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OPPFINNELSENS BAKGRUNN

Den foreliggende oppfinnelse angér en fremgangsmate for 8 fremstille et fysiologisk,
aktivt polypeptid, mer spesielt, for & fremstille aktivt, humant IT-18.

IL-18, ogsd kjent som interferon-y-induserende faktor, er et nylig oppdaget nytt cytokin.
Aktivt IL-18 inneholder 157 aminosyrerester. Det har potente, biologiske aktiviteter,
inkludert induksjon av interferon-y-produksjon fra T-celler og splenocytter, gkning av
den drepende aktivitet til NK-celler og stimulering av differensiering av naive, CD4"-T-
celler til Thl-celler. I tillegg eker humant IL-18 produksjon av GM-CSF og reduserer
produksjon av IL-10. IL-18 er vist & ha sterre interferon-y-induserende kapasitet enn IL-
12 og signaliserer gjennom en forskjellig reseptor, og utnytter en annen
signaltransduksjonsvei.

Den kodende nukleotidsekvensen IL-18 og visse fysiokjemiske egenskaper av det
rensete protein er kjent (Ushio, S., et al.., 1996, J. Immunolgy, 156, 4274-4279;
Dinarello, C. A,, et al.., 1998, J. Leukocyte Biology, 1998, 63, 658-664).

Kabushiki Kaisha Hayashibara Seibutsu Kayaku Kenkyujo’s ("Hayashibara™), U.S.
5192 324, som tilsvarer EP 0692536, publisert 17. januar 1996, beskriver et
museprotein som induserer IFN-gamma produksjon fra immunkompetente celler, der
proteinet karakteriseres ytterligere ved & ha visse fysiokjemiske egenskaper og en
definert, partiell aminosyresekvens. Det beskrives ogsa et protein med en 157
aminosyrers sekvens, to fragmenter av dette, DNA (471 bp) som koder proteinet,
hybridomer, proteinrensemetoder og metoder for pavisning av proteinet.

Hayashibara’s U.S. 6 214 584, som tilsvarer EP 0712931, publisert 22. mai 1996,
beskriver et 157 aminosyrers humant protein og homologer derav, DNA som koder
proteinet, transformanter, fremgangsmater for fremstilling av proteinet, monoklonale
antistoffer mot proteinet, hybridomaer, proteinrensemetoder, metoder for pavisning av
proteinet, og fremgangsméter for behandling og/eller forebyggelse av maligne tumorer,
virussykdommer, bakterielle infeksjonssykdommer og immunsykdommer.

Incyte Pharmaceuticals, Inc.’s, WO 97/24441, publisert 10. juli 1997, beskriver et 193
aminosyrers protein tilsvarende IL-18-forlgperen og det kodende DNA.
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Caspase uttrykt ved i heterologe vertssystem er kjent og beskrevet av Fassy F. et al.,
1998 i European Journal of Biochemistry, vol 253, nr.1, 5.76-83 og av Garcia-Clavo et
al., 1999 i Cell Death and Differentiation, vol.6, s. 362-369 samt i US6054487 A.
TUS 5985863 A beskrives ulike vektorer som uttrykker caspase-4 og pro IL18.
US5914254 A omfatter ekspresjon av fusjonspolypeptider uten ledersekvens og
beskriver spalting av fusjonspolypeptider in vivo via ko-ekspresjon av et protolytisk
enzym tilstede i vertscellens cytoplasma

I humane celler kan polypeptider, dannet ved ekspresjon av gener, prosesseres av
intracellulere enzymer og bli delvis spaltet og til & motta sukkerkjeder. Polypeptider
som skal inkorporeres pé en tilfredsstillende méte i farmaseytiske midler, kan veaere de
som pa tilsvarende mate prosesseres som i humane celler. Det er kjent at de fleste
cytokiner vanligvis produseres som forlepere uten noen biologisk aktivitet, og deretter
prosesseres ved intracellulere enzymer for & konverteres til aktive polypeptider.

IL-18-polypeptidet finnes vanligvis i humane celler i form av en forleper pa 193
aminosyrer, og uten biologisk aktivitet. IL-18-forleperen er ogsa betegnet Pro-IL-18. En
fremgangsmaéte for 4 fremstille aktiv IL-18 fra dens forleper er beskrevet av
Hayashibara’s U.S. 5 879 942, som tilsvarer EP 0819757, publisert 21. januar 1998.
Patentet beskriver et enzym eller et protein som konverterer en forlaper av IL-18 til
aktivt IL-18.

En annen fremgangsmaéte for fremstilling av aktivt IL-18 fra dens forleper, beskrives av
Hayashibara’s U.S. 5 891 663, som tilsvarer EP 0821005, publisert 28. januar 1998.
Patentet beskriver det & bringe IL-18-forlaperen i kontakt med interleukin-1p-
konverterende enzym ("ICE”).

ICE’s rolle som en mediator for apoptose og inflammasjon er grundig studert i
litteraturen. Det er ogsé kjent at ICE kan prosessere forlopere for bade interleukin-1 og
interleukin-18 til aktive former (Thornberry, NA, et al., 1992, Nature 356, 768-774;
Ghayur, T, et al., 1997, Nature 386, 619-623).

OPPSUMMERING AV OPPFINNELSEN
Foreliggende oppfinnelse omhandler en fremgangsmate for fremstilling av aktivt,
humant IL-18 polypeptid fra et humant forlaper-IL-18-polypeptid, kjennetegnet ved at
den omfatter:

(i) bicistronisk ko-ekspresjon av caspase-4 eller caspase 5 med den humane
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forleper-IL-18 polypeptid ved & bruke en bicistronisk ekspresjonsvektor som
omfatter en sekvens som koder for den humane forlaper-IL-18 etterfulgt av en
sekvens som koder for caspase 4 eller caspase 5 separert av en intergenisk region
som inkluderer en defekt shine delgarno sekvens og

(ii) rensing av det aktive polypeptidet.

KORT BESKRIVELSE AV FIGURENE
Figur 1 viser aminosyresekvensen til human forleper IL-18 (SEQ ID NO: 1).

Figur 2 viser nukleinsyresekvensen som koder for fullengde humant IL-18 (SEQ ID
NO: 2).
Figur 3 viser aminosyresekvensen til aktiv humant IL-18 (SEQ ID NO: 3).

Figur 4 viser aminosyresekvensen til den 6-his-merkete N-terminalt avkortete caspase-4
(SEQ ID NO: 4).

Figur 5 viser nukleinsyresekvensen som koder for aminosyresekvensen til den 6-his
merkete N-terminalt avkortete caspase-4 (SEQ ID NO: 5).

Figur 6 viser aminosyresekvensen til den 6-his-merkete N-terminalt avkortete caspase-5
(SEQID NO: 6).

Figur 7 viser nukleinsyresekvensen som koder for aminosyresekvensen til den 6-his
merkete N-terminalt avkortete caspase-5 (SEQ ID NO: 7).

Figur 8 viser et skjematisk diagram av en bisistronisk ekspresjonskassett inneholdt i
pET28-ProlL-18/Caspase 4 for samtidig ekspresjon av Pro-IL-18 og avkortet caspase-4
i E. coli.

Figur 9 viser en sekvens Pro-IL-18/Caspase-4-ekspresjonskassett i pET28 (SEQ ID NO:
8).

Figur 10 viser sekvensen til Pro-IL-18/Caspase-4-ekspresjonskassetten. Nummereringen
tilsvarer posisjonen i pET28a-vektoren.
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Figur 11 viser Pro-IL18/Caspase-4-induksjon.

Figur 12 er et skjematisk diagram av bisistronisk ekspresjonskassett inneholdt i pET28-

Pro-IL18/avkortet caspase-5 for samtidig ekspresjon av Pro-IL-18 og caspase-5i E.

coli.

Figur 13 viser en sekvens av Pro-IL-18/Caspase-5-ekspresjonskassett i pET28 (SEQ ID
NO: 9).

Figur 14 viser sekvensdiagrammet til Pro-IL-18-avkortet caspase-5-
ekspresjonskassetten, der regulatoriske sekvenstrekk og translasjon av Pro-IL-18 og
avkortet caspase-5 er markert. Nummereringen tilsvarer posisjonen i pET28a-vektoren.
Figur 15 viser Pro-IL-18/Caspase-5-induksjon.

Figur 16 viser aminosyresekvensen til Ub-IL-18 (SEQ ID NO: 10).

Figur 17 viser nukleinsyresekvensen som koder for aminosyresekvensen til Ub-IL-18
(SEQID NO: 11).

Figur 18 viser nukleinsyresekvensen til UB-IL-18/Ubp-1-ekspresjonskassetten i pET28-
vektoren (SEQ ID NO: 12).

Figur 19 viser sekvensen til Ub-IL-18/Ubp-1 i pET28-vektoren. Nummereringen
tilsvarer posisjonen i pET28.

Figur 20 viser Ub-IL-18-ekspresjon og prosessering av Ubp-1.
Figur 21 viser IL-18-aktivitetsanalyse ved anvendelse av KG-1 (human
myelomonocyttisk cellelinje)-celler og overvaking av IFN-y-produksjon (IL-18 uttrykt

pa ulike méater som antydet).

Figur 22 viser IL-18 aktivitetsanalyse ved anvendelse av renset, humant PBMC for
overvaking av IFN-y-produksjon (IL-18 uttrykt pa ulike méter, som antydet).

DETALJERT BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN

330682



10

15

20

25

30

35

5

Caspase-4 og caspase-5 er medlemmer av en familie av cysteinproteaser som inkluderer
Interleukin-1p-konverterende enzym (ICE), som fortrinnsvis spalter substrater
inneholdende et proteaseaktiverende motiv, omfattende aminosyresekvensen XEYD,
der X er valgt fra en gruppe aminosyrer bestdende av W, L, F, Y, 1, V, D eller E; E er
glutaminsyre, Y er valgt fra en gruppe aminosyrer bestdende av H, I, A, T, S, P eller E;
og D er asparginsyre (Munday, N. A, et al., 1995, J. Biol. Chemistry, 270, 15870-
15876; Talanian, R. V., et al., 1997, J. Biol. Chemistry, 272, 9677-82; Thornberry, N.
A., etal., 1997, J. Biol. Chemistry 272, 17907-11). Substratgjenkjennelsen av caspase-5
antas 4 vere hovedsakelig den samme for ICE og caspase-4 og forskjellig fra andre
medlemmer av caspase (Talanian, R. V., et al., 1997, J. Biol. Chemistry, 272, 9677-82;
Thomberry, N. A., et al., 1997, J. Biol. Chemistry 272, 17907-11). Caspase-4 er

beskrevet 1 EP-B-0 754 234. Caspase-5 er beskrevet 1 U.S. 5 552 536 og U.S. 5 760 180.

Ubiquitinspesifikke proteaser er en familie av ATP-avhengige enzymer som kan
anvendes og som ngyaktig kan spalte det evolusjonsmessig konserverte 76 aminosyrers
ubiquitinpeptid fra den N-terminale ende av proteinet som er fusert til dette. Disse
proteasene spalter spesifikt peptider bundet mellom den karboksylterminale
aminosyrerest av et ubiquitinprotein og a-aminogruppen fra et hvilket som helst ikke-
ubiquitinprotein som ubiquitin er tilknyttet. Ubiquitinspesifikke proteaser fra
Saccharomyces cerevisiae, for eksempel Ubp-1, Ubp-2 og Ubp-3 er kjent og kan
uttrykkes rekombinant og katalysere deubiquitineringsreaksjoner som méalseker
ubiquitinfusjonsproteiner, bade in vivo og in vitro (Baker, R. T., et al., 1992, J. Biol.
Chem. 267: 23364-23375; Baker R. T., et al., 1994, J. Biol. Chem. 269:25381-25386).
Spesifisiteten til Saccharomyces cerevisiae ubiquitinspesifikke proteaser muliggjor
neyaktig fierning av ubiquitin fra et hvilket som helst peptid med unntak av de som
starter med prolin. Ubiquitinspesifikk protease fra andre arter, slik som muse Unp og
dens humane homolog Ubph, er i stand til effektivt & spalte, selv foran prolin (Gilchrist
C. A, etal, 1997, J. Biol. Chem., 272: 32280-32285). Folgelig kan praktisk talt en
hvilken som helst gnsket N-terminal ende dannes gjennom fjerning av et presist
fusjonert ubiquitinprotein nér det kombineres in vitro eller uttrykkes samtidig med
ubiquitinspesifikke proteaser. Ubiquitinspesifikke proteaser er beskrevet i U.S.

5212 058; U.S. 5683 904; U.S. 5391 490; og U.S. 5 494 818.

En hvilken som helst naturlig eller syntetisk fremstilt caspase-4 eller caspase-5 kan
anvendes ifelge foreliggende oppfinnelse, sa lenge de frembringer aktive polypeptider
som induserer IFN-y-produksjon i immunkompetente celler uavhengig av deres
strukturer, kilder og opprinnelse.
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I human celler kan polypeptider dannet ved ekspresjon av gener prosesseres ved
intracellulere enzymer. Intracellulare enzymer spalter forlepreproteiner, slik som Pro-
IL-18, til deres aktive form. Polypeptider som skal inkorporeres tilfredsstillende i
farmaseytiske midler, ber motta prosessering tilsvarende den prosessering polypeptider
mottar i humane celler. Polypeptidene finnes vanligvis i humane celler i form av en
forlaper og uten biologisk aktivitet. Det er kjent at de fleste cytokiner, inkludert IL-18-
polypeptidet, vanligvis produseres som forlegpere uten biologisk aktivitet, og s
prosesseres av intracellulere enzymer og konverteres til aktive polypeptider.

Forlaperen til IL-18 som nevnt i foreliggende oppfinnelse, eksisterer for eksempel i
celler som i seg selv fremstiller polypeptidet, i pattedyrvertsceller og i et
bakteriesystem, slik som E. coli, transformert ved introduksjon av et DNA, for
eksempel et DNA med nukleotidsekvensen ifelge SEQ ID NO: 2, inneholdende et
omride som koder for polypeptidet. Ved anvendelse av slike pattedyr- og
bakterievertsceller kan forloper-IL-18 uttrykkes samtidig med proteaser for generering
av aktive IL-18.

In vitro-spalting
Foreliggende oppfinnelse frembringer fremgangsmaéter for in vitro-aktivering av et
forleperpolypeptid, slik som forleperen til IL-18, som omfatter & bringe
forlaperpolypeptidet i kontakt med et aktiverende enzym.

I en foretrukket utfarelsesform frembringer den foreliggende oppfinnelse en
fremgangsmaéte for in vitro-aktivering av forleperen for humant IL-18, som omfatter &
bringe forlaperen for humant IL-18 i kontakt med caspase-4 eller caspase-5.

Forlaperen for IL-18 kan aktiveres in vitro ved spalting med det aktiverende enzym som
gjenkjenner et spesifikt proteaseaktiverende motiv, som omfatter aminosyresekvensen
XEYD, der X er valgt fra en gruppe aminosyrer bestdende av W, L, F, Y, 1, V, D eller E;
og Y er valgt fra en gruppe aminosyrer bestdende av H, I, A, T, S, P eller E.

Forleperen for IL-18 in vitro kan aktiveres ved spalting av peptidbindingen mellom
asparginsyre 36 og tyrosin 37 i SEQ ID NO: 1 med caspase-4 eller caspase-5 for &
fremstille et aktivt polypeptid som induserer IFN-y-produksjon i immunkompetente
celler.
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Vanligvis kan caspase-4 eller caspase-5 oppnds fra celler som i seg selv produserer
dette, og transformanter oppnadd ved anvendelse av rekombinant DNA-teknologi.
Eksempler pa slike celler er de som ble etablert fra pattedyr- eller humane celler, slik
som epitelceller, endotelceller, interstitielle celler, bruskceller, monocytter,
granulocytter, lymfocytter og etablerte cellelinjer fra disse. Eksempler pa transformanter
inkluderer transformerte mikroorganismer og dyreceller oppnadd ved introduksjon av et
DNA som koder for caspase-5 til mikroorganismene og pattedyrcellene. Caspase-4 eller
caspase-5 fremstilles ved & dyrke disse transformantene i konvensjonelle
dyrkingsmedier anvendt innen omradet, enten ultralydbehandle dem som intakte
kulturer eller etter atskillelse fra kulturen eller nedsenke transformantene i hypotoniske
lgsningsmidler, og anvende pa de resulterende cellerester eller blandinger inneholdende
kultursupernatanter og cellerester, de falgende konvensjonelle teknikker anvendt for
rensing av enzymer innenfor dette omradet; utsalting, dialyse, filtrering, konsentrering,
separeringssedimentering, ionebytterkromatografi, gelfiltreringskromatografi,
adsorpsjonskromatografi, isoelektrisk kromatografi, hydrofob kromatografi, reversfase
kromatografi, affinitetskromatografi, gelelektroforese og elektrofokusering. To eller
flere av disse rensemetodene kan anvendes i kombinasjon. DNA som koder for
caspase-4 (fig. 5) (SEQ ID NO: 5) og caspase-5 (fig. 7) (SEQ ID NO: 7) og
transformantene som produserer caspase-4 og caspase-5, er kjent innen teknikken.
Enzymene kan for eksempel fremstilles i aktiv form i E. coli ved ekspresjon av N-
terminalt avkortete peptider som mangler Pro-regionen, som beskrevet (Munday N. A,
et al., 1996, J. Biol. Chem. 26, 15870-76).

Celler som fremstiller forlgperpolypeptider, slik som Pro-IL-18, innebygget i seg selv
eller de som ble transformert for & fremstille forleperen, dyrkes i naeringsmedia.
Foretrukne kulturmedia inkluderer kulturmedia velkjente innen teknikken, slik som
Luria-Bertani-mediet eller andre rike medier for dyrking av E. coli, omfattende trypton
og gjeerekstrakt.

Caspase-4 eller caspase-5 som er oppnaddd ved anvendelse av den overnevnte
fremgangsmate, tillates & eksistere samtidig i de resulterende kulturer eller tilsettes de
resulterende blandinger eller cellerester etter gdeleggelse av de prolifererte celler som er
separert eller useparert fra kulturene. Mengden av caspase-4 eller caspase-5 som er
nedvendig er mindre enn det som er ekvimolart med forlgperen. Caspase-4 eller
caspase-5 bringes i kontakt med forlgperen ved temperaturer og pH som tillater caspase-
4 eller caspase-5 & virke pd forlaperen, vanligvis tillates caspase-4 eller caspase-5 &
reagere med forloperen inntil den enskete mengde av aktivt polypeptid dannes fra
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forlepermaterialet ved temperaturer pa ca. 4 °C til 40 °C og pH rundt 6 til 9. Foretrukket
temperatur er ca. 25 °C og foretrukket pH er ca. 7,2. Reaksjonsblandingene
inneholdende det aktive polypeptid kan séledes oppnés.

Aktiviteten til caspase-4 eller caspase-5 kan analyseres og uttrykkes ved enheter for
aktivitet ifalge pg prosessert polypeptid pr. ug caspase-4 eller caspase-5 pr. minutt.

Ko-ekspresjon in vivo
Fremgangsmater for in vivo aktivering av et forleperpeptid, slik som en forleper for IL-
18, omfattende ko-ekspresjon av proteinet med en aktiverende protease kan anvendes.
Det gjelder ogsa fremgangsmaéter for in vivo aktivering av IL-18, omfattende den
bisistroniske ko-ekspresjon av polypeptider, slik som IL-18 med proteaser, slik som
caspase-4, ogsa kjent som ICEggL1l, caspase-5, ogsa kjent som ICERgLIII, og ubiquitin.

Humant caspase-4 kan uttrykkes, og er ogsé kjent som ICEgg; 11, bisistronisk samtidig
med humant Pro-IL-18 for 4 tillate in vivo prosessering av Pro-IL-18 til aktivt IL-18.

Ogsé avkortet humant caspase-4 (SEQ ID NO: 4) bisistronisk kan uttrykkes samtidig
med humant Pro-IL-18 for 4 tillate in vivo prosessering av Pro-IL-18 (SEQ ID NO: 1) til
aktivt IL-18 (SEQ ID NO: 3).

Det er ogsa mulig & uttrykkes humant caspase-5, ogsé kjent som ICEgg; I, bisistronisk
samtidig med humant Pro-IL-18 for 4 tillate in vivo prosessering av Pro-IL-18 til aktivt
IL-18 (SEQ ID NO: 3).

Det samme gjelder ubiquitin protease-1 (Ubp-1) bisistronisk samtidig med ubiquitin-
IL-18 (Ubp-IL-18) for in vivo prosessering av Ub-IL-18 til aktivt IL-18.

Ubiquitin protease-1 (Ubp-1) kan uttrykkes bisistronisk samtidig med ubiquitin-IL-18
(Ubp-IL-18) for in vivo prosessering av Ub-IL-18 (SEQ ID NO: 9) til aktivt IL-18 (SEQ
ID NO: 3).

Videre er det mulig & uttrykke avkortet humant caspase-5 (SEQ ID NO: 5) bisistronisk
samtidig med humant Pro-IL-18 for 4 tillate in vivo prosessering av Pro-IL-18 (SEQ ID
NO: 1) til aktivt IL-18 (SEQ ID NO: 3).
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Et DNA som koder for caspase-4 eller caspase-5 og et DNA som koder for en forlaper
for polypeptidet, introduseres begge i en passende bakterie- eller pattedyrvertscelle for
transformering av denne. I dette tilfellet virker caspase-4 eller caspase-5, som er dannet
ved DNA-ekspresjonen pé en forlaper av polypeptidet og ved DNA-ekspresjonen i den
samme transformant, for & danne et aktivt polypeptid (figurene 11 og 15). Mulige
vertsceller er epidermale-, intestinale-, neuroblast- og hematopoetiske cellelinjer,
avledet fra mennesker, aper, mus og hamstere og anvendes konvensjonelt som verter,
slik som 3T3-celler inkludert 3T3-swiss albino celler (ATCC CCL 92), C1271-celler
(ATCC CRL 1616), CHO-celler inkludert CHO-K1-celler (ATCC CCL 61), CV-1-
celler (ATCC CCL 70), COS-celler inkludert COS-1-celler (ATCC CCL 1650), HeLa-
celler (ATCC CCL 2), MOP-celler inkludert MOP-8-celler (ATCC CRL 1709) og
mutanter derav. E. coli kan benyttes som vertscelle. En fremgangsmaéte for
introduksjon av DNA som koder for caspase-4 ¢ller caspase-5, og DNA som koder for
en forleper for polypeptidet til E. coli kan vere kjemisk transformering med
rubidiumklorid, som er velkjent innen teknikken. Fremgangsmaéter for introduksjon av
et DNA som koder for caspase-4 eller caspase-5 og et DNA som koder for en
polypeptidforleper til pattedyrvertsceller, inkluderer konvensjonell DEAE-
dekstranmetoden, fosforsyre-kalsiummetoden, elektroporering, lipofeksjon,
mikroinjeksjon og virusinfeksjonsmetoden ved anvendelse av retrovirus, adenovirus,
herpesvirus og vacciniavirus. I dette tilfellet kan vektorer, slik som pCD, pcDL-SRa,
pKY4, pCDMS8, pCEV4, pME18S og pSV2-gpt, inkludert passende promotere,
enhancere, replikasjons-startpunkt, termineringsseter, spleisesekvenser,
polyadenyleringssekvenser og/eller seleksjonsmarkarer anvendes ifelge standard
teknikker beskrevet i Ausubel F. M., et al., 1994, Current Protocols in Molecular
Biology, New York: Greene Publishing Ass. and Wiley Interscience. Kloner som ved
immunologisk pévisning ble observert & produsere et aktivert polypeptid, ble utvalgt
ved 8 velge den gnskete klon fra transformantene etter dyrking i naeringsmedium.
Kulturer inneholdende det aktive polypeptid kan oppnds ved dyrking av den klonete
transformant med anvendte, konvensjonelle neringsmedier innen omradet. Som for
celler som naturlig produserer en forlaper for polypeptidet og andre celler som ble
transformert til & produsere polypeptidet, kan de produsere forleperen samtidig med
aktiveringsenzymene, som aktiverer polypeptidet, slik som caspase-4, caspase-5 og
ubiquitin. Rekombinante DNA-teknologier som anvender pattedyrvertsceller er
beskrevet i detalj i Glutzman, Cell, 23:175 (1981) Mullingan, PNAS 78:2072 (1981).
Rekombinant DNA-teknologi som anvender bakterievertsceller er beskrevet i Protein
Expression: A Practical Approach, S. J. Higgins og B. D. Hames, red. 1999, New York,
Oxford University Press.
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Samtidig som de resulterende reaksjonsblandinger og kulturer inneholdende et aktivt
IL-18-polypeptid kan anvendes inntakt som en IFN-y-induser, kan cellene i kulturene
gdelegges ved ultralyd, cellelyse-enzymer og/eller surfaktanter, etterfulgt av separering
av polypeptidet fra de resulterende celler og cellerester ved filtrering, sentrifugering
etc., ifglge standard industrielle prosedyrer beskrevet i Protein Purification: Principles
and Practice, Cantor, C. R., red., 1993, New York, Springer-Verlag. Polypeptidet, fritt
for celler og cellerester kan renses ved konvensjonelle rensemetoder anvendt for & rense
biologisk aktive substanser innenfor dette omradet, for eksempel utsalting, dialyse,
filtrering, konsentrering, separatorisk sedimentering, ionebytterkromatografi,
gelfiltreringskromatografi, adsorpsjonskromatografi, isoelektrisk kromatografi,
hydrofob kromatografi, reversfase kromatografi, affinitetskromatografi, gelelektroforese
og elektrofokusering. Om neadvendig kan to eller flere av disse rensefremgangsmaétene
anvendes i kombinasjon. Det resulterende, rensete polypeptid kan konsentreres og
lyofiliseres til en vaske eller et fast stoff for & imatekomme deres endelige anvendelse.

Bisistroniske ekspresjonskassetter er allsidige vektorer som kan anvendes for in vivo
prosessering av faktisk et hvilket som helst peptid inneholdende den passende caspase-
4/caspase-5 eller ubiquitinase spaltingsgjenkjennelsessetene, som tidligere er blitt
beskrevet (Tobias, J. W. et al., Journal of Biological Chemistry, 1991, 266(18): s.
12021-12028; Talanian, R. V. et al., Journal of Biological Chemistry, 1997, 272(15): s.
9677-9682). Bisistronisk ekspresjon medferer fordeler i forhold til andre ko-
ekspresjonsstrategier fordi begge gener er tilfayet den samme transkripsjonsenhet, som
sikrer konsistent ekspresjon av begge gener over tid. Dette er i motsetning til doble
plasmidsystemer der ett plasmid kan forsvinne over tid, eller enkelt plasmid - doble
promotersystemer der ekspresjon kan variere fra hver promoter fra ett eksperiment til
det neste. I srdeleshet er de bisistroniske ekspresjonssystemer beskrevet heri ideelt
egnet for in vivo aktivering av enzymer, cytokiner, vekstfaktorer og andre proteolytisk
aktiverbare proteiner, og muliggjer dermed storskalaproduksjon av slike proteiner fra
celler i et enkelt trinn og eliminerer behovet for et separat in vitro aktiveringstrinn.

Aktiverende proteaser, caspase-4 (Alal05 til Asn377) eller caspase-5 (Ile146 til
Asn418), ble subklonet som N-terminale 6-His-fusjoner umiddelbart etterfelgende Pro-
IL-18-sekvensen for & danne en transkripsjonell fusjon av de to gener. En T7-
terminatorsekvens er lokalisert nedstrems for caspase 4-sekvensen for
translasjonsterminering av den bisistroniske transkripsjonsenhet. Et lite intergenomréde
som inkluderer en defekt Shine-Dalgarno-sekvens ble ogsa tilfoyet for 4 tillate kun
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minimal translasjonsinitiering fra caspase-4-sekvensen (figurene 10 og 14). Andre
regulatoriske omréder inkluderer en 25-basepar-lac-operatorsekvens lokalisert
umiddelbart nedstrems for den 17-basepar-promoterregion som er bundet av lac-
repressor, kodet av en kopi av lac-I-genet lokalisert pa plasmider, dermed undertrykkes
basal transkripsjon i fraveer av T7-RNA-polymerase. De resulterende plasmider
betegnet ProlL18/Casp4 og ProIL18/Casp5 ble deretter hver for seg transfektert til E.
coli BL21 (DE3)-stammen som inneholder en induserbar kromosomal kopi av T7-
polymerasegenet.

Transkripsjonen av den bisistroniske kassett er under styring av T7-promoteren, som
kontrolleres av fag T7-RNA-polymeraseproteiner, som kodes av en lysogen kopi av T7-
RNA-polymerasegenet. Denne kromosomale kopi av T7-polymerase er selv under
kontroll av lacUV5-promoteren, induserbar ved tilsetting av isopropyl-1-tio-b-D-
galactopyranosid. Induksjonen forer til sideordnet transkripsjon og translasjon av Pro-
IL-18 og His-caspase-4 eller His-caspase-5. Begynnende translatert caspase-4 eller
caspase-5 autoprosesseres til en aktiv forbindelse, som initierer den proteolytiske
aktivering av Pro-IL-18. Bade den translaterte forlaper-IL-18, s vel som det post-
translasjonelt aktiverte IL-18, er hovedsakelig loselig inni E. coli. Modent, aktivt IL-18
inneholdende en N-terminal tyrosin renses direkte fra bakteriecellelysater etter
induksjon ved konvensjonelle kromatografimetoder. Spalting til modent IL-18 med
caspase-4 fullfores etter 4 timer ved 37 °C eller etter 18 timer ved 29 °C (figur 11) og
spalting til modent IL-18 med caspase-5 fullferes ved 18 timer ved 29 °C (figur 15).

En avkortet caspase-4, som vist i figur 4 (SEQ ID NO: 4 og SEQ ID NO: 5), eller
avkortet caspase-5 som vist i figur 5 (SEQ ID NO: 6 og SEQ ID NO: 7) kan anvendes.
Avkortning av caspase-4 og caspase-5 er beskrevet i Munday, N. A, et al., 1995, J.
Biol. Chemistry, 270, 15870-15876.

Fremgangsmate for dannelse av et aktivt polypeptid ved ko-ekspresjon av en
ubiquitinspesifikk protease med en N-terminal ubiquitin-IL-18-fusjon (forleper) som
konverteres til aktivt IL-18 ved den ubiquitin C-terminale hydrolaseaktivitet kan
benyttes. Et 76-aminosyrer-ubiquitinprotein inneholdende en autentisk N-terminal
tyrosin, fusjoneres til den modne N-terminale ende av humant IL-18 og uttrykkes
samtidig med en ubiquitinspesifikk protease i E. coli, for eksempel som vist i SEQ ID
NO: 10 og SEQ ID NO: 11. Ubiquitin er et svaert konservert 76-resters protein funnet i
eukaryote celler som fungerer ved markering av proteinene for degradering (Baker, R.
T., Current Opinion in Biotechnology, 1996. 7(5): s. 541-546). Ubiquitin spaltes
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spesifikt fra proteiner ved aktivering av ubiquitinspesifikke proteaser som uttrykkes
endogent i eukaryote celler, men som er fraverende i bakterier. Ko-ekspresjonen av
ubiquitinfuserte proteiner med ubiquitinspesifikke proteaser i E. coli forer ogsé til en
effektiv fjerning av ubiquitin (Baker, R. T. et al., Journal of Biological Chemistry, 1992,
267(32): s. 23364-75) (figur 20). I tillegg er de fleste av disse deubiquitinerte enzymer i
stand til 4 spalte foran hovedsakelig en hvilken som helst aminosyre med unntak av
prolin. Felgelig er spalting av ubiquitin fra modent IL-18 mulig til tross for
tilstedevarelse av den store aromatiske tyrosinresten i P1’-posisjonen.

Ko-ekspresjonen av ubiquitin-IL-18 (Ub-IL-18) og Ubiquitin-protease-1 (Ubp-1)
(Tobias, J. W. et al., Journal of Biological Chemistry, 1991. 266(18): s. 12021-12028)
oppnés gjennom den bisistroniske ekspresjon av de to gener under induserbar T7-
promoterkontroll. Modent IL-18 uttrykkes som en N-terminal fusjon med den
evolusjonsmessige konserverte 76-aminosyrers ubiquitinpeptid. Ub-IL-18-cDNA
subklones under kontroll av T7-RNA-polymerasepromoteren i pET28a-vektoren.
Deretter subklones cDNA som koder for fullengde ubiquitinspesifikke protease
nedstrems foran t/-terminatorsekvensen (figur 19). Badde cDNA til Ub-IL-18 og
ubiquitinspesifikk protease transkriberes til et enkelt mRNA-transkript fra hvilket Ub-
IL-18 og ubiquitinspesifikke proteaseproteiner translateres hver for seg.

Som beskrevet ovenfor har det aktive, humane IL-18-polypeptid, oppnidd ifelge
foreliggende fremgangsmaéter, en aktivitet som induserer produksjon av IFN-y som en
nyttig, biologisk aktiv substans, stimulerer produksjon av IFN-y fra KG-1 (human
myelomonocyttisk cellelinje)-celler (figur 21) og renset, humant PBMC (figur 22).

EKSEMPEL 1 - Tilberedning av forleper IL-18 (Pro-IL-18)

Human forleper IL-18 ble uttrykt som en N-terminal heksahistidinmerket fusjon i E.
coli. Ekspresjonsplasmidet, ProEx-hIL 18 ble avledet fra en vektor, pPROEX-1 (Life
Technologies) inneholdende Trc-promoteren og Iaclq for induserbar ekspresjon med
isopropyl-1-tio-B-D-galaktopyranosid (IPTG). For & konstruere den rekombinante
ekspresjonsvektor ble et DNA-fragment inneholdende hele caspase-5-forlopergenet
amplifisert ved PCR fra en cDNA-klon, tilfort i den 5° ende Ndel
restriksjonssendonukleasesetet og 3’ med BamHI-restriksjonsendonukleasesetet. Det
amplifiserte produkt ble subklonet mellom disse to restriksjonssetene i pPROEX-,
folgelig dannes en N-terminal fusjon med den heksa-histidinkodende sekvens tilstede i
vektoren.
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Den resulterende plasmid ble uttrykt i DH10B-vertsceller etter induksjon med 1mM
IPTG i 5 timer ved 37 °C. Rekombinant protein ble hostet fra cellepelleter oppnadd etter
sentrifugering av de induserte kulturer.
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EKSEMPEL 2 - Rensing av Pro-IL-18

1,5 kg av E. coli-celler som uttrykker Pro-IL-18 som beskrevet i eksempel 1, ble
suspendert i 3,6 1 lysebuffer C (50 mM Tris HCIl, 10 mM BME, 0,5 M NaCl, 5%
glyserol, 1 pg/ml pepstatin A, 1 pg/ml leupepsin, 0,4 mM AEBSF), lysert ved to
passasjer giennom Microfluidics ved 12000 psi, sentrifugert ved 28000 x g, og 3,7 1
supernatant ble innsamlet. 600 ml av NiNTA-agarose forhdndsekvillibrert med buffer C
inneholdende 5 mM imidazol (buffer D) ble tilsatt supernatanten og oppslemmingen ble
inkubert i en time for & fange opp Pro-IL-18. Oppslemmingen ble sentrifugert ved lav
hastighet (3000 rpm), supernatanten ble dekantert og oppslemmingen ble pakket i en
kolonne. Kolonnen ble vasket med buffer D og pro-IL-18 ble eluert med 300 mM
imidazol i buffer C. Oppsamlingen ble dialysert i buffer E (25 mM HEPES, 10 mM
BME, pH 8,0) og anbrakt pd DEAE ToyoPearl 650M-kolonne ekvillibrert med den
samme buffer. Kolonnen ble eluert med en linezr gradient fra 0 til 0,5 M NaCl i buffer
E. Ansamlingen inneholdt 650 mg av >90% rent pro-IL-18.

EKSEMPEL 3 - Tilberedning av caspase-4

Humant caspase-4 ble ogsé uttrykt som en N-terminal heksahistidinmerket fusjon i E.
coli. Ekspresjonsplasmidet, pET16b-caspase-4, ble avledet fra en vektor pET16b
(Novagen) inneholdende fag T7-promoteren. Den rekombinante vektor ble konstruert
ved PCR-amplifisering av det caspase-4-aktive doménet (aminosyrene Ile146 til
Asn418), inkorporert med en heksa-histidinkodende sekvens ved den N-terminale ende
og avsluttet med Ncol- og Xhol-restriksjonsendonukleaseseter. Det resulterende PCR-
produkt ble deretter subklonet mellom disse to restriksjonsseter for 4 danne den N-
terminale Heksa-Histidin-Caspase-4-fusjonsvektoren.

Det resulterende plasmid ble overfort til den lysogene BL21 DE3 E. coli-stammen
inneholdende en kromosomal kopi av T7 RNA-polymerase under lacUV5-
promoterkontroll som muliggjer induserbar ekspresjon av caspase-4 etter induksjon
med ImM IPTG. Aktivt protein ble renset fra cellepelleter isolert etter induksjon ved 37
°C i3 timer.

EKSEMPEL 4 - Rensing av caspase-4

Nar E. coli-celler som uttrykker N-terminalt heksa-Hismerket human caspase-4,
beskrevet i eksempel 2 lyseres, kan caspase-4-aktiviteten pavises i lysatsupernatanten.
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Nar proteinet oppfanges pd NiNTA-agarosekuler fra supernatanten, gjenvinnes bade
p10 og p20. Dette antyder at caspase-4-proteasedoméne aktiveres under cellekulturen
gjennom autospalting av koblingen p10 og p20 og forblir som en loselig, ikke-kovalent
heterodimér. Med denne informasjon kan heksa-His-merket p20/p10 heterodimér
renses. Hele prosessen utfores ved 4 °C for 4 unnga ytterligere nedbryting av molekylet.

Omtrent 400 g av var E. coli-cellepellet ble suspendert i 1,6 1 lysebuffer inneholdende
25 mM HEPES, 0,1% CHAPS, 500 mM NaCl, 10 mM beta merkaptoetanol (BME) ved
pH 7.4, og 10% glyserol (Buffer A) og lysert ved to passasjer gjennom Microfluidics
ved 12000 psi. Lysatet ble sentrifugert ved 30000 x g i 1 time og lysatsupernatanten, 1,7
1, ble gjenvunnet. NiNTA-agarose, 150 ml, som pd forhdnd var ekvillibrert med
lysebuffer inneholdende 5 mM imidazol, ble tilsatt lysatsupernatanten, suspensjonen ble
pH-justert til 8,0 med 2N NaOH, og caspase-4 ble batch-absorbert i en time. NiNTA-
agarose ble pakket i kolonnen, vasket med 5 mM og 25 mM imidazol i Buffer A etter
hverandre for & fjerne forurensninger, og caspase-5 ble eluert med 300 mM imidazol i
Buffer A. Proteinet ble dialysert mot Buffer B (25 mM HEPES, 0,1% CHAPS, 10%
glyserol, 10 mM BME, pH 8,0) og anbrakt pA DEAE ToyoPearl 650M kolonne,
forhandsekvillibrert med den samme buffer. Caspase-4 ble eluert fra kolonnen med 100
mM NacCl i den samme buffer. Fraksjonene som viste hayeste spesifikke aktivitet av
caspase-4 ved anvendelse av fluorescerende peptidsubstrat, LEED-AMC, ble samlet.

EKSEMPEL 5§ - In vitro aktivering og tilberedning av polypeptid

Pro-IL-18 renset som beskrevet i eksempel 2, ble inkubert med caspase-4 ved 1:500
vekt/vekt forhold i 3 timer ved romtemperatur. Spaltingsreaksjonen av prodoméne var
>90% fullfert ifelge SDS-PAGE-analyse. Til reaksjonsblandingen ble 140 ml NiNTA-
agarose i Buffer D tilsatt, inkubert i en time og helt gjennom en sintret glasstrakt for &
gjenvinne ubundet materiale inneholdende hovedsakelig modent IL-18. Mindre
mengder av gjenverende Pro-IL-18, prodoméne, caspase-4 og andre urenheter, ble
bundet til en NiNTA-agarose. Den ubundete losningen ble justert til 25 mM DTT,
inkubert i en time for fullfering av reduksjonsreaksjonen, pH-justering av lgsningen til
6,0 ved tilsetting av 2M fosforsyre, og konsentrert til 86 ml ved anvendelse av YM10-
membran. Den konsentrerte proven ble anbrakt pd Superdex 75-kolonne ekvillibrert
med 10 mM NaFosfat pH 6,0 inneholdende 0,1 M NaCl. Sammenslatte fraksjoner
inneholdt 560 mg av modent IL-18.
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EKSEMPEL 6 - In vivo aktivering og tilberedning av polypeptid

Aktivering av IL-18 kan ogsé oppnas in vivo gjennom samtidig ekspresjon av human
forleper IL-18 og caspase-4. Pro-IL-18 ko-uttrykkes bisistronisk i E. coli fra et enkelt
transkript med human caspase-4 i ekspresjonsplasmidet pET28-Pro-IL-18/Casp4
(figurene 5 og 6). Det humane Pro-IL-18-genet subklones i pET28a (Novagen) under
kontroll av T7-promoteren inkludert en effektiv Shine-Dalgarno-sekvens for optimal
translasjonsinitiering fra Pro-IL-18-sekvensen (figur 8). Caspase-4-genet (Ile146 til
Asn418) ble umiddelbart subklonet etter Pro-IL-18-sekvensen inkludert en defekt
Shine-Dalgarno sekvens, som tillater minimal translasjonsinitiering fra caspase-4-
sekvensen. En T7-termineringssekvens ble inkludert for translasjonsterminering etter
den bisistroniske transkripsjonsenheten. Den resulterende konstruksjonen ble deretter
transfektert i en BL21(DE3)-vert inneholdende en induserbar, kromosomal kopi av T7-
polymerasegenet. Induksjon av denne konstruksjon i denne vert med 1 mM IPTG
resulterte i sideordnet transkripsjon og translasjon av Pro-IL-18 og pro-caspase-4. Nylig
translatert pro-caspase-4 autoprosesseres til en aktiv forbindelse som initierer den
proteolytiske aktivering av Pro-IL-18. Figur 8 viser et tidsforlap av IL-18-aktiveringen i
lopet av 18 timer ved 29 °C etterfulgt av 1 mM IPTG-induksjon (0-18 timer).

EKSEMPEL 7 - In vivo aktivering av caspase-4

In vivo aktiveringen av caspase-4 er beskrevet i Munday, N. A, et al., 1995, J. Biol.
Chemistry, 270, 15870-15876. Ekspresjon av en avkortet form av caspase-4 som
begynner ved Ala59 som mangler proregionen i E. coli, forer til egenaktivering ved
spalting til p10- og p20-subenheter som sammenkobles til en aktiv enzymheterodimér.
Forsinkelsen i caspase-4-aktiveringen overfores til en forsinkelse i spaltingen og
aktiveringen av Pro-IL-18 til modent IL-18 (figur 9). Dette muliggjer akkumulering av
det mer stabile Pro-IL-18 for dets spalting til modent IL-18 som er mindre stabilt i
celler.

EKSEMPEL 8 - Rensing av humant IL-18 ko-uttrykt med caspase-4

66 g E. coli-celler som uttrykker IL-18 som beskrevet i eksempel 6, ble suspendert i 130
ml 0,1 M HEPES, pH 7,5 inneholdende 1 mM EDTA og 10 mM DTT (hele prosessen
ble utfort ved 4 °C i naerver av 10 mM DTT, med unntak av det siste trinn for &
opprettholde frie SH) og lysert ved 15000 psi ved to passasjer ved anvendelse av
Microfluidics. Lysatet (230 ml) ble sentrifugert ved 34000 x g i 30 minutter.
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Supernatanten (200 ml) ble fortynnet til 1 1 med 25 mM HEPES, pH 7,0 og
gjennomstremmet to kolonner etter hverandre, ToyoPearl SP 650M og ToyoPearl
DEAE 650M. Mye av urenhetene avledet fra E. coli-celler, ble bundet til kolonnene.
Det gjennomstremmete materiale ble justert til pH 9,5 med 25 mM bistris propan,
fortynnet til 2 1 og anbrakt pd Source 15Q-kolonne, ekvillibrert med 25 mM bistris
propan HCI pH 9,5. Kolonnen ble eluert med en linear gradient av 0 til 0,5 M NaCl i
den samme bufferen. Fraksjoner inneholdende IL-18 ble identifisert ved hjelp av Vydac
C4 RP-HPLC og samlet (250 ml). Samlingen ble konsentrert til 50 ml ved anvendelse
av YM10-membran, og anbrakt pa Superdex 75-kolonne som var forhandsekvillibrert
med 10 mM NaPO4 med pH 6,0, inneholdende 1 mM EDTA og 0,15 M NaCl (ingen
DTT for in vivo anvendelse).

EKSEMPEL 9 - Tilberedning av trunkert caspase 5

Humant, trunkert caspase-5 ble ogsé uttrykt som en N-terminal heksa-histidinmerket
fusjon i E. coli. Det uttrykte plasmid, pET 16b-trunkert caspase-5, ble avledet fra en
vektor pET16b (Novagen) inneholdende fag-T7-promoteren. Den rekombinante
vektoren ble konstruert ved PCR-amplifisering av det trunkerte capsae-5-aktive doméne
(aminosyrene Ile146 til Asn418) ved inkorporering av en heksa-histidinkodende
sekvens ved den N-terminale ende og avsluttet med Ncol- og Xhol-
restriksjonsendonukleaseseter. Det resulterende PCR-produkt ble deretter subklonet
mellom disse to restriksjonssetene for & danne den N-terminale heksa-histidintrunkerte
caspase-5-fusjonsvektor.

Det resulterende plasmid ble transformert til den lysogene BL21 DE3 E. coli-stammen,
inneholdende en kromosomal kopi av T7-RNA-polymerase under lacUV5-
promoterkontroll, som muliggjer induserbar ekspresjon av trunkert caspase-5 etter
induksjon med 1 mM IPTG. Aktivt protein ble renset fra cellepelleter isolert etter
induksjon ved 37 °C i 3 timer.

EKSEMPEL 10 - Rensing av trunkert caspase-5

Nar E. coli-celler som uttrykker N-terminalt heksa-His-merket humant, trunkert
caspase-5, beskrevet i eksempel 9 lyseres, kan trunkert caspase-5-aktivitet bestemmes i
lysatsupernatanten. Nar proteinet oppfanges pd NiNT A-agarosekuler fra supernatanten,
gjenvinnes bade p10 og p20. Dette indikerer at trunkert caspase-5-proteasedoméne
aktiveres under celledyrking gjennom autospalting av forbindelsen mellom p10 og p20
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og opprettholdes som en laselig, ikke-kovalent heterodimér. Med denne informasjon
kan heksa-His-merket p20/p10-heterodimér renses. Hele prosessen utferes ved 4 °C for
4 unnga ytterligere nedbrytning av molekylet.

Omtrent 400 g vat E. coli-cellepellet ble suspendert i 1,6 1 lysebuffer inneholdende 25
mM HEPES, 0,1% CHAPS, 500 mM NaCl, 10 mM beta merkaptoetanol (BME) ved pH
7,4, og 10% glyserol (Buffer A) og lysert ved to passasjer gjennom Microfluidics ved
12000 psi. Lysatet ble sentrifugert ved 30000 x g i 1 time og lysatsupernatanten, 1,7 1,
ble gjenvunnet. NiNTA-agarose, 150 ml, som pa forhand var ekvillibrert med lysebuffer
inneholdende 5 mM imidazol, ble tilsatt lysatsupernatanten, suspensjonen ble pH-justert
til 8,0 med 2N NaOH, og caspase-5 ble batch-absorbert i en time. NiINTA-agarose ble
pakket i kolonnen, vasket med 5 mM og 25 mM imidazol i Buffer A etter hverandre for
a fjerne forurensninger, og caspase-5 ble eluert med 300 mM imidazol i Buffer A.
Proteinet ble dialysert mot Buffer B (25 mM HEPES, 0,1% CHAPS, 10% glyserol, 10
mM BME, pH 8,0) og anbrakt pA DEAE ToyoPearl 650M kolonne, forhdndsekvillibrert
med den samme buffer. Det blokkerte caspase-5 ble eluert fra kolonnen med 100 mM
NaCl i den samme buffer. Fraksjonene som viste den hoyeste spesifikke aktivitet av
caspase-5 ved anvendelse av det fluorescerende peptidsubstrat, LEED-AMC, ble
oppsamlet.

EKSEMPEL 11 - In vitro aktivering og tilberedning av polypeptid

Pro-IL-18, tilberedt og renset som beskrevet i eksempel 1 og 2, ble inkubert med
trunkert caspase-5 ved 1:500 vekt/vekt forhold i 3 timer ved romtemperatur.
Spaltingsreaksjonen av pro-doméne var >90% fullfort ifelge SDS-PAGE-analyse. Til
reaksjonsblandingen ble 140 ml NiNTA-agarose i Buffer D tilsatt, inkubert i en time og
helt gjennom en sintret glasstrakt for & gjenvinne ubundet materiale inneholdende
hovedsakelig modent IL-18. Mindre mengder av gjenvarende Pro-IL-18, pro-doméne,
trunkert caspase-5 og andre urenheter, ble bundet til NiNTA-agarose. Den ubundete
lgsningen ble justert til 25 mM DTT, inkubert i en time for fullfering av
reduksjonsreaksjonen, pH-justering av lgsningen til 6,0 ved tilsetting av 2M fosforsyre,
og konsentrert til 86 ml ved anvendelse av YM10-membran. Den konsentrerte praven
ble anbrakt pa Superdex 75-kolonne ekvillibrert med 10 mM NaFosfat pH 6,0
inneholdende 0,1 M NaCl. Sammenslétte fraksjoner inneholdt 560 mg av modent IL-18.
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EKSEMPEL 12 - In vivo aktivering og tilberedning av polypeptid

Aktivering av IL-18 kan ogsa oppnas in vivo gjennom samtidig ekspresjon av human
forlaper IL-18 og trunkert caspase-5. Pro-IL-18 ble ko-uttrykt i bisistronisk i E. coli fra
et enkelt transkript med human caspase-5 i ekspresjonsplasmidet pET28-Pro-IL-
18/Casp5 (figurene 9). Det humane Pro-IL-18-genet subklones i pET28a (Novagen)
under kontroll av T7-promoteren som inkluderer en effektiv Shine-Dalgarno-sekvens
for optimal translasjonsinitiering fra Pro-IL-18-sekvensen (figur 10). Det trunkerte
caspase-5-genet (I1le146 til Asn418) ble umiddelbart subklonet etter Pro-IL-18-
sekvensen som inkluderer en defekt Shine-Dalgarno sekvens, som tillater minimal
translasjonsinitiering fra den trunkerte caspase-5-sekvensen. En T7-termineringssekvens
ble inkludert for translasjonsterminering etter den bisistroniske transkripsjonsenheten.
Den resulterende konstruksjonen ble deretter transfektert i en BL21(DE3)-vert
inneholdende en induserbar, kromosomal kopi av T7-polymerasegenet. Induksjon av
denne konstruksjon i denne vert med 1 mM IPTG resulterte i sideordnet transkripsjon
og translasjon av Pro-IL-18 og pro-caspase-5. Nylig tillaget, translatert pro-caspase-5
autoprosesseres til en aktiv forbindelse som initierer den proteolytiske aktivering av
Pro-IL-18.

EKSEMPEL 13 - Rensing av humant IL-18 ko-uttrykt med trunkert caspase-5

66 g E. coli-celler som uttrykker IL-18, som beskrevet i eksempel 6, ble suspendert i
130 ml 0,1 M HEPES, pH 7,5 inneholdende 1 mM EDTA og 10 mM DTT (hele
prosessen ble utfert ved 4 °C og i nervar av 10 mM DTT, med unntak av det siste trinn
for & opprettholde frie SH) og lysert ved 15000 psi ved to passasjer ved anvendelse av
Microfluidics. Lysatet (230 ml) ble sentrifugert ved 34000 x g i 30 minutter.
Supernatanten (200 ml) ble fortynnet til 1 1 med 25 mM HEPES, pH 7,0 og
gjennomstremmet to kolonner etter hverandre, ToyoPearl SP 650M og ToyoPearl
DEAE 650M. Mye av urenhetene avledet fra E. coli-celler, ble bundet til kolonnene.
Det gjennomstremmete materiale ble justert til pH 9,5 med 25 mM bistris propan,
fortynnet til 2 1 og anbrakt pd Source 15Q-kolonne, ekvillibrert med 25 mM bistris
propan HCI pH 9,5. Kolonnen ble eluert med en linear gradient fra 0 til 0,5 M NaCl i
den samme bufferen. Fraksjoner inneholdende IL-18 ble identifisert ved hjelp av Vydac
C4 RP-HPLC og slatt sasmmen (250 ml). Samlingen ble konsentrert til 50 ml ved
anvendelse av YM10-membran, og anbrakt pd Superdex 75-kolonne som var
forhandsekvillibrert med 10 mM NaPOQOj, pH 6,0, inneholdende 1 mM EDTA og 0,15 M
NaCl (ingen DTT for in vivo anvendelse).

330682



10

15

20

25

30

35

330682

20

EKSEMPEL 14 - Tilberedning av Ubiquitin/Pro-IL-18/Ubpl

Den 76 aminosyrers ubiquitinkodende sekvens fuseres i rammen med start pa det
modne, humane IL-18 gjennom butt-endeligering, slik at det farste tyrosinkodon i
modent IL-18 folger umiddelbart etter glysin 76-kodonet av ubiquitin. Genfusjonen
subklones deretter i en pEt-vektor under kontroll av T7-promoteren som inkluderer en
effektiv Shine-Dalgarno-sekvens for optimal translasjonsinitiering fra ubiquitin-IL-18-
gensekvensen. Fullengde Ubp-1-genet subklones deretter umiddelbart etter IL-18 som
inkluderer en defekt Shine-Dalgarno-sekvens for minimal translasjon av Ubp-1. Figur
11 viser sekvensen av UbIL-18/Ubp-1-ekspresjonskassetten i pET28. Figur 13 viser den
kommenterte sekvensen av UbIL-18/Ubp-1 i pET28. Tallene tilsvarer posisjonen i
pET28.

EKSEMPEL 15 - In vivo aktivering og tilberedning av IL-18

Konstruksjonen ifolge eksempel 14 ble deretter transfektert i en BL(DE3)-vert.
Induksjon med ImM IPTG resulterte i den samordnete transkripsjon og translasjon av
Ubiquitin-IL-18 og Ubp-1. Den enzymatiske effekt av Ubp-1 forte til effektiv
prosessering av Ub-IL-18 til modent, aktivt IL-18 som deretter direkte kan renses fra E.
coli-lysater ved konvensjonelle metoder. Figur 16 illustrerer tidsforlopet for IL-18-
ekspresjon og prosessering ved 30 °C og 37 °C etter induksjon med 1 mM IPTG. Den
gvre pil antyder andelen uprosessert Ub-IL-18 i felt 1. Den nedre pil antyder andelen
prosessert IL-18 i felt 3. (Western blot p&visning ved anvendelse av anti-IL-18-
antisera).

EKSEMPEL 16 - Rensing av humant IL-18 ko-uttrykt med ubiquitin

66 g E. coli-celler som uttrykker IL-18, som beskrevet i eksempel 15, ble suspendert i
130 ml 0,1 M HEPES, pH 7,5 inneholdende 1 mM EDTA og 10 mM DTT (hele
prosessen ble utfert ved 4 °C og i nervar av 10 mM DTT, med unntak av det siste trinn
for & opprettholde frie SH) og lysert ved 15000 psi ved to passasjer ved anvendelse av
Microfluidics. Lysatet (230 ml) ble sentrifugert ved 34000 x g i 30 minutter.
Supernatanten (200 ml) ble fortynnet til 1 1 med 25 mM HEPES, pH 7,0 og
gjennomstrgmmet to kolonner etter hverandre, ToyoPearl SP 650M og ToyoPearl
DEAE 650M. Mye av urenhetene avledet fra E. coli-celler, ble bundet til kolonnene.
Det gjennomstremmete materiale ble justert til pH 9,5 med 25 mM bistris propan,
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fortynnet til 2 1 og anbrakt pad Source 15Q-kolonne, ekvillibrert med 25 mM bistris
propan HCI pH 9,5. Kolonnen ble eluert med en lineaer gradient fra 0 til 0,5 M NaCl i
den samme bufferen. Fraksjoner inneholdende IL-18 ble identifisert ved anvendelse av
Vydac C4 RP-HPLC og slatt sammen (250 ml). Samlingen ble konsentrert til 50 ml ved
anvendelse av YM10-membran, og anbrakt pd Superdex 75-kolonne som var
forhdndsekvillibrert med 10 mM NaPO;, pH 6,0, inneholdende 1 mM EDTA og 0,15 M
NaCl (ingen DTT for in vivo anvendelse).
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Patentktrayvwv

1.
Fremgangsmate for fremstilling av aktivt, humant IL-18 polypeptid fra et humant
forleper-1L-18-polypeptid, karakterisert ved atden
omfatter:
(i) bicistronisk ko-ekspresjon av caspase-4 eller caspase 5 med den humane
forleper-IL-18 polypeptid ved & bruke en bicistronisk ekspresjonsvektor som
omfatter en sekvens som koder for den humane forleper-IL-18 etterfulgt av en
sekvens som koder for caspase 4 eller caspase 5 separert av en intergenisk region
som inkluderer en defekt Shine-Dalgarno sekvens og
(ii) rensing av det aktive polypeptidet.
2.
Fremgangsméteifolgekravl, k ar a k terisert v ed at
det aktive IL-18 polypeptidet er et polypeptid som har aminosyresekvensen SEQ ID
NO: 3.

3.

Fremgangsmate i folge krav leller2, k a r a k t e ri s ert

v e d atcaspase 4 har aminosyresekvensen SEQ ID NO: 4 eller caspase 5 har
aminosyresekvensen SEQ ID NO: 6.
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SEQUENCE LISTING

<110> SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION

<120> METHCD FOR PREPARING A PHYSIOLOGICALLY
ACTIVE IL-18 POLYPEPTIDE

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>

<170>

<210>
<211>
<2l2>
<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

1

193

PRT

Homo sapien

1

Glu Pro Vval
5

Asp Asn Thr

20

Asp Tyr Phe

Asn Asp Gln

Asp Met Thr
70

Glu Asp Asn

Leu Tyr Phe
25
Gly Lys Leu
40
Val Leu Phe
55
Asp Ser Asp

Cys
10

Ile
Glu

Ile

Cys

Ile

Ala

Ser

Asp

Arg
75

Asn Phe Val Ala Met
15
Glu Asp Asp Glu Asn
30
Lys Leu Ser Val Ile
45

Gln Gly Asn Arg Pro
60

Asp Asn Ala Pro Arg

80

330682
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Thr Ile

Ala Val
Glu Asn Lys

115
Lys Asp
130
His
145
Leu

Ala Cys

Glu Asp

Asp

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

<400>
atggectgetg
aatacgettt
cttgagagea
gggaatcgtc
accatttteca
tctgtcaaat
gagatgaatc
agcgtgecgg
cttgcatgeg
ggcgatcgea

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

<400>

Phe

Thr

Thr

Asp Asn

Glu

Ile
85

Ile

Ile
100
Ile Ile
Lys

Lys Met

Serx

Ser Val

Ser

Ser Asp

Gln

Met Tyrxr

Lys Cys

Phe Lys
120
Ile Ile
135

Phe Glu

150

Glu Lys
165
Leu

180

2
582
DNA

Glu Arg

Gly Asp Arg

Asp

Ser

Homo sapien

2
aaccagtaga
actttatage
aactatcggt
cactattcga
ttatatctat
gtgaaaagat
cgececggataa
ggcacgataa
agaaggaacg
gecattatgtt

3
157
PRT

agacaattge
tgaagatgat
cattcgtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgetg
tatcaaggac
caagatgcaa
cgatctettt
cactgtccaa

Homo sapzien

3

Lys Asp Ser

90
Glu Lys Ile
105
Glu

Met Asn

Phe Phe Gln
Ser
155

Lys

Ser Ser
Phe
170
Met

Leu

Ile
185

Phe

atcaactttg
gaaaacctgy
ttaaatgacc
gacagtgact
tectcagecege
tegtgtgaga
acgaagtctg
tttgaatcat
aaacttattt
aatgaagact

Gln Pro

Ser Thr

Arg

Leu

Gly Met
95
Sexr Cys

110

Pro
125

Pro

Arg
140
Tyr Glu

Leu Ile

Thr Val

Ser Val

Gly

Leu

Gln

Asp Asn Ile

Pro Gly

Tyr Phe
160

Lys Lys

175

Asn Glu

150

tggcaatgaa
aatcagatta
aggtcctatt
gecgagacaa
gcggaatygge
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga

ag

atttattgac
ctttggecaag
tatcgaccaa
tgegeegega
cgtaactatt
tagtttcaaa
tttcecagege
agggtacttt
ggacgagcta

Tyr Phe Gly Lys Leu Glu Ser Lys Leu Ser Val Ile Arg Asn Leu Asn

1
Asp Gln Val

5

10

15

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

60
120
180
240
300
360
120
4180
540
582

330682
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Met
Ile
Ser
65

Ile
Ser
Met

Lys

Gly
145

Met

Glu

Ile

Thr

Thr

65

Glu

Ala

Met

Lys

Asn

Thr Asp
35

Ser Met

50

Val Lys

Ser Phe

Asp Ile

Gln Phe
115

Glu Arg

130

Asp Arg

<210>
<2115
<2la2>
<213>

<400>
Gly Has

Glu Phe

Lys Glu
35

Glu Phe

50

Gly Met

Glu Asn

Thr Arg

Ser Has
115

Lys Pro

130

Arg Asn

20
Ser

Tyr

Cys

Lys

Ile

100

Glu

Asp

Ser

4

282
PRT

Asp

Lys

Glu

Glu

85

Phe

Ser

Leu

Ile

Cys

Asp

Lys

70

Met

Phe

Ser

Phe

Mat
150

Hemo saplen

His
Leu
20

Arg
Asp
Lys
Leu
Pro
100
Gly

Asp

Cys

His

Arg

Asn

His

Glu

Thr

B5

Glu

Ile

Val

Leu

flas

Leu

Asn

Leu

Leu

70

Ala

His

Leu

Leu

Ser

Arg

Ser

55

Ile

Asn

Gln

Ser

Lys

135
Phe

His

Cys

Arg

Pro

55

Leu

Arg

Lys

Glu

Leu

135

Leu

Asp
4¢

Gln
Ser
Pro
Arg
Tyr
120

Leu

Thr

His
Lys
Thr
40

Pro
Glu
Asp
Sexr
Gly
120

Tyxr

Lys

25
Asn

Pro

Thr

Pro

Sexr

105

Glu

Ile

Val

Gly
Glu
25

Arg
Arg
Gly
Met
Ser
105
Ile

Asp

Asp

Ala
Arg
Leu
Asp
90

Val
Gly

Leu

Gln

Ala
10

Arg
Leu
Asn
Leu
Glu
90

Asp
Cys

Thr

Lys

Pro
Gly
Ser
15

Asn
Bro
Tyr

Lys

Asn
155

Leu
Ala
Ala
Gly
Asp
75

Ser
Ser
Gly

Ile

Pro

Arg
Met
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
Has
Leu
125

Glu

Asp

Leu
Glu
Ile
45

Asp
Ser
Leu
Phe
Val
125

Gln

val

30
Ile

Val
Asn
Asp
Asp
110

Ala

Asp

Cys
Ile
30

Ile
Phe
Val
Arg
Leu
110
His

Ile

Ile

Fhe
Thr
Lys
Thr
95

Asn

Cys

Glu

Pro
15

Tyr
Cys
Asp
Asp
Ala
85

Val
Asp

Phe

Ile

Ile
Ile
Ile
80

Lys
Lys

Glu

Leu

Hais

Pro

Asn

Ile

val

80

Phe

Leu

Glu

Asn

Val
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145 *
Gln Ala
Pro Thr

Glu Asp

Cys

Ser

Ala

150

Arg

165
Leu Glu
180

val Tyr

195

Ser
210
Ile

Cys

Sex
225

Cys Cys

Thr

Pro

Thr Arg

Sexr

Phe

His

Arg

Tyx

Thr Pro

Ile Thr

Gly Ala

val

Lys

Has

Gln

Asn Arg

Ala Ser

Thr His
200
Asn Val
215

Leu Ile

230

Glu
245
Lys

Leu

Ala
260

Phe Tyx

275

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<400>

atgggccatce
agactatgta
cgcctggete
gactttgaca
gaagagaatc
gagcacaagt
atctgeggas
cagatattca
caggectgea
gaagtggect
gtggagaagg
agcacaatgg
tgetgecace
aaagctcaaa
ggcaattga

849
DNA

Glu

Ala

Leu

Val Phe

Gln Met

Phe Pro

280

Homo sapien

5
atcatcatca
aagaaagagc
tcatcataty
tcacagggat
tgacagccag
cctetgacag
ctgtgeatga
acaaccgcaa
gaggtgcaaa
ctteacagtce
acttecattge
getctatett
tagaggaagt
tgcccaccat

<210> 6
<211> 282
<212> PRT

tecatggcgee
tgaagagate
caatacagag
gaaggagcta
ggatatggag
cacattettg
tgagaaaaaa
ctgcetcagt
cegtggggaa
atctgagaac
tttectgetet
catcacacaa
atttcggaag
agaacgactg

155
Glu Leu
170

Gln

Gly
Ser Ser
185
Val

Glu Lys

Ser Arg

Trp
Phe
235
Val

Thr Cys

Arg Lys
250
Pro Thr Ile
265

Gly Asn

ctcaagcttt
tatccaataa
tttgaccatce
cttgagggtc
tcagegetga
gtactcatgt
ccagatgtgc
ctgaaggaca
ctgtgggtca
ctggaggaag
tcaacgccac
ctecatcacat
gtacagcaat
tcecatgacaa

Trp Val Arg

Glu Asn
190
Ile

Ser

Phe
205
Sex

Asp
Asp Thr
220
Gln

Lys Tyr

Gln Gln Ser
Leu

270

Glu Arg

gteoctecatga
aggagagaaa
tgceteegag
tggactatag
gggecatttge
ctcatggcat
tgctttatga
aacccaaggt
gagactctce
atgctgttta
acaacgtgtc
gettecagaa
catttgaaac
gatatttcta

160
Asp Ser
178
Leu Glu

Ala Phe

Met Gly
Trp
240
Glu

Ser

Phe
255

Ser Met

agaattectyg
caaccgecaca
gaatggaget
tgtagatgta
taccagacca
cctggaggga
caccatctte
catcattgtce
agcatccttyg
caagacccac
ctggagagac
atattcttgg
tccaagggcce
cctetttect

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
849
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Met
Glu
Ile
Thr
Val
€5

Glu
Ala
Met
Lys
Asn
145
Gln
Pro
Ala
Cys
Ser
225
Cys

val

Thr

<213>

<400>

Gly
Glu
Lys
Lys
50

Gly
Lys
Ala
Ser
Lys
130
Arg
al=z
Ala
Asp
Ser
210
Ile
Cys

Pro

Arg

His
Phe
Lys
35

Phe
Met
Asn
Arg
His
115
Pro
Asn
Cys
Ser
Ser
1985
Ser
Phe
His

Gln

Asp
275

<210>
<211>
<212>

Homo sapien

His
Leu
29

Arg
Asp
Lys
Leu
Pro
100
Gly
Asp
Cys
Arg
Leu
i80
val
Thr
Ile
Leu
Ala

260
Phe

849
DNA

Has
Arg
Glu
Ras
Arg
Thr
85

Glu
Tle
Val
Leu
Gly
165
Ala
Cys
Pro
Thr
Met
245

Lys

Tyr

His
Leu
Asp
Leu
Leu
70

Ala
His
Leu
Leu
Ser
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

215

Leu

Ile

Gln

Phe

Has

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
Sex
185
Glu
Ser
Thr
Arg
Pro

265
Gly

Ile
10

Asn
Leu
Asn
Leu
Glu
90

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

Thr

Asn

Leu
His
Ala
Gly
Gly
75

Ser
Ser
Gly
Ile
Pro
155
Leu
Ser
Lys
Arg
Phe
235

Val

Ile

Lys
Asp
Leu
Ala
60

Tyr
Val
Thr
Thr
Phe
140
Lys
Trp
Ser
Asp
Asp
220
Gln

Gln

Glu

Leu

Glu

Ile

45

Thr

Leu

Phe

Ala

125

Gln

Val

Val

Glu

Phe

205

Arg

Lys

Lys

Arg

Cys
Ile
30

Ile
Tyxn
Val
Arg
Leu
110
His
Ile
Ile
Arg
Asn
190
Ile
Thr
Tyr

Ser

Ala
270

Pro
15

Tyr
Cys
Asp
Val
Ala
95

val
Lys
Phe
Ile
Asp
175
Leu
Ala
Arg
Ser
Phe

255
Thr

Arg
Pro
Asn
Ile
Asp
BQ

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

Leu
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* <213> Homc sapien

<400> 7

atgggceatc
agactgtgta
cgeectggete
cactatgaca
gaaaagaatc
gagcacaagt
atctgecggaa
cagatattca
caggcectgea
gcagtcatct
gaggagaagg
cgcacaaggq
tgetgceccacc
aaageccaga
ggcaattga

atcatcatca
aaaaaaatca
tcatcatatg
tegtggggat
tcacagecag
cctectgacag
ctgegeataa
acaaccgeaa
gaggtgaaaa
cttcacagtec
acttcattgce
gctccatctt
taatggaaat
tgcecacecat

<210> 8

<211>
<2l2>
<213>

1743
DNA

tcatggcata
tgatgagate
caatacaaag
gaaaaggctgqg
ggatatggag
cacgttcttg
aaagaaaaaa
ctgeectecagt
acatggggaa
atctgagaac
tttetgttet
cattacggaa
atttecggaag
agaacgagca

Homo saplen

<400> 8

agatctcgat
tteceeetcta
caattgcatc
agatgatgaa
tegtaattta
catgacagac
caaggattct
cacgecigteg
caaggacacyg
gatgcaattt
tctctttaaa
tgtccaaaat
tcatcatcat
taaagaaaga
tctecatcata
catcacaggy
tctgacagce
gtcetetgac

cccgcgaaat
gaccacacct
aactttgtgg
aacctggaat
aatgaccagg
agtgactgece
cagccgegeg
tgtgagaaca
aagtctgata
gaatcatcca
cttattttaa
gaagactagt
catcatggeg
gctgaagaga
tgcaatacag
atgaaggagc
agggatatgg
agecacattet

taatacgact
taaggaggat
caatgaaatt
cagattactt
tectatttat
gagacaatgc
gaatggccgt
agattattag
tcatattttt
gctatgaagg
agaaagagga
ggaggatata
ccctecaaget
tctatccaat
agtttgacca
tacttgaggg
agtcagcgcet
tggtactcat

ctcaaacttt
tatccaataa
tttgatcace
cttecaaggee
tcagtgctga
gtactcatgt
ccggatgtge
ctaaaggaca
ctetgggtca
ctggaggcag
tcaacaccac
ctcatcacat
gtacagaaat

accttgacaa

cactataggg
ataacatatg
tattgacaat
tggcaagctt
cgaccaaggg
geegegaace
aactatttct
tttcaaagag
ccagegeage
gtactttctt
cgagctagge
ataccaggaa
ttgtecteat
aaaggagaga
tetgeeteeg
tetggactat
gagggcattt
gtctecatgge

gtectegtga
aaaagagaga
tgcectgeaag
tgggctacac
gggcatttge
ctcatggeat
tgetttatga
aacccaaggt
gagactetce
attctgtttg
ataacgtgte
gcettccagaa
catttgaagt
gagatttcta

gaattgtgag
gctgctgaac
acgectttact
gagageaaac
aategtccac
attttecatta
gtcaaatgtg
atgaatccgce
gtgccgggge
gcatgecgaga
gatcgcagea
tazaataaaat
gaagaattce
aacaaccgca
aggaatggag
agtgtagatg
gctaccagac
atcctggagg

agaattcctg
ggaccgcaga
gaatgggget
tgtggttgac
tgecagacca
cctagaggga
caccatette
catcattgte
agcatcettg
caagatecac
ctggagagac
atattettge
tcecacagget
cctettteet

cggataacaa
cagtagaaga
ttatagetga
tatcggtcat
tattcgagga
tatctatgta
aaaagatatce
cggataatat
acgataacaa
aggaacgcga
ttatgttcac
ccatgggeca
tgagactatg
cacgcctgge
ctgactttga
tagaagagaa
cagagcacaa
gaatctgegg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
B49S

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

1020
1080
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aactytgcat
caacaaccqc
cagaggtgca
ctctteacag
ggacttcatt
gggctctatce
cctagaggaa
aatgcccace
aaaatggate
caccaccact
accgctgage
ttg

gatgagaaaa
aactgectea
aaccgtgggqg
tcatctgaga
gctttetget
ttcatcacac
gtatitegga
atagaacgac
cgaattcgag
gagatccggce
aataactage

<210> 9

<211> 1464
<212> DNA
<213> Home sapien

<400> 9

atggctgectg
aatacgcttt
cttgagagea
gagaatcgte
accattttea
tctgtcaaat
gagatgaate
agcgtgecegg
cttgeatgeg
ggegategea
gaataaataa
cgtgaagaat
agagaggacc
gcaaggaatqg
tacactgtgg
tttgetgeca
ggcatcctag
tatgacacca
aaggtcatca
tcteccageat
gtttgcaaga
gtgtcetgga
cagaaatatt
gaagtteccac

aaccagtaga
actttatage
aactatcggt
cactattcga
ttatatctat
gtgaaaagat
cgceggataa
ggcacgataa
agaaggaacg
gcattatgtt
aatccatggg
tectgagact
gcagacgect
gggctcacta
ttgacgaaaa
gaccagagca
agggaatetg
tettecagat
ttgtccaggce
ccttggcagt
tccacgagga
gagaccgcac
cttgetgetg
aggctaaagce

7

aaccagatgt
gtctgaagga
aactgtgggt
acctggagga
cttcaacgce
aactcatcac
aggtacagca
tgtcecatgac
cteegtegac
tgctaacaaa
ataacccctt

agacaattgc
tgaagatgat
cattcgtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgetlg
tatcaaggac
caagatgcaa
cgatctcttt
cactgtcecaa
ccatcatcat
gtgtazaaaa
ggctcteatc
tgacatcgtg
gaatctcaca
caagtectet
cggaactgeg
attcaacaac
ctgcagaggt
catctcttea
gaaggacttc
aaggggetcece
ccacctaatg

ccagatgcce

getgetttat
caaacccaag
cagagactct
agatgctgtt
acacaacgtg
atgcttcecag
atcatttgaa
aagatatttc
aagcttgegg
gcccgaaagq
ggggcctcta

atcaactttg
gaaaacctgg
ttaaatgace
gacagtgact
tcteagecge
tcgtgtgaga
acgaagtctg
tttgaatcat
aaacttattt
aatgaagact
catcatecatg
aatcatgatg
atatgcaata
gggatgaaaa
gccagggata
gacagcacgt
cataaaaaga
cgcaactgec
gaaaaacatg
cagtcatctg
attgetttet
atctteatta
gaaatatttc

accalagaac

gacaccatct
gtcatcattyg
ccageatect
tacaagacce
tcectggagag
aaatattctt
acktccaaggg
tacctcttte
ccgeactega
aagctgagtt
aacgggtctt

tggcaatgaa
aztcagatta
aggtecctatt
gccgagacaa
geggaatgge
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga
agtggaggat
gcatactcaa
agatctatec
caaagtttga
ggctgettcea
tggagtcagt
tettggtact
aaaaaccgga
teagtctaaa
gggaactctg
agaacctgga
gttcttecaac
cggaactcat
ggaaggtaca
gagcaacctt

tccagatatt
tecaggectyg
tggaagtgge
acgtggagaa
acagcacaat
ggtgetgeca
ccaaagctea
ctggcaattg
gcaccaccac
ggctgetygec
gaggggtttt

atttattgac
ctttggeaag
tatcgaccaa
tgcgecgega
cgtaactatt
tagtttcaaa
tttecagege
agggtactit
ggacgagcta
ataataccag
actttgtect
aataaaaaaqg
tcacectgeet
aggcctggge
gctgagggea
catgtcteat
tgtgctgett
ggacaaacee
ggtecagagac
ggcagattct
accacataac
cacatget.le
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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ttctacctet ttectggeaa 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

Glu

Glu

Leu

50

Thr

Glu

Ile

Cys

Asp

130

Lys

Met

Phe

Ser

Phe

210
Met

Ile
Ser
Gly
35

Glu
Leu
Ser
Asp
Arg
115
Ser
Ile
Asn
Gln
Ser
195

Lys

Phe

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

10
233
PRT

Homo sapien

10
Phe Val

Ser Asp
20
Ile Pro

Asp Gly

His Len

Lys Leu
85

Gln Gly

100

Asp Asn

Gln Pro

Ser Thr

Pro Pro
165

Arg Sex

180

Tyr Glu

Leu Ile

Thr Val

11

702
DNA

Lys
Thr
Pro
Arg
Val
70

Ser
Asn
Ala
Arg
Leu
150
Asp
Val
Gly

Leu

Gln
230

Homo sapaien

Thr Leu

Ile Asp

Asp Gln
40

Thr Leu

55

Leu Arg

Val Ile

Arg Pro

Pro Arg
120

Gly Met

135

Ser Cys

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
Has
185
Leu

Glu

Asp

Gly
10

Val
Arg
Asp
Arg
Asn
90

Phe
Ile
val
Asn
Asp
170
Asp

Ala

Asp

Lys
Lys
Leu
Tyr
Gly
75

Leu
Glu
Phe
Thr
Lys
155
Thr
Asn

Cys

Glu

Thr

Ser

Ile

Asn

60

Gly

Asn

Asp

Ile

Ile

140

Ile

Lys

Lys

Glu

Leu
220

Ile
Lys
Phe
45

Ile
Tyr
Asp
Met
Ile
125
Ser
Ile
Ser
Met
Lys

205
Gly

Thr
Ile
30

Ala
Gln
Phe
Gln
Thr
110
Ser
Val
Ser
Asp
Gln
190

Glu

Asp

Leu
15

Gln
Gly
Lys
Gly
Val
95

Asp
Met
Lys
Phe
Ile
175
Phe

Arg

Arg

Glu

Asp

Lys

Glu

Lys

BC

Leu

Ser

Tyr

Cys

Lys

160

Ile

Glu

Asp

Ser

1464
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<400> 11

atgcagatct
gataccatcg
caaagattga
attcagaagg
cttgagagca
gggaatcgtce
accattttca
tctgteaaat
gagatgaatc
agcgtgcegg
cttgeatgeg
ggcgategea

tcgtcaagac
acaacgttaa
tetttgecgg
agtcgacett
aactatcggt
cactattcga
ttatatctat
gtgaaaagat
cgceggataa
ggcacgataa
agaaggaacgqg
gcattatgtt

<210> 12

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

<400> 12

agatctcgat
ttcceccteta
aaccggtaaa
gaaaattcaa
gcagctcgag
tcttgtetta
tcgtaatita
catgacagac
caaggattct
cacgctgtcg
caaggacacg
gatgcaattt
tctetttaaa
tgtccaaaat
tcatcatcat
tggttecega
atcgatttat
aaactacatt
tagcegttgg
tggtttcatt
atcattggca
tgaggagata

ccegegaaat
gaccacacct
accataactc
gacaaggaag
gacggtagaa
agactaagag
aatgaccagg
agtgactgec
cagecgegeqg
tgtgagaaca
aagtcetgata
gaatcatcca
cttattttaa
gaagactagt
catcatggca
caggattttt
ttattaattt
gttgagageg
ttgeccagaa
gctggtttag
tcatccagag
gaacaaaatg

gttaaccggt
gtcgaaaatt
taagcagctce
acatcttgte
cattegtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
ateccacgetg
tatcaaggac
caagatgcaa
cgatctcttt
cactgtccaa

taatacgact
taaggaggat
tagaagttga
gcaticcace
cgctgtctga
gagggtactt
tcctatttat
gagacaatgc
gaatggcegt
agattattag
tecatattttt
gctatgaagg
agaaagagga
ggaggatata
tggatgaaag
tgagaaattt
ttggcatagt
ttagtgaaat
gtaagtttac
ttaatgatgg
aattaatgga
aacacaatga

aaaaccataa
caagacaagq
gaagacggta
ttaagactaa
ttaaatgacc
gacagtgact
tctcageege
tcgtgtgaga
acgaagtctg
tttgaatecat
aaacttattt
aatgaagact

cactataggg
ataacatatg
atctteccgat
tgatcaacaa
ttacaacatt
tggcaagett
cgaccaaggqg
geegegaace
aactatttct
tttcaaagag
ccagegeage
gtactttett
cgagctagge
ataccaggaa
caagataaac
taaaacttgg
agtatttttt
gacaacaaac
ccacttagac
taacacttgt
gttettggac
agaaggaaac

ctctagaagt
aaggecattec
gaacgectgte
gaggagggta
aggtcctatt
gccgagacaa
gcggaatgge
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga
ag

gaattgtgag
cagatctteg
accatcgaca
agattgatct
cagaaggagt
gagagcaaac
aatcgtecac
atttteatta
gtcaaatgtyg
atgaatccge
gtgccgggge
gcatgcgaga
gatcgcagca
taaataaaat
agtttattac
agtaacaaca
tataaaaaac
ttcagaaata
gaagagatct
tttatgaact
aataatgtca
gggcaagaat

tgaatcttee
acctgatcaa
tgattacaac
ctttggecaag
tatcgaccaa
tgcgecgega
cgtaactatt
tagtttcaaa
tttecagege
agggtacttt
ggacgagcta

cggataacaa
tcaagacgtt
acgttaagte
ttgecggtaa
cgaccttaca
tatcggteat
tattcgagga
tatctatgta
aaaagatatc
cggataatat
acgataacaa
aggaacgcaga
ttatgtteac
ccatgggeea
aatttttatt
ataacaatct
cagaccatcet
ataatagcct
tgaaaagagyq
ctgttttgea
taaggaccta
ctgct.caaga

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

6C
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

330682
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tgaageccact
gaaattgaat
cactttcagt
taaaccctat
tattecttett
gttggaaagt
atcagaatta
ttacattcca
tttcacacct
tttacagtgt
tttaccgaac
taaacctgaa
tcatttattt
gccaattaac
tattgacgat
atctaagcag
cgtatttgat
aacgttgaat
gccaatgtea
cggtgaatac
agaaaaagaa
tatcagtaac
tgagtacatt
ttctgatgtt
gagccttgac
agatgttata
teccattgaca
ttacattgea
cgttgtggac
tgactttgat
tgaagaagat
agagcaagga
agaagaccat
accactgaga
ctgagcaata

cataagaaaa
aggaagtcaa
gtcgecttaa
ttcaaaacca
ggctacgacc
aacgttaaat
ceccgatgatg
actgaacaga
ttcaaactaa
ggtgagaacg
gagaatattg
atcatcgaag
ggtcagttga
gctgtaaaag
gaagattata
attttaatat
ccaagaacgt
cttgcceett
aaaaaggaaa
tatacgaaat
tacgatgacg
tatgatcece
gaagaaaccg
gaaaacgaga
gaaccaaaga
ccagctccac
tattcattge
tttagaaaat
gaagctgaag
gaagaaactg
gatgaaaaag
gaaggtgaag
agagatattt
teecgygetget
actagcataa

acactcgtaa
gttcgaaaga
gggatctact
atagtttatt
aagaggacgc
cattgaatac
ctttagtagg
ttgatcctaa
tgactecttt
gtggcataag
gttccacttt
tegtagaatg
aagaatttga
atagggtcea
agaagttgea
caagacctcc
acatgattag
ggtgttgtga
aagctgegea
tacatgaacg
cagaggggaa
taaacggtga
atgctttagg
atgtaaaaga
tcaatgttga
ctatcaatta
getetgtcat
acaggggttg
tccttteaac
ggaagatgaa
agcaggagca
agcaagagga
ctggtaaaga
aacaaagcce
ccecttagag

10

gggtggcaaa
agacgaagaa
ttelgeetta
gaaagcaatg
gcaagaattc
tgaaaaacta
tcaacttaac
ctctatacta
agatggtatc
atattcegta
aaaattatct
taacogttgt
aaaaaaacct
tecaaategaa
tacagcaaat
accattatta
aaaaaataac
tattaatgaa
acaagattca
cttcgagcag
ctatgecgtcet
agtcgatgge
gaatacaatc
taatgaagaa
agatcaacta
tgectaggtca
tgttecactac
ttggtggaga
acceggtgta
ggatgatttg
aaaaggagtce
aggtcaagag
tgtaaactaa
gaaaggaagc
cctetaaacg

gtttatggta
aagagccagg
aatgegaagt
tccaaatete
ttccagaaca
gataccactc
cttggtgaag
catgacaagt
acggcagaaa
ttttegggat
cagttattga
geectcacag
gagggttega
gaagttettg
atggtacgta
tccatteata
tcgaaagtat
atcaatttgg
agtgaagatg
gaatttgaag
cattacaatc
gtgacatceqg
aaaaaaagga
ctgcaagaaa
gaaacatcat
ttttccacag
ggtaccecata
atatctgatg
tttatgttat
gaagctatte
caggagccaa
cagatgaagt
getecgageac
tgagttgget
ggtcttgagg

agcataagaa
agccagatat
attatcggga
caagaaaaaa
tactagcega
cagttgecgaa
ttggcactgt
ccattcaaaa
gaattggttg
taagcttaaa
gegactggag
cagcgeacte
tcecagaaaa
ccaaaccagt
aatgctctaa
tcaacagatc
tgtitaagte
atgctcgttt
aaaacattgg
acagcgagga
ataccaaqgga
atgatgaaga
tcatagaaca
tegacaatgt
clgatgagga
ttecageceac
attatggteca
agactgtgta
titacgaata
agagtaataa
aggaaagecca
tcgagagaac
caccacecace
qgctgecaccg
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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FIGUR " 1
SEQ ID NO 1

1 MAAEPVEDNC INFVAMKFID NTLYFIAEDD ENLESDYFGK LESKLSVIRN
51 LNDQVLFIDQ GNRPLFEDMT DSDCRDNAPR TIFIISMYKD SQPRGMAVIT
101 SVRCEKISTL SCENKIISFK EMNPPDNIKD TKSDIIFFQR SVPGHDNEMQ

131

151 FESSSYEGYF LACEKERDLF KLILKKEDEL GDRSIMFTVQ NED

FIGUR 2
SEQ ID NO 2
1
ATGGCTGCTG
51
ATTTATTGAC
101
AATCAGATTA
151
TTAAATGACC
201
GGACATGACA
251
TTATATCTAT
301
TCTGTCAAAT
351
tAGTTTCARAA
401
ATATCATATT
451
TTTGAATCAT
501
CGATCTCTTT
551
GCATtATGTT

FIGUR 3
SEQ ID NO.3

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

AACCAGTAGA

AATACGCTTT

CTTTGGCAAG

AGGTCCTATT

GACAGTGACT

GTACAAGGAT

GTGAARAGAT

GAGATGAATC

TTTCCAGCGC

CCAGCTATGA

ABACTTATTT

CACTGTCCAA

AGACAATTGC

ACTTTATAGC

CTTGAGAGCA

TATCGACCAA

GCCGAGACAA

TCTCAGCCGC

ATCCACGCTG

CGCCGGATAA

AGCGTGCCGG

AGGGTACTTT

TAAAGAAAGA

AATGAAGACT

ATCAACTTTG

TGAAGATGAT

AACTATCGGT

GGGAATCGTC

TGCGCCGCGA

GCGGAATGGC

TCGTGTGAGA

TATCAAGGAC

GGCACGATAA

CTTGCATGCG

GGACGAGCTA

582
AG

50
TGGCAATGAA
100
GAAAACCTGG
150
CATtCGTAAT
200
CACTATTCGA
250
ACCATLTTCA
300
CGTAACTATT
350
ACARgATUAT
400
ACGAAGTCTG
! 450
CAAGATGCAA
500
AGAAGGAACG
550
GGCGATCGECA

330682
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2/31
151 FTVONED

FIGUR 4

SEQ ID NO 4

1  MGHHHHHHGA LKLCPHEEFL RLCKERAEEI YPIKERNNRT RLALIICNTE
51 FDHLPPRNGA DFDITGMKEL LEGLDYSVDV EENLTARDME SALRAFATRP
101 EHKSSDSTFL VLMSHGILEG ICGTVHDEKK PDVLLYDTIF QIFNNRNCLS
151 LKDKPKVIIV QACRGANRGE LWVRDSPTSL EVASSQSSEN LEEDAVYKTH
201 VEKDFIAFCS STPHNVSWRD STMGSIFITQ LITCFQKYSW CCHLEEVFRK
252 VQQSFETPRA KAQMPTTERL SMTRYFYLFP GN

FIGUR. 5

SEQ ID NO
1

ATGGGCCATC
51
AGAATTCCTG
101
AGGAGAGAARL
151
TPTGACCATC
201
GARGGAGCTA
251
TGACAGCCAG
301
GAGCACAAGT
351
CCTGGAGGGA
401
TGCTTTATGA
451
CTGAAGGACA
501
CCGTGGGGAA
551
CTTCACAGTC
601
GTGGAGAAGG
651
CTGGAGAGAC
701
GCTTCCAGAA
751

5

ATCATCATCA

AGACTATGTA

CAACCGCACA

TGCCTCCGAG

CTTGAGGGTC

GGATATGGAG

CCTCTGACAG

ATCTGCGGAA

CACCATCTTC

AACCCAAGGT

CTGTGGGTCA

ATCTGAGAAC

ACTTCATTGC

AGCACAATGG

ATATTCTTGG

TCATGGCGCC

AAGARAGAGC

CGCCTGGCTC

GAATGGAGCT

TGCACTATAG

TCAGCGCTGA

CACATTCTTG

CTGTGCATGA

CAGATATTCA

CATCATTGTC

GAGACTCTCC

CTGGAGGAAG

TTTCTGCTCT

GCTCTATCTT

TGCTGCCACC

CTCAAGCTTT

TGAAGAGATC

TCATCATATG

GACTTTGACA

TGTAGATGTA

GGGCATTTGC

GTACTCATGT

TGAGAAAAAA

ACAACCGCAA

CAGGCCTGCA

AGCATCCTTG

ATGCTGTTTA

TCAACGCCAC

CATCACACAA

TAGAGGAAGT

50
GTCCTCATGA
100
TATCCAATAA
150
CAATACRGAG
200
TCACAGGGAT
250
GAAGAGAATC
300
TACCAGACCA
350
CTCATGGCAT
400
CCAGATGTGC
450
CTGCCTCAGT
500
GAGGTGCARA
550
GAAGTGGCCT
600
CAAGACCCAC
650
ACAACGTGTC
700
CTCATCACAT
750
ATTTCGGAAG
800
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801

33
GTACAGCAAT CATTTGAAAC TCCAAGGGCC AAAGCTCAAA TGCCCACCAT

849

AGAACGACTG TCCATGACAA GATATTTCTA CCTCTTTCCT GGCAATTGA

FIGUR 6
SEQ ID NO-

1  MGHHHHHHGI LKLCPREEFL RLCKKNHDEI
51 FDHLPARNGA HYDIVGMKRL LQGLGYTVVD
101 EHKSSDSTFL VLMSHGILEG ICGTAHKKKK
151 LKDKPKVIIV QACRGEKHGE LWVRDSPASL
201 EERDFIAFCS STPHNVSWRD RTRGSIFITE

6

251 VQKSFEVPQA KAQMPTIERA TLTRDFYLFP GN

FIGUR 7
SEQ ID NO 7
1
ATGGGCCATC
51
AGAATTCCTG
101
AAAAGAGAGA
151
TTTGATCACC
201
GARAAGGCTG
251
TCACAGCCAG
301
GAGCACAAGT
351
CCTAGAGGGA
401
TGCTTTATGA
451
CTAARGGACA
501
ACATGGGGAA
551
CTTCACAGTC
601
GAGGAGAAGG
651
CTGGAGAGAC

ATCATCATCA

AGACTGTGTA

GGACCGCAGA

TGCCTGCAAG

CTTCAAGGCC

GGATATGGAG

CCTCTGACAG

ATCTGCGGAA

CACCATCTTC

AACCCAAGGT

CTCTGGGTCA

ATCTGAGAAL

ACTTCATTGC

CGCACAAGGE

TCATGGCATA

AAAARAATCA

CGCCTGGCTC

GAATGGGGCT

TGGGECTACAC

TCAGTGCTGA

CACGTTCTTG

CTGCGCATAA

CAGATATTCA

CATCATTGTC

GAGACTCTCC

CTGGAGGCAG

TTTCTETTCT

GCTCCATCTT

CTCAAACTTT

TGATGAGATC

TCATCATATG

CACTATGACA

TGTGGTTGAC

GGGCATTTGC

GTACTCATGT

AAAGAAAAND

ACAACCGCAA

CAGGCCTGCA

AGCATCCTTG

ATTCTGTTTG

TCANCACCAC

CATTACGGAA

YPIKKREDRR RLALIICNTK
ERNLTARDME SVLRAFAARP
PDVLLYDTIF QIFNNRNCLS
AVISSQSSEN LEADSVCKIH
LITCFQKYSC CCHLMEIFRK

50
GTCCTCGTGA
100
TATCCAATAA
150
CAATACAAAG
200
TCCTGGGGAT
250
GAAAAGAATC
300
TGCCAGACCA
350
CTCATGGCAT
400
CCGGATGTGC
450
CTGCCTCAGT
500
GAGGTGARAA
550
GCAGTCATCT
600
CAAGATCCAC
650
ATAACGTGTC
700
CTCATCACAT
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70L ¢

4/3

750

GCTTCCAGAR ATATTCTTGC TGCTGCCACC TAATGGAAAT ATTTCGGAAG

751

800

GTACAGAAAT CATTTGAAGT TCCACAGGCT AAAGCCCAGA TGCCCACCAT

801

B49

AGAACGAGCA ACCTTGACAA GAGATTTCTA CCTCTTTCCT GGCAATTGA

FIGUR:' 8

T79 RBS

FIGUR 9

SEQ ID NO 8

1
AGATCTCGAT
51
CGGATAACAA
101
GCTGCTGAAC
151
TATTGACAAT
201
CAGATTACTT
251
ARTGACCAGG
301
CATGACAGAC
351
TATCTATGTA
401
GTCAAATGTG
451
TTTCARAGAG
501
TCATATTTTT
551
GAATCATCCA
601
TCTCTTTAAA

CCCGCGAAMAT

TTCCCCTCTA

CAGTAGAAGA

ACGCTTTACT

TGGCAAGCTT

TCCTATTTAT

AGTGACTGCC

CAAGGATTCT

AAAAGATATC

ATGAATCCGC

CCAGCGCAGC

GCTATGAAGG

CTTATTTTAA

TAATACGACT

GACCACACCT

CAATTGCATC

TTATAGCTGA

GAGAGCAAAC

CGACCAAGGG

GAGACRATGC

CAGCCGCGCG

CACGCTGTCG

CGGATAATAT

GTGCCGGGGC

GTACTTTCTT

AGAAAGAGGA

|Pro IL18|

RBS

Casp4

CACTATAGGG

taaggaggat

AACTTTGTGG

AGATGATGAA

TATCGGTCAT

AATCGTCCAC

GCCGCGAACC

GAATGGCCGT

TGTGAGAACA

CAAGGACACG

ACGATAACAA

GCATGCGAGA

CGAGCTAGGC

50
GAATTGTGAG
100
ataacatATG
150
CAATGAAATT
200
AACCTGGAAT
250
tCGTAATTTA
300
TATTCGAGGA
350
ATtTTCATTA
4900
AACTATTTCT
450
AgATEATLAG
500
AAGTCTGATA
550
GATGCAATTT
600
AGGAMCGCGA
650
GATCGCAGCA

330682
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651 -
TEATGTTCAC
701
taaataaaat
751
TTGTCCTCAT
801
TCTATCCAAT
851
TGCAATACAG
901
CATCACAGGG
951
TAGAAGAGAA
1001
GCTACCAGAC
1051
GTCTCATGGC
1101
AACCAGATGT
1151
AACTGCCTCA
1201
CAGAGGTGCA
1251
TGGAAGTGGC
1301
TACAAGACCC
1351
ACACAACGTG
1401
AACTCATCAC
1451
GTATTTCGGA
1501
AATGCCCACC
1551
CTGGCAATTG
1601
CCGCACTCGA
1651
GCCCGAAAGG

TGTCCAAAAT

ccatgGgccea

GAAGAATTCC

AAAGGAGAGA

AGTTTGACCA

ATGAAGGAGC

TCTGACAGCC

CAGAGCACAA

ATCCTGGAGG

GCTGCTTTAT

GTCTGAAGGA

AACCGTGGGG

CTCTTCACAG

ACGTGGAGAA

TCCTGGAGAG

ATGCTTCCAG

AGGTACAGCA

ATAGAACGAC

ARAATGGATC

GCACCACCAC

AAGCTGAGTT

5/31

GAAGACTAGT

teatcatcat

TGAGACTATG

AACAACCGCA

TCTGCCTCCG

TACTTGAGGG

AGGGATATGG

GTCCTCTGAC

GAATCTGCGG

GACACCATCT

CAAACCCAAG

AACTGTGGGT

TCATCTGAGA

GGACTTCATT

ACAGCACAAT

AAATATTCTT

ATCATTTGAA

TGTCCATGAC

CGAATTCGAG

CACCACCACT

GGCTGCTGCC

ggaggatata

catcatggceG

TAAAGAAAGA

CACGCCTGGC

AGGAATGGAG

TCTGGACTAT

AGTCAGCGCT

AGCACATTCT

AACTGTGCAT

TCCAGATATT

GTCATCATTG

CAGAGACTCT

ACCTGGAGGA

GCTTTCTGCT

GGGCTCTATC

GGTGCTGCCA

ACTCCAAGGG

AAGATATTTC

CTCCGTCGAC

GAGATCCGGC

ACCGCTGAGC

700
aTACCAgGaa
750
CCCTCAAGCT
800
GCTGAAGAGA
850
TCTCATCATA
900
CTGACTTTGA
950
AGTGTAGATG
1000
GAGGGCATTT
1050
TGGTACTCAT
1100
GATGAGAAAN
1150
CAACAACCGC
1200
TCCAGGCCTG
1250
CCAGCATCCT
1300
AGATGCTGTT
1350
CTTCAACGCC
1400
TTCATCACAC
1450
CCTAGAGGAA
1500
CCAAAGCTCA
1550
TACCTCTTTC
le00
AAGCTTGCGG
1650
TGCTAACAAA
1700
AATAACTAGC
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6/31
1743

ATAACCCCTT GGGGCCTCTA AACGGGTCTIT GAGGGGTTIT TTG

FIGUR
4964
5024

b
5084

b
5144

b
5204

b
5264

b

10

T7 pramoter
AGATCTCEATCCCGCGAAATTAATACEACTCACTAT AGGAGAAT TGTGAGCGIATAACAR

+ + + + -y R—

TCTAGAGCTAGGGCGCTTTART TATCCTAAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTT

Shine-Dalgaxno ProILl8 start
RaggagyatataacatATGGCTGCTEAACCAGTAGAAGA

'
_____ -+ o+ +: + +

TTCCCCTCTAGACCACACCT!

AAGGGGAGATCTGGTGTGGAat teckecbakat tgCaTACCGACGACTTGGTCATCTTICT

M A A E PV ED

CAATTGCATCAACTTTGTGGCAATGAMATTTATTGACAATACGCTTTACTTTATAGCTGA

—————— 3 PN PP S—— K E— A —— [

GTTAACGTAGTTGAAACACCGTTACT I TARATAACTGTTATGCGAAATGAAATATCGACT

N C I N F VvV A M KPF I DNTILYF I AE
Start of mature IL18

AGATGATGAAAACCTGGAATCAGATTACTTTGGCAAGC TTGAGAGCAARCTATCGGTCAT

—————— +~ + et ———t ————+ T

TCTACTACTTTTGEACCTTAGTCTAATGAAACCETTCGAACTCTCGTTTGATAGCCAGTA

D D ENLEJSDYUP? ¢gKIL ES§ KL §8 V I

ECGTAATTTAAATGACCAGETCCTATTTATCGACCAAGGGAATCGTCCACTATTCGAGGA

————— 3 o ———— - e ———— ——

AGCATTAAATTTACTGATCCAGGATAAATAGCTGETTCCCTTAGCAGGTGATAARCTCCT

R NL NP Q VL FIDOQGNR RUPILTPFED

CATGACAGACAGTGACTGCCGAGACAATGCGCCGCGAACCATLTTCATTATATCTATGTA

- + } + + + —————

GTACTGTCTETCACTGACAGCTCTGTTACGCGGCGCTTGGTAAAAGTAATATAGATACAT

M T D S DPCRDNAPIRTTIFTITIS SMY

CAAGGATTCTCAGCCGCGUGGAATGGCCGTAACTATTTCTGTCAAATGTGAARAGATATC

—t— fmm——————— b ——— -

1]
]
[l
f
r
3
+
]
1
|
+

5023

5083

5143

5203

5263

5323

330682
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5384

5444

5504

5564

5624

5684

330682

7131

GTTCCTAAGAGTCAGCGCACCTTACCGGCATTGATAAAGACAGTT TACACTTTICTATAG

K D S Q PRGN AV TIJZ SV KT CETZ KTISE E -

CACGCTGTCGTGTGAGAACAAGATLAT LAGTTTCAAAGAGATGAATCCGCCGGATAATAT
_— N + I Op—— - -+ + 5443

GTGCGACAGCACACTCTTETTe TARTARTCARAGTTTCTCTACTTAGGCGECCTATTATA

T L $S CENZKTITIS ST FI KEMNPZPDNINTI-

CAAGGACACGAAGTCTGATATCATATTTTTCCAGCGCAGCGTGCCGGEGCACGATAACAR

------ + + ————— B ek T PR 1.1k )

GTTCCTGTGCTTCAGACTATAGTATAAAAAGATCGCETCEGCACGGCCCOGTGCTATTIGTT

K DT X 8 bIIXIPVFOQRSVYVY PSS HDNIK -

GATGCAATTTGAATCATCCAGCTATGAAGGETACTTTCTTGCATACGAGANGGARCGLGA

————— + + - + —_——— + 5563

CTACGTTAAACTTAGTAGGTCGATACTTCCCATGARAGARCGTACGCTCTTCCTTGCGCT

M Q F ES 85 Y EGYPFULAGCEI KEURTD -

TCTCTTTAAACTTATT T TARAGAAAGAGGACGAGCTAGGCGATCGCAGCAT LATGTTCAC
+ + 45623

¥ -

AGAGAAATTTGAATAAAATTTCTITCTCCTGCTCGATCOGCTAGCGTCCTAATACAAGTG
L F XL I LEXKU KZEDZELGUDRSTIMMTFT -
Dafoctive Shino-Dalgarno Start of Cagpasa-4

TGTCCAARATGAAGACTAGTggaggatataaTACCAgEaataastaaaatcoatgdyeca

------ e tm——— + + - =4+=-=- 5683

ACAGGTTTTACTTCTGATCACctcctatattATGGTeCttatktattttaggtacCoggt

v 0N ED M G H -

tecatceatcatcatecatggeGCCCTCAAGCTTTATCCTCATGAAGAATTCCTGAGACTATG

------ += + ——— * -——+ -4+--- 5743

agtagtagtagtagtaccgCGGEAGTTCGAAACAGGAGTACTTCTTAAGGACTCTAATAC

H H HHHGALKILCPHRETETFTLRULC -~

TAAAGAAAGAGCTGAAGAGATCTATCCAATAAAGGAGAGAAACAACCGCACACGCCTEGC
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5804

5864

5924

5984

6044

6104

6164

8/31

ATPTCTTTCTCEACTTCTCTAGATAGGTTATTTCCTC TCTTTGTTGGCGTGTGCGGACCG

K ER A E EBEI Y PII KZERNNIRTRILA

TCTCATCATATGCAATACAGAGTTTGACCATCTACCTCCAAGGAATGGAGCTGACTTTGA

+ " +
t + ¥

* + +

AQAGTAGTATACGTTATGTCTCAAACTGGTAGACGAAGGCTCCTTACCTCGACTGAMACT

L I I CNTEVPFDHTULUPUPRNGA ADTF?D

CATCACAGGGATGAAGGAGCTACTTGAGGGTCTGGACTATAGTGTAGATATAGARGAGAN

: e + 3 N p——
+ t + +

GTAGTGTCCCTACTTCCTCGATGAACTCCCAGACCTAATATCACATCTACATCTTCTCTT

I TG MK ELULEGTULDY S VDVETEN

TCTGACAGCCAGGGATATGGAGTCAGCECTGAGEECATTTGCTACCAGACCAGAGCACAR

- = + o 3
+ ¥ t

AGACTGTCGATCCCTATACCTCAGTOGCGACTCCCETAAACGATGGTCTGEGTCTCGTGTT

L TARDMESA ALRAGBATFATQRPEHK

GTCCTCTGACAGCACATTCTTEGTACTCATATCTCATAGCATCCTEGAGGGAATCTGCEE

+ + R + ————e b

CAGGAGACTGTCGTGTAAGAACCATGAGTACAGAGTACCGTAGGACCTCCCTTAGACGCC

§ s D8 TF L VLM S HGTIILEGTITCSG

ARCTGTGCATGATGAGARAAAACCAGATGTGCTGCTTTATGACACCATCTTCCAGATATT

- e ——————— e m i ——— e e o e i ———————— ———

TTGACACGTACTACTC T TTTTTGGTCTACACGACGAAATACTGTGGTAGAAGGTCTATAA

T VHDEI KIXPDV L L Y DTITVFOQTIF

CAACAACCGCAACTGCCTCAGTCTGAAGGACARMACCCAAGATCATCATTGTCCAGGCCTS

...... + + + + + ¥

GTTGTTGECGTTGACGOAGTCAGACTTCCTGTTTCGAGTTCCAGTAGTAACAGGTCCGGAC

N N R NCIL S5L KD K P KV ITIUVQAMADLC

CAGAGGTGCAAACCGTGAGGAACTGTGGGTCAGAGACTCTCCAGCATCCTTGGARGTEGE

+. 3

- — + N +
e ——— + ¥ + + ——

GTCTCCACGTTTGGCACCCCTTGACACCCAGTCTCTGAGAGATCGTAGGAACCTTCACCG

5863

5923

5983

65043

6103

6163

6223

330682
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9/31

R 6 ANRGEUSLWVRDSUPAGSULEUVHA ~

CTCTTCACAGTCATCTGAGAACCTGEAGGAAGATGCTGTTTACAAGACCCACGTCGAGAA
6224 + ¥ + + + + 6283

GAGAAGTGTCAGTAGACTCTTGGACCTCCTTCTACGACAAATGTTCTGGGTGCACCTCTT

8 § ¢ $ 8 BNLEEDA AV Y KTHVEZK -

GEACTTCATTGCTTTCTGCTCTTCAACGCCACACAACGTGTCCTGGAGAGACRGCACAAT
6284 -- + + + —humm——— + + 6343

CCTGAAGTAACGARAGACGAGAAGTTECGGTGFTGTTGCACAGGACCTCTCTGTCGTGTTA

D P I AF C S S5TUPHNVYEWRDGSTM -

GRGCTCTATCTTCATCACACAACTCATCACATGCTTCCAGAAATATTCTTGGTGCTGCCA
6344 + * + + ¥ -———— 6403

CCCAAGATAGAAGTAGTCTATTGAGTAGTGTACGAAGGTCTTTATAAGAACCACGACGGT

6 s I I TQDL I T™T™CP?QKY S WCZLCH ~

CCTAGAGGAAGTATTTCGAAAGGTACAGCAATCATTTGAAACTCCAAGAGCCAAAGCTCA
6404 ----- + + * + Fomm——— t--~ 6463

GGATCTCCTTCATARAGCCTTCCATGTCGTTAGTARACTTTGAGATTCCCGGTTTCGAGT

L EE VFRZEXKVYVYQQSPFETZPRAMEKAQJQ -

AATGCCCACCATAGAACGACTGTCCATGACAAGATATTTCTACCTC T T TCCTGGCAATTS
6464 —mm— + PR + + S 4-mn 6523

TTACGGGTGGTATCTTACTGACAGGTACTGTTCTATAAAGATGEGAGARAGGACCGTTAAC

M P T I BERL B M TRY F YL FPGN * -

AAAATGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCAC
6524 —~——-—+ + P— ' - +-—- 6583

TTTTACCTAGGCTTAAGCTCGAGGCAGCTGTTCGAACGCCGRCGTGAGCTCATEGTGETG

K wWIZRTIRAPST SELRUPHSSTTT -

CACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGACTGCTGLS
6584 —-——+ + + S +--— 6643

GTGGTGETGACTCTAGECCGACGATTGTTTCGGECTTTCCTTCGACTCARCCGACGACGSE



330682

10/31

b * " T E I RL LTI XUPETRIKULSWILULP -
T7 Terminator
ACCGCTGAGCAATANCTAGCATAACCCCTTGAGGCE TCTAAACGGETCTTCAGGEETTTT

€644 + + + + + + 6703
5 TGGCGACTCGTTATTICATCGTATTCCEEAACCCCGGAGAT P TECCCAGAACTCCCCAARR
b P L S NN *HBNUPULGPULNUG S * &GV F -
10 6704 —-- 6706
AAC
FIGUR' 11
15
29°C 37°C
012 3 18 012 3 420 TIMER
46 _ :
20 FIGUR 12

T7=9 RBS!||/Pro IL.18| RBS| [Casp5
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FIGUR* 13

SEQ ID NO 9

1
ATGGCTGCTG
51
ATTTATTGAC
101
AATCAGATTA
151
TTAAATGACC
201
GGACATGACA
251
TTATATCTAT
301
TCTGTCAAAT
351
TAGTTTCAAA
401
ATATCATATT
451
TTTGAATCAT
501
CGATCTCTTT
551

IGCATTATGTT CACTGTCCAA AATGAAGACT AGTGGAGGAT ATAATACCAG

601

AACCAGTAGA

AATACGCTTT

CTTTGGCARG

AGGTCCTATT

GACAGTGACT

GTACAAGGAT

GTGAAAAGAT

GAGATGAATC

TTTCCAGCGC

CCAGCTATGA

AAACTTATTT

11/31

AGACAATTGC

ACTTTATAGC

CTTGAGAGCA

TATCGACCAA

GCCGAGACAA

TCTCAGCCGC

ATCCACGCTG

CGCCGGATAA

AGCGTGCCGG

AGGGTACTTT

ATCAACTTTG

TGAAGATGAT

AACTATCGGT

GGGAATCGTC

TGCGCCGCGA

GCGGAATGGC

TCGTGTGAGA

TATCAAGGAC

GGCACGATAA

CTTGCATGCG

50
TGGCAATGAA
100
GAAAACCTGG
150
CATTCGTAAT
200
CACTATTCGA
250
ACCATTTTCA
300
CGTAACTATT
350
ACAAGATTAT
400
ACGAAGTCTG
450
CAAGATGCAA
500
AGAAGGAACG
550

TAAAGAAAGA GGACGAGCTA GGCGATCGCA

600

650

GAATARATAA AATCCATGGG CCATCATCAT CATCATCATG GCATACTCAA

651
ACTTTGTCCT
701
AGATCTATCC
751
ATATGCAATA
801
TGACATCGTG
851
TTGACGAAAA
901
TTTGCTGCCA
951
CATGTCTCAT
1001

CGTGAAGAAT

AATAAAARAAG

CAAAGTTTGA

GGGATGAAML

GAATCTCACA

GACCAGAGCA

GGCATCCTAG

TCCTGAGACT

AGAGAGGACC

TCACCTGCCT

GGCTGCTTCA

GCCAGGGATA

CAAGTCCTCT

AGGGAATCTG

GTGTAAAAAA

GCAGACGCCT

GCAAGGAATG

AGGCCTGGGC

TGGAGTCAGT

GACAGCACGT

CGGAACTGCG

700
AATCATGATG
750
GGCTCTCATC
800
GGGCTCACTA
850
TACACTGTGG
900
GCTGAGGGCA
950
TCTTGGTACT
1000
CATAAAARGA
1050

330682
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AAAARCCGGA
1051
CGCAACTGCC
1101
CTGCAGAGGT
1151
CCTTGGCAGT
1201
GTTTGCAAGA
1251
ACCACATAAC
1301
CGGAACTCAT
1351
GAAATATTTC
1401
CCAGATGCCC
1451
TTCCTGGCAA

FIGUR 14

TCTGCTGCTT

TCAGTCTAAR

GAAAAACATG

CATCTCTTCA

TCCACGAGGA

GTGTCCTGGA

CACATGCTTC

GGAAGGTACA

ACCATAGAAC

1464
TTGA

12/31
TATGACACCA

GGACAAACCC
GGGAACTCTG
CAGTCATCTG
GAAGGACTTC
GAGACCGCAC
CAGAAATATT
GAAATCATTT

GAGCAACCTT

TCTTCCAGAT

AAGGTCATCA

GGTCAGAGAC

AGAACCTGGA

ATTGCTTTCT

AAGGGGCTCC

CTTGCTGCTG

GAAGTTCCAC

GACAAGAGAT

ATTCAACALC
1100
TTGTCCAGGC
1150
TCTCCAGCAT
1200
GGCAGATTCT
1250
GTTCTTCAAC
1300
ATCTTCATTA
1350
CCACCTAATG
1400
AGGCTAALGC
1450
TTCTACCTCT

GCGCCGETGATGCCGGCCACGATGCGTCCGRCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGA
4921 ————————- e ————— B ettt fommmm—— + - drom——
CGCGGCCACTACGECCGETGC TACGCAGGCCEGCATCTCCTAGCTCTAGAGCTAGEGCGCT

c A GDAGEHEDA ASGVEDRTDTILTDTZPAK-
7 Promoter

AATITAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCEGATAACAATTCCCCTCTAGACCACA

4981 ———t ———t

TTAATTATGCTGAGTGATATCCCC TTARCACTCECCTATTGT TAAGGGGAGATCTGGTGT

c L I R L T I GETL*ADNDNSUPULUDET-
Shina-Dalgazno ProILl8 start
CCTtjaaggagiyatataacatATGGC TGCTGAACCAGTAGAAGACAATTGCATCAACTTTG
5041 + e —— P —— + :
GGAattocctoctatat tataTACCGACGACTTGGTCATCTTCTGT TAACGTAGTTGAAAC

c L R R I * H M A AEUPVEDNTGCTINTF V-

TGGCAATGAAATTTATTGACAATACGCTTTACTTTATAGC TGAAGATGATGAAAACCTSG
5101 —-e——- + ———
ACCGTTACTTTAAATAACTGTTATGCGAAATGAAATATCGACTTCTACTACT T TTGGACC

c A M XK F I Db NTIL Y PFPTIAUEDDEWNTIL E-

-—+ 4980

----- Frmmm e o e e — k. 5040

-~-+ 5100

et T e ———— B + 5160

330682
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50

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

13/31
Start of mature IL1S
AATCAGATTACTTTGGCAAGCTTGAGAGCAAACTATCGG TCAT LCETAATT TAARTGRCC
- + e —— o ———— +* e ———————— +

TTAGTCTAANGAAACCGTTCGAACTCTCATTIGATAGCCAGTAAGCATTAAATTTACTGG

S DY F G KLES S KULS VI RDNDLINTELEDRQ

AGGTCCTATTTATCGACCAAGGGAATCGTCCACTATTCGAGEACATGACAGACAGTEGACT

+ " <+
T - ¥ +

3 + o —

TCCAGGATAAATAGCTCGGTTCCCY TAGCAGGTGATAAGC TCCTGTACTGTC TGTCACTGA

——

VL F IDOQGNTZ RUPILT FEDMMTTDSDOC

GCCGAGACAATGCGCCGCGAACCATETTCATTATATCTATGTACAAGGATTCTCAGCCGC
- + ¥ N ——— From————— A m——— e +

CGGCTCTGTTACGCGEGCGCTTGATAAAAGTAATATAGATACATGTTCCTAAGAGTCCGGCG

R D N A PRTIU F I I S M Y KD S Q P R

GCGGAATGGCCGTAACTATTTCTGTCARAATGTGARAAGATATCCACGCTGTCGTGTGAGA
+ R Hmmmmmm - L b b +

CGCCTTACCGGCATTGATAAAGACAGTTTACACTTTTCTATAGGTGCGACAGCACACTCT

G M AV T I 8V KCEIZ KTISTULUZSUOCEN

ACAAGATEATtAGTTTCAAAGAGATGAATCCGCCEGATAATATCAAGGACACGAAGTCTG
--------- L A + e ————
TGETTcTAATAATCARAGTTTCTCTACTTAGGCGGCCTATTATAGTTCCTGTECTTCAGAC

K I I §8 F K EM NUP P DD NI K DTUK K S D

ATATCATATTTTTCCAGCGCAGCGTGCCGRGGCACGATAACRAGATGCAATTTGAATCAT
--------- S PSS A

TATAGTATAAAAAGGTCGCETCECACGECCCCGTGCTATTGT TCTACGTTAAACTTAGTA
I I F F QRS V PG HTDNI KMIMGQT FE S 8

CCAGCTATGAAGEGTACTTTCTTGCATGCCAGAAGGAACGCGATC TCTTTAAACTTATTT
--------- o e e e e e b e
GGTCGATACTTCCCATGAAAGAACGTACGCTCTTCCTTGCGCTACAGAAATTTGAATARA

S ¥Y E G Y FLACEI KT EUZRT DLV FI KDLTIIL

PAAAGAAAGAGGACGAGCTAGGCGATCGCAGCATEATGTTCACTGTCCAAAATGAAGACT
————————— T e s ST T e Al e &

ATTTCTTTCTCCTGCTCGATCCGCTAGCGTCGTAATACAAGTGACAGGTTTTACTTCTGA

K X EDELGDURSTIMV FTV Q NE D *
Dafactive Shina-Dalgaxrno Start Caspage 5
AGTggaggatataaTACCAgGaatasataaaatccatgGgecatcateateateateaty

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

330682
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5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

_________ foummrm e —— i ———— = —— +

TCAcctectatattATGGTeCttat ttattttaggtacCeggtagtagtagtagtagtac
W R I * Y QE*IKS MG HKTHUHHUHTEG
gcATACTCAAACTTTGTCCTCGTGAAGAATTCCTGAGACTATATAAAAARAATCATGATG

——— + = - + ——

CgTATCAGTTTAAAACAGGAGCACTTCTTAAGGACTCTGACACATITTTTTTAGTACTAC

I L KLCUPREEPFLRTLTUGCI XTI KNI KT DE

AGATCTATCCAATAAAAARAGAGAGAGGACCGCAGACGCCTGGCTCTCATCATATGCARTA

Py + — ——————— + e e o et et f—y

TCTAGATAGETTATTTTT TCTCTCTCCTGGCGTCTECGAACCEGAGAGTAGTATACGTTAT

I ¥ P I K X R EDUBRRRLATDLTITITUGCNT T

CAAAGTITGATCACCTGCCTGCAAGGAATGGGECTCACTATGACATCGTGGGGATGAAAA

______ + + + JE— + e e e e e e

GTTTCARACTAGTGGACGGACGTTCCTTACCCCGAGTGATACTGTAGCACCCCTACTTTT

K F D HL P ARUNNGO AMAUHYUDTIUVOGM I KR

GGCTGCTTCAAGGCCTGEGCTACACTGTEGTTGACGAAAAGAATCTCACAGCCAGEGATA

. ——rad P N — I } —————— }

CCGACGAAGTTCCGGACCCGATGTGACACCAACTGCTTTTCT TAGAGTETCAGTCCCYAT

L L Q G L &6 ¥ TV VDEIZ KNULTA AURTDM

TGGAGTCAGTGCTGAGGGCATTTGCTGCCAGACCAGAGCACARGTCCTCTGACAGCACGT
———————— 4 + e et ST L TR
ACCTCAGTCACGACTCCCGTAAACGACGGTCTGEGTCTCGTGTTCAGGAGACTGTCGTGCA

E S VL R AFAARUPEHI K SUSDSTF

TCTTGETACTCATGTCTCATGGCATCCTAGAGGGAATCTAGCGGAACTECGCATAANANGA

————————— L LT S ettt L e

AGAACCATGAGTACAGAGTACCGTAGGATCTCCCTTAGACGCCTTGACGCGTATT T TTCT

L v M § H GG I L EGI CGTAHI KKK

AAAAACCGGATGTGCTGCTTTATGACACCATCTTCCAGATATTCARCAACCGCAACTGCC

TTTTTCGCCTACACGACGAAATACTGTCGTAGAAGGTCTATAAGTIGTTGGCCGTTGACGG

K P DVIL YDIDTTIUV FQTV FNUSURNUCGCTIL

TCAGTCTAAAGGACAAACCCAAGGTCATCATTGTCCAGGCCTGCAGAGGTGAAARACATG

- fmmm e . fmmmm— e ——— +
AGTCAGATTTCCTGTTTGEGTTCCAGTAGTAACAGGTCCEGACGTCTCCACTTTMTTGTAC

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

330682
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6181

6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

15/31
S L K DK P KV I I VQATCHRUGTEIZKHZG
GGEGAACTCTECGTCAGAGAC TCTCCAGCATCC T IGGCACGTCATC TCTTCACAGTCATC TG
————————— e e L
CCCTTCAGACCCAGTCTCTGAGABGTCGTAGGAACCETCAGTAGAGAAGTGTCAGTAGAC
E L WV RDS& P A SL AV I S 8 Q s 8§ &
AGAACCTGGAGGCAGATTCTETTTGCAAGATCCACGAGGAGARGGACTTCATTGCTTTCT

- $ ———— ——e e, ———— [ IR S N S -

TCTPGGACCTCCGTCTAAGACAAACGTTCTAGGTGCTCCTCTTCCTGAAGTAACGAAAGA

N L E A DSV C X I HEUERIXUDTPFTIMAMWTFOC

GTTCTTCAACACCACATAACGTGTCCTGEGAGAGACCCCACAAGGGEGCTCCATCTTCATTA
—— + Fm—————— e Fommm o ————— +

CAAGAAGTTGTCGTGTATTGCACAGGACCTCTC TGGCGTGTTCCCCGAGGTAGAAGTAAT

S § T P HNV S WU RUDIRTTRG S IVFTIT

CGGAACTCATCACATCCTTCCAGAAATATTCTTGC TECTGCCACCTAATGGARATATTTC

-+

+ - X 2
e § }

—_———— 4 - ——
+

GCCTTGAGTAGTGTACGARGETCTTTATAAGAACGACGACGETGGATTACCTTTATARMAG
E L I T C F Q XK ¥ S C C C HLMETIUVFR
GGAAGGTACAGARATCATTTGAAGTTCCACAGGCTAAAGCCCAGATGCCCACCATAGAAC

—————— e ——— + e —————— B T +
CCTTCCATGTCT T TAGTAAAC T TCARAGGTGTCCGATI TCEGEETCTACGGGTGGTATCTTG

K Vv Q XK S P E V P QA K AOMUPTIZER

GAGCAACCTTGACAAGAGATTTCTACCTCTTTCCTGGCAATTGACTCGAGCACCACCACT
+ ——— e ———— ot et e Frmm————— +
CTCGTTGGAACTGTTCTCTAAAGATGGAGAAAGHEACCGTTAACTGAGCTCGTGGTEGTGE

A T L T RUDVFYLPUPGN * L EHHMHH

ACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGARAGGAAGCTGAGTTCGECTGCTGCCA

B —- +- b —————— b ———— +

TGGETGGTGACTCTAGGCCGACGATTGTTTCGGECTTTCCTTCGACTCAACCGACCGACGGT

H H * D P A A NI XWAIRIEKEA AT EUL MO AWM AT
T7 Termainator

CCGOTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGEG TCTTGAGRGATTTTT

o+

+ e e e ————— e R S —

<+
- +-

GGCGACTCGTTATTGATCGTATTGCGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCARAAA

A BE Q * L A * P L GA S X RV L RGT FUL

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

330682
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16/31

TGCTEAARGGAGGAACTATATCCGGT
6661 ~——- + oo 6687
ACGACTTTCCTCCTTGATATAGGCCA

L K 66 G TI S G -~

FIGUR 15

19—
17—

I1.18/Casp5

0

rﬁgmﬁ;i'

1

FIGUR 16

SEQ

1
51
101
151
201

ID NOC 10

MQIFVKTLTG KTITLEVESS DTIDNVKSKI QDKEGIPPDQ QORLIFAGKQL
EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGGYFGK LESKLSVIRN LNDQVLFIDQ
GNRPLFEDMT DSDCRDNAPR TIFIISMYKD SQPRGMAVTI SVKCEKISTL
SCENKIISFK EMNPPDNIKD TKSDIIFFQR SVPGHDNKMQ FESSSYEGYF
LACEKERDLF KLILKKEDEL GDRSIMFIVQ NED

FIGUR" 17
SEQ ID NO-11

1

50

ATGCAGATCT TCGTCAAGAC GTTAACCGGT AAAACCATAA CTCTAGAAGT

51

100

TGAATCTTCC GATACCATCG ACAACGTTAA GTCGAAAATT CAAGACRAGG

101

150

330682



10

15

20

25

30

35

40

AAGGCATTCC
151
GARGACGGTA
201
ACATCTTGTC
251

+ AACTATCGGT

301
GGGAATCGTC
351
TGCGCCGCGA
401
GCGGAATGGC
451
TCGTGTGAGA
501
TATCAAGGAC
551
GGCACGATAA
601
CTTGCATGCG
651
GGACGAGCTA
701

AG

FIGURT 18

ACCTGATCAA

GAACGCTGTC

TTAAGACTAA

CATTCGTRAT

CACTATTCGA

ACCATTTTCA

CGTAACTATT

ACAAGATTAT

ACGAAGTCTG

CAAGATGCAA

AGAAGGAACG

GGCGATCGCA

SEQ ID NO-12

1
AGATCTCGAT
51
CGGATAARCAA
101
CAGATCTTCG
151
ATCTTCCGAT
201
GCATTCCACC
251
GACGGTAGAA
301

CCCGCGARAAT

TTCCCCTCTA

TCAAGACGTT

ACCATCGACA

TGATCAACAA

CGCTGTCTGA

17131
CAAAGATTGA

TGATTACAAC

GAGGAGGGTA

TTAAATGACC

GGACATGACA

TTATATCTAT

TCTGTCAAAT

TAGTTTCAAA

ATATCATATT

TTTGAATCAT

CGATCTCTTT

GCATTATGTT

TAATACGACT

GACCACACCT

AACCGGTARA

ACGTTAAGTC

AGATTGATCT

TTACAACATT

TCTTTGCCGGE

ATTCAGAAGG

CTTTGGCAAG

AGGTCCTATT

GACAGTGACT

GTACAAGGAT

GTGAAAMGAT

GAGATGAATC

TTTCCAGCGC

CCAGCTATGA

AAACTTATTT

CACTGTCCAR

CACTATAGGG

TAAGGAGGAT

ACCATAACTC

GAAAATTCAA

TTGCCGGTAA

CAGAAGGAGT

TAAGCAGCTC
200
AGTCGACCTT
250
CTTGAGAGCA
300
TATCGACCAA
350
GCCGAGACAA
400
TCTCAGCCGC
450
ATCCACGCTG
500
CGCCGGATAA
550
AGCGTGCCGG
600
AGGGTACTTT
650
TAAAGABRAGA.
700
ARTGAAGACT

50
GAATTGTGAG
100
ATARCATATG
150
TAGAAGTTGA
200
GACAAGGAAG
250
GCAGCTCGAG
300
CGACCTTACA
350
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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
ATAACAATCT
1001
TATAAAAAAC
1051
GACAACAAAC
1101
GTAAGTTTAC
1151
GCTGGTTTAG
1201
ATCATTGGCA
1251
TAAGGACCTA
1301
GGGCAAGAAT
1351
GGGTGGCAAA

AGACTAAGAG

TCGTAATTTA

TATTCGAGGA

ATTTTCATTA

AACTATTTCT

AGATTATTAG

AAGTCTGATA

GATGCAATTT

AGGAACGCGA

GATCGCAGCA

ATACCAGGAA

TGGATGARAG

CAGGATTTTT

ATCGATTTAT

CAGACCATCT

TTCAGAAATA

CCACTTAGAC

TTAATGATGG

TCATCCAGAG

TGAGGAGATA

CTGCTCAAGA

GTTTATGGTA

18/31
GAGGGTACTT

AATGACCAGG

CATGACAGAC

TATCTATGTA

GTCAAATGTG

TTTCAAAGAG

TCATATTTTT

GAATCATCCA

TCTCTTTARA

TTATGTTCAC

TAAATAAAAT

CAAGATAARC

TGAGAAATTT

TTATTAATTT

AAACTACATT

ATAATAGCCT

GAAGAGATCT

TAACACTTGT

AATTAATGGA

GAACARAATG

TGAAGCCACT

AGCATAAGAA

TGGCAAGCTT

TCCTATTTAT

AGTGACTGCC

CAAGGATTCT

AAMAGATATC

ATGAATCCGC

CCAGCGCAGC

GCTATGAAGG

CTTATTTTAA

TGTCCAAAAT

CCATGGGCCA

AGTTTATTAC

TAAAACTTGG

TTGGCATAGT

GTTGAGAGCG

TAGCCGTTGG

TGAARAGAGG

TTTATGAACT

GTTCTTGGAC

AACACAATGA

CATAAGAAAR

GAAATTGAAT

GAGAGCAAAC
400
CGACCAAGGG
450
GAGACAATGC
500
CAGCCGCGCG
550
CACGCTGTCG
600
CGGATAATAT
650
GTGCCGGGEC
700
GTACTTTCTT
750
AGAAAGAGGA
800
GAAGACTAGT
B850
TCATCATCAT
900
AATTTTTATT
950
AGTAACAACA
1000
AGTATTTTTT
1050
TTAGTGAAAT
1100
TTGCCCAGAA
1150
TGGTTTCATT
1200
CTGITTTGCA
1250
AATAATGTCA
1300
AGAAGGAARC
1350
ACACTCGTAA
1400
AGGAAGTCAA
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401"
GTTCGARAGA
1451
GTCGCCTTAA
1501
TAAACCCTAT
1551
CAAGAAAARAA
1601
TTCCAGAACA
1651
TGAAAAACTA
1701
CTTTAGTAGG
1751
ACTGAACAGA
1801
TTTCACACCT
1851
GAATTGGTTG
1501
TTTTCGGGAT
1951
AAAATTATCT
2001
TCGTAGAATG
2051
GGTCAGTTGA
2101
GCCAATTAAC
2151
CCAAACCAGT
2201
ATGGTACGTA
2251
ACCATTATTA
2301
ACATGATTAG
2351
CTTGCCCCTT
2401
GCCAATGTCA
2451

AGACGAAGAA

GGGATCTACT

TTCAAAACCA

TATTCTTCTT

TACTAGCCGA

GATACCACTC

TCAACTTAAC

TTGATCCTAA

TTCAAACTAA

TTTACAGTGT

TAAGCTTAAA

CAGTTATTGA

TAACCGTTGT

AAGAATTTGA

GCTGTAAAAG

TATTGACGAT

AATGCTCTAA

TCCATTCATA

AAARARATAAC

GGTGTTGTGA

AAARAGGAARA

19/31

ARGAGCCAGG

TTCTGCCTTA

ATAGTTTATT

GGCTACGACC

GTTGGAAAGT

CAGTTGCGAA

CTTGGTGAAG

CTCTATACTA

TGACTCCTTT

GGTGAGAACG

TTTACCGAAC

GCGACTGGAG

GCCCTCACAG

AARAAAACCT

ATAGGGTCCA

GAAGATTATA

ATCTAAGCAG

TCAACAGATC

TCGAMAGTAT

TATTAATGAA

AAGCTGCGCA

AGCCAGATAT

AATGCGAAGT

GAAAGCAATG

AAGAGGACGC

AACGTTAAAT

ATCAGAATTA

TTGGCACTGET

CATGACAAGT

AGATGGTATC

GTGGCATAAG

GAGAATATTG

TAAACCTGAA

CAGCGCACTC

GAGGGTTCGA

TCAAATCGAA

AGAAGTTGCA

ATTTTAATAT

CGTATTTGAT

TGTTTAAGTC

ATCAATTTGG

ACAAGATTCA

1450
CACTTTCAGT

1500-

ATTATCGGGA
1550
TCCAAATCTC
1600
GCAAGAATTC
1650
CATTGAATAC
1700
CCCGATGATG
1750
TTACATTCCA
1800
CCATTCAALA
1850
ACGGCAGAAA
1900
ATATTCCGTA
1950
GTTCCACTTT
2000
ATCATCGAAG
2050
TCATTTATTT
2100
TCCCAGAAAA
2150
GAAGTTCTTG
2200
TACAGCAAAT
2250
CAAGACCTCC
2300
CCAAGAACGT
2350
AACGTTGAAT
2400
ATGCTCGTTT
2450
AGTGAAGATG
2500
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30

35

AAAACATTGG
2501
GAATTTGAAG
2551
CTATGCGTCT
2601
TAAACGGTGA
2651
GAAGAAACCG
2701
TTCTGATGTT
2751
TCGACAATGT
2801
GAAACATCAT
2851
TGCTAGGTCA
2901
GCTCTGTCAT
2951
TTTAGAAAAT
3001
CGTTGTGGAC
3051
TTTACGAATA
3101
GAAGCTATTC
3151
AARAGGAGTC
3201
AGCAAGAGGA
3251
AGAGATATTT
3301
ACCACTGAGA
3351
GCTGCCACCG
3401
GGTCTITGAGG

CGGTGAATAC

ACAGCGAGGA

CATTACAATC

AGTCGATGGC

ATGCTTTAGG

GARAACGAGA

GAGCCTTGAC

CTGATGAGGA

TTTTCCACAG

TGTTCACTAC

ACAGGGGTTG

GAAGCTGAAG

TGACTTTGAT

AGAGTAATAA

CAGGAGCCRA

AGGTCAAGAG

CTGGTAAAGA

TCCGGCTGCT

CTGAGCAATA

3419
GGTTTTTTG

20/31
TATACGAAAT

AGAARAAGAA

ATACCAAGGA

GTGACATCCG

GAATACAATC

ATGTAAARAGA

GAACCAAAGA

AGATGTTATA

TTCCAGCCAC

GGTACCCATA

TTGGTGGAGA

TCCTTTCAAC

GAAGAAACTG

TGAAGAAGAT

AGGAAAGCCA

CAGATGAAGT

TGTAAACTAA

AACAAAGCCC

ACTAGCATAA

TACATGAACG

TACGATGACG

TATCAGTAAC

ATGATGAAGA

AAARAAAGGA

TAATGAAGAA

TCAATGTTGA

CCAGCTCCAC

TCCATTGACA

ATTATGGTCA

ATATCTGATG

ACCCGGTGTA

GGAAGATGAA

GATGAAAAAG

AGAGCAAGGA

TCGAGAGAAC

GCTCGAGCAC

GAAAGGAAGC

CCCCTTGGGG

CTTCGAGCAG
2550
CAGAGGGGAA
2600
TATGATCCCC
2650
TGAGTACATT
2700
TCATAGAACA
2750
CTGCAAGAAA
2800
AGATCAACTA
2850
CTATCAATTA
2800
TATTCATTGC
2950
TTACATTGCA
3000
AGACTGTGTA
3050
TTTATGTTAT
3100
GGATGATTTG
3150
AGCAGGAGCA
3200
GAAGGTGAAG
3250
AGAAGACCAT
3300
CACCACCACC
3350
TGAGTTGGCT
3400
CCTCTAAACG
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21/31
FIGUR- 19
T7 Pramoter
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGARTTGTGAGCGGATAACAR
4964 ————=ad + + ¥ + + 5023

TCTAGAGCTAGGECGCTTTAATTATGCTRAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTT

Shina-Dalgarno Start of Ub-IL1i8
TTCCCCTCTAGACCACACCTtRaggagiyatataacatATGCAGATCTTCGTCAAGACGTT
5024 + + + + ! +--~ 5083

AAGGGGAGATCTGGTGTGEGAAL tectectatattgtaTACGTCTAGAAGCAGTTCTGCAA

b M QgIFVEKTTL -

AACCGGTAAAACCATAACTCTAGAAGTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTC
scad + + —t—— f + + 5143

TTGGCCATTTTGGTATTGAGATCTTCAACTTAGAAGGCTATGETAGCTGTTGCAATTCAG

b " ¢ KT ITULEJVET ESZSDTTIUDNUVWVZEKS§ -

GAAAATTCAAGACAAGGAAGGCATTCCACCTGATCAACAARGATTGATCTTTACCGGTAA
5144 - + + + ———t + —=~twn= 5203

CTTETAAGTTCTETTCCTTCCGTAAGATEGACTAGTTGTTTCTARC TAGARACGGCCATT

h X I QD X EGIPPDQRRUDLTIEIVPFRAGIE K -

GCAGCTCGAGGACGGTAGAACGCTGTCTGATTACAACATTCAGARGGAGTCGACCTTACA
5204 ---—-— + + ———— e Fom e mm e Fom +--- 5263

CATCGAGCTCCTGCCATCTTGCGACAGACTAATGTTGTAAGTCTICCTCAGCTGGAATGT

b Q L EDGGRTUL SDYDNTIOGQIKTESTUDLH -
Start of mature IL1&
TCTMTGTCTTAAGACTAAGAGGAGGGTACTTTCECAAGCTICAGAGCAAACTATCOGTCAT
5264 ——m==- e + + L T —— fm——————— b= 5323

AGAACAGAATTCTGATTCTCCTCCCATGAAACCGTTCGAACTCTCGT T TGATAGCCAGTA

b L VL RL RGGY P 6 KLESI KULS SV I ~

tCGTAATTTAAATGACCAGGTCCTATTTATCGACCARGBGAATCGTCCACTATTCGAGGA
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2231

5384 —comumt + + o + +

aGCATTARATTTACTGETCCAGGATAAATAGCTGGTTCCCTTAGCAGGTGATARGCTCCT

®R NL NDQVDL ¥ I DQGGNRUPDLTFETD

CATGACAGACAGTGACTGCCGAGACAATGCGCCGCAAACCATETTCATTATATCTATGTA

5384 --~- + + + + ~ + +
GTACTGTCTGTCACTGACGGCTCTGTTACGCGGCGCTTGETAAAAGTAATATAGATACAT

M T DSDCRD®NA AP RTTIUVPFTITIS SMY

CAAGGATTCTCAGCCGCGOEGAATGGCCCTAACTATTTCTGTCARATGTGAARAGATATC

5444 —wem-—t + + — + .

GT'TCCTAAGAGTCGGCGCECCTTACCGGUATTGATAAAGRCAGTTTACACTTTTCTATAG

K D S Q PRGNAVTTISV KOCETZ KTS

CACGCTGTCGTGTGAGRACAAGAT AT tAGTTTCAARGAGATGARTCCGCCGGATAATAT

¥ + + + o+

5504 ——mwm—t
GTGCGACAGCACACTCTTGPTCTARTAATCARAGTTTCTC TACTTAGGCGGCCTATTATA

T L S ¢ ENXI I 8 F KEMNUPZPTUDWNI

CAAGGACACGAAGTCTGATATCATATTTTTCCAGCGCAGCGTGCORAGECACGATAACAA
5564 ——————t + + oo et .

GTTCCTGTGCTPCAGACTATAGTATAAARAGETCGCGTCGCACGECCCCGTECTATTGTT

K pD T X S P I IV F PFQRSV P G HDWNK

GATGCAATTTGAATCATCCAGCTATAAAGGGTACTTTCTTGCATGCOAGAAGGAACGCGA

1 - 3 - o+
———— L] ¥

5624 -—————+ +

CTACGTTAAACTTAGTAGGTCGATACTTCCCATGAAAGAACGTACGCTCTTCCTTGCGCT

M Q F E 8 8 8 Y EG YV FULATCEIZ KT ETRTD

TCTCTTTARACTTATT TTAMAGAAAGAGGACGAGC TAGGCGATCGCAGCAT LATGTTCAC
5684 --- + + + ———p + +

AGAGAAATTTGAATAAAATTTCTITCTCCTGCTCGATCCGC TAGCGTCGTAATACARGTG

L F KL ILXZ KEZDPDETLGT DA RSIMTZPEFT

330682
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5503
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5623
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5744

5804

5864

5924

5984

6044

6104

2331

Defective Shine-Dalgarnc Start of Upb-1

TGTCCAAAATGAAGACTAGTggaggatataaTACCAgGaAtasataaaatccatgageca

- o " + +: o ——

ACAGGTTTTACTTCTGATCACctcctatat tATGETeCttat ttat tttaggtacceggt

vV Q NED * ¥ G H

tecatcatcatcatcatggeATGGATGARAGCAAGATAARCAGTTTATTACAATTTTTATT

——— + FR— o e e —t——

+
+

agtagtagtagtagtaccgTACCTACTTTCGTTCTATTTGTCAAATARTGTTARAAATAA

# H HHHGMDES KINSLULOQQTFTLF

TGGTTCCCGACAGGATTTTTTGAGARATTTTAAAACTTGGAGTAACARCAATAACAATCT

3 + 4 + + +

ACCAAGEGCTGTCCTAAAAAACTCTTTAAAATT ' TGAACCTCATTAT TGTTATTGTTAGA

4 S RQ§DFLRNTFI KTWSDNDNINNNNIL

ATCGATTTATTTATTAATTTTTGGCATAGTAGTATTTTTTTATAARAAACCAGACCATCT

' 3 —— + — e

TAGCTAAATAAATAATTAAAAACCGTATCATCATARAAAAATATTTTTTGGTCTGGTAGA

5 I ¥ LL IV FGIVVVFUFYKIZ KXUPDUHIL

AAACTACATTGTTGAGAGCGTTACTGAAATGACAACAAACTTCAGAARTAATAATAGCCT

_——— ——— + -———3 - + e ——— Fame

TTTGATGTAACAACTCTCACAATCACTTTACTGTTGT TTGAAGTCTTTATTATTATCGGA

N ¥ I v E SV S EMTTDNTFRNUNNSL

TAGCCGTTGGTTGCCCAGAACTAAGTTTACCCACTTAGACGAAGAGATC TTGAAAAGAGS

_——————— + —_——F 4 + +

ATCGGCAACCAACGGGTCTTCATTCAAATGGETGAATCTGCTTCTCTAGAACTTTTCTCC

5§ R WL PRSKUPFPFTHTLTDETETZEITILIZXR RGE

TGGTTTCATTGCTGGTTTAGT TAATGATGGTAACACTTGTTTTAYGAACTCTGTTTTGCA

[ -+ " ' + 3 "
- ¥ - + ¥ + +

ACCAAAGTAACGACCAAATCAATTACTACCATTGTGAACAARATAC TTGAGACAAAACGT

G F I A 6LV NDGUWNTTCVFMNIGSUVDLAQ

5803

5823

5983

6043

6103

6163

-
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61€4

6224

6284

6344

6404

6464

6524

24/31

ATCATTGGCATCATCCAGAGAATTAATAGAGTTCTTGGACAATAATGTCATAAGGACCTA

+ +. + + t '

TAGTAACCGTAGTAGETCTCTTAATTACCTCAAGAACCTGTTATTACAGTATTCCTGCGAT

S L A 8§ S R ELMETFUDLDNUNVYVYTIURTZY

TGAGGAGATAGARCAAAATGAACACAATGAAGAAGGAAACGGGCAAGAATCTGCTCARGA

+ * B + + &

ACTCCTCTATCTTGTTTTACTTGTETTACTTCTTCCTTTGCCCGTTCTTAGACGAGTTCT

E E I EQ NEHWNUEEUGNGAQ QES AAQD

TAAAGCCACTCATAAGAAAAACACTCGTAAGGGTAGCARAGTTTATGGTAAGCATAAGAA

+ -+ + —— b ——————— +
- ————— + + + + +

ACTTCGGTGAGTATTCTTTTICTGAGCATTCCCACCGTTTCAARTACCATTCGTATTCTIT

E A THZXKNTRIKTGU G KV Y @@ KHKK

GAAATTGAATAGGAAGTCAAGTTCGARAGAAGACGAAGAAAAGAGCCAGGAGCCAGATAT

S T X T e ——— o

+

CTTTAACTTATCCTTCAGTTCAAGCTTTCTTCTACTTCTTTTCTCGGTCCTCGSTCTATA

K L N R K S s 8 KEDEEIKSEOQEU®PT DI

CACTTTCAGTGTCGCCTTAAGGFATCTACTITCTGCCTTAARATGCGAAGTATTATCGGGA

+ e T + b +

GTGAAAGTCACAGCGGAATTCCCTAGATGAAAGACGGAATTTACGCTTCATAATAGCCCT

T F S VA LRDTUELILSATLDNAG AIKTYYRD

TAAACCCTATTTCAARACCAATAGTTTATTAAAAGCAATGTCCAANTCTCCAAGAAAAAA

————— o —— S e m e, ——— Fmmm———— - m—

ATTTGGGATAAAGT T TTAGTTATCAAATAACTTTCGTTACAGGTTTAGAGGTTCTT T'TTT

K P Y F X TNJGSILIULIE XA AM S XK S PRI KN

TATTCTTCTTGGCTACGACCAAGAGGACGCGCAAGAATTCTTCCAGAMACATACTAGCCGA

+ + —— " 3 4

ATAAGAAGAACCGATGC TGGTTCTCCTRCGCGTTCT TAAGAAGGTCTTGTATGATCGACT

I L L GYDOQEUDWADLOQETFTQNTITLHAE

GTTGGAAAGTAACGTTAAATCATTGAATACTGAARAACTAGATACCACTCCAGTTGCGAA

6223

6283

6343

6403

6463

6523

6583
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6584

6644

6704

6764

6824

6884

6944

+ - o ——— + - +

[

CAACCTTTCATTACAATTTAGTAACTTATGACTITTTGATCTATGITAAGCTCAACGCTT

L E § NV KSLNTEEKTEDTT®PUVALKXK

ATCAGAATTACCCGATAATACTTTAGTAGGTCAACTTAACCTTGGTGARGTTGGCACTAT

- + : + i ——
o+ + + + + T

TAGTCTTAARTGCGCTACTACGAAATCATCCAGTTOAATTGGAACCACTTCARCCGTGACA

S ELPDDALVY G QL NILGEVGTYV

TTACATTCCAACTGAACAGATTCATCCTAACTCTATACTACATGACARGTCCATTCAAAR

" + +

—mm—+ - + -+= +

AATGTAAGGTTEACTTGTCTAACTAGGATTAAGATATGATEATACTATTCAGETAAGTTTT

Y I PTEOQTIDZPNZ STIULUHDIKSTIA QN

TETCACACCTTTCAAACTAATGACTCOTTTAGATGETATCACGGCAGRARGAATTGGTTG

+ + S H—mmm Frmmm e

AARGTGTCGAAAGTTTGATTACTCAGGAAATCTACCATAGTGCCETCTTTCTTAACCAARC

F TP P XK LMTPLDOGTIT AEURIGSE C

TTTACAGTGTGETGAGAACGGTGEGCATAAGATATTCCGTATTTTCGGGATTAAGCTTAAA

+ 3 I

3 + —
+

- +
+

AMAATGTCACACCACTCTTGCCACCGTATTCTATAAGGCATARAAGCCCTAATTCGAATTT

L Q CGENGGTIMRTYSVF F S 4§lL S L N

TTTACCGAACGAGAATATTGGTTCCACTTTAAAATTATCTCAGTTATTgAGCGACTGGAG

+ + ———p b ———— e ————— Y

AAATGGCTTGCTCTTATAACCAAGGTGAAATTTTAATAGAGTCAATAACTCGCTGACCTC

L P N ENIGSTTZDL XL $§$00L L §D WS

TAAACCTGAAATCATCGAAGTCGTAGAATGTAACCEGTTCTGCCCTCACAGCAGCGCALTC

+ + e —— + +

e

ATTTGGACTTTAGTAGCTTCAGCATCT TACATTGGCAACACGEEAGTETCGTCGCGTGAG

K P ET I EVVECNRTCALETAARALIHS

TCATTTATTTGGTCAGTTCARAGAATTTGARAAAAAACCTGAGGGTTCGATCCCAGAAAA

- ¢ LT NP — 4 +
+: t +

+ +
+

6643

6703

6763

6823

6883

6942

7003

7063
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7064

7124

7184

7244

7304

7364

7424

26/31

AGTAAATAMACCAGTCAACTTTCT TARACTTTTTTTTEAACTCCCARSCTAGGETCTTTT

HLPG_QLKEFEKKPEGSIPEK

GCCAATTARCGCTGTAAAAGATAGGGTCCATCAAATCGAAGAAGTTCTTGCCARACCAGT

- ! + + -+ - L 4

CGGTTAATTGCGACATTTTCTATCCCAGGTAG TTTAGCTTCTTCAAGAACGGTTTEGTCA

-

P I NAVE XKDRVYVHOQTIETEU VLA AIKPV

TATTGACGATGAAGATTATAAGAAGTTGCATACAGCAAATATGGTACGTARATGCTCTAA

N 3 + + 3
+ + + t + t

ATAACTGCTACTTCTAATATTCTTCARCATATCTCGTTTATACCATGCATTTACGAGATT

I D 0D ED Y RKULUHTANMMVYVRIKTECSK

ATCTAAGCAGATTTTAATATCAAGACCTCCACCATTATTATCCATTCATATCAACAGATC

L e - — —_— + 3 &
+ *+ ¥ t s +

TAGATTCATCTAAAATTATAGTTCTGGAGGTGGTAATAATAGGTAAGTATAGTTGTCTAG

8§ K@ I L I S RPPPLUL S TIHTINI RS

CETATTTGATCCAAGAACGTACATGATTAGAAAAAATAACTCGAAAGTATTGTTTAAGTC

—_— + + TS Y -

GCATAAACTAGGTTCTTGCATGTACTAATCTTTTT TATTGAGCTTTCATAACAAATTCAG

v FODPRTYMTIURIKNSNUNSI KWVLTFIKS

AACGTTGAATCTTGCCCCLTGETETTGTGATATTAATGARATCAATTTGGATGCTCGTTT

—————d + +-

TTGCAACTTAGAACGGGEAACCACAACACTATAATTACTTTAGTTAARCCTACGAGCAAR

T L N L A PWOCCDINETINTULTDAWRDL

GCCAATGTCAAAAAAGGAAAAAGCTGCGCAACAAGATTCAAGTGAAGATAAAAACATIGS

—————— + B e e Frrmm.———— [ .

COGTTACAGTTTTTTCCT I TTTCGACGCGTTETTCTARGTTCACTTCTACT TTTETAACC

P M § K X E KA AQ QD ZES S EDENTIG

CGETGAATACTATACGAAATTACATGARCGCTTCGAGCAGGANTTTGAAGACAGCGAGGA

o . e i b e T o e e e e e e e e e e e .

GCCACTTATGATATGCTTTAATGTACTTGCGAAGCTCATCCTTAAACT TCTGTCACTCCT

7123

7183

7243

7303
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8 E Y YT KDL HEU®RTPFEU QETFETDSER

AGAAARAGAATACGATGACGCAGAGGGGAACTATGCATCTCATTACAATCATACCAAGOA

+ + + N -+ 1

TCPPTTTCTTATCCTACTGCGTC TCCCCTTGATACCCAGAGTAATGTTAGTATAGTTCCT

E K E Y DDAEGNTYASHYNUHTIE KD

TATCAGTAACTATGATCCCCTAAACGGTGAAGTCOATGACGTGACATCCGATGATGAAGA

+ + - O +e P I

ATAGTCATTGATACTAGGGGAT T TGCCACTTCAGCTACCGCACTGTAGGCTACTACTTCT

I S NYDPULNOGEVDGV T SDDED

TGAGTACATTGAAGAAACCCATGCTTTAGGGAATACAATCAAAAARAGGATCATAGRACK

+ + + + ———

ACTCATGTAACTTCTTTEGCTACGAAATCCCTTATGT TAGTTTTTTTCCTAGTATCTTGT

E ¥ I E ETDAULOGNTTTIUXK®BRTITITEH

TTCTGATGTTGAAAACGAGAATATAAAAGATAATGARGAACTGCAAGAAATCGACAATGT

———— mmm e ——— - o —————— e e ————— e~

ARGACTACAACTTTTGCTCTTACATITTCTATTACTTCTTGACGT TCTTTAGCTGTTACA

§ DV ENENTVI XD DNETETLOGQETT DNV

GAGCCTTGACGAACCAAAGATCAATGTTGAAGATCAACTAGAAACATCATCTGATGAGGA

______ . + + + —ha -

CTCGGAACTGCTTGGTTTCTAGTTACARCTTCTAGT TGATC TTTGTAGTAGACTACTCCT

8 L b EPKINVETDO DQULZE2TSSDEE

AGATGTTATACCAGCTCCACCTATCAATTATGCTAGGTCATTTTCCACAGTTCCAGCCAC

————— + + o+ ———b e ————————— -—

TCTACAATATGGTCAAGGTGGATAGTTAATACGATCCAGTAAAAGG TG TCAAGGTCGGTG

D VI PAPPTINYARZST FSTUVUPA AT

TCCATTGACATATTCATTGCGCTCTGTCATTGTTCACTACGETACCCATAATTATGETCA

+ 4 + - + o

AGGTAACTGTATARGTAACGCGAGACAGTAACARGTGATGCCATGGGTATTAATACCAGT

330682

7543

7603

7663

7723

7783

7843

7903



10

15

20

25

30

35

40

7904

7964

8024

8084

8144

8204

8264

28/31

P L TY SLRSVIVHYGTHNTYGH

TTACATTGCATTTAGAAAATACAGGGGTTGTTGGTGOAGAATATCTGATGAGACTATETA

3 - I . o
+ t + t

AATGTAACGTAAATCTTTTATGTCCCCAACAACCACCTCTTATAGACTACTCTGACACAT

¥ T AFRXKYZROGCWWRTIUSDETTVY

CGTTOTAGACGAAGCTGAAGTCCTTTCARCACCOGOTGTATTTATGT TATTTTACGAATA.

+ ——a e

—— " - Fy +
+ + + +

GCAACACCTGCTTCGACTTCAGOARAGTTATGGECCACATAAATACAATARAATGCTTAT

vV VDEARAMEVYVYL ST PGV FMLFYEY

TGACTTTGATGAAGARACTGAGAAGATGAAGGATGATTIGGAAGCTATTCAGAGTAATAA

+ + 3 + - i T
+ t + + +

ACTGAAACTACTTCTTTGACCCTTCTACTTCCTACTARACCTTCGATAAGTCTCATTATT

D FDEEBETOG KM XDDLEATIUGQS SNN

TGAAGAAGATEATGAAAAAGAGCAGGAGCAARAAGEAGTCCAGGAGCCAARGGAANGCCA

3 -+ + + " o
+ + + +

ACTTCTTCTACTACTTTTTCTeETCCTCGTTTTICCTCAGGTCCTCGETT TCCTTTCGGT

E F DDEIKTEUGQEGQGQIE XSGV QQEUZPIKTETS S R

AGAGCAAGGAGAAGATGAAGAGCAAGAGGAAGGTCAAGAGCAGATGAAGTTCGAGAGAAC

+ } ———— o [T wp——

TCTCGTTCCTCTTCCACTTCTCGTTCTCOTTCCAGTTCTCGTCTACTTICAAGCTCTCTTE

E Q G E GEEOQEETUGQEUG QMU KT FERT

AGAAGACCATAGAGATATTTCTGGTAAAGATGTAAACTAAGCTCOAGCACCACCACCACT

+ -+ - + ' X
+ + + t % t

TCTTCTGGTATCTCTATAAAGACCATTTCTACATTTGATTCGAGCTCGTGGTGGTGETEG

E D HRDIS GG KDVN

ACCACTGAGATCCAGCTGCTAACARAAGCCCGAAMMGGAAGCTGAGTTGECTGCTGCCACCG

+ + + + o v b e e i

TEETGACTCTAGGCCGACGATTETTTCCGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGGTAEGT

7963

8023

80483

8143

B203

8263

B3z23
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T7 Terminator Segquenco
CTGAGCAATAAQTAGCATAACCCCTTGEEECCTCTAAACGGGTCTTRAGGGETTTTTTA
——— o= 8382

8324 -~ + + + 3 +
GACTCGTTATTGATCGTATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAMMAARC

FIGURE 20
30°C 37°C
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FIGUR: 21

IFN-y-pavisming av humant PBMC
stimulert med IL-18 1 24 tmer
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Besknivelse av ulike humane/murine IL-18-prever
(ulike produksjonsserier/konstruksjoner)

LPS55d (standard) E COLI ICE-SPALTET (/N VITRO)

LP554 E coli murm 1L.-18 Tee-spaltet (/N VITRO)

LP559 C coli-uttrykt modent I1L-18 inneholdende N-terminalt metiomin
LP574 E coli-uttrykt modent 1L.-18 inncholdende N-terminalt metionm
LP579 Pichia uttrykt, sekrert, modent I1.-18

LP584 E coh IL-18/ICE hisistromisk ko-uttrykt {IN VIVO)

LP594 E coli ICE-spaltet (fN VITRO)

LP613 E coli-caspase-4-spaitet (/N VITRO)

LP614 E coli ICE ko-uttrykt (/N VITRO)

LP623 caspase-4 ko-utirykt (IN ¥1V0)
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Figure 22

IFN-y-pavisning fra KG-1-celier
stimulert 1 24 timer med IL-18
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i
LP554 E coli murin [L-18 [ce-spaltet (/N FITRO)
LP559 C coli-uttrykt modent IL-18 mncholdende N-termnalt metionin
LP574 E coli-utirykt modent IL-18 mneholdende N-termmalt metionin
1.P579 Pichia uttrykt, sekrert, modent IL-18
LP584 E coh IL-18/ICE bisistronisk ko-uttrykl (/N ¥/V0)
LP594 C coli ICE-spaltet (IN VITRO)
LP613 E coli-aspase-4-spaltet (/N VITRO)
LP614 E coit ICE ko-uttrykt (/N VITRO)
LP623 caspase-4 ko-uttrykt (IN VIVO)
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