val
Ile
Phe

Met

Pro
280

Gly
Lys
25

Arg
Arg
Gly
Met
Ser
105
Ile
Asp
Asp
Gly
Ser
185
Glu
Ser
Thr
Arg
Pro

265
Gly

Ile
10

Asn
Leu
Asn
Leu
Glu
90

Asp
Cys
Thr
Lys
Gla
170
Gln
Glu
Trp
Cys
Lys
250

Thr

Aan

Leu
His
Ala
Gly
Gly
15

Ser
Ser
Gly
Ile
Pro
155
Leu

Ser

Lys

Phe
235
Val

Ile

Lys

Asp

Leu

Ala
60

Tyz.

Val
Thr
Thr
Phe
140
Lys
Trp

Ser

Asp

.Asp.

220
Gln

Gln

Glu

PCT/US01/18804

Leu Cys

Glu Ile
30

Ile Ile

45

His Tyr

Thr Vval
Leu Arg
Pha Leu
110
Ala His
Gln Ile
Val Ile
Val Arg
Glu Asn
190
Phe Ile
205
Arg Thr
Lys Tyr

Lys Ser

Arg Ala
270

Pro
15

Tyr
Cys
Asp
Val
Ala
95

val
Lys
Fhe

Ila

Asp

175
Leu

Ala

Arg

Ser

Phe
255

Arg
Pro
Asn
Ile
Asp
B0

Phe
Leu
Lys
Asan
Val
160
Ser
Glu
Phe
Gly
Cys
240

Glu

Leu

¥
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<213> Homo sapien

<400>

atgggccate
agactgtgta
cgectggete
cactatgaca
gaaaagaatc
gagcacaagt
atctgecggaa
cagatattca
caggcctgca
gcagtcatct
gaggagaagg
cgcacaaggg
tgctgecace
aaagcccaga
ggcaattga

<210>
<211>
<212>

7
atcatcatca
aaaaaaatca
tcatcatatg
tegtggggat
tcacagccag
cctctgacag
ctgcgecataa
acaaccgcaa
gaggtgaaaa
cttecacagtc
acttcattge
gctccatett
taatggaaat
tgcccaccat

8
1743
DNA

tcatggcata
tgatgagatc
caatacaaag
gaaaaggcetg
ggatatggag
cacgttecttg
aaagaaaaaa
ctgcctcagt
acatggggaa
atctgagaac
tttctottct
cattacggaa
atttcggaag
agaacgagca

<213> Homo saplen

<400>
agatctcgat
ttecectota
caattgcate
agatgatgaa
tegtaattta
catgacagac
caaggattet
cacgetgteg
caaggacacg
gatgcaattt
tctctttaaa
tgtccaaaat
tcatcetcat
taaagaaaga
tctcateata
catcacaggg
tctgacagee
gtcctetgac

8
ccegegaaat
gaccacacct
aactttgtgyg
aacctggaat
aatgaccagg
agtgactgec
cagccgegeg
tgtgagaaca
aagtctgata
gaatcatceca
cttattttaa
gaagactagt
catcatggcg
gctgaagaga
tgcaatacag
atgaaggagc
agggatatgg
agcacattct

taatacgact
taaggaggat
caatgaaatt
cagattactt
tcectatttat
gagacaatge
gaatggcegt
agattattag
tcatattttt
gctatgaagg
agaaagagga
ggaggatata
ccctcaagct
tctatccaat
agtttgacca
tacttgaggg
agtcageget
tggtactcat

ctcaaacttt
tatccaataa
tttgatcacc
cttcaaggce
tecagtgetga
gtactcatgt
ccggatgtgce
ctaaaggaca
ctctgggtca
ctggaggcag
tcaacaccac
ctcatcacat
gtacagaaat
accttgacaa

cactataggg
ataacatatg
tattgacaat
tggcaagett
cgaccaaggg
geecgegaace
aactatttet
tttcaaagag
ccagcgeage
gtactttett
cgagctaggc
ataccaggaa
ttgtccteat
aaaggagaga
tctgeetecg
tctggactat
gagggcattt
gtctcatgge

gtcctegtga
aaaagagaga
tgectgcaag
tgggctacac
gggecatttge
ctcatggecat
tgctttatga
ascccaaggt
gagactctcc
attctgtttg
ataacgtgtc
gctteccagaa
catttgaagt
gagatttcta

gaattgtgag
gctgetgaac
acgctttact
gagagcaaac
aatcgtccac
atttteatta
gtcaaatgtg
atgaatccge
gtgcegggge
gcatgcgaga
gatcgcagea
taaataaaat
gaagaattce
aacaaccgca
aggaatggag
agtgtagatg
gctaccagac
atcctggagy

PCT/US01/18804

agaattcctg
ggaccgcaga
gaatggggcet
tgtggttgac
tgecagacca
cctagaggga
caccatette
catcattgte
agcatccttg
caagatccac
ctggagagac
atattcttge
tccacagget
cctctttect

cggataacaa
cagtagaaga
ttatagectga
tatcggteat
tattegagga
tatctatgta
aaaagatatc
cggataatat
acgataacaa
aggaacgcga
ttatgtteac
ccatgggeca
tgagactatg
cacgectgge
ctgactttga
tagaagagaa
cagagcacaa
gaatctgcgg

"

60
120
180
240
300
360
420
480
540
500
660
720
780
840
8495

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
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aactgtgcat
caacaaccge
cagaggtgca
ctcttcacag
ggacttcatt
gggctctate
cctagaggaa
aatgcccace
aanatggatc
caccaccact
accgetgage

ttg

<210> 9
<211> 1464
<212> DNA

gatgagaaaa
aactgcctca
aaccgtgggg
tcatectgaga
getttetget
ttcatcacac
gtatttcgga
atagaacgac
cgaattcgag
gagatcegge
aataactagc

7

aaccagatgt
gtectganagga
aactgtgggt
acctggagga
cttcaacgcec
aactcatcac
aggtacagca
tgtccatgac
ctecegtegac
tgctaacaaa
ataacccett

<213> Homo sapien

<400> 9
atggctgetg
aatacgcttt
cttgagagca
gggaatcgte
accattttca
tectgtcaaat
gagatgaatc
agcgtgecgyg
cttgcatgeg
ggcgatcgca
gaataaataa
cgtgaagaat
agagaggacc
gcaaggaatg
tacactgtgg
tttgctgeea
ggcatcctag
tatgacacca
aaggtcatca
tctccageat
gtttgcaaga
gtgtcectgga
cagaaatatt
gaagttccac

aaccagtaga
actttatage
aactatcggt
cactattcga
ttatatctat
gtgaaaagat
cgccggataa
ggcacgataa
agaaggaacg
gecattatgtt
aatccatggg
tcetgagact
gcagacgcct
gggctcacta
ttgacgeaaa
gaccagagca
agggaatctg
tcttecagat
ttgtcecagge
ecttggeagt
tccacgagga
gagacegecac
cttgetgetg
aggctaaage

agacaattgc
tgaagatgat
cattegtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgcetg
tatcaaggac
caagatgcaa
cgatctettt
cactgtccaa
ccatcatcat
gtgtaasaan
ggctctcate
tgacatcgtg
gaatctcaca
caagtcctct
cggaactgceg
attcaacaac
ctgcagaggt
catctcttca
gaaggacttc
aaggggctece
ccacctaatg
ccagatgece

gctgetttat
caaacccaag
cagagactct
agatgctgtt
acacaacgtg
atgcttccag
atcatttgaa
aagatatttc
aagcttgegy
gcccgaaagg
ggggcectcta

atcaactttg
gaamacctgg
ttaaatgacc
gacagtgact
tctcageege
tegtgtgaga
acgaagtctg
tttgaatcat
aaacttattt
aatgaagact
catcatcatg
aatcatgatg
atatgcaata
gggatgaaaa
gccagggata
gacagcacgt
cataaaaaga
cgcaactgce
gaaaaacatg
cagtcatctg
attgetttcet
atcttecatta
gaaatattte
accatagaac

gacaccatct
gtcatcattg
ccagcatcet
tacaagaccc
tcetggagag
aaatattctt
actccaaggg
tacctettte
ccgcactega
aagctgagtt
aacgggictt

tggcaatgaa
aatcagatta
aggtcctatt
gccgagacaa
gcggaatgge
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga
agtggaggat
gcatactcaa
agatctatcc
caaagtttga
ggctgettca
tggagtcagt
tettggtact
asaaaccgga
tcagtctaaa
gggaactctyg
agaacctgga
gttcttcaac
cggaactcat
ggaabgtaca
gagcaacctt
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tccagatatt
tcecaggectg
tggaagtgge
acgtygagaa
acagcacaat
ggtgctgcceca
ccaaagctca
ctggcaattg
gcaccaccac
ggetgetgee
gaggggtttt

atttattgac
ctttggcaag
tatcgaccaa
tgecgecgega
cgtaactatt
tagtttcaaa
tttccagege
agggtacttt
ggacgagcta
ataataccag
actttgtcct
aataaaaaag
tcacctgoect
aggcctggge
gctgagggea
catgtctcat
tgtgctgett
ggacaaacce
ggtcagagac
ggcagattct
accacataac
cacatgcttc
gaaatcattt
gacaagagat

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1743

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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ttctacctct ttcectggcaa ttga

Met

Val

Lys

Gln

Ser

65

Leu

Phe

Asp

Lys

Glu

145

Glu

Phe

Ser

Leu

Ile
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Gln Ile

Glu Ser

Glu Gly
35

Leu Glu

50

Thr Leu

Glu Ser

Ile Asp

Cys Arg
115

Asp Ser

130

Lys Tle

Met Asn

Phe Gln

Ser Ser
195

Phe Lys

210

Met Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

10
233
PRT

Homo sapien

10
Phe

Ser
20

Ile
Asp
His
Lya
Gln
100
Asp
Gln
Sex
Pro
Arg
180
Ty
Leu
Thr
11

702
DNA

Val
Asp
Pro
Gly
Leu
Leu
85

Gly
Asn
Pro
Thr
Pro
165
Ser
Glu

Ile

val

Lys
Thr
Pro
Arg
Val
70

Ser

Asn

Leu
150
Asp
val
Gly

Leu

Gln
230

Homo sapien

Thr Leu

Ile Asp

Asp Gln
40

Thr Leu

55

Leu Arg

val Ile

Arg Pro

Pro Arg
120

Gly Met

135

Ser Cya

Asn Ile

Pro Gly

Tyr Phe
200
Lys Lys
215
Asn Glu

Thr
Asn
25

Gln
Ser
Leu
Arg
Leu
105
Thr
Ala
Glu
Lys
Hia
185
Leu

Glu

Asp

Gly
10

val
Arg
Asp
Arg
Asn
S0

Fhe
Ile
vVal
Asn
Asp
170
Asp

Ala

Asp

Lys

Lys

Leu

Gly
75

Leu
Glu
Phe
Thr
Lys
155
Asn

Cys

Glu

Thr

Ser

Ile

Lys
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Thr

Ile
30

Ile Phe Ala

60
Gly

Asn

Asp

Ile

Ile

140

Ile

Lys

Lys

Glu

Leu
220

45
Ile

Tyr

Asp

Ile
125
Ser
Ile
Ser

Met

Lys
205

Gln

Phe

Gln

Thr

110

Ser

val

Ser

Asp

Gln

150
Glu

Gly Asp

Leu Glu
15
Gln Asp

Gly Lys

Lys Glu

Gly Lya
a0

Val Leu

95

Asp Ser

Met Tyr
Lys Cys
Phe Lya

160
Ile Ile

175
Phe Glu

Arg Asp

Arg Ser

1464
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<400> 11

atgcagatct
gataccatcg
caaagattga
attcagaagg
cttgagagca
gggaatcgte
accattttca
tctgtcaaat
gagatgaatc
agegtgeegg
cttgcatgeg
ggcgatcgca

tegtcaagac
acaacgttaa
tctttgeegg
agtcgacctt
aactatcggt
cactattecga
ttatatctat
gtgaaaagat
cgecggataa
ggcacgataa
agaaggaacg
gcattatgtt

<210> 12

<211> 3419
<212> DNA
<213> Homo sapien

<400> 12

agatctcgat
ttccecteta
aaccggtaaa
gaaaattcaa
gcagctcgag
tettgtetta
tcgtaattta
catgacagac
caaggattct
cacgctgtcg
caaggacacy
gatgcaattt
tctetttaaa
tgtccaaaat
tcatcatcat
tggttceccga
atcgatttat
aaactacatt
tagccgttgyg
tggtttcatt
atcattggca
tgaggagata

cccgcgaaat
gaccacacct
accataactc
gacaaggaag
gacggtagaa
agactaagag
aatgaccagg
agtgactgece
cagccgegeg
tgtgagaaca
aagtctgata
gaatcatcca
cttattttaa
gaagactagt
catcatggeca
caggattttt
ttattaattt
gttgagageg
ttgcccagaa
gctggtttag
tcatccagag
gaacaaaatg

gttaaccggt
gtcgaaaatt
taagcagcetce
acatcttgte
cattcgtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgetg
tatcaaggac
caagatgcaa
cgatctettt
cactgtccaa

taatacgact
taaggaggat
tagaagttga

gcattccace

cgetgtctga
gagggtactt
toctatttat
gagacaatge
gaatggccgt
agattattag
tcatattttt
gctatgaagg
agaaagagga
ggaggatata
tggatgaaaqg
tgagaaattt
ttggcatagt
ttagtgaaat
gtaagtttac
ttaatgatgg
aattaatgga
aacacaatga

aaaaccataa
caagacaagg
gaagacggta
ttaagactaa
ttaaatgace
gacagtgact
tctecagecge
tegtgtgaga
acgaagtctg
tttgaatcat
aaacttattt
aatgaagact

cactataggg
ataacatatg
atcttcegat
tgatcaacaa
ttacaacatt
tggcaagcett
cgaccaaggg
gcegegaace
aactatttet
tttcaaagag
ccagcgcage
gtactttctt
cgagctagge
ataccaggaa
caagataaac
taaaacttqgg
agtatttttt
gacaacaaac
ccacttagac
taacacttgt
gttettggac
agaaggaaac

ctctagaagt
aaggecattcce
gaacgctgtc
gaggagggta
aggtectatt
gccgagacaa
gcggaatggce
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga
ag

gaattgtgag
cagatctteg
accatcgaca
agattgatct
cagaaggagt
gagagcaaac
astcgtccac
attttcatta
gtcaaatgtg
atgaatecge
gtgccgggge
gcatgcgaga
gatcgcagca
taaataaaat
agtttattac
agtaacaaca
tataaaaaac
ttcagaaata
gaagagatct
tttatgaact
aataatgtca
gggcaagaat
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tgaatcttece
acctgatcaa
tgattacaac
ctttggcaag
tatcgaccaa
tgcgecegega
cgtaactatt
tagtttcaaa
tttecagege
agggtacttt
ggacgagcta

cggataacaa
tcaagacgtt
acgttaagtc
ttgcecggtaa
cgaccttaca
tatcggtecat
tattegagga
tatctatgta
aaaagatatc
cggataatat
acgataacaa
aggaacgcga
ttatgttcac
ccatgggeca
aatttttatt
ataacaatct
cagaccatct
ataatagecet
tgaaaagagg
ctgttttgea
taaggaccta
ctgctcaaga

K

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702

60
120
lsc
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
oo
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
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tgaagccact
gaaattgaat
cactttcagt
taaaccctat
tattettett
gttggasagt
atcagaatta
ttacattcca
tttcacacect
tttacagtgt
tttaccgaac
taaacctgaa
tcatttatt:
gecaattaac
tattgacgat
atctaagcag
cgtatttgat
aacgttgaat
gccaatgtca
cggtgaatac
agaaaaagsa
tatcagtaac
tgagtacatt
ttctgatgtt
gagecttgac
agatgttata
tecattgaca
ttacattgca
cgttgtggac
tgactttgat
tgaagaagat
agagcaagga
agaagaccat
accactgaga
ctgagcaata

cataagaaaa
aggaagtcaa
gtcgecttaa
ttcaaaacca
ggctacgacc
aacgttaaat
cecgatgatg
actgaacaga
ttcaaactaa
ggtgagaacg
gagaatattg
atcatcgaag
ggtcagttga
gctgtaaaag
gaagattata
attttaatat
ccaagaacgt
cttgccecectt
aaaaaggaaa
tatacgaaat
tacgatgacg
tatgatccce
gaagaaaccqg
gazaacgaga
gaaccaaaga
ccagetecac
tattcattge
tttagaaaat
gaagctgaag
gaagaaactg
gatgacaaag
gaaggtgaag
agagatattt
teceggetget
actagcataa

acactcgtaa
gttcgaaaga
gggatctact
atagtttattc
aagaggacgc
cattgaatac
ctttagtagg
ttgatcctaa
tgactcetit
gtggcataag
gttccacttt
tcgtagaatg
aagaattcga
atagggtcca
agaagttgea
caagacctee
acatgattag
ggtgttgtga
aagctgegea
tacatgaacg
cagaggggaa
taaacggtga
atgctttagg
atgtaaaaga
tcaatgttga
ctatcaatta
gctctgteat
acaggggttg
tccttteaac
ggaagatgaa
agcaggagca
agcaagagga
ctggtaaaga
aacaaagcce
cccettgagy

10

gggtggcaaa
agacgaagaa
ttctgectta
gaaagcaatg
gcaagaattc
tgaaaaacta
tcaacttaac
ctctatacta
agatggtatc
ataftccgta
aaaattatct
taacegttgt
aaaasaacct
tcaaatcgaa
tacagcaaat
accattatta
aaaaaataac
tattaatgsaa
acaagattca
cttegagcag
ctatgegtct
agtcgatgge
gaatacaatc
taatgaagaa
agatcaacta
tgctaggtca
tgttcactac
ttggtggaga
acccggtgta
ggatgatttg
aaaaggagtc
aggtcaagag
tgtaaactaa
gaaaggaagc
cctetaaacg

gtttatggta
aagagccagqg
aatgegaagt
tccaaatcte
ttecagaaca
gataccactc
cttggtgaag
catgacaagt
acggcagaaa
ttttegggat
cagttattga
gccctcacag
gagggttcga
gaagttcttyg
atggtacgta
tccattcata
tcgaaagtat
atcaatttgg
agtgaagatg
gaatttgaag
cattacaate
gtgacatccg
aaaasaagga
ctgcaagaaa
gaaacatecat
ttttccacag
ggtacccata
atatctgatg
tttatgttat
gaagctattc
caggagccaa
cagatgaagt
gctcgagecac
tgagttggct
ggtcttgagg
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agcataagaa
agccagatat
attatcggga
caagaaaaan
tactagccga
cagttgcgaa
ttggcactgt
ccattcaaaa
gaattggttg
Faagcttaaa
gegactggag
cagcgcacte
teccagaaaa
ccaaaccagt
aatgctctaa
tcaacagatc
tgtttaagte
atgetcgttt
aaaacattgg
acagcgagga
ataccaagga
atgatgaaga
tcatagaaca
tcgacaatgt
ctgatgagga
ttccagecac
attatggtca
agactgtgta
tttacgaata
agagtaataa
aggaaagcca
tcgagagaac
caccaccacc
gctgccaceyg
ggttttttg

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3419
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
Bogotd, D.C.,
Doctor: Oficlo N°®
GERMAN CASTILLO GRAU 063933
Apoderado
SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION
ASUNTO: Radicacin N° 02-113247
Solicitud intemacional PCTAUS2001/018804
Fechainiclofasenaciondl ~ \S/ O\ /7003
Tramite 011
Evento KTy
Actuacion 430
Folios 001

Como resuitado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la Decision 488 de la
Comisgién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Paientes (PCT),
regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comerclo, s le comunica
que:

0 Llasoficitud no contiene la traduccién de los anexos del reporte de examen preliminar intemacional (Art
36.2.b) del tratado PCT).

0 La solictud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del derecho a ia patents del
inventor al solicitante o a su causants. (Art. 26-k) Decisién 486).

0 B solicitants debe aclarar si la soliciiud comesponde al capftulo | o I} del PCT por que la indicacién en el
pelitorio no es concordante con los documentos del expediente, en caso necesario adjuntar los
documentos respectivos.

En cumplmiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 488, 96 le requiere para que dentro del
término de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisiios
anterormente enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y percderd su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, Keral ), del capftulo quinto del
titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

2

AMENZA CESPEDES DE VERGEL
3n de Nuevas Creaciones.

08 A0. 2003
El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de feche, .




