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DESCRICAO

“Citoquinas de mamiferos relacionadas com a interleucina-17.
Polinucledétidos que as codificam. Utilizagdes."

CAMPO DO INVENTO

O presente invento refere-se a composicgdes relacionadas
com proteinas que actuam no controlo da fisiologia, do
desenvolvimento e da diferenciacdo das células de mamiferos,
por exemplo, as células do sistema imunitdrio de um mamifero.
Em particular, proporciona 4&acidos nucleicos e proteinas que
regulam a fisiologia, o desenvolvimento e a diferenciacgéo
celulares ou a funcdo de varios tipos de células, incluindo as
células hematopoiéticas.

ANTECEDENTES DO INVENTO

O sistema imunitdrio dos vertebrados —consiste num
determinado numero de &érgaos e varios tipos diferentes de
células. Dois tipos principais de células incluem as linhagens
mieldide e 1linfdide. Entre a linhagem de células linfdides
encontram-se as células B, que foram originalmente
caracterizadas como sofrendo diferenciacdo no figado fetal ou
na medula o6ssea do adulto, e os linfécitos T, que foram
originalmente caracterizados como sofrendo diferenciagdao no
timo. Consultar, por exemplo, Paul (ed. 1998) Fundamental
Immunology (4th ed.) Raven Press, New York.

Em muitos aspectos do desenvolvimento de uma resposta
imunitdria ou da diferenciacdo celular, proteinas soluveis
conhecidas por citoquinas desempenham um papel critico na
regulacdo das interacgdes celulares. Aparentemente, estas
citoquinas medeiam as actividades celulares de muitas formas.
Em muitos casos, demonstrou-se que modulam a proliferacdo, o
crescimento e a diferenciacéao das células estaminais
hematopoiéticas no grande numero de progenitores que constitui

as linhagens responsaveis por uma resposta imunitéaria.

Contudo, as moléculas celulares gque sao expressas pelas
células em diferentes fases do desenvolvimento, nestas vias de
maturacdo, ainda estdo identificadas de forma incompleta. Além
disso, o0s papéis e os mecanismos de accao das moléculas de



EP 1 141 297/PT

sinalizagdo que induzem, sustentam ou modulam os varios
estados fisioldgicos, do desenvolvimento ou proliferativos
destas células <sdao mal compreendidos. Manifestamente, o)
sistema imunitdrio e a sua resposta a varias pressdes foram
relevantes para a medicina, por exemplo, doencas infecciosas,
respostas e tratamentos relacionados com o cancro, respostas
alérgicas e de rejeigdo de transplantes. Ver, por exemplo,
Thorn et al., Harrison’s Principles of 1Internal Medicine
McGraw/Hill, New York.

A ciéncia médica confia, em larga medida, no recrutamento
ou supressdo apropriados do sistema imunitdrio para a obtencéo
de <curas para as respostas fisioldgicas insuficientes ou
inadequadas a factores ambientais. Contudo, a falta de
conhecimento sobre a forma como o© sistema imunitdrio é
regulado ou se diferencia bloqueou a possibilidade de modular
de forma vantajosa o0s mecanismos normais de defesa a
provocagdes bioldgicas. As condigdes médicas caracterizadas
por uma regulacao anormal ou inapropriada do desenvolvimento
ou da fisiologia das células relevantes permanecem, assim,
pouco manejavelis. O encontro e a caracterizacdo de citoquinas
especificas contribuirdao para o desenvolvimento de terapias
destinadas a uma ampla gama de condic¢cdes degenerativas ou de
outros tipos que afectam o sistema imunitdrio e as células
hematopoiéticas, bem como outros tipos de células. O presente
invento proporciona solugdes para alguns destes e muitos
outros problemas.

SUMARIO DO INVENTO

O presente invento baseia-se, em parte, na identificacao
de clones de ADNc que codificam varias proteinas semelhantes a
citoquinas que apresentam uma similaridade de sequéncia
significativa com a citoquina designada por CTLA-8.

O invento contempla genes isolados que codificam a
proteina IL-174 do invento, variantes da proteina codificada,
por exemplo, mutacgdes (muteinas) das sequéncias naturais,
variantes alélicas e variantes de espécies, proteinas de
fusao, compostos quimicos miméticos e outros anadalogos
estruturais ou funcionais. Varias utilizacgdes destas
diferentes composicdes de 4cidos nucleicos ou proteinas sao
também descritas.
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Em determinadas concretizacgdes de 4&cidos nucleicos, o
invento proporciona um polinucledétido isolado ou recombinante
compreendendo a sequéncia de uma IL-174 de mamifero que:
codifica pelo menos 16 aminodcidos contiguos da SEQ ID NO:14;
ou compreende um ou mais segmentos com pelo menos
33 nucledtidos contiguos da SEQ ID NO:13. Outras
concretizacdes incluem um polinucledtido deste tipo num vector
de expressao, compreendendo uma sequéncia que: codifica pelo
menos 16 aminodcidos contiguos da SEQ ID NO:14 ou compreende
pelo menos 33 nucledétidos contiguos da SEQ ID NO:13.
Determinadas concretizacgdes incluiradao aqueles polinucledtidos
que codificam pelo menos 16 residuos de aminodacidos contiguos
da SEQ ID NO:14; compreendem pelo menos 33 nucledtidos
contiguos da SEQ ID NO:13 ou compreendem a totalidade da
porcao codificante madura da SEQ ID NO:13.

Varios métodos sdo proporcionados, por exemplo, a
producao de: a) um polipéptido, que compreende a expressao do
vector de expressao descrito, produzindo deste modo o
polipéptido; b) um &cido nucleico de cadeia dupla, que
compreende o contacto de um polinucledtido descrito com um
acido nucleico complementar, resultando desta forma na
producao do 4Aacido nucleico de cadeia dupla; ou c¢) um
polinucledtido descrito, que compreende a amplificacao
utilizando um método de PCR.

Encontra-se aqui também descrito um polinucledtido
isolado ou recombinante que hibrida, em condic¢des rigorosas de
lavagem consistindo em pelo menos 55°C e uma concentracao de
sal inferior a 400 mM, com o polinucledtido descrito (IL-174)
que consiste na porcdao codificante da SEQ ID NO:13. Estes
polinucledétidos descritos incluem polinucledétidos em que as
condigcdes de lavagem sao pelo menos 65°C e uma concentracgao de
sal inferior a 300 mM. Em outras concretizacdes, sao
proporcionados polinucledtidos que compreendem pelo menos 50
nucledétidos contiguos da SEQ ID NO:13 (IL-174).

Determinados kits sao descritos, por exemplo, kits que
compreendem um polinucledtido descrito e: a) instrucgdes para a
utilizacdo do polinucledtido para deteccgdao; b) instrucgdes para



EP 1 141 297/PT

a eliminacdo do polinucledétido ou de outros reagentes do kit;
ou c) ambas a e b.

Varias células sao também proporcionadas, por exemplo,
uma célula contendo o vector de expressao descrito, em que a
célula é: uma célula procaridtica; uma célula eucaridtica; uma
célula Dbacteriana; uma célula de levedura; uma célula de
insecto; uma célula de mamifero; uma célula de ratinho; uma

célula de primata ou uma célula humana.

As concretizacgdes do polipéptido incluem, por exemplo, um
polipéptido IL-174 antigénico isolado ou recombinante
compreendendo pelo menos um segmento de 16 aminodcidos
contiguos e idénticos da SEQ ID NO:14. Outras concretizacdes
incluem um polipéptido descrito, em que o polipéptido IL-174:

a) compreende a SEQ ID NO:14 madura; b) se liga com
selectividade a um anticorpo policlonal produzido contra um
imunogénio da SEQ ID NO:14 madura; c) compreende uma
pluralidade de segmentos polipeptidicos distintos de
16 aminodcidos contiguos da SEQ ID NO:14; d) possui um

comprimento de pelo menos 30 aminodcidos; ou e) apresenta pelo
menos dois epitopos nédo sobreponiveis que sao selectivos para
a SEQ ID NO:14 madura. Varias outras concretizacdes incluem um
polipéptido descrito deste tipo que: a) estd numa composicao
estéril; b) ndo € glicosilado; c¢) estd desnaturado; d) € um
polipéptido sintético; e) estd ligado a um substrato sdélido;
ou f) é uma proteina de fusdo com uma marca de detecgdao ou de
purificacao.

Métodos de wutilizacdo dos polipéptidos descritos sao
também proporcionados, por exemplo, a) para marcar 0
polipéptido, que compreende a marcacdao do polipéptido com um
marcador radioactivo; b) para separar o polipéptido de outro
polipéptido numa mistura, gue compreende correr a mistura numa
matriz de cromatografia, separando desta forma 0s
polipéptidos; c¢) para identificar um composto que se liga
selectivamente ao polipéptido, gque compreende a incubacao do
composto com o polipéptido sob condigdes apropriadas, fazendo,
assim, com que o composto se ligue ao polipéptido; ou d) para
conjugar o polipéptido com uma matriz, que compreende
derivatizar o polipéptido com um reagente activo e conjugar o
polipéptido com a matriz.
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Sao igualmente descritos anticorpos, incluindo um
composto de ligacao que compreende uma porcao de ligacdo ao
antigénio de um anticorpo gque se liga com selectividade a um
destes polipéptidos descritos, em que o polipéptido IL-174
compreende a SEQ ID NO:14. Um composto de ligacdo pode ser um
anticorpo policlonal que ¢é produzido contra o polipéptido
IL-174 da SEQ ID NO:14. Outros aspectos incluem um composto de
ligacdo descrito deste tipo, em que: a) o anticorpo; i) é
imuno-seleccionado; ii) se liga a uma proteina desnaturada; ou
iii) apresenta uma Kgq para o polipéptido de pelo menos 30 mM;
ou b) o composto de ligacdo: 1) estd ligado a um substrato
s6lido, incluindo uma esfera ou uma membrana de plastico;
ii) encontra-se numa composicdo estéril; ou 1ii) estd marcado
de forma detectavel, incluindo um marcador radioactivo ou
fluorescente.

Métodos sao descritos, por exemplo, a producao de um
complexo antigénio:anticorpo, que compreende o contacto de uma
sequéncia compreendendo um polipéptido da SEQ ID NO:14 com um
composto de ligacdo descrito, em condigdes que permitem que o
complexo se forme. Preferencialmente, o composto de ligacgao é
um anticorpo, e o polipéptido encontra-se numa amostra

bioldgica.

Kits sao descritos, por exemplo, kits compreendendo um
composto de ligacdo descrito e: a) um polipéptido de
SEQ ID NO:14; Db) instrucgdes para a utilizacado do composto de
ligacdo para efeitos de deteccdo; ou c¢) instrugdes para a
eliminacdao do composto de ligacdo ou de outros reagentes do
kit.

E é descrito um método de avaliacdo da selectividade da
ligagcdo de um anticorpo a uma proteina de SEQ ID NO:14, gue
compreende o contacto de um anticorpo descrito com a proteina
e com outra citoquina e a comparacdo da ligacdo do anticorpo a
proteina e a citoquina.
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DESCRIQAO DETALHADA DAS CONCRETIZAC@ES PREFERIDAS
I. Geral

Sao aqui proporcionadas sequéncias de ADN codificando
vadrias proteinas de mamiferos que apresentam particularidades
estruturais caracteristicas das citoquinas, particularmente
relacionadas com a citogquina designada por CTLA-8 (também
designada por IL-17). As formas de rato, de ratinho e humana e
um homélogo viral da citoquina CTLA-8 foram descritos e as
suas sequéncias estao disponiveis no GenBank. Ver Rouvier et
al. (1993) J. Immunol. 150:5445-5456; Yao et al. (1995)
Immunity 3:811-821; Yao et al. (1995) J. Immunol. 155:5483-
5486; e Kennedy et al. (1996) J. Interferon and Cytokine Res.
16:611-617. A CTLA-8 possui actividades implicadas na artrite,
na rejeicdo de enxertos renails, na tumorigenicidade, nas
interaccgdes virus-hospedeiro e na imunidade inata e parece
apresentar determinadas fungdes reguladoras semelhantes a
IL-6. Consultar PubMed (pesquisar IL-17); Chabaud et al.
(1998) J. Immunol. 63:139-148; Amin et al. (1998) Curr. Opin.
Rheumatol. 10:263-268; Van Kooten et al. (1998) J. Am. Soc.
Nephrol. 9:1526-1534; Fossiez et al. (1998) Int. Rev. Immunol.
16:541-551; Knappe et al. (1998) J. Virol. 72:5797-5801; Seow
(1998) Vet. Immuno. Immunopathol. 63:139-48; e Teunissen et
al. (1998) J. Invest. Dermatol. 111:645-649. Uma comunicacao

sobre a sinalizacdo através do factor de transcricadao NFKB
implica uma via de sinal que é utilizada na imunidade inata.
Shalom-Barak et al. (1998) J. Biol. Chem. 273:27467-27473.

As sequéncias de ADNc acabadas de apresentar exibem
vadrias particularidades que sdo caracteristicas dos ARNm que
codificam as citoquinas, os factores de crescimento e o0s
oncogenes. Como a IL-17 €& o primeiro membro desta familia
acabada de reconhecer de citoquinas relacionadas com TGF-P, os
requerentes designaram a familia por IL-170, com 0SS novos
membros I1L-172, 1IL-173, 1IL-174, 1IL-176, 1IL-177 e 1IL-171 e
IL-175. WO 99/61617 descreve polinucledtidos gque codificam
polipéptidos possuindo homologia com IL-174 e IL-173.
WO 99/60127 descreve um polinucledétido gque codifica um
polipéptido possuindo homologia com IL-172. Prevé-se que O
enrolamento para esta familia seja o da familia TGF-B de

citoquinas. A familia TGF-P de citoquinas e a familia IL-170
partilham a caracteristica comum de um motivo né de cistina,
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caracterizado por um espacamento particular dos residuos de
cisteina. Ver, por exemplo, Sun & Davies (1995) Ann. Rev.
Biophys. Biomolec. Struct. 24:269-291; McDonald et al. (1993)
Cell 73:421-424; e 1Isaacs (1995) Curr. Op. Struct. Biol. b5:
391-395. Em particular, as estruturas sugerem um certo numero
de cisteinas conservadas que correspondem, e estdo numeradas,
na IL-172 humana (SEQ ID NO:2), a cisteinas nas posicgdes 101,
103, 143, 156 e 158. A primeira cisteina corresponde a posicéao
na Tabela 7 da vall9 na IL-172 humana (SEQ ID NO:2). A quarta
cisteina corresponde a posicdo da cysld4l na IL-172 de ratinho
(SEQ ID NO:4); da cysll9 na IL-173 humana (SEQ ID NO:6); da
cysl04 na IL-174 de ratinho (SEQ ID NO:16); e da cysb0 na
IL-171 humana (SEQ ID NO:21). As ligagdes dissulfureto deverao
envolver as cisteinas 2 com 5; 3 com 6 e 1 com 4. O
significado funcional da similaridade do enrolamento sugere a
formacao de dimeros para a familia IL-170. Em consequéncia
disso, o0s dimeros 1IL-170 aproximariam dois receptores de
superficie celular, através dos quais a transducdo de sinal
terd lugar.

Estas novas proteinas sdo designadas por ©proteinas
relacionadas com CTLA-8 ou, de um modo geral, proteinas
IL-170. As proteinas naturais deverao ser capazes de mediar
vdrias respostas fisioldgicas que conduziriam a respostas
bioldgicas ou fisioldgicas em células-alvo, por exemplo,
aquelas respostas caracteristicas da sinalizacgao por
citoquinas. Estudos iniciais haviam localizado a mensagem gue
codifica esta proteina em varias linhas celulares de células
hematopoiéticas. Os genes que codificam o antigénio CTLA-8
(IL-17) original foram mapeados no cromossoma 1A de ratinho e
no cromossoma <2931 humano. A proteina CTLA-8 murina foi
originalmente clonada por Rouvier et al. (1993) J. Immunol.
150:5445-5456. A IL-173 humana foi mapeada no cromossoma
13gll. Seguéncias similares para proteinas em outras espécies
de mamiferos deverdo também estar disponiveis.

A  proteina CTLA-8 ©purificada, gquando cultivada com
sinovidcitos, é capaz de induzir a secrecgcdao de IL-6 a partir
destas células. Esta inducgcdo é revertida com a adigdo de um
anticorpo neutralizante produzido contra a CTLA-8 humana. As
células endoteliais, epiteliais, de fibroblastos e de
carcinomas também exibem respostas ao tratamento com CTLA-8.
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Estes resultados sugerem que CTLA-8 poderd estar implicada na
fibrose inflamatéria, por exemplo, na psoriase, na
esclerodermia, na fibrose pulmonar ou na cirrose. A CTLA-8
também poderd causar a proliferacdo de carcinomas ou de outras
células cancerosas, na medida em que IL-6 actua frequentemente
como um factor de crescimento para essas células. Como tal, é
provavel que os membros acabados de encontrar desta familia
relacionada possuam actividades bioldgicas similares ou

relacionadas.

As descrigdes abaixo estdao orientadas, para fins
exemplificativos, para as proteinas IL-174 murina ou humana,
mas sdo igualmente aplicaveis a concretizagbdes relacionadas de

outras espécies.

II. Acidos nucleicos

As Tabelas 1-6 descrevem as sequéncias nucleotidicas e de
aminodcidos de varias sequéncias de novos membros da familia
IL-170. As sequéncias nucleotidicas descritas e o0s reagentes
relacionados sao vantajosos para a construcao de clones de ADN
adequados para estender os clones em ambas as direcgdes, com O
objectivo de determinar a sequéncia de comprimento total ou as
sequéncias de flanco; para a expressao de polipéptidos IL-170;
ou, por exemplo, para o isolamento de um gene homdélogo a
partir de outra origem natural. Tipicamente, as sequéncias
serao Uuteis no isolamento de outros genes, por exemplo,
variantes alélicas de ratinho, e aplicar-se-ao procedimentos
similares para isolar genes de outras espécies, por exemplo,
animais de sangue quente, talis como pdadssaros e mamiferos. A
hibridagdo cruzada permitird o isolamento de genes de outras
espécies. Um determinado numero de diferentes abordagens
deverd estar disponivel para isolar com éxito um clone de
dcido nucleico adequado de outras origens.
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Tabela 1: Sequéncia nucleotidica que codifica o polipéptido IL-172 de um
primata, por exemplo, o ser humano, e sequéncia de aminocacidos prevista.
Também é possivel utilizar sequéncias de 4cidos nucleicos complementares
para muitos fins. O local de clivagem previsto do péptido de sinal esta
indicado, mas poderi estar deslocado alguns residuos para qualquer um dos
lados; local de glicosilagdo putativo nos residuos 55-57. SEQ ID NO:1 e 2.

ATG GAC TGG CCT CAC AAC CTG CTG TTT CTT CTT ACC ATT TCC ATC TTC 48
Met Asp Trp Pro His Asn Leu Leu Phe Leu Leu Thr Ile Ser Ile Phe
-20 T =15 -10 -5

CTG GGG CTG GGC CAG CCC AGG AGC CCC-AAA AGC AAG AGG AAG GGG CAa 96
Leu Gly Leu Gly Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln
1 5 10

GGG CGG CCT GGG CCC CTG GTC CCT GGC CCT CAC CAG GTG CCA CTG GAC 144
Gly Arg Pro Gly Pro Leu Val Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp
15 20 25

CTG GTG TCA CGG ATG AAA CCG TAT GCC CGC ATG GAG GAG TAT GAG AGG 192
Leu Val Ser Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg
30 35 40

AAC ATC GAG GAG ATG GTG GCC CAG CTG AGG AAC AGC TCA GAG CTG GCC 240
Asn Ile Glu Glu Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala
45 S0 55 60

CAG AGA AAG TGT GAG GTé AAC TTG CAG CTG TGG ATG TCC AAC AAG AGG 288
Gln Arg Lys Cys Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg
65 70 75

AGC CTG TCT CCC TGG GGC TAC AGC ATC AAC CAC GAC CCC AGC CGT ATC 336
Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile
80 85 90

CCC GTG GAC CTG CCG GAG GCA CGG TGC CTG TGT CTG GGC TGT GTG AAC 384
Pro Val Asp Leu Prc Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn
95 100 105

CCC TTC ACC ATG CAG GAG GAC CGC AGC ATG GTG AGC GTG CCG GTG TTC 432
Pro Phe Thr Met Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe
110 115 120

AGC CAG GTT CCT GTG CGC CGC CGC CTC TGC CCG CCA CCG CCC CGC ACA 480
Ser Gln Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr
125 i 130 . 135 140

GGG CCT TGC CGC CAG CGC GCA GTC ATG GAG ACC ATC GCT GTG GGC TGC 528
Gly Pro Cys Arg Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys
145 150 155

ACC TGC ATC TTC TGA ' ' 543v
Thr Cys Ile Phe
160

MDWPHNLLFLLTISIFLGLG QPRSPKSKRKGQGRPGPLVPGPHQVPLDLVSRMKPYARMEEYERN
IEEMVAQLRNSSELAQRKCEVNLQLWMSNKRSLSPWGYSINHDPSRIPVDLPEARCLCLGCVNPFT
MQEDRSMVSVPVFSQVPVRRRLCPPPPRTGPCRQRAVMETIAVGCTCIF

Os segmentos particularmente interessantes incluem,

por

exemplo, aqueles que comecam ou terminam com glnl, wvall9,
pro20, pro22, lys34, pro35, leu78, ser79, glu9sg, ala99,

phell0, thrlll, cysl43 ou arglié4.



EP 1 141 297/PT
10

Sequéncia nucleotidica que codifica o polipéptido IL-172
de um roedor, ©por exemplo, o ratinho, e sequéncia de
aminodcidos prevista. Também é possivel utilizar sequéncias de
dcidos nucleicos complementares para muitos fins. O local
previsto de clivagem do péptido de sinal esta indicado, mas
poderd estar deslocado alguns residuos para qualquer um dos
lados; local de glicosilagao putativo nos residuos 53-55.
SEQ ID NO:3 e 4.

ATG GAC TGG CCG CAC AGC CTG CTC TTC CTC CTG GCC ATC TCC ATC TTC 48
Met Asp Trp Pro His Ser Leu Leu Phe Leu Leu Ala Ile Ser Ile Phe
-22 -20 . -15 . -10

CTG GCG Ccca AGC CAC CCC CGG AAC ACC AAA GGC AAA AGA AAA GGG CAa 96
Leu Ala Pro Ser His Pro Arg Asn Thr Lys Gly Lys Arg Lys Gly Gln
-5 1 5 10

GGG AGG CCC AGT CCC TTG GCC CCT GGG CCT CAT CAG GTG CCG CTG GAC 144
Gly Arg Pro Ser Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp
15 20 25

CTG GTG TCT CGA GTA AAG CCC TAC GCT CGA ATG GAA GAG TAT GAG CGG 192
Leu Val Ser Arg Val Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg
30 35 40

AAC CTT GGG GAG ATG GTG GCC CAG CTG AGG AAC AGC TCC GAG CCA GCC 240
Asn Leu Gly Glu Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Pro Ala
45 50 55

AAG AAG AAA TGT GAA GTC AAT CTA CAG CTG TGG TTG TCC AAC AAG AGG 288
Lys Lys Lys Cys Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Leu Ser Asn Lys Arg
60 65 70

AGC CTG TCC CCA TGG GGC TAC AGC ATC AAC CAC GAC CCC AGC CGC ATC 336
Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ille
75 80 85 90

CCT GCG GAC TTG CCC GAG GCG CGG TGC CTA TGT TTG GGT TGC GTG AAT .384
Pro Ala Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn
95 100 105

CCC TTC ACC ATG CAG GAG GAC CGT AGC ATG GTG AGC GTG CCA GTG TTC 432
Pro Phe Thr Met Gln Glu Asp Arg.Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe
110 115 ) 120

AGC CAG GTG CCG GTG CGC CGC CGC CTC TGT CCT CAA CCT CCT CGC CCT 480
Ser Gln Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Gln Pro Pro Arg Pro
125 130 135

GGG CCC TGC CGC CAG CGT GTC GTC ATG GAG ACC ATC GCT GTG GGT TGC 528
Gly Pro Cys Arg Gln Arg Val Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys
140 145 150

ACC TGC ATC TTC TGA ' _ : 543
Thr Cys Ile Phe

155 .

MDWPHSLLFLLAISIFLAPSHP RNTKGKRKGQGRPSPLAPGPHQVPLDLVSRVKPYARMEEYERN

LGEMVAQLRNSSEPAKKKCEVNLQLWLSNKRSLSPWGYSINHDPSRI PADLPEARCLCLGCVNPFT
MQEDRSMVSVPVFSQVPVRRRLCPQPPRPGPCRQRVVMETIAVGCTCIF

Os segmentos particularmente interessantes incluem, por

exemplo, aqueles que comegcam ou terminam com argl, alal7,
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prolsg,

rhel08,

Tabela 2:
primata,

pro20, his21,

thrl09,

por exemplo,

cysl4dl ou argléd?2.

lys32,

o ser humano,

11

pro33,

leu76,

ser77, glu9e,

ala97,

Sequéncia nucleotidica que codifica o polipéptido IL-173 de um
e sequéncia de aminodcidos prevista.

Também é possivel utilizar sequéncias de &cidos nucleicos complementares
para muitos fins. SEQ ID NO:5 e 6.

TGC
Cys

1
GCG
Ala

CGT
Arg

GAC
Asp

GCC
Ala
65

GAA
Glu

GAG
Glu

CTG
Leu

GCC
Ala

AAG
Lys
145

GCG
Ala

GCC
Ala

GAG
Glu

CcGeC
Arg
50

TAC
TYyx

GCC
Ala

GAC
Asp

CGC
Arg

TAC
Tyr
130
GAC
Asp

GAC CGG CCG GAG GAG
Asp Arg Pro Glu Glu
-5

‘GGC GTG CTC AGT GCC
Gly Val Leu Ser Ala

20

CAG GCG CGC ARC GCG
Gln Ala Arg Asn Ala

35

CGC TTC CGG ACG CCC
Arg Phe Arg Thr Pro
55

AGA ATC TCC TAC GAC
Arg Ile Ser Tyr Asp
70

TAC TGC CTG
Tyr Cys Leu
85

GTG CGC.TTC
Val Arg Phe
100

CGC ACC CcC
Arg Thr Pro
115

GTC ACC ATC
Val Thr Ile

GCA GAC AGC
Ala Asp Ser

TGC CGG
Cys Arg

CGC AGC
Arg Ser

GCC TGC
Ala Cys

CCC GTG
Pro Val
135

ATC AAC
Ile Asn
150

CTA CTG
Leu Leu

TTC CAC
Phe His
25

AGC TGC
Ser Cys
40

ACC AAC
Thr Asn

CCG GCG
Pro Ala

GGC TGC
Gly Cys

GCC CCT
Ala Pro
105

GCC GGC
Ala Gly
120

GGC TGC
Gly’Cys

GAG
Glu

10
CAC
His

CCG
Pro

CTG
Leu

AGG
Arg

CTG
Leu
90

GTC
Val

GGC
Gly

ACC
Thr

CAG
Gln

ACG
Thr

GCA
Ala

CGC
Arg

TAC
Tyr
75

ACC
Thr

TAC
Tyr

CGT

TGC
Cys

CTG
Leu

CTG
Leu

Gly

AGC
Ser
60

ccc
Pro

GGG
Gly

ATG
Met

TCC
Ser

GTC
val
140

TAC
Tyr

CaG
Gln

GGC
Gly
45

GTG
val

AGG
Arg

CTG
Leu

CCC
Pro

GTC
val
125

cce
Pro

GGG
Gly

CTG
Leu
30

AGG
Arg

TCG
Ser

TAC
Tyr

TTC
Phe

ACC
Thr
110

TAC
Tyr

GAG
Glu

cGe
Arg
15

GGG
Gly

ccc
Pro

CcCC
Pro

CTG
Leu

GGC
Gly
95

GTC
Val

ACC
Thr

CCG
Pro

CADRPEELLEQLYGRLAAGVLSAFHHTLQLGPREQARNASCPAGGRPADRRFRTPTNLRS
VSPWAYRISYDPARYPRYLPEAYCLCRGCLTGLFGEEDVRFRSAPVYMPTVVLRRTPACA
GGRSVYTEAYVTIPVGCTCVPEPEKDADSIN

Sequéncia

nucleotidica

suplementar

polipéptido IL-173 de um primata,

CTG 48
Leu
CCG 96
Pro
GCC 144
Ala
TGG 192
Trp
ccT 240
Pro
80
GAG 288
Glu
GTC 336
Val
GAG 384
Glu
GAG 432
Glu
454
que

por exemplo,

sequéncia de aminodcidos prevista.

sequéncias de

fins.

acidos
SEQ ID NO:7 e 8.

nucleicos

codifica 0

0 ser humano, e

Também é possivel utilizar

complementares para

muitos
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gececcgggcag gtggcgacct cgctcagtceg gcttctcggt

atg
Met

ggc
Gly
-1

gac
Asp

ggc
Gly

cag
Gln

cgce
Arg
aga

80
tac

Tyr

gtg
Val

ctg
Leu

gcc
Ala
1

cgg
Arg

gtg
val

gcg
Ala

tte
Phe
65

atc
Ile

tgc
Cys

cgce
Arg

gta
val
-15

cecg
Pro

ccg
Pro

ctc
Leu

cge
Arg
50

cgg
Arg

tcc
Ser

ctg
Leu

tte
Phe

gcc
Ala

agg
Arg

gag
Glu

agt
Ser

35
aac
Asn

ccg
Pro

tac
TYyr

tgc
Cys

cge

115

ggc
Gly

gcg
Ala

gag
Glu
20

gce

Ala

gcg
Ala

cece
Pro

gac

Asp

cgg
Arg
100

agc
Ser

ttc
Phe

ggc
Gly
5

cta
Leu

ttc
Phe

agce
Ser

acc
Thr

ceg
Pro
85

ggc
Gly

gee
Ala

ctg
Leu

agg
Arg

ctg
Leu

cac
His

tgc
Cys

-aac

Asn
70

gcg
Ala

tgc
Cys

cct
Pro

ctg
Leu
-10

cgc
Arg

gag
Glu

cac
His

ccg
Pro
55

ctg
Leu

agg
Arg

ctg
Leu

gte
val

gcg ctg ccg
Ala Leu Pro

ccc
Pro

cag
Gln

acg
Thr
40

gca
Ala

cgce
Arg

tac
Tyxr

acc
Thr

tac
Tyr
120

gcg
Ala

ctg
Leu
25

ctg
Leu

ggg
Gly

agce
Ser

cec
Pro

ggg
Gly
105

atg
Met

cgg
Arg
10

tac
Tyr

cag
Gln

ggce
Gly

gtg
val

agg
Arg
90

ctg
Leu

cce
Pro

ccaagtccce gggtctgg

ccg agce tgg
Pro Ser Trp

ccg
Pro

agg
Gly

ctg
Leu

agg
Arg

tcg
Ser
75

tac
VX

ttc
Phe

ace
Thr

-5
cgg
Arg

cgc
Arg

999
Gly

cce
Pro
60

ccc
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

gtc

ggc
Gly

ctg
Leu

ccg
Pro
45

gce
Ala

tgg
Trp

cct
Pro

gag
Glu

gtc

val val

125

gcc geg
ala Ala

tgc gcg
Cys Ala
15

gcg gcc
Ala Ala
30

cgt gag
Arg Glu

gac cgc
Asp Arg

gce tac
Ala Tyr

gaa gcc
Glu Ala
95

gag gac
Glu Asp
110

ctg cgc
Leu Arg

58
106

154

202

250

298

346

394

442

490
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cge
Arg

acc
Thx

cec
Pro
130

tce
Ser

gcc
Ala

tgc
Cys

cgt
Arg

tac
Tyr

gtc
val

gcc
Ala

ggc
Gly
135

ggc 538

Gly

acc
Thr
140

tac
Tyx

gag gcc
Glu Ala

gtc
vVal

acc
Thr
145

atc
Ile

ccce
Pro

acc
Thr

[olofed
Pro

tgc
Cys

gtc
val

gtg 586

val

ggc
Gly

tgc
Cys
150

gag
Glu
155

ccg
Pro

gag aag
Glu Lys

gac
Asp

gca
ala
160

atc
Ile

gac
Asp

agc
Ser

atc
Ile

aac
Asn

tcc
Ser
165

agce
Ser

aaa
Lys

gac
Asp

cag
Gln
170

ggc 634

Gly

gcc
Ala

aag ctc
Lys Leu

ctg
Leu
175

ctg ggc ccc aac gac gcg ccc get ggc ccoc tgaggecggt cctgceccgg 684

Leu

gaggtctecce
ggcgacctet
ccatggagac
aagcaagcag
gcccgecatgyg
tgctgegggt
tgetttttaa
atcaactgtt
acatttctta
attggaatcc
cctgtcaccg

actgaaggtc

Gly Pro

Asn
180

cggeccegeat
gaagagagtg
tcgtaagcag
cgtggctgga
agggtttgga
gcagggegtg
agcaatctaa
ttgdatagag
acatataaac
ttggataaat
atggctgact

ttcacgggcce

Asp Ala

Pro Ala

ccecgaggege
caccgagcaa
cttcatctga
agctgatggg
aaagttcacg
actcaccget
aaataataat
gcagagctat
atcgtttttt
tttgtagetg
gatgaaatgg

tccaggecte

Pro
185

Gly
ccaagétgga
accaagtgcec
cacgggcaﬁc
aaacgacccg
gaggctccct
gggtgettge

aagtatagcg

tttatattat.

acttcttctg
gtacactctg
acacgtctca

gtgccgaatt

gccgectgga
ggagcaccag
cctégcttgc
gcacgggcat
gaggagccte
caaagagata
actatatacc
caaatgagag
gtagaatttt
gcectgggtet
tctgacccac

C

gggctcggtce
cgccgecttt
_ttttagctac
cctgtgtgeyg
tcagatcggce
gggacgcata
tacttttaaa
ctactctgtt
ttaaagcata
ctgaattcag

tcttecttcee

744
804
864
924
984
1044
1104
1164
1224
1284
1344
1385

MLVAGFLLALPPSWAAGAPRAGRRPARPRGCADRPEELLEQLYGRLAAGVLSAFHHTLQLGPREQARNA
SCPAGGRPADRRFRPPTNLRSVSPWAYRISYDPARYPRYLPEAYCLCRGCLTGLFGEEDVRFRSAPVYM
PTVVLRRTPACAGGRSVYTEAYVTIPVGCTCVPEPEKDADSINSSIDKQGAKLLLGPNDAPAGP

Os motivos previstos

CAMP-PK

fosforilacao

nas
Ca

posicdes

nas

50-53,

posicdes

importantes

66-69,
82-84

incluem,

72-75
e

por exemplo,
113-116;
locais

(S]

166-168;

miristolilo nas 57-61

53,

posicdes e

72,

164-166;
75, 80, 82,

locais de

113 e 116.

e
fosforilacdo nas posicdes 50,

Sequéncia nucleotidica que codifica o polipéptido IL-173

de um roedor, por exemplo, o rato, e sequéncia de aminoacidos

de Aacidos
SEQ ID NO:9 e 10.
CTG TGC CGA GGC TGT CTG

Leu Cys Arg Gly Cys Leu
15

prevista. Também ¢é possivel utilizar sequéncias

nucleicos complementares para muitos fins.

TTT CCG AGA TAC CTG CCC GAA GCC
Phe Pro Arg Tyr Leu Pro Glu Ala
1 5

TAC TGC
Tyr Cys
~10

48

ACC GGG CTC TAC GGT GAG GAG GAC
Thr Gly Leu Tyr Gly Glu Glu Asp
20 -

TTC
Phe
25

CcGC
Arg

TTT CGC AGC GCA CCC GTC
Phe Arg Ser Ala Pro Val
30

96

TTC TCT CCG GCG GTG GTG CTG CGG
Phe Ser Pro Ala Val Val Leu Arg
35 40

CGC
Arg

ACG GCG GCC T
Thr Ala Ala

133

FPRYLPEAYCLCRGCLTGLYGEEDFRFRSAPVFSPAVVLRRTAA
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Sequéncia

nucleotidica

14

polipéptido IL-173 de um roedor,

sequéncia de aminodcidos prevista.

sequéncias

fins. SEQ ID NO:11 e 12.

de

acidos

nucleicos

suplementar

que

por exemplo,

o ratinho,

codifica

(@]
S

Também € possivel utilizar

atg
Met

ttg
Leu

ggg
Gly

gcg
Ala

ctg
Leu

ccg
Pro

-ccg
Pro

gcg
Ala

cgg
Arg
10

crg
Leu
25

tac
TYyr

.g9g9g9
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

cte
Leu

ggc
Gly

agg
Arg

()}
-
el

tcg
Ser

gtg

Ser val

ccg
Pro

tac
Tyr

agg
Arg
90

CctcC
Leu

tac
Tyr

ggg
Gly
105

tct
Ser

cca
Pro

gcc
Ala

tct
Ser

tac
Tyr

gtg
val

ccec
Pro

gag
Glu
155
ctg
Leu

ctg
Leu
170

aag
Lys
gactgccege
accccatgat
catattttetc
tttcatatta
atcacacaca
tgaacttcct

taaggtgata

aca
Thr

ctg
Leu
-20

ggc
Gly
-5

cgc
Arg

cgg
Arg

gac
Asp

ctg
Leu

€gg
Arg

999
Gly

ccg
Pro
45
gce gec
Ala
60

cce
Pro

tgg
Trp

75

ccc
Pro

ctg
Leu

999
Gly

gag
Glu

gtg
val
125

gtg
val

ctg

Leu
cétggcccag
ccectggecge
aaagtagaca
gtaatttaga
tcecegtrtec
tctgctgeac

atgagtgctc

gtc
val

gcg
Ala

tgc
Cys

gcg
Ala
30

cgc
Arg

gac
ASP Arg Arg

gcg
Ala

gaa
Glu

ccc
Gly Pro

atg
Met

tgg
Trp

gcg
Ala

ggc
Gly
-1

gcg
Ala
15

gac
Asp

gcc
Ala

ggc
Gly

agg
80

tac
TYYX

gcc

ttc
Phe

gac
Asp

cgg

Arg

cgce
Arg

gac
Asp
175
cttcécgcat
tgcctaatte
ctacatatct
gcaagcatgt
ctcragtagg
tgtgccetgt

cggatctggg

ctc ctec gtc
Leu Leu Val
-15

gcg
Ala

ctg
Leu

agg
Arg

cca
Pro

cgg
Arg

gag
Glu

ctc
Leu

gtg
val

agc
Ser
35

aat
Asn

gcg
Ala

cgc
Arg.
50

tee
Phe
65

cca
Pro

cgg
Arg

att
Ile

tce
Ser

tac
Tyr

tgc
Cys

ctg
Leu

tge
Cys

tee
Phe

cgc
Arg

cgc
Arg
115

aca
Thr

gcg
Ala
130

gce
Ala

acc
Thr
145

atc
Ile

ccg
Pro

qac

gac

Asp

e
Q
9]
»]

L

cct
Pro

agg
Arg

gcg
Ala
gcatcéggtc
ttccaaaagg
acaactattt
tgtttttaaa
attcttgagt
ccctgagtet

cacctaaggt

complementares
ggc tktc ctg ctg gca 48
Gly Phe Leu Leu Ala
~-10
acc ggg agg cgc ccg 96
Thr Gly Arg Arg Pro
S
gag ctc ctg gag cag 144
Glu Leu Leu Glu Gln
20
gcc tLtc cac cac acg 192
Ala Phe His His Thr
40
gcc agc tgc ccg gec 240
Ala Ser Cys Pro ala
55
ccc acc aac ctg cgc 288
Pro Thr Asn Leu Arg
70
gac cct gct cge ttt 336
Asp Pro Ala Arg Phe
85
cga ggc tgc ctg ace 384
Arg Gly Cys Leu Thr
100
agc aca ccc gtc ttce 432
Ser Thr Pro Val Phe
120
tgec gcg ggc gge cgce 480
Cys Ala Gly Gly Arg
135
gtg ggc tgc acc tgc 528
Val Gly Cys.Thr Cys
150
aac tcc agc atg gac 576
Asn Ser Ser Met Asp
165
ggg cgc tgatgccggg 625
Gly Arg .
180
ccectggeecct gacaaaaccc 685
acagctacat aagctttaaa 745
tgaatagtgg cagaaactat 805
cttctttgat atacaagcac 865
gcataattgt agtgctcaga 925
ctcetgtgge ccaagcttac 985
ctccaggrec ctggagaggg 104

para

5

muitos
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agggatgtgg gggggctagg aaccaagcgc ccctttgtte tttagettat ggatggtctt 1105
aactttataa agattaaagt ttttggtgtt attcttte 1143
MLGTLVWMLLVGFLLALAPGRAAGALRTGRRPARPRDCADRPEELLEQLYGRLAAGVLSAFHHTLQLGPRE

QARNASCPAGGRAADRRFRPPTNLRSVSPWAYRISYDPARFPRYLPEAYCLCRGCLTGLYGEEDFRFRSTP
VFSPAVVLRRTAACAGGRSVYAEHY ITIPVGCTCVPEPDKSADSANSSMDKLLLGPADRPAGR.

Os motivos previstos importantes incluem, por exemplo,
locais cAMP-PK nas posigdes 50-53, 66-69, 72-75 e 113-116;
locais de fosforilagcdo Ca nas posicdes 82-84, 159-161 e 166-
168; locais miristolilo nas posicgdes 57-61 e 101-105; locais
N-glicosilo nas posigdes 51-53 e 164-166; locais de
fosforilacdo nas posicgdes 50, 53, 72, 75, 80, 82, 113 e 1llo6; e
locais de fosforilacdo PKC nas posicdes 4-6
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Tabela 3: Sequéncia nucleotidica que codifica o polipéptido IL-174 de um
primata, por exemplo, o ser humano, e sequéncia de aminodcidos prevista.
Também é possivel utilizar sequéncias de &cidos nucleicos complementares
para muitos fins. SEQ ID NO:13 e 14.

tgagtgtgca gtgccage atg tac cag gtg gtt geca ttc ttg gca atg gtc 51

Met Tyr Gln Val val Ala Phe Leu Ala Met Val

-15 -10
atg gga acc cac acc tac agc cac tgg ccc age tge tge ccc agce aaa 99
Met Gly Thr His Thr Tyr Ser His Trp Pro Ser Cys Cys Pro Ser Lys
-5 -1 1 ) 5 10
ggg cag gac acc tct gag gag ctg ctg agg tgg agc act gtg cct gtg 147
Gly Gln Asp Thr Ser Glu Glu Leu Leu Arg Trp Ser Thr Val Pro Val
15 20 25
cct ccc cta gag cct get agg ccc aac cgce cac cca gag tec tgt agg 195
Pro Pro Leu Glu Pro Ala Arg Pro Asn Arg His Pro Glu Ser Cys Arg
30 35 40

gcc agt gaa gat gga ccc ctc aac agc agg gcc atc tcec cecc tgg aga 243

Ala Ser Glu Asp Gly Pro Leu Asn Ser Arg Ala Ile Ser Pro Trp Arg
45 50 55

tat gag ttg gac aga gac ttg aac cgg ctc ccc cag gac ctg tac cac 291
Tyr Glu Leu Asp Arg Asp Leu Asn Axrg Leu Pro Gln Asp Leu Tyr His

60 65 70 79
gce cgt tge ctg tgce ccg cac tge gtc agc cta cag aca ggce tcc cac 339
Ala Arg Cys Leu Cys Pro His Cys Val Ser Leu Gln Thr Gly Ser His

80 85 20
atg gac ccc cgg ggc aac tcg gag ctg ctc tac cac-aac cag act gtc 387
Met Asp Pro Arg Gly Asn Ser Glu Leu Leu Tyr His Asn Gln Thr val
95 100 105

ttc tac cgg cgg cca tgc cat ggc gag aag ggc acc cac aag ggc tac 435

Phe Tyr Arg Arg Pro Cys His Gly Glu Lys Gly Thr His Lys Gly Tyr
110 115 : 120

tge ctg gag cgec agg ctg tac cgt gtt tce tta get tgt gtg tgt gtg 4383

Cys Leu Glu Arg Arg Leu Tyr Arg Val Ser Leu Ala Cys Val Cys Val
125 . 130 ’ 135

cgg ccc cgt gtg atg ggc tag 504

Arg Pro Arg Val Met Gly
140 145

MYQVVAFLAMVMGTHTYSHWPSCéfSKGQDTSEELLRWSTVPVPPLEPARPNRHPESCRASEDGPL
NSRAISPWRYELDRDLNRLPQDLYHARCLCPHCVSLOTGSHMDPRGNSELLYHNQTVFYRRPCHGE
KGTHKGYCLERRLYRVSLACVCVRPRVMG

Os motivos previstos importantes incluem, por exemplo,
locais cAMP-PK nas posicgdes 21-24, 53-56 e 95-98; 1locais de
fosforilacdo Ca nas posicgdes 15-17, 16-18 e 45-47; 1locais
miristolilo nas posigbes 12-16, 115-119 e 118-122; um local
N-glicosilo nas posigdes 104-107; locais de fosforilagao nas
posicgdes 21, 23, 43, 53, 56, 95, 98 e 131; 1locais de
fosforilacdo PKC nas posicdes 41-43 e 119-121; e um local de
tirosina—-quinase nas posicgdes 95-102.

Sequéncia nucleotidica que codifica o polipéptido IL-174
de um roedor, por exemplo, o ratinho, e sequéncia de
aminodcidos prevista. Também é possivel utilizar sequéncias de
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dcidos nucleicos complementares para muitos fins. SEQ ID NO:15
e 16.

CGG CAC AGG CGG CAC AAA GCC CGG AGA GTG GCT GAA GTG GAG CTC TGC 48
Arg His Arg Arg His Lys Ala Arg Arg Val Ala Glu Val Glu Leu Cys
1 5 10 . 15

ATC TGT ATC CCC CCC AGA GCC TCT GAG CCA CAC CCA CCA CGC AGA ATC 96
Ile Cys Ile Pro Pro Arg Ala Ser Glu Pro His Pro Pro Arg Arg Ile
20 25 30

CTG CAG GGC CAG CAA GGA TGG CCT CTC AAC AGC AGG GCC ATC TCT CCT 144
Leu Gln Gly Gln Gln Gly Trp Pro Leu Asn Ser Arg Ala Ile Ser Pro
35 40 45

TGG AGC TAT GAG TTG GAC AGG GAC TTG AAT CGG GTC CCC CAG GAC TGG 192
Trp Ser Tyr Glu Leu Asp Arg Asp Leu Asn Arg Val Pro Gln Asp Trp
50 : 55 60

TAC CAC GCT CGA TGC CTG TGC CCA CAC TGC GTC ACG CTA CAG ACA GGC 240
Tyr His Ala Arg Cys Leu Cys Pro His Cys Val Thr Leu Gln Thr Gly
65 70 75 80

TCC CAC ATG GAC CCG CTG GGC AAC TCC GTC CCA CTT TAC CAC AAC CAG 288
Ser His Met Asp Pro Leu Gly Asn Ser Val Pro Leu Tyr His Asn Gln

. 85 90 95
A M ﬂ'\n‘\t‘ Lo .YallNalalolNalslnli¥ alal

ALl Uil 11lu 1Aau Lue Lulbs wia

™
Thr val Phe Tyr Arg Arg Pro Cy

C ATG GCG AGG AAG GTA CCC ATC GCC
S

Met Ala Arg Lys Val Pro Ile Ala

W
(%
(%))

100 105 110
GCT ACT GCT TGG AGC GCA GGT CTA CCG AGT CTC CTT GGC TTG TGT GTG 384
Ala Thr Ala Trp Ser Ala Gly Leu Pro Ser Leu Leu Gly Leu Cys Val
115 120 125
TGT GCG GCC CCG GGT CAT GGC TTA GTC ATG CTC ACC ATC TGC CTG AGG 432
Cys Ala Ala Pro Gly His Gly Leu Val Met Leu Thr Ile Cys Leu Arg
130 135 140 )
TGAATGCCGG GTGGGAGAGA GGGCCAGGTG TACATCACCT GCCAATGCGG GCCGGGTTCA . 492
AGCCTGCARA GCCTACCTGA AGCAGCAGGT CCCGGGACAG GATGGAGACT TGGGGAGAAA 552
TCTGACTTTT GCACTTTTTG GAGCATTTTG GGAAGAGCAG GTTCGCTTGT GCTGTAGAGA 612
TGCTGTTG ’ o 620

RHRRHKARRVAEVELCICIPPRASEPHPPRRILQGQQGWPLNSRAISPWSYELDRDLNRVPQDWYHARC

LCPHCVTLQTGSHMDPLGNSVPLYHNQTVFYRRPCMARKVPIAATAWSAGLPSLLGLCVCAAPGHGLVM
LTICLR

Sequéncia nucleotidica suplementar que codifica o)
polipéptido IL-174 de um roedor, por exemplo, o ratinho, e
sequéncia de aminodcidos prevista. Também € possivel utilizar
sequéncias de 4&cidos nucleicos complementares para muitos
fins. SEQ ID NO:17 e 18.
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tac
TYr
-15

atg
Met

cag
Gln

gtc
val

agc
Ser

ttg
Leu

cce
Pro

agce
Ser

aaa
Lys

tct
Ser

gca
Ala

gtg
val
35

tce
Ser

tgc
Cys
50

agyg
Arg

cct
Pro
65

tgg
Trp

agce
Ser

tac
Tyr

ctg
Leu

cac
His

tcc
Ser

ggc
Gly

cac
His

cag
Gln

acg
Thr

gtc
val
115

cge
Arg

cgc
Arg
130

tac
TYY

tgt
Cys

gtg
val
145

gtg
val
ctgaggctga
ccgggttcaa
acttggggag
ccgettgtge
ccegetgace
acaggcactt
ctctgegtge

gaaagtgaag

141 297/PT

gct
Ala

gtt
val

atc
Ile

cgg
Arg

caa
.G1n

gag
Glu
20

tcc
Ser

cce
Pro

gcc
Ala

agc
Ser

tat
TYY

gag
Glu

gca
Ala

cag
Gln

gaa
Glu

cca
Pro

aag
Lys

ttg
Leu

ttc
Phe
-10

ttg
Leu

gag
Glu

ggc
Gly

cce
Pro

ccg
Pro

cct
Pro
40

gag
Glu

gat
ASD
55

ggc
Gly

gac
Asp

agg
Arg

70

gct
Ala

cga
Arg
85

atg
Met
100

gac
ASp

tcc
Phe

tac
Tyr

tgc
Cys

ttg
Leu

ccc
Pro

cgg
Arg

tgc
Cys

ccg
Pro

cgg
Arg

gag
Glu

cgg
Arg

ctg
Leu

tgc
Cys

ctyg
Leu

ggc
Gly

cca
Pro
120

cgg
Arg

cdc
Arg
135

agg
Arg

atg
Met

gtc
Val

150

gca
Ala

tgc
Cys

gag
Glu

ctg
Leu.

cce
Pro

gac
Asp

cca
Pro

aac
Asn
105

tgc
Ccys

ctc
Leu

gct
Ala

18

atg
Met

atc
Ile

cac
His

agt
Ser
10

gag
Glu

tag
Trp
25

cac
His

agc
Serxr

ctc
Leu

aac
Asn

aat
Asn

ttg
Leu

15

cac
His
90

tgc
Cys

tce
Ser

gte
Val

cat
His

ggt
Gly

tac

Tyr

cga
Arg

tgececggttyg ggagagaggg ccaggtgtac

gccctccaaa
aaactctgac
tgctagagga
ctggaagcca
tctecaccte
agccaggtgt

agatttatcc

gececctacctyg
ttttgcactt
tgctgttgtyg
tactecctgge
tceceectttyg
aattgcettg

aaataaacat

aagcagcagg
tttggaagca
gcatttctaq
tcettteccce
ccttttgtt
aaggatggtt

ctgtgttt

acc
Thr

gtg
val
-5

gga
Gly

ttg
Leu

cce
Pro

agc
Ser

ctg
Leu

aag
Lys

tgg
Trp
30

acc
Thr

cac
His
45

cac
His

gcc
Ala

agc
Ser
60

agg
Arg

gtc
Val

cce
Pro

cgg
Arg

gtc
vVal

agc
Ser

cta
Leu

ctt
Leu

tac

Tyr
110

cca
Pro

gag
Glu

gaa
Glu
125

ggt
Gly

tcc
Ser

gtc
val
140

ttg
Leu

aatcaccttg
ctccegggac
cttttgggaa
tcaggaacgg
tgaatccecc
tgtttgtttg

ctgaggtgaa

acc
Thr
-1

cac
His

tgc
Cys
15

tgc
Cys

tct
Ser

agce
Ser

gca
Ala

gaa
Glu

tct
Ser

atc
Ile

cag
Gin

gac
Asp
80

cag
Gln
95

aca
Thr

cac
His

aac
Asn

cat
His

acc
Thr

gct
Ala

tgt
Cys

tagtcatgct caccacctgce

ccaatgcggg
aagatggagg
ggagcaggtt
actccaaagg
aactcctggce
tgcatgecaa

agctgttate

48

96

144

192

240

288

336

384

-
w
N

480

‘527

985

MYQAVAFLAMIVGTHTVSLRIQEGCSHLPSCCPSKEQEPPEEWLKWSSASVSPPEPLSHTHHAESCRAS
KDGPLNSRAISPWSYELDRDLNRVPQDLYHARCLCPHCVSLQTGSHMDPLGNSVPLYHNQTVEYRRPCH
GEEGTHRRYCLERRLYRVSLACVCVRPRVMA

Os motivos

CAMP-PK
fosforilacao Ca

locais

miristolilo nas

31, 51, 53, 61,

nas posigdes 2-4,

previstos

nas

nas posicdes 18-20,
posicdes 123-127;
nas posigdes 112-114;

64, 139

posicdes

e 141;

importantes

i

29-32

e

ncluem,

por exemplo,

61-64;
53-55 e 67-69;
um local de N-glicosilacéao

de
um local

locais

locais de fosforilacdo nas posicdes 29,

e locais de fosforilagao PKC
49-51 e 127-129.
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Tabela 4: Sequéncia nucleotidica que codifica IL-171 de um primata,
por exemplo, o ser humano, no cédigo da IUPAC. Também é possivel
utilizar sequéncias de Aacidos nucleicos complementares para muitos
fins. SEQ ID NO:19.

GACACGGATG AGGACCGCTA TCCACAGAAG CTGGCCTTCG CCGAGTGCCT GTGCAGAGGC 60
TGTATCGATG CACGGACGGG CCGCGAGACA GCTGCGCTCA ACTCCGTGCG GCTGCTCCAG 120
AGCCTGCTGG TGCTGCGCCG CCGGCCCTGC TCCCGCGACG GCTCGGGGCT CCCCACACCT 180
GGGGCCTTTG CCTTCCACAC CGAGTTCATC CACGTCCCCG TCGGCTGCAC CTGCGTGCTG 240
CCCCGTTCAA GTGTGACCGC CAAGGCCGTG GGGCCCTTAG NTGACACCGT GTGCTCCCCA 300
GAGGGACCCC TATTTATGGG AATTATGGTA TTATATGCTT CCCACATACT TGGGGCTGGC 360
ATCCCGNGCT GAGACAGCCC CCTGTTCTAT TCAGCTATAT GGGGAGAAGA GTAGACTTTC 420
AGCTAAGTGA AAAGTGNAAC'GTGCTGACTG TCTGCTGTCG TNCTACTNAT GCTAGCCCGA 480
GTGTTCACTC TGAGCCTGTT AAATATAGGC GGTTATGTAC C l . 521

As SEQ ID NO:20 e 21 s3o a sequéncia de ADNc traduzivel e a
sequéncia polipeptidica no software PATENTIN.

GAC ACG GAT GAG GAC CGC TAT CCA CAG AAG CTG GCC TTC GCC GAG TGC 48
Asp Thr Asp Glu Asp Arg Tyr Pro Gln Lys Leu Ala Phe Ala Glu Cys

1 5 10 15
CTG TGC AGA GGC TGT ATC GAT GCA CGG ACG GGC CGC GAG ACA GCT GCG 96
Leu Cys Arg Gly Cys Ile Asp Ala Arg Thr Gly Arg Glu Thr Ala Ala

20 25 30
CTC AAC TCC GTG CGG CTG CTC CAG AGC CTG CTG GTG CTG CGC CGC CGG 144
Leu Asn Ser Val Arg Leu Leu Gln Ser Leu Leu Val Leu Arg Arg Arg
35 40 45
CCC TGC TCC CGC GAC GGC TCG GGG CTC CCC ACA CCT GGG GCC TTT GCC 192
Pro Cys Ser Arg Asp Gly Ser Gly Leu Pro Thr Pro Gly Ala Phe ala
%0 55 60

TTC CAC ACC GAG TTC ATC CAC GTC CCC GTC GGC TGC ACC TGC GTG CTG 240
Phe His Thr Glu Phe Ile His Val Pro Val Gly Cys Thr Cys Val Leu

65 . 70 75 80
CCC CGT TCA AGT GTG ACC GCC AAG GCC GTG GGG CCC TTA GnT GAC ACC 288
Pro Arg Ser Ser Val Thr Ala Lys Ala Val Gly Pro Leu Xaa Asp Thr

85 90 95
GTG TGC TCC CCA GAG GGA CCC CTA TTT ATGiGGA ATT ATG GTA TTA‘TAT 336
Val Cys Ser Pro Glu Gly Pro Leu Phe Met Gly Ile Met Val Leu Tyr
100 105 110
GCT TCC CAC ATA CTT GGG GCT GGC ATC CCG nGC TGAGACAGCC CCCTGTTCTA 389
Ala Ser His Ile Leu Gly Ala Gly Ile Pro Xaa
115 120

TTCAGCTATA TGGGGAGAAG AGTAGACTTT CAGCTAAGTG ARAAGTGCAA CGTGCTGACT 449
GTCTGCTGTC GTCCTACTCA TGCTAGCCCG AGTGTTCACT CTGAGCCTGT TAAATATAGG 509
CGGTTATGTA CC 521

DTDEDRYPQKLAFAECLCRGCIDARTGRETAALNSVRLLQSLLVLRRRPCSRDGSGLPTPGAFAFHTEFL
HVPVGCTCVLPRSSVTAKAVGPLXDTVCSPEGPLFMGIMVLYASHILGAGIPX

Sequéncia nucleotidica suplementar que codifica IL-171 de
um primata, por exemplo, o ser humano. Também €& possivel
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utilizar sequéncias de 4&acidos nucleicos complementares para
muitos fins. SEQ ID NO:22 e 23.

gtgtggcc;c aggtataaga gcggctgctg ccaggtgcat ggccaggtgce acctgtggga 60

ttgccgecag gtgtgcagge cgctccaagc ccagectgec ccgetgecge cace atg 117
. Met

acg ctc ctc ccc ggc ctc ctg ttt ctg acc tgg ctg cac aca tgc ctg 165
Thr Leu Leu Pro Gly Leu Leu Phe Leu Thr Trp Leu His Thr Cys Leu
-15 -10 : -5 . -1

gcc cac cat gac ccc tcc ctc agg ggg cac cce cac agt cac ggt acc 213
Ala His His Asp Pro Ser Leu Arg Gly His Pro His Ser His Gly Thr
1 5 10 15

cca cac tge tac tcg gect gag'gaa ctg ccec ctc gge cag gec ccc cca 261
Pro His Cys Tyr Ser Ala Glu Glu Leu Pro Leu Gly Gln Ala Pro Pro
20 - 25 30

cac ctg ctg gct cga ggt gecc aag tgg ggg cag gct ttg cct gta gee 309
His Leu Leu Ala Arg Gly Ala Lys Trp Gly Gln Ala Leu Pro Val Ala
35 40 45 :

ctg gtg tcc agc ctg gag gca gca agc cac agg ggg agg cac gag agg 357
Leu Val Ser Ser Leu Glu Ala Ala Ser His Arg Gly Arg His Glu Arg
50 55 60

ccc tca gect acg acc cag tgc ccg gtg ctg cgg ccg gag gag gtg ttg 405
Pro Ser Ala Thr Thr Gln Cys Pro Val Leu Arg Pro Glu Glu Val Leu
65 70 ‘ 75 80

.gag gca gac acc cac cag cgc tcc ate tca ccec tgg aga tac cgt th 453
Glu Ala Asp Thr His Gln Arg Ser Ile Ser Pro Trp Arg Tyr Arg Val
85 50 95

gac acg gat gag gac cgc tat cca cag aag ctg gcc ttc gec gag tgce 501
Asp Thr Asp Glu Asp Arg Tyr Pro Gln Lys Leu Ala Phe Ala Glu Cys
100 ) 105 110

ctg tgc aga ggc tgt atc gat gca cgg acg ggc cgc gag aca gct geg 549
Leu Cys Arg Gly Cys Ile Asp Ala Arg Thr Gly Arg Glu Thr Ala Ala
' 115 120 ) 125

ctc aac tce gtg cgg ctg ctc cag agc ctg ctg th ctg cgc cgc cag 597
Leu Asn Ser Val Arg Leu Leu Gln Ser Leu Leu Val Leu Arg Arg Arg
130 135 140

ccc tge tec cge gac ggc tcg ggg ctc cecc aca cct ggg gee ttt gee 645
Pro Cys Ser Arg Asp Gly Ser Gly Leu Pro Thr Pro Gly Ala Phe Ala
145 150 155 160

ttc cac acc gag ttc atc cac gtec cce gtc ggc tgc acc tge gtg ctg 693
Phe His Thr Glu Phe Ile His Val Pro Val Gly Cys Thr Cys Val Leu
165 170 175

ccc cgt tca gtg tgaccgeccga ggccgtgggg cccctagact ggacacgtgt 745
Pro Arg Ser Val '

180
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gctececaga
cactaccctt
catctccagce
ctgcagaaaa
ccttacccta

tacccctgtt

97/PT

gggcaccccc
ggggtctggg
ctcagtagtt
ggtgtcacac
tcactggect

tcttaaacaa

tatttatgtg
cattccecegt
gggggtagaa
ggctgecetgt
caggccecccg

ttatttaagt

21

tatttattgg

gtctggagga

ggagctcagc
accttggctce
caggctgcect

gtacgtgtat

tatttatatg
cagcceccceca
acctcttcca
cctgtcctge
ctteccaacc

tattaaactg

cctceeccaa
ctgttctect
gcccttaaag
tceceggette
tccttggaag

atgaacacat

805
865
925
985
1045
1105

cc 1107

MTLLPGLLFLTWLHTCLAHHDPSLRGHPHSHGTPHCYSAEELPLGQAPPHLLARGAKWGOALPVALVSS
LEAASHRGRHERPSATTQCPVLRPEEVLEADTHQRSISPWRYRVDTDEDRY PQKLAFAECLCRGCIDAR
TGRETAALNSVRLLQSLLVLRRRPCSRDGSGLPTPGAFAFHTEF IHVPVGCTCVLPRSV

Tabela 5: Sequéncia nucleotidica que codifica a sequéncia de IL-175 de um primata,
por exemplo, o ser humano, no cédigo da IUPAC. Também & possivel utilizar
sequéncias de Acidos nucleicos complementares para muitos fins. SEQ ID NO:24.

GAGAAAGAGC TTCCTGCACA AAGTAAGCCA CCAGCGCAAC ATGACAGTGA AGACCCTGCA 60
 TGGCCCAGCC ATGGTCAAGT ACTTGCTGCT GTCGATATTG GGGCTTGCCT TTCTGAGTGA 120
GGCGGCAGCT CGGAAAATCC CCAAAGTAGG ACATACTTTT TTCCAAAAGC CTGAGAGTTG 180
CCCGCCTGTG CCAGGAGGTA GTATGAAGCT TGACATTGGC ATCATCAATG AAAACCAGCG 240
CGTTTCCATG TCACGTAACA TCGAGAGCCG CTCCACCTCC CCCTGGRATT ACACTGTCAC 300
TTGGGACCCC AACCGGTACC ‘CCTCGAAGTT GTACAGGCCC AAGTGTAGGA ACTTGGGCTG 360
TATCAATGCT CAAGGAAAGG AAGACATCTN CATGAATTCC GTC 403
As SEQ ID NO:25 e 26 sao a sequéncia de ADNc e a
sequéncia polipeptidica traduziveis no software PATENTIN. O

local previsto de clivagem do péptido de sinal esta indicado,
mas poderd estar deslocado alguns residuos para qualquer um

dos lados; local de glicosilacado putativo nos residuos 53-55.
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GAGARAGAGC TTCCTGCACA AAGTAAGCCA CCAGCGCAAC ATGACAGTGA AGACCCTGCA 60
TGGCCCAGCC ATG GTC AAG TAC TTG CTG CTG TCG ATA TTG GGG CTT GCC 109
Met Val Lys Tyr Leu Leu Leu Ser Ile Leu Gly Leu Ala
-20 -15 -10
TTT CTG AGT GAG GCG GCA GCT CGG AaA ATC CCC AAA GTA GGA CAT ACT 157
Phe Leu Ser Glu Ala Ala Ala Arg Lys Ile Pro Lys Val Gly His Thr
-5 1 5
TTT TTC CAA AAG CCT GAG AGT TGC CCG CCT GTG CCA GGA GGT AGT ATG 205
Phe Phe Gln Lys Pro Glu Ser Cys Pro Pro Val Pro Gly Gly Ser Met
10 15 20 25
ARG CTT GAC ATT GGC ATC ATC AAT GAA AAC CAG CGC GTT TCC ATG TCA 253
Lys Leu Asp Ile Gly Ile Ile Asn Glu Asn Gln Arg Val Ser Met Ser
30 35 40
CGT AAC ATC GAG AGC'CGC TCC ACC TCC CCC TGG AAT TAC ACT GTC ACT 301
Arg Asn Ile Glu Ser Arg Ser Thr Ser Pro Trp Asn Tyr Thr Val Thr
45 50 55
TGG GAC CCC BAAC CGG TAC CCC TCG AAG TTG TAC AGG CCC AAG TGT AGG 349
Trp Asp Pro Asn Arg Tyr Pro Ser Lys Leu Tyr Arg Pro Lys Cys Arg
60 ‘65 70
AAC TTG GGC TGT ATC AAT GCT CAA GGA AAG GAA GAC ATC TCC ATG AAT 397
Asn Leu Gly Cys Ile Asn Ala Gln Gly Lys Glu Asp Ile Ser Met Asn
75 80 85
TCC GTC 403
Ser Val
90
MVKYLLLSILGPAFLSEAAARKIPKVGHTFFQKPESCPPVPGGSMKLDIGIINENQRVSMSRNIESRST
SPWNYTVTWDPNRYPSKLYRPKCRNLCCINAQGKEDIXMNSV
Os segmentos particularmente interessantes incluem, por
exemplo, aqueles gue comegam ou terminam com argl, cysl7,
prol8, prol9, wval20, thr49, ser50, arg69, pro70 e o final da

sequéncia disponivel.
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Tabela 6:

por exemplo,

23

Sequéncia nucleotidica que codifica IL-176 de um primata,

0 ser humano.

Também é possivel utilizar sequéncias de

dcidos nucleicos complementares para muitos fins. SEQ ID NO:27 e 28:

tc gtg ccg tat ctt ttt aaa aaa att att ctt cac ttt ttt gcc tec

Val Pro Tyr Leu Phe Lys Lys Ile Ile L
1 . 5

tat
TYr

tac
Tyr

ttg
Leu

ata
Ile

aat
Asn

gta
val

tgt
Cys

gga
Gly

gtg
val

50
agg aga
Axg

gag
Glu
65

ttt
Phe

tac
Tyxr

aac
Asn

80
tgatatttta
agaacagact
ttgttegett
gagatacctg
cttccatggc
ccgaggétct
tcacaattaa

ttatacattt

ctgggcaaaa

Arg

tta
Leu

agg
Gly
20

act
Thr
35

tca
Ser

tgt
Cys

gga
Gly

act
Thrx

gct
Ala

tca
Sex

tgt
Cys
aaaaacccca
accatgtgtt
gccagggtac
aaatgacagg
cgctgettgg
gagaattaac
ccatatacac
tagcaactat

gtgtaaaagt

aga
Arg

tta
Leu

act
Thr

gtt
Val

ctt
Leu
85

cce
Pro

aat
Asn

aag
Lys

tcg
Ser
gcc
Ala

gce
aAla
55

tat

Tyr
70

tca
Ser

atc
Ile

tta

Leu

gaaatctgag
gtatttcaga
cccacaaaaa
gtagcatcac
cagtctcttg
tgcttaaaga
atcttactgt
cttcaaaacc

ttg

10

ggt
Gly

agt ttt
Ser Phe
25

aca
Thr

agt
Ser
40

gaa
Glu

ttc
Phe

aga
Arg

agt
Ser

att
Ile

ctg
Leu

aag
Lys

att
Ile

ctc
Leu

ata
Ile
90
aaagagataa
ttttaattca
tgccaggcag
acctgagagg
ctgcatgcta
actgecttct
gcgaggtcat

tgagctatag

att
Ile

cct
Pro

Lttt
Phe

gat
Asp

tgg
Trp

gaa
Glu

eu His Phe Phe Ala Ser

15

gga tac

Gly Tyr
30

aag
Lys

tgt
Cys

45

cca
Pro

cac
His
60
cat
His
75

ttg
Leu

aca
Thr

gtc
val
agtggtttgc
tgtttgtctg
ggcattttca
ggtaaaggat
gcagagccac
ggagggagaa
tgagcaatac

ttgtattctg

act
Thr

ctg
Leu

gece
Ala

tgg
Trp

tgt
Cys

acc
Thr

att
Ile

tcaaggttat
attttaagtt
tgatgcactt
gggaacctac
tgtatatgtg
gagcacaaga
aggagggatt

cceecttect

47

95

143

191

239

‘281

341
401
461
521
581
641
701
761
784

VPYLFKKIILHFFASYYLLGRPNGSFIPWGYIVNTSLKSSTEFDEKCGCVGCTAAFRSPHTAWRER
TAVYSLIKHLLCTNYFSCLILILITVI

Sequéncia nucleotidica que codifica IL-177 de um primata,

por exemplo, o ser humano.
sequéncias de 4&cidos nucleicos
fins. SEQ ID NO:29 e 30:

Também

é

complementares

possivel

para

utilizar
muitos
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gtg act gta ttg tgg gga cag gaa gca caa att ccc atg tgg atc act 48
Vval Thr val Leu Trp Gly Gln Glu Ala Gln Ile Pro Met Trp Ile Thr

agg aga gat aat aag tgg ggt cat ttc acc cbt tgg tcc cct get tec 96
Arg Arg Asp Asn Lys Trp Gly His Phe Thr Pro Trp Ser Pro Ala Ser

20 25 30
aga ccc aaa gag gcc tac atg gea ttg tge ttc ctt ctt agt tgt agg 144
Arg Pro Lys Glu Ala Tyr Met Ala Leu Cys Phe Leu Leu Ser Cys Arg
35 40 45
agg tgt gag ata caa tca ttt gcc tct gac ttt gag ggt tgg tcc 189
Arg Cys Glu Ile Gln Ser Phe Ala Ser Asp Phe Glu Gly Trp Ser
50 55 6Q

tagcatgcce ctgaccagta gccccttaaa tacttcattg atatggaagg -tctctgaatc 249
ttcgtgggect taatctacca ctctctgaag ttcttatgtc tttcaaagge ctctaaaatc 309
tctgccatgt cttgctcate cagttgttag catgatgtca ttgatacagt ggactttgga 369
atctaagtgg ggagacactg gtaagtgacc aattacttca cctgtggtgt gcaagccaga 429
tcaggaagecc tctacctgca cgacaacaca t 460

VTVLWGQEAQIPMWITRRDNKWGHFTPWSPASRPKEAYMALCFLLSCRRCEIQSFASDFEGWS

Tabela 7: Alinhamento de varios membros da familia CTLA-8/IL-170. A sequéncia
de CTLA-8 de rato é a SEQ ID NO:31 (ver GB L13839; 293329/30); a sequéncia de
CTLA-8 de ratinho é a SEQ ID NO:32 (ver GB 1469917/8); a CTLA-8 humana é a
SEQ ID NO:33 (ver GB U32659; 115222/3); e a ORF13 do virus herpes saimiri é a

SEQ ID NO:34 (ver GB Y13183; 2370235). Alinhamento de multiplas sequéncias
utilizando CLUSTAL X (1.64b).

IL-74_ Mu - ——mmmmeee MYQAVAFLAMIVGTHTVSLRI -~ -~QEGCSHLPSCCPSKEQEPPEEWLKWS
IL-74_Hu = —=—--———- MYQVVAFLAMVMGTHTY -—~====—= S-~-~HWPSCCPSKGQDTSEELLRWS
IL-72_Hu = ~-m--- MDWPHNLLFLLTISIFLGLGQPRSPKSKRKGQGRPGPLVPGPHQVPLDLVSRMK
IL-72. Mu  ———--- MDWPHSLLFLLAISIFLAPSHPRNTKGKRKGQGRPSPLAPGPHQVPLDLVSRVK
IL~73_Mu -~MLGTLVWMLLVGFLLALAPGRAAGALRT--GRRP- ~ARPRDCADRPEELLEQLYGRLA
IL-73_Hu = ———eme—— MLVAGFLLALPPSWAARGAPRA -~GRRP--ARPRGCADRPEELLEQLYGRLA
IL-17_Hu -~MTPGKTSLVSLLLLLSLEAIVKAGITIP-~-~--~-- RNPGCPNSEDKNF PRTVMVNL:
IL-17_Hs ~-MTFRKTSLV-LLLLLSIDCIVKSEITSA--~~=-~—- QTPRCLAANN~SFPRSVMVTL
IL-17_ Rt —meeme—- MCLMLLLLLNLEATVKAAVLIP--———~~—— QSSVCPNAEANNFLONVKVNL
IL-17_ Mu eeemme——ee MLLLLLSLAATVKAAAIIP~~--—-—-— QSSACPNTEAKDFLONVKVNL
IL-75_Hu = sm———-e MVKYLLLSILGLAFLSEAAARKIPKVGHTFFQKPESCPPVPGGSMKLDIGIIN
IL-71_Hu MTLLPGLLFLTWLHTCLAHHDPSLRGHPHSHGTPHCY SAEELPLGQAPPHLLARGAKWGQ
*
IL-74_Mu Seeccrmecc—-- ASVSPP-EPLSHTHHAES - --CRASKD~GPLNSRAISPWSYELDRDLNRV
IL-74_Hu e it VPVPPL~-EPARPNRHPES~-~CRASED-GPLNSRAISPWRYELDRDLNRL
IL-72_Hu P-YARMEEYERNIEEMVAQLRNSSELAQ-RKCEVNLQLWMSNKRSLSPWGYSTNHDPSRT
IL-72_Mu P-YARMEEYERNLGEMVAQLRNSSEPAK - KKCEVNLQLWLSNKRSLSPWGYSINHDPSRI
IL-73_Mu AGVLSAFHHTLQLGPR-EQARNASCPAGGRAADRRFR-PPTNLRSVSPWAYRISYDPARF
IL~73_Hu AGVLSAFHHTLQLGPR~EQARNASCPAGGRPADRRFR~PPTNLRSVSPWAYRISYDPARY
IL-17_Hu Ne-ooemm e m e m e THNRNTNTN----~ P-KRSSDYYNRSTSPWNLHRNEDPERY
IL-17_Hs S m e IRNWNTSS-=-===== KRASDYYNRSTSPWTLHRNEDQDRY
IL-17_Rt Kewommmm oo VINSLSSKA----- SSRRPSDYLNRSTSPWTLSRNEDPDRY
IL~17_Mu Kewommmmm e VFNSLGAKV----- SSRRPSDYLNRSTSPWTLHRNEDPDRY
IL-75_Hu E-memeem e N--QRVSMS--~---~- R--NIESRSTSPWNYTVTWDPNRY
IL-71_Hu ALPVALVSSLEAASHRGRHERPSATTQCPVLRPEEVLEADTHQRSISPWRYRVDTDEDRY
* * Kok * *
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IL-74_Mu PQDLYHARCLCPHCVSLQTGSHMDPLGNSVPLYHNQTVF YRR - - PCHGEEGTHRRYCLER
IL-74_Hu PODLYHARCLCPHCVSLQTGSHMDPRGNSELLYHNQTVFYRR - - PCHGEKGTHKGYCLER
IL-72_Hu PVDLPEARCLCLGCVNPFTM-QEDRSMVSVPVFS-QVPVRRR - - LCPPPP- -RTGPCROR
IL-72_Mu PADLPEARCLCLGCVNPFTM-QEDRSMVSVPVFS-QVPVRRR - - LCPQPP- -REGPCRQR
IL-73"Mu PRYLPEAYCLCRGCLTGLYG-EEDFRFRSTPVFS- PAVVLRRTARCAG-- - - - - GRSVYA
IL-73_Hu PRYLPEAYCLCRGCLTGLFG- EEDVRFRSAPVYM- PTVVLRRTPACAG--- - - - GRSVYT
IL-17_Hu PSVIWEAKCRHLGCINADGN- - VDYHMNSVPIQQEILVLRREPPHCPN-------=- SFR
IL-17_Hs PSVIWEAKCRYLGCVNADGN- - VDYHMNSVPIQQEILVVRKGHQPCPN--~ -~~~ -~ SFR
IL-17_Rt PSVIWEAQCRHQRCVNAEGK- - LDHHMNSVLIQQEILVLKREPEKCPF----- -~~~ TFR
IL-17_Mu ' PSVIWEAQCRHORCVNAEGK- - LDHHMNSVLIQQEILVLKREPESCPF--------- TFR
IL-75_Hu PSEVVOAQCRNLGC INAQGK- ~EDISMNSVPIQQETLVVRRKHQGCSV == = == =~~~ SFQ
IL-71_Hu POKLAFAECLCRGCIDARTG-RETAALNSVRLLQSLLVLRRRPCSRDGSGLPTPGAFAFH
* » ® ® * - * : . :

IL-74_Mu RLYR-VSLACVCVRPRVMA- - === - e mmmmemm i ee e o

IL-74_Hu RLYR-VSLACVCVRPRVMG- - -~ =-=------=---occolooon

IL-72_Hu AVMETIAVGCTCIF- - ----== == mmmmmeome oo e

IL-72_Mu VVMETIAVGCTCIF-~----~ S b S i

IL-73_Mu EHYITIPVGCTCVPEFDKSADSANSSMDK- ~ - - LLLGPADRPAGR ™

IL-73_Hu EAYVTIPVGCTCVPEPEKDADSINSSIDKQGAKLLLGPNDAPAGP

IL-17_Ku LEKILVSVGCTCVTPIVHHVA

IL-17_Hs LEKMLVTVGCTCVTPIVHNVD

IL-17_Rt VEKMLVGVGCTCVSSIVREAS

IL-17_Mu VEKMLVGVGCTCVASIVRQAA

IL-75_Hu LEKVLVTVGCTCVTPVIHEVQ

IL-71_Hu TEFTHVPVGCTCVLPRSV=~-rm-c-mcmccccmccmacaccaaaa
- ; BN

Os segmentos particularmente interessantes incluem, por
exemplo, aqueles qgue correspondem aos segmentos de IL-172 ou
IL-175, indicados acima, com os outros membros da familia.

A proteina ou os polipéptidos purificados sao uUteis para
gerar anticorpos através de métodos padrdo, como descrito
acima. Os péptidos sintéticos ou a proteina purificada podem
ser apresentados a um sistema imunitdrio para gerar uma
composigcdo de ligacao especifica, por exemplo, anticorpos
monoclonais ou policlonais. Ver, por exemplo, Coligan (1991)
Current Protocols in Immunology, Wiley/Greene; e Harlow & Lane
(1989) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Press.

Por exemplo, a composicdo de ligacao especifica poderia
ser wutilizada ©para rastrear uma biblioteca de expressao
preparada a partir de uma linha celular gue expressa uma
proteina IL-174. O rastreio pode ser efectuado por coloracgao
padrdo da proteina expressa a superficie ou por “panning”. O
rastreio da expressao intracelular também pode ser efectuado
por meio de varios procedimentos de coloracdo ou de
imunofluorescéncia. As composicgdes de ligacgdao poderiam ser
utilizadas para purificar por afinidade ou para separar as

células gue expressam a proteina.

Este invento contempla a utilizag¢dao de ADN isolado ou de
fragmentos para codificar uma proteina ou polipéptido IL-174



EP 1 141 297/PT
26

biologicamente activo correspondente. Adicionalmente, este
invento abrange o ADN isolado ou recombinante que codifica uma
proteina ou polipéptido biologicamente activo e que € capaz de
hibridar, sob condig¢des apropriadas, com as sequéncias de ADN
de IL-174 aqui descritas. A referida proteina ou polipéptido
biologicamente activo pode ser um antigénio intacto, ou um
fragmento, e possuir uma sequéncia de aminocdcidos tal como
descrita na Tabela 3. O ADN isolado pode ter as respectivas
sequéncias reguladoras nos flancos 5’ e 3’, por exemplo,
promotores, amplificadores, sinais de adicadao poliA e outros.

Um &acido nucleico “isolado” é um 4cido nucleico, por
exemplo, um ARN, um ADN ou um polimero misto, que esta
substancialmente separado dos outros componentes que
acompanham naturalmente uma sequéncia nativa, por exemplo,
ribossomas, polimerases e sequéncias gendmicas de flanco da
espécie progenitora. O termo abrange uma sequéncia de é&cido
nucleico que foi removida do seu ambiente natural, e inclui
isolados de ADN recombinante ou clonado e anadalogos
quimicamente sintetizados ou andlogos biologicamente
sintetizados por sistemas heterdlogos. Uma molécula
substancialmente pura inclui formas isoladas da molécula. Em
alternativa, uma espécie purificada podera ser separada dos
componentes do hospedeiro de um sistema de expressao
recombinante. A magnitude da homologia de um &acido nucleico
destes serd tipicamente menor gque os vectores grandes, por
exemplo, menos de dezenas de kB, tipicamente menos de vAarios
kB e, preferencialmente, na gama de 2-6 kB.

Um &cido nucleico isolado serd geralmente uma composicéo
homogénea de moléculas, mas, em algumas concretizacdes,
contera uma heterogeneidade secunddria. Esta heterogeneidade é
normalmente encontrada nas extremidades do polimero, ou em
partes que nado sao criticas para uma funcdo ou uma actividade
bioldégica desejadas.

Um &cido nucleico “recombinante” é definido quer pelo seu
método de producao quer pela sua estrutura. Relativamente ao
seu método de producgao, por exemplo, um produto produzido por
um processo, O processo € a utilizacdo de técnicas de Aacidos
nucleicos recombinantes, por exemplo, envolvendo uma
intervencdao humana na sequéncia nucleotidica, tipicamente na
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selecgcdo ou produgdo. Em alternativa, ele pode ser um acido
nucleico preparado pela <criacdo de uma sequéncia que
compreende a fusdo de dois fragmentos gue nao sao naturalmente
contiguos um ao outro, mas que pretende excluir os produtos da
natureza, por exemplo, o0s mutantes naturais. Assim, por
exemplo, o0s produtos preparados por transformacao de células
com qualgquer vector de ocorréncia nao natural estéo
abrangidos, assim como o estdo os Adcidos nucleicos que
compreendem uma seqgquéncia derivada por meio de qualqgquer
processo oligonucleotidico sintético. Isto ¢é frequentemente
executado para substituir um coddo por um codado redundante que
codifica o mesmo aminodcido ou um aminodcido conservativo, ao
mesmo tempo que se introduz ou remove um local de
reconhecimento de sequéncia. Em alternativa, o processo &
realizado para unir segmentos de &acidos nucleicos de funcdes
desejadas, com o intuito de gerar uma entidade genética unica
compreendendo uma combinacdo desejada de fungdes gue nao é
encontrada nas formas naturais habitualmente disponiveis. Os
locais de reconhecimento de enzimas de restricéao sao
frequentemente o alvo destas manipulagdes artificiais, embora
outros alvos com locails especificos, por exemplo, promotores,
locais de replicagdao do ADN, sequéncias de regulacao,
sequéncias de controlo ou outras fungdes uUteis, possam ser
incorporados por concepcgao. Um conceito similar destina-se a
um polipéptido recombinante, por exemplo, de fusdo. Estao
especificamente incluidos os &acidos nucleicos sintéticos que,
por redundédncia do cdédigo genético, codificam polipéptidos
similares a fragmentos destes antigénios e fusdes de
sequéncias provenientes de variantes de varias espécies
diferentes.

Um “fragmento” significativo num contexto de &cidos
nucleicos € um segmento contiguo de pelo menos cerca de
17 nucledétidos, geralmente pelo menos 20 nucledtidos, mais
geralmente pelo menos 23 nucledtidos, usualmente pelo menos
26 nucledétidos, mais usualmente pelo menos 29 nucledtidos,
frequentemente pelo menos 32 nucledtidos, mais fregquentemente
pelo menos 35 nucledtidos, tipicamente pelo menos
38 nucledétidos, mais tipicamente pelo menos 41 nucledtidos,
habitualmente pelo menos 44 nucledtidos, mais habitualmente
pelo menos 47 nucledtidos, preferencialmente pelo menos
50 nucleétidos, mais preferencialmente pelo menos



EP 1 141 297/PT
28

53 nucledtidos e, em concretizacdes particularmente
preferidas, terda pelo menos 56 ou mais nucledétidos. Os
referidos fragmentos poderdo ter extremidades em qualguer

posicadao, mas especialmente nas fronteiras entre os dominios

estruturais.

Em outras concretizacgodes, o) invento proporciona
polinucledétidos (ou polipéptidos) que compreendem uma
pluralidade de segmentos distintos, por exemplo, nao

sobreponiveis, com o comprimento especificado. Tipicamente, a
pluralidade serdao pelo menos dois, mais habitualmente pelo
menos trés e, preferencialmente, 5, 7 ou mesmo mais. Embora
sejam proporcionados o8 comprimentos minimos, comprimentos
maiores, de varias dimensdes, poderdo ser apropriados, por
exemplo, um de comprimento 7 e dois de comprimento 12.

Um ADN que codifica uma proteina IL-174 seréa
particularmente Util para identificar genes, ARNm e espécies
de ADNc que codificam proteinas relacionadas ou homdélogas,
assim como o0s ADN que codificam proteinas homdélogas de
diferentes espécies. H&A& provavelmente hombélogos em outras
espécies, incluindo os primatas. Varias proteinas CTLA-8
deverdao ser hombélogas e estdao aqui compreendidas. Contudo,
mesmo as proteinas que possuem uma relagdo evolutiva mais
distante com o antigénio podem ser facilmente isoladas, em
condig¢des apropriadas, utilizando estas sequéncias se forem
suficientemente homélogas. As proteinas CTLA-8 de primatas sao
de particular interesse.

Estdo aqui também descritas moléculas e fragmentos de ADN
recombinante que possuem uma sequéncia de ADN idéntica ou
fortemente homdéloga dos ADN de IL-174 isolados aqui
apresentados. Em particular, as sequéncias estarao
frequentemente ligadas operativamente a segmentos de ADN qgue
controlam a transcricgdo, a tradugdo e a replicagdo do ADN. Em
alternativa, clones recombinantes derivados das sequéncias
gendmicas, por exemplo, contendo intrdes, serdo uteis para
estudos transgénicos, incluindo, por exemplo, células e
organismos transgénicos, e para terapia génica. Ver, por
exemplo, Goodnow (1992) "Transgenic Animals" in Roitt (ed.)
Encyclopedia of Immunology, Academic Press, San Diego, pp.
1502-1504; Travis (1992) Science 256:1392-1394; Kuhn et al.
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(1991) Science 254:707-710; Capecchi (1989) Science 244:1288;
Robertson (ed. 1987) Teratocarcinomas and Embryonic Stem
Cells: A Practical Approach, IRL Press, Oxford; Rosenberg
(1992) J. Clinical Oncology 10:180-199; e Cournoyer & Caskey
(1993) Ann. Rev. Immunol. 11:297-329.

As sequéncias de 4dcidos nucleicos homdélogas, quando
comparadas, apresentam uma similaridade significativa. Os
padrdes para a homologia em &acidos nucleicos sao medidas da
homologia geralmente utilizadas na arte, quer por comparagao
de sequéncias quer baseadas em condigdes de hibridacao. As
condigdes de hibridacdo estdo descritas em maior detalhe
abaixo.

Uma homologia substancial no contexto da comparacao de
sequéncias de &cidos nucleicos significa que os segmentos, ou
as suas cadeias complementares, quando comparados, sao
idénticos quando estdo alinhados de uma forma Ooptima, com as
insercdes ou as delecdes de nucledtidos apropriadas, em pelo
menos cerca de 50% dos nucledtidos, geralmente pelo menos 56%,
mais geralmente pelo menos 59%, usualmente pelo menos 62%,
mais usualmente pelo menos 65%, frequentemente pelo menos 68%,
mais frequentemente pelo menos 71%, tipicamente pelo menos
74%, mais tipicamente pelo menos 77%, habitualmente pelo menos

80%, mais habitualmente pelo menos cerca de 85%,
preferencialmente pelo menos cerca de 920%, mais

preferencialmente pelo menos cerca de 95 a 98% ou mais e, em
concretizagdes particulares, num valor tao elevado gquanto
cerca de 99% ou mais dos nucledétidos. Em alternativa, existe
uma homologia substancial guando o0s segmentos hibridam, em
condicgdes de hibridacao selectivas, com uma cadeia, ou o seu
complemento, tipicamente utilizando uma sequéncia derivada da
Tabela 2, 3 ou 6. Normalmente, a hibridacdo selectiva tera
lugar gquando existe uma homologia de pelo menos cerca de 55%
ao longo de uma extensao de pelo menos 14 nucledtidos,
preferencialmente pelo menos cerca de 65%, mais
preferencialmente pelo menos cerca de 75% e, ainda mais
preferencialmente, pelo menos cerca de 90%. Consultar Kanehisa
(1984) Nuc. Acids Res. 12:203-213. O comprimento da comparacgao
da homologia, tal como descrita, poderd ser ao longo de
extensdes mais longas e, em certas concretizagdes, serd ao
longo de uma extensdo de pelo menos cerca de 17 nucledédtidos,
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usualmente pelo menos cerca de 20 nucledtidos, mais usualmente
pelo menos cerca de 24 nucledétidos, tipicamente pelo menos
cerca de 28 nucledtidos, mais tipicamente pelo menos cerca de
40 nucleétidos, preferencialmente pelo menos cerca de
50 nucledétidos e, mais preferencialmente, pelo menos cerca de
75 a 100 ou mais nucledtidos.

As condicgcdes rigorosas, relativamente a homologia no
contexto da hibridacao, serdo condigdes rigorosas combinadas
de sal, temperatura, solventes organicos e outros paréametros,
tipicamente os que sao controlados em reaccgdes de hibridacéao.
As condicgdes rigorosas de temperatura incluirdao geralmente
temperaturas superiores a cerca de 30°C, mais geralmente
superiores a cerca de 37°C, tipicamente superiores a cerca de
45°C, mais tipicamente superiores a cerca de 55°¢C,
preferencialmente superiores a cerca de 65°C e, mais
preferencialmente, superiores a cerca de 70°C. As condigdes
rigorosas de sal serdo habitualmente uma concentracgado inferior
a cerca de 1000 mM, habitualmente inferior a cerca de 500 mM,
mais habitualmente inferior a cerca de 400 mM, tipicamente
inferior a cerca de 300 mM, preferencialmente inferior a cerca
de 200 mM e, mais preferencialmente, inferior a cerca de
150 mM. Contudo, a combinacdo de parédmetros ¢é muito mais
importante que a medida que qualguer pardmetro individual.
Consultar, por exemplo, Wetmur & Davidson (1968) J. Mol. Biol.
31:349-370. A hibridacdo em condigdes rigorosas devera
proporcionar um sinal de pelo menos 2x sobre o fundo,

preferencialmente pelo menos 3-5x ou mais.

Em alternativa, para a comparacao de sequéncias,
normalmente uma sequéncia actua como sequéncia de referéncia
em relacdo a qual as sequéncias de teste sdo comparadas. A0
utilizar um algoritmo de comparacao de sequéncias, as
sequéncias de referéncia e de teste sado introduzidas num
computador, designam-se coordenadas para as subsequéncias, se
necessario, e os parametros do programa do algoritmo para as
sequéncias sadao designados. 0O algoritmo de comparacdao das
sequéncias calcula, em seguida, a percentagem de identidade de
sequéncia da(s) sequéncia(s) de teste em relacdao a sequéncia
de referéncia, com base nos pardmetros do programa designados.
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O alinhamento o6ptimo das sequéncias para efeitos de
comparacao pode ser efectuado, por exemplo, pelo algoritmo de
homologia local de Smith & Waterman (1981) Adv. Appl. Math.
2:482, pelo algoritmo para alinhamento global de Needleman &
Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, pelo método de busca de
similaridade de Pearson & Lipman (1988) Proc. Nat’l Acad. Sci.
USA 85:2444, pelas implementacdes computorizadas destes
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA e TFASTA no pacote de software
de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, WI) ou por inspeccao visual (consultar, de uma
forma geral, Ausubel et al., supra).

Um exemplo de um algoritmo ttil é o PILEUP. O PILEUP cria
um alinhamento de multiplas sequéncias a partir de um grupo de
sequéncias relacionadas, utilizando alinhamentos progressivos
par a par para mostrar a relagao e a percentagem de identidade
de sequéncia. Também representa graficamente uma &rvore ou
dendograma mostrando as relacdes de agrupamento (“clustering”)
utilizadas para criar o alinhamento. O PILEUP wutiliza uma
simplificacdo do método de alinhamento progressivo de Feng &
Doolittle (1987) J. Mol. Evol. 35:351-360. O método utilizado
é similar ao método descrito por Higgins & Sharp (1989) CABIOS
5:151-153. 0O programa pode alinhar até 300 sequéncias, cada
uma delas com um comprimento médximo de 5 000 nucledtidos ou
aminodcidos. O procedimento de alinhamento miltiplo comecga com
o alinhamento par a par das duas sequéncias mais similares,
produzindo um agrupamento (“cluster”) de duas sequéncias
alinhadas. Este agrupamento é depois alinhado com a sequéncia
ou agrupamento de sequéncias alinhadas seguinte mais
relacionado. Dois agrupamentos de sequéncias sao alinhados por
uma simples extensdo do alinhamento par a par de duas
sequéncias individuais. O alinhamento final é obtido por meio
de uma série de alinhamentos progressivos par a par. O
programa ¢é corrido, designando sequéncias especificas e as
respectivas coordenadas de aminocdcidos ou de nucledétidos para
as regides de comparacao das sequéncias e designando os
pardmetros do programa. Por exemplo, uma sequéncia de
referéncia pode ser comparada com outras sequéncias de teste
para determinar a relacgdao ©percentual de identidade de
sequéncia, utilizando os seguintes paradmetros: peso do hiato
predefinido (3,00), peso do comprimento do hiato predefinido
(0,10) e hiatos de extremidade ponderadas.
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Outro exemplo de um algoritmo que ¢é adequado para
determinar a percentagem de identidade de sequéncia e de
similaridade de sequéncia é o algoritmo BLAST, que €& descrito
por Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410. O
software para realizar as andlises BRLAST estd disponivel ao
publico através do National Center for Biotechnology
Information (http:www.ncbi.nlm.nih.gov/) . Este algoritmo
envolve a identificacdo inicial de pares de sequéncias com uma
pontuacdo alta (HSP de “high scoring pair”) através da
identificagdo de palavras curtas de comprimento W na sequéncia
de Dbusca (“query”), que correspondem ou satisfazem uma
pontuacdo de limiar positiva T guando sé&o alinhadas com uma
palavra com 0 mesmo comprimento gque estd presente numa
sequéncia da base de dados. T é designado por limiar de
pontuagao da palavra vizinha (Altschul et al., supra). Estas
correspondéncias iniciais com a palavra vizinha actuam como
sementes para iniciar buscas no sentido de encontrar HSP mais
compridas que as contenham. As correspondéncias com a palavra
sao depols estendidas em ambas as direccdes, ao longo de cada
sequéncia, o mais longe gque a pontuacdo cumulativa do
alinhamento possa ser aumentada. A extensao das
correspondéncias com a palavra em cada direccdo € interrompida
quando: a pontuacdo cumulativa do alinhamento diminui, na
gquantidade X, do wvalor maximo alcancado; a pontuacao
cumulativa atinge =zero ou um valor inferior devido a
acumulacdo de um ou mais alinhamentos de residuos com uma
pontuacdo negativa; ou é atingido o final de qualgquer uma das
sequéncias. Os parédmetros do algoritmo BLAST W, T e X
determinam a sensibilidade e a velocidade do alinhamento. O
programa BLAST utiliza como valores predefinidos um
comprimento de palavra (W) de 11, a matriz de pontuacgao
BLOSUM62 (ver Henikoff & Henikoff (1989) Proc. Nat’l Acad.
Sci. USA 89:10915), alinhamentos (B) de 50, um wvalor de
expectativa (E) de 10, M=5, N=4 e uma comparacao de ambas as
cadeias.

Além de calcular a ©percentagem de identidade de
sequéncia, o algoritmo BLAST também efectua wuma andlise
estatistica da similaridade entre duas sequéncias (consultar,
por exemplo, Karlin & Altschul (1993) Proc. Nat’l Acad. Sci.
USA 90:5873-5787). Uma medida da similaridade proporcionada
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pelo algoritmo BLAST é a probabilidade mais pequena de soma
(P(N)), gque proporciona uma indicac¢do da probabilidade com que
uma correspondéncia entre duas sequéncias nucleotidicas ou de
aminodcidos ocorreria por acaso. Por exemplo, um &cido
nucleico é considerado similar a uma sequéncia de referéncia
se a probabilidade mais pequena de soma, numa comparacao do
dcido nucleico de teste com o &cido nucleico de referéncia,
for inferior a cerca de 0,1; mais preferencialmente inferior a
cerca de 0,01; ainda mais preferencialmente inferior a cerca
de 0,001.

Uma indicacdo adicional de que duas sequéncias de &cidos
nucleicos de polipéptidos sdo substancialmente idénticas é o
facto do polipéptido codificado pelo primeiro &cido nucleico
reagir 1imunologicamente de forma cruzada com o polipéptido
codificado pelo segundo &acido nucleico, como descrito abaixo.
Assim, normalmente, um polipéptido é substancialmente idéntico
a um segundo polipéptido, por exemplo, quando os dois péptidos
diferem apenas através de substituicgdes conservativas. Outra
indicacdo de que duas sequéncias de 4acidos nucleicos sao
substancialmente idénticas ¢é o facto das duas moléculas
hibridarem wuma com a outra em condig¢des rigorosas, como
descrito abaixo.

As proteinas semelhantes a CTLA-8 de outras espécies de
mamiferos podem ser clonadas e isoladas por meio de hibridacao
entre espécies cruzadas fortemente aparentadas, por exemplo, ©
ser humano, tal como descrito nas Tabelas 1-7. A homologia
poderd ser relativamente Dbaixa entre espécies fracamente
aparentadas, pelo gque a hibridacdo de espécies fortemente
aparentadas €& aconselhavel. Em alternativa, a produgdo de uma
preparacao de anticorpos que apresenta menos especificidade em
termos de espécie poderd ser util em abordagens de clonagem de
expressao.

III. Proteina IL-174 purificada

A sequéncia prevista da sequéncia do polipéptido IL-173
de primata, por exemplo, o ser humano, e de roedor, por
exemplo, o ratinho, estd apresentada na Tabela 2. De forma
idéntica, na Tabela 3 é proporcionada a sequéncia de IL-174 de
primata, por exemplo, o ser humano, e ¢é-lhe atribuida a



EP 1 141 297/PT
34

designagao SEQ ID NO:14. Uma IL-174 de roedor, por exemplo,
murina, estd também descrita na Tabela 3. As sequéncias
peptidicas permitem a preparacdao de péptidos para gerar
anticorpos destinados ao reconhecimento destes segmentos.

Tal como aqui utilizados, os termos “proteina IL-174 de
primata” e “proteina IL-174 de roedor” -englobardao, quando
utilizados num contexto de proteinas, uma proteina possuindo
as sequéncias de aminoacidos designadas ilustradas na
Tabela 3, ou um fragmento significativo de uma proteina
destas. Eles também se referem a um polipéptido derivado de um
primata ou de um roedor gue apresenta uma funcdo bioldgica
similar ou interage com componentes de ligacdo especificos
para a proteina IL-174. Estes componentes de ligagdo, por
exemplo, anticorpos, normalmente ligam-se a uma proteina
IL-174 com uma afinidade elevada, por exemplo, pelo menos
cerca de 100 nM, wusualmente melhor que cerca de 30 nM,
preferencialmente melhor que cerca de 10 nM e, mais
preferencialmente, melhor que <cerca de 3 nM. Proteinas
homélogas seriam encontradas em espécies de mamiferos que nao
o rato ou o ser humano, por exemplo, o ratinho e os primatas,
e no genoma do virus do herpes, por exemplo, ORF13. As
espécies nao mamiferas também devem possuir genes e proteinas

estrutural ou funcionalmente relacionados.

0O termo “polipéptido”, como aqui utilizado, inclui um
fragmento ou segmento significativo e engloba uma extensdo de
residuos de aminodcidos de pelo menos cerca de 8 aminoacidos,
geralmente pelo menos 10 aminodcidos, mais geralmente pelo
menos 12 aminodacidos, frequentemente pelo menos
14 aminoadcidos, mais frequentemente pelo menos 16 aminodcidos,
tipicamente pelo menos 18 aminodcidos, mais tipicamente pelo
menos 20 aminodcidos, usualmente pelo menos 22 aminoacidos,
mais usualmente pelo menos 24 aminodcidos, preferencialmente
pelo menos 26 aminodcidos, mails preferencialmente pelo menos
28 aminodacidos e, em concretizacdes particularmente
preferidas, pelo menos cerca de 30 ou mais aminocdcidos. As
extremidades especificas deste segmento encontrar—-se—-ao em
quaisquer combinacgdes dentro da proteina, preferencialmente
englobando os dominios estruturais.
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O termo “composicdo de ligacao” refere-se a moléculas que
se ligam com especificidade a proteina IL-174, por exemplo,
uma forma do tipo ligando-receptor ou uma interaccao
anticorpo—-antigénio, ou a compostos, por exemplo, proteinas
que se associam especificamente a proteina IL-174, ©por
exemplo, numa interaccéo natural proteina-proteina
fisiologicamente relevante, covalente ou nado covalente. A
molécula poderd ser um polimero ou um reagente quimico. Nao
existe nenhuma implicacdo quanto a proteina IL-174 ser o
ligando ou o receptor de uma interacgdo ligando-receptor,
tirando o facto da interaccdo apresentar uma especificidade
similar, por exemplo, afinidade especifica. Um andalogo
funcional poderd ser uma proteina com modificacgdes estruturais
ou poderd ser uma molécula totalmente nado relacionada, por
exemplo, que possul uma forma molecular que interage com 0s
determinantes de ligacdo apropriados. As proteinas poderao
actuar como agonistas ou antagonistas de um receptor; ver, por
exemplo, Goodman et al. (eds. 1990) Goodman & Gilman’s: The
Pharmacological Bases of Therapeutics 8th ed.), Pergamon
Press.

A solubilidade de um polipéptido ou fragmento depende do
ambiente e do polipéptido. Muitos parametros afectam a
solubilidade dos polipéptidos, incluindo a temperatura, o
ambiente electrolitico, 0 tamanho e as caracteristicas
moleculares do polipéptido e a natureza do solvente.
Tipicamente, a temperatura a qual o polipéptido € utilizado
varia entre cerca de 4°C e cerca de 65°C. Usualmente, a
temperatura em uso €& superior a cerca de 18°C e, mais
usualmente, €& superior a cerca de 22°C. Para fins de
diagnéstico, a temperatura serd normalmente préxima da
temperatura ambiente ou mais quente, mas inferior a
temperatura de desnaturacao dos componentes no ensaio. Para
fins terapéuticos, a temperatura sera normalmente a
temperatura corporal, tipicamente cerca de 37°C para os seres
humanos, embora em certas situacgdes a temperatura possa ser
aumentada ou diminuida in situ ou in vitro.

Os electrdlitos aproximar—-se—-ao normalmente das condigdes
fisioldégicas in situ, mas poderdo ser modificados para uma
forca idnica superior ou inferior quando tal for vantajoso. Os
ides efectivos poderdo ser modificados, por exemplo, para
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estarem em conformidade com os tampdes padrdo utilizados em
contextos fisioldgicos ou analiticos.

O tamanho e a estrutura do polipéptido deverdao geralmente
encontrar-se num estado substancialmente estdvel e nédo num
estado desnaturado. O polipéptido poderd estar associado a
outros polipéptidos numa estrutura quaterndria, por exemplo,
para conferir solubilidade, ou associado a lipidos ou
detergentes de uma forma que se aproxima as interaccgdes de
bicamada lipidica natural.

O solvente serda normalmente um tampdo biologicamente
compativel, de um tipo utilizado para a conservagao das
actividades Dbioldgicas, e normalmente aproximar-se-a de um
solvente fisioldgico. O solvente terd um pH neutro, geralmente
compreendido entre cerca de 5 e 10, preferencialmente cerca de
7,5. Em algumas ocasides, adicionar-se-& um detergente,
geralmente um detergente suave e nao desnaturante, por
exemplo, CHS ou CHAPS, ou uma concentracao suficientemente
baixa para evitar uma desintegracéao significativa das
propriedades estruturais ou fisioldgicas do antigénio.

A solubilidade € reflectida pela sedimentacdo medida em
unidades Svedberg, que sao uma medida da velocidade de
sedimentacdo de uma molécula em condicdes particulares. A
determinagdao da velocidade de sedimentagdo era classicamente
efectuada numa ultracentrifuga analitica, mas agora é
normalmente realizada numa ultracentrifuga padréao. Ver
Freifelder (1982) Physical Biochemistry (2nd ed.), W.H.
Freeman; e Cantor & Schimmel (1980) Biophysical Chemistry,
parts 1-3, W.H. Freeman & Co., San Francisco. Como uma
determinacao rudimentar, uma amostra contendo um polipéptido
putativamente soluvel ¢é centrifugada numa ultracentrifuga
padréao de tamanho normal a cerca de 50 000 rpm durante cerca
de 10 minutos, e as moléculas soluveis permanecerdao no

sobrenadante. Uma particula ou polipéptido soluavel é
normalmente menos de cerca de 30S, mais tipicamente menos de
cerca de 158, usualmente menos de cerca de 108, mais
usualmente menos de cerca de 6S e, em concretizacgdes

particulares, preferencialmente menos de cerca de 4SS e, mais
preferencialmente, menos de cerca de 3S.
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IV. Produgado da proteina IL-174. Espécies miméticas

O ADN qgue codifica a proteina 1IL-174 ou o0s seus
fragmentos pode ser obtido por sintese quimica, rastreio de
bibliotecas de ADNc ou rastreio de bibliotecas gendmicas
preparadas a partir de uma grande variedade de linhas
celulares ou amostras de tecidos.

Este ADN pode ser expresso numa grande variedade de
células hospedeiras para a sintese de uma proteina completa ou
de fragmentos que podem, pelo seu lado, ser utilizados para
gerar anticorpos monoclonais ou policlonais, para estudos de
ligacao, para a construcdo e a expressao de moléculas
modificadas e para estudos de estrutura/funcéao. Cada
antigénio, ou os seus fragmentos, pode ser expresso em células
hospedeiras que estdo transformadas ou transfectadas com
vectores de expressdo apropriados. Estas moléculas podem ser
substancialmente purificadas para ficarem isentas de
contaminantes proteicos ou celulares, além dagqueles derivados
do hospedeiro recombinante, sendo por conseguinte
particularmente Uteis em composigcdes farmacéuticas quando
combinadas com um veiculo e/ou diluente farmaceuticamente
aceitavel. O antigénio, ou suas porcdes, poderd ser expresso
sob a forma de fusdes com outras proteinas.

Os vectores de expressao sao normalmente construgdes de
ADN ou ARN de replicagao autdnoma contendo o gene do antigénio
desejado, ou seus fragmentos, normalmente ligado
operativamente a elementos de controlo genético adequados, qgue
sdo reconhecidos numa célula hospedeira apropriada. Estes
elementos de controlo sao capazes de promover a expressac num
hospedeiro adequado. O tipo especifico de elementos de
controlo necessdrios para realizar a expressdo dependerd da
eventual célula hospedeira utilizada. Geralmente, o0s elementos
de controlo genético podem incluir um sistema promotor
procaridético ou um sistema de controlo da expressao de um
promotor eucaridtico e normalmente incluem um promotor da
transcrigdo, um operador opcional para controlar o inicio da
transcrigdo, amplificadores da transcrigdo para aumentar o
nivel da expressdao de ARNm, uma sequéncia que codifica um
local de 1ligacao dos ribossomas apropriado e sequéncias que
terminam a transcricdo e a traducao. Os vectores de expressao
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normalmente também contém uma origem de replicacdo gue permite
que o vector se replique independentemente da célula
hospedeira. Métodos de amplificacdo do numero de cdpias do
vector também sao conhecidos; ver, por exemplo, Kaufman et al.
(1985) Molec. and Cell. Biol. 5:1750-1759.

Os vectores deste invento contém ADN que codifica uma
proteina IL-174 ou um seu fragmento, normalmente que codifica
um polipéptido bioclogicamente activo. O ADN pode estar sob o
controlo de um promotor viral e pode codificar uma marca de
seleccao. Este invento contempla adicionalmente a utilizacao
destes vectores de expressao, dgue sao capazes de expressar O
ADNCcC eucaridtico codificando uma proteina IL-174, num
hospedeiro procaridético ou eucaridético, em que o vector ¢é
compativel com o hospedeiro e em que o ADNc eucaridtico que
codifica o antigénio é inserido no vector de tal forma que o
crescimento do hospedeiro contendo o vector expressa o ADNc em
questao. Normalmente, o0s vectores de expressdao sao concebidos
para uma replicacdo estavel nas suas células hospedeiras ou
para amplificagcdo de modo a aumentar grandemente o numero
total de cépias do gene desejavel por célula. Nem sempre &
necessario exigir que um vector de expressdo se repligque numa
célula hospedeira, por exemplo, ¢ possivel realizar a
expressao transitéria do antigénio ou seus fragmentos em
vadrios hospedeiros, utilizando vectores que ndo contém uma
origem de replicacdao gque seja reconhecida pela célula
hospedeira. Também é possivel utilizar vectores gue provocam a
integracdo de um gene da proteina IL-174, ou seus fragmentos,
no ADN do hospedeiro por recombinacdo, ou integrar um promotor
que controla a expressao de um gene enddgeno.

Os vectores, como aqui utilizados, compreendem
plasmideos, virus, bacteridéfagos, fragmentos de ADN
integraveis e outros veiculos que permitem a integracdo de
fragmentos de ADN no genoma do hospedeiro. 0Os vectores de
expressao sao vectores especializados contendo elementos de
controlo genético que realizam a expressao de genes ligados
operativamente. Os plasmideos sao a forma de vector mais
habitualmente utilizada, mas todas as outras formas de
vectores que desempenham uma funcdao equivalente e que sao, ou
se tornam, conhecidos na arte sado adequados para utilizacao
neste invento. Ver, por exemplo, Pouwels et al. (1985 &
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Supplements) Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier,
N.Y.; e Rodriquez et al. (eds. 1988) Vectors: A Survey of
Molecular Cloning Vectors and Their Uses, Buttersworth,
Boston, MA.

As células transformadas incluem células,
preferencialmente de mamifero, que foram transformadas ou
transfectadas com vectores contendo um gene de IL-174,
normalmente construido utilizando técnicas de ADN
recombinante. As células hospedeiras transformadas geralmente
expressam o antigénio, ou seus fragmentos, mas para fins de
clonagem, amplificagdo e manipulacao do seu ADN nao necessitam
de expressar a proteina. Este invento contempla ainda cultivar
as células transformadas num meio nutriente, permitindo,
assim, que a proteina se acumule na cultura. A proteina pode
ser recuperada, quer a partir da cultura gquer do meio de
cultura.

Para os objectivos deste invento, as seqguéncias de ADN
estdo ligadas operativamente quando estao funcionalmente
relacionadas umas com as outras. Por exemplo, o ADN de uma
pré-sequéncia ou sequéncia de comando de secrecdo estd ligado
operativamente a um polipéptido caso seja expresso como uma
pré-proteina ou participe na orientacao do polipéptido para a
membrana celular ou na secrecdo do polipéptido. Um promotor
estd ligado operativamente a uma sequéncia codificante se
controlar a transcricdao do polipéptido; um local de ligacao ao
ribossoma esta ligado operativamente a uma sequéncia
codificante caso esteja posicionado para permitir a traducgao.
Normalmente, ligado operativamente significa contiguo e em
enquadramento (em fase). Contudo, determinados elementos
genéticos, como 0s genes repressores, nao estdo ligados em
posicao contigua, embora continuem a ligar—-se a sequéncias
operadoras que, pelo seu lado, controlam a expressao.

As células hospedeiras adequadas incluem os procariotas,
0os eucariotas inferiores e o088 eucariotas superiores. Os
procariotas incluem ambos os organismos Gram-negativos e Gram-
positivos, por exemplo, E. coli e B. subtilis. Os eucariotas
inferiores incluem as leveduras, por exemplo, S. cerevisiae e
Pichia, e espécies do género Dictyostelium. Os eucariotas
superiores incluem linhas celulares estabelecidas de cultura
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de tecidos de células animais, tanto de origem nado mamifera,
por exemplo, células de insecto e péassaros, como de origem
mamifera, por exemplo, humana, primatas e roedores.

Os sistemas vector-hospedeiro procariético incluem uma
grande variedade de vectores para muitas espécies diferentes.
Tal como agui utilizados, E. coli e 08 seus vectores serao
utilizados genericamente para incluir os vectores equivalentes
utilizados em outros procariotas. Um vector representativo
para amplificar o ADN €& pBR322 ou muitos dos seus derivados.
Os vectores que podem ser utilizados para expressar a proteina
IL-174 ou os seus fragmentos incluem, embora nao estejam
limitados a estes, vectores como aqueles que contém o promotor
lac (série pUC); o promotor trp (pPBR322-trp); o promotor lpp
(série pIN); os promotores pP ou pR de lambda (pOTS); ou
promotores hibridos como ptac (pDR540). Ver Brosius et al.
(1988) “Expression Vectors Employing Lambda-, trp-, lac- and
lpp-derived Promoters”, in Rodriguez and Denhardt (eds.)
Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses,
Buttersworth, Boston, Chapter 10, pp. 205-236.

Os eucariotas inferiores, por exemplo, as leveduras e
Dictyostelium, poderao ser transformados com vectores que
codificam proteinas IL-174. Para os objectivos deste invento,
0 hospedeiro eucariota inferior mais comum € a levedura de
padeiro, Saccharomyces cerevisiae. Este serd utilizado para
representar genericamente os eucariotas inferiores, embora um
certo numero de outras estirpes e espécies esteja igualmente
disponivel. Os vectores para leveduras consistem normalmente
numa origem de replicacéo (excepto se forem do tipo
integrante), um gene de seleccdo, um promotor, o ADN gue
codifica a proteina desejada, ou seus fragmentos, e sequéncias
para terminacdo da traducao, poliadenilacdao e terminacado da
transcricao. Os vectores de expressao adequados para levedura
incluem promotores constitutivos como o promotor da @3-
fosfoglicerato—-quinase e varios outros promotores de genes de
enzimas glicoliticas, ou promotores indutiveis como o promotor
da &dlcool-desidrogenase 2 ou o promotor da metalotionina. Os
vectores adequados incluem derivados dos seguintes tipos:
replicacdo autdénoma e baixo numero de cdpias (como a série
YRp), replicagdo autdénoma e numero elevado de cédpias (como a
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série YEp); tipos integrantes (como a série YIp) ou
minicromossomas (como a série YCp).

As células de cultura de tecidos de eucariotas
superiores sao as células hospedeiras preferidas para a
expressao da proteina IL-174 funcionalmente activa. Em
principio, muitas linhas de células de cultura de tecidos de
eucariotas superiores sdo viavels, por exemplo, sistemas de
expressao baculovirus-insecto, sejam elas de uma fonte
invertebrada ou de uma fonte vertebrada. Contudo, as células
de mamiferos sdo preferidas devido ao processamento, tanto co-—
traducédo como pds—-traducgado. A transformagdo ou transfeccdo e a
propagacao destas células tornou-se um procedimento de rotina.
Os exemplos de linhas celulares uteis incluem as células Hela,
as linhas de células de ovadrio de hamster chinés (CHO), as
linhas de células de rim de rato bebé (BRK), as linhas de
células de insecto, as linhas de células de péssaro e as
linhas de células de macaco (COS). Os vectores de expressao
para estas linhas de células geralmente incluem uma origem de
replicagao, um promotor, um local de iniciagdo da traducéao,
locais de excisdo-reparacao (“splicing”) do ARN (caso se
utilize ADN gendmico), um local de poliadenilacdo e um local
de terminagdo da transcrigdo. Estes vectores normalmente
também contém um gene de seleccao ou um gene de amplificacéao.
Os vectores de expressao adequados poderdo ser plasmideos,
virus ou retrovirus gue transportam promotores derivados, por
exemplo, de fontes como adenovirus, SV40, parvovirus, o virus
vaccinia ou citomegalovirus. Os exemplos representativos de
vectores de expressao adequados 1incluem pCDNAl; pCD, ver
Okayama et al. (1985) Mol. Cell Biol. 5:1136-1142; pMClneo
Poly-A, ver Thomas et al. (1987) Cell 51:503-512; e um vector
de baculovirus como PAC 373 ou PAC 610, ver
O’Reilly et al. (1992) Baculovirus Expression Vectors: A
Laboratory Manual, Freeman and Co., CRC Press, Boca Raton, Fl.

Frequentemente, serd desejdvel expressar um polipéptido
da proteina IL-174 num sistema que proporcione um padrdao de
glicosilacdo especifico ou definido. Neste caso, o padréao
habitual serd aquele proporcionado naturalmente pelo sistema
de expressdo. Contudo, o padrdo é modificavel por exposicdo do
polipéptido, por exemplo, wuma forma nao glicosilada, a
proteinas de glicosilacao apropriadas introduzidas num sistema



EP 1 141 297/PT
42

de expressdao heterdlogo. Por exemplo, o gene da proteina
IL-174 poderd ser co-transformado com um ou mais genes gque
codificam enzimas de glicosilacdo de um mamifero ou outras
enzimas de glicosilacao. Utilizando esta abordagem,
determinados padrdes de glicosilacdao de mamiferos serao
alcangédveis ou aproximados em células de ©procariotas ou
outras.

A proteina IL-174, ou um seu fragmento, poderd ser
manipulada para ser ligada por via de fosfatidilinositol (PI)
a uma membrana celular, podendo ser removida das membranas por
tratamento com uma enzima de clivagem do fosfatidilinositol,
por exemplo, a fosfatidilinositol-fosfolipase C. Isto liberta
o antigénio numa forma biologicamente activa e permite a
purificacdo por meio de procedimentos padrdo da quimica de
proteinas. Ver, por exemplo, Low (1989) Biochim. Biophys. Acta
988:427-454; Tse et al. (1985) Science 230:1003-1008; e
Brunner et al. (1991) J. Cell Biol. 114:1275-1283.

Agora que a proteina IL-174 foi caracterizada, ¢é possivel
preparar fragmentos ou seus derivados através de processos
convencionais de sintese de péptidos. Estes incluem processos
como o8 descritos em Stewart & Young (1984) Solid Phase
Peptide Synthesis, Pierce Chemical Co., Rockford, IL;
Bodanszky & Bodanszky (1984) The Practice of ©Peptide
Synthesis, Springer-Verlag, New York; e Bodanszky (1984) The
Principles of Peptide Synthesis, Springer-Verlag, New York.
Por exemplo, é possivel utilizar um método de azida, um método
de cloreto de acido, um método de anidrido de acido, um método
de anidrido misto, um método de éster activo (por exemplo, o©
éster p-nitrofenilico, o éster N-hidroxissuccinimidico ou o
éster cilanometilico), um método de carbodiimidazole, um método
de oxirredugcdao ou um método de diciclo-hexilcarbodiimida
(DCCD) /aditivo. As sinteses em fase sé6élida e em fase de
solucdo sdo ambas aplicdveils aos processos anteriores.

A proteina 1IL-174, os fragmentos ou os derivados sao
adequadamente preparados de acordo com 0S8 pProcessos acima
referidos normalmente empregues na sintese de péptidos, quer
por um denominado processo passo a passo, Jgue compreende
condensar um aminodcido com o aminodcido terminal, um a um em
sequéncia, quer por acoplamento de fragmentos peptidicos ao
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aminodcido terminal. Os grupos amino que nao estdao a ser
utilizados na reaccdo de acoplamento estdao normalmente
protegidos para evitar o acoplamento num local incorrecto.

Caso seja adoptada uma sintese em fase sdélida, o
aminodcido C-terminal estd preso a um transportador ou um
suporte insoluvel através do seu  grupo carboxilo. 0
transportador insoluvel ndo estd particularmente limitado,
desde que possua uma capacidade de ligagcdao a um grupo
carboxilo reactivo. Os exemplos destes transportadores
insoluveis incluem resinas de halometilo, como seja a resina
de clorometilo ou a resina de Dbromometilo, resinas de
hidroximetilo, resinas de fenol, resinas de terc-
alguiloxicarbonilo tratadas com hidrazida e compostos
similares.

Um aminodcido protegido ao nivel do grupo amino é ligado
em sequéncia, através de condensacdo do seu grupo carboxilo
activado com o grupo amino reactivo do péptido ou da cadeia
previamente formado, para sintetizar o péptido passo a passo.
Apds sintetizar a sequéncia completa, o péptido é separado do
transportador insoluvel para produzir o péptido. Esta
abordagem em fase sdlida é descrita por Merrifield et al.
(1963) in J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2156.

A proteina preparada e o0s seus fragmentos podem ser
isolados e purificados a partir da mistura reaccional por meio
de separacao de péptidos, por exemplo, por extraccao,
precipitacao, electroforese, véarias formas de cromatografia e
métodos similares. As proteinas IL-174 deste invento podem ser
obtidas em graus varidveis de pureza dependendo da utilizacéo
desejada. A purificacdao pode ser obtida por wutilizacdo das
técnicas de purificacdao de proteinas agqui descritas, ou por
utilizacdo dos anticorpos aqui descritos em cromatografia de
afinidade em imunocabsorvente. Esta cromatografia de afinidade
em imunoabsorvente é executada ligando primeiro os anticorpos
a um suporte sélido e contactando depois os anticorpos ligados
com lisados solubilizados de c¢élulas originais apropriadas,
lisados de outras células que expressam a proteina ou lisados
ou sobrenadantes de células que produzem a proteina IL-174 em
resultado de técnicas de ADN; ver abaixo.
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V. Variantes fisicas

Encontram-se igualmente aqui descritas proteinas ou
péptidos que possuem uma homologia de sequéncia de aminodacidos
substancial com a sequéncia de aminodcidos da proteina IL-174.
As variantes incluem variantes de espécies ou variantes
alélicas.

A homologia de sequéncia de aminodcidos, ou identidade de
sequéncia, é determinada através de optimizacao das
correspondéncias de residuos, se necessario, introduzindo
hiatos conforme requerido. Isto altera-se gquando se consideram
as substituigdes conservativas como correspondéncias. As
substituic¢des conservativas tipicamente incluem substituicgdes
dentro dos seguintes grupos: glicina, alanina; valina,
isoleucina, leucina; acido aspartico, acido glutémico;
asparagina, glutamina; serina, treonina; lisina, arginina; e
fenilalanina, tirosina. As sequéncias de aminodcidos homdlogas
destinam-se tipicamente a incluir as variagbes alélicas e
inter—-espécies naturais em cada sequéncia da proteina
respectiva. As proteinas ou péptidos homdélogos tipicos terédo
uma homologia entre 25-100% (se for possivel introduzir
hiatos) e 50-100% (se as substituic¢des conservativas estiveram
incluidas) com a sequéncia de aminocdcidos da proteina IL-170.
As medidas de homologia serdo pelo menos cerca de 35%,
geralmente pelo menos 40%, mais geralmente pelo menos 45%,
frequentemente pelo menos 50%, mais frequentemente pelo menos
55%, tipicamente pelo menos 60%, mais tipicamente pelo menos
65%, usualmente pelo menos 70%, mais usualmente pelo menos
75%, preferencialmente pelo menos 80%, mais preferencialmente
pelo menos 80% e, em concretizacgdes particularmente
preferidas, pelo menos 85% ou mais. Ver também Needleham et
al. (1970) J. Mol. Biol. 48:443-453; Sankoff et al. (1983)
Chapter One in Time Warps, String Edits, and Macromolecules:
The Theory and Practice of Sequence Comparison, Addison-
Wesley, Reading, MA; e 0s pacotes de software de
IntelliGenetics, Mountain View, CA e de University of
Wisconsin Genetics Computer Group, Madison, WI. O ADN isolado
que codifica uma proteina IL-174 pode ser facilmente
modificado através de substituicdes nucleotidicas, delecdes
nucleotidicas, insercgdes nucleotidicas e inversdes de
extensdes nucleotidicas. Estas modificacdes resultam em novas
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sequéncias de ADN gue codificam estes antigénios, os seus
derivados ou proteinas que possuem uma actividade fisioldgica,
imunogénica ou antigénica similar. Estas sequéncias
modificadas podem ser wutilizadas para produzir antigénios
mutantes ou para melhorar a expressao. A expressao melhorada
poderda envolver a amplificacdo do gene, um aumento da
transcricgcdo, um aumento da tradugdo e outros mecanismos. Estes
derivados mutantes da proteina IL-174 incluem mutacdes
predeterminadas ou dirigidas da respectiva proteina ou seus
fragmentos. A “proteina IL-174 mutante” engloba um polipéptido
que de outro modo cai dentro da definicdo de homologia da
proteina IL-174 murina ou IL-174 humana como apresentada
acima, mas que possuili uma sequéncia de aminodcidos que difere
da sequéncia da proteina IL-174 como encontrada na natureza,
seja por meio de delecao, de substituicdo ou de insercdo. Em
particular, a “proteina IL-174 mutante obtida por mutacao
dirigida” inclui geralmente proteinas que possuem uma
homologia significativa com a sequéncia da Tabela 3 e que
partilham varias actividades bioldégicas, por exemplo,
antigénica ou imunogénica, com aquelas sequéncias, e gue em
concretizacgdes preferidas contém a maior parte das sequéncias
descritas. Conceitos similares aplicam-se a diferentes
proteinas IL-174, particularmente aquelas encontradas em
vdrios animais de sangue quente, por exemplo, mamiferos e
padssaros. Como anteriormente afirmado, salienta-se que as
descricbdes pretendem geralmente englobar todas as proteinas
IL-174, ndo estando limitadas a concretizacdo de ratinho
especificamente discutida.

Embora 0s locais de mutacao dirigida sejam
predeterminados, o0s mutantes ndo precisam de ser mutantes
dirigidos. A mutagénese da proteina IL-174 pode ser realizada
fazendo insercdes ou delecdes de aminodcidos. E possivel gerar
substituicdes, delegdes, 1insergdes ou quaisquer combinacgdes
delas para chegar a uma construcao final. As inserc¢des incluem
fusdes amino-terminais ou carboxi-terminais. A mutagénese
aleatéria pode ser realizada num codaoc-alvo, e o0s mutantes
expressos podem depois ser rastreados gquanto a actividade
desejada. 0Os métodos para fazer mutagcdes de substituicdo em
locais predeterminados do ADN que possul uma sequéncia
conhecida sdo bem conhecidos na arte, por exemplo, por
mutagénese com o iniciador M13 ou técnicas de reaccgado da
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polimerase em cadeia (PCR). Ver também Sambrook et al. (1989)
& Ausubel et al. (1987 & Supplements).

As mutacgbes do ADN nao devem normalmente colocar as
sequéncias codificantes fora do quadro de 1leitura (fora de
fase) e, de preferéncia, nédo criardao regides complementares
gque possam hibridar para produzir uma estrutura de ARNm
secundaria como voltas ou ganchos de cabelo.

0 presente invento também proporciona proteinas
recombinantes, por exemplo, proteinas de fusdo heterdlogas
utilizando segmentos provenientes destas proteinas. Uma
proteina de fusdo heterdloga é uma fusdo de proteinas ou
segmentos que normalmente nao estao fundidos da mesma maneira.
Assim, o produto de fusdo de wuma imunoglobulina com um
polipéptido IL-174 ¢é uma molécula de proteina continua
possuindo sequéncias fundidas numa ligacgao peptidica tipica,
normalmente constituida por um Unico produto de traducdao e que
apresenta propriedades derivadas de cada péptido original. Um
conceito similar aplica-se as sequéncias de 4acidos nucleicos
heterdlogas.

Além disso, ¢ possivel produzir construgdes novas
mediante a combinacdo de dominios funcionais similares de
outras proteinas. Por exemplo, segmentos de ligagao ao
antigénio ou outros segmentos poderaoc ser “trocados” entre
fragmentos ou polipéptidos de fusdao novos e diferentes.
Consultar, por exemplo, Cunningham et al. (1989) Science 243:
1330-1336; e O'Dowd et al. (1988) J. Biol. Chem. 263:15985-
15992. Por conseguinte, novos polipéptidos gquiméricos que
exibem novas combinacgdes de especificidades resultaradao da
ligacao funcional de dominios biologicamente relevantes e
outros dominios funcionais.

0O método do fosforamidito descrito por Beaucage &
Carruthers (1981) Tetra. Letts. 22:1859-1862 produzira
fragmentos de ADN sintéticos adeguados. Um fragmento de cadeia
dupla serd freguentemente obtido por sintese da cadeia
complementar e hibridacao da cadeia em condig¢des apropriadas,
ou por adicdo da cadeia complementar utilizando a ADN-
polimerase com uma sequéncia iniciadora adequada, por exemplo,
técnicas de PCR.
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VI. Variantes funcionais

O bloqueio da resposta fisioldgica as proteinas IL-174
poderda resultar da inibicdo da ligacdo do antigénio ao seu
parceiro de ligacdo natural, por exemplo, através de inibicao
competitiva. Assim, o0s ensaios in vitro do presente invento
utilizardao frequentemente a proteina isolada, membranas de
células gue expressam uma proteina IL-174 recombinante
associada a membrana, fragmentos soluveis compreendendo
fragmentos de ligagao ou fragmentos ligados a substratos em
fase sdlida. Estes ensaios também permitirdo a determinacao de
diagnéstico dos efeitos de mutacdes e modificagdes no segmento
de ligacdo ou de mutacdes e modificagdes na proteina, por
exemplo, analogos.

Este invento também contempla a utilizacdo de ensaios
competitivos de rastreio de féarmacos, por exemplo, em gue
anticorpos neutralizantes para o antigénio ou fragmentos do
parceiro de ligacdo competem com um composto de teste pela
ligagcdo a proteina. Desta forma, os anticorpos podem ser
utilizados para detectar a presenca de qualquer polipéptido
que partilhe um ou mais 1locais de ligacdo antigénicos da
proteina e também podem ser utilizados para ocupar locais de
ligagao na proteina que, caso contrario, podiam interagir com
um parceiro de ligacao.

Adicionalmente, é possivel utilizar anticorpos
neutralizantes contra a proteina IL-174 e fragmentos soluveis
do antigénio que contém um local de ligacdo ao receptor de
afinidade elevada, para inibir a funcdo do antigénio nos
tecidos, por exemplo, em tecidos que experimentam uma
fisiologia anormal.

Os “derivados” dos antigénios IL-174 incluem mutantes da
sequéncia de aminodacidos, variantes de glicosilacao e
conjugados covalentes ou agregados com outros grupos quimicos.
Os derivados covalentes podem ser preparados mediante ligacao
de certas funcionalidades a grupos que sao encontrados nas
cadeilas laterais dos aminodcidos de IL-174 ou nas extremidades
N-terminal ou C-terminal, através de meios que sao Dbem
conhecidos na arte. Estes derivados podem incluir, sem



EP 1 141 297/PT
48

limitacgao, amidas ou ésteres alifdticos da extremidade
carboxilo ou de residuos que contém cadeias laterais
carboxilo, derivados O-acilicos de residuos que contém grupos
hidroxilo e derivados N-acilicos do aminodcido na posicao
amino-terminal ou de residuos que contém grupos amino, por
exemplo, lisina ou arginina. Os grupos acilo sao seleccionados
entre o conjunto de grupos algquilo qgue incluem o0s Jgrupos
alguilo normais em Cs-Cig, formando assim espécies alcanoilo ou
aroilo. A ligacdo covalente a proteinas de transporte podera
ser importante quando o0s grupos imunogénicos sao haptenos.

Em particular, estao incluidas as alteracdes da
glicosilacao, por exemplo, efectuadas por modificacdo dos
padrdes de glicosilacao de um polipéptido durante a sua
sintese e ©processamento ou em passos de processamento
adicionais. Os meios particularmente preferidos para realizar
isto sdao a exposicao do polipéptido a enzimas de glicosilacgao
derivadas de células que normalmente proporcionam este
processamento, por exemplo, enzimas de glicosilacao de
mamiferos. As enzimas de desglicosilacdo também estao
contempladas. Igualmente abrangidas estdo versdes da mesma
sequéncia de aminoacidos primdria que possuem outras
modificacgdes secunddrias, incluindo residuos de aminoacidos
fosforilados, por exemplo, fosfotirosina, fosfosserina ou
fosfotreonina.

Um grupo principal de derivados consiste nos conjugados
covalentes da proteina IL-174 ou seus fragmentos com outras
proteinas ou polipéptidos. Estes derivados podem ser
sintetizados em cultura recombinante, tal como fusdes
N-terminais ou C-terminais, ou através da utilizacdo de
agentes conhecidos na arte pela sua utilidade na reticulacao
de proteinas através dos grupos laterais reactivos. 0Os locais
de derivatizacado preferidos do antigénio com agentes de
reticulacdo sdao ao nivel dos grupos amino 1livres, grupos
hidrato de carbono e residuos de cisteina.

Polipéptidos de fusao entre as proteinas IL-174 e outras
proteinas homélogas ou heterdlogas também sao proporcionados.
Os polipéptidos homélogos poderdo ser fusdes entre diferentes
marcadores de superficie, resultando, por exemplo, em uma
proteina hibrida que apresenta especificidade de ligacao ao
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receptor. De forma similar, ¢é possivel construir fusdes
heterdlogas que apresentariam uma combinacdao de propriedades
ou actividades das proteinas das quais derivam. Os exemplos
tipicos sao fusdes de um polipéptido repdrter, por exemplo, a
luciferase, com um segmento ou dominio de um antigénio, por
exemplo, um segmento de ligacdo ao receptor, pelo dque a
presenca ou localizacdo do antigénio fundido podera ser
facilmente determinada. Ver, por exemplo, Dull et al., Patente
U.S. 4,859,609. Outros parceiros para a fusdao génica

incluem a P-galactosidase bacteriana, a trpE, a proteina A, a

B-lactamase, a alfa-amilase, a &dlcool-desidrogenase e o factor
alfa de conjugacdao de 1levedura. Consultar, por exemplo,
Godowski et al. (1988) Science 241:812-816.

0O método do fosforamidito descrito por Beaucage &
Carruthers (1981) Tetra. Letts. 22:1859-1862 produzira
fragmentos de ADN sintéticos adequados. Um fragmento de cadeia
dupla serd frequentemente obtido por sintese da cadeia
complementar e hibridacdo da cadeia em condicdes apropriadas,
ou por adicdo da cadeia complementar utilizando a ADN-
polimerase com uma sequéncia iniciadora adequada.

Estes ©polipéptidos também poderdo ter residuos de
aminodacidos que foram guimicamente modificados por
fosforilacao, sulfonacdo, biotinilagdo ou por adigao ou
remogao de outros grupos, particularmente aqueles gue possuem
formas moleculares semelhantes aos grupos fosfato. Em algumas
concretizacdes, as modificagdes seradao reagentes de marcacgao
uteis ou actuardao como alvos de purificagdo, por exemplo,
ligandos de afinidade.

As proteinas de fusdao serao tipicamente preparadas por
métodos de &cidos nucleicos recombinantes ou por métodos de
polipéptidos sintéticos. As técnicas para a manipulagao e
expressdo de 4acidos nucleicos estdo descritas de uma forma
geral, por exemplo, em Sambrook et al. (1989) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (2d ed.), Vols. 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory. As técnicas para a sintese de polipéptidos
estdao descritas, por exemplo, em Merrifield (1963) J. Amer.
Chem. Soc. 85:2149-2156; Merrifield (1986) Science 232:341-
347; e Atherton et al. (1989) Solid Phase Peptide Synthesis: A
Practical Approach, IRL Press, Oxford.
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O invento também contempla a utilizacdo de derivados das
proteinas IL-174 gue sao distintos das variacgdes ao nivel da
sequéncia de aminodcidos ou ao nivel da glicosilacdo. Estes
derivados poderao envolver a associacao covalente ou
agregativa com grupos guimicos. Estes derivados geralmente

caem nas trés classes: (1) sais, (2) modificacgdes covalentes
nas cadeias laterais e no residuo terminal e (3) complexos de
adsorcgao, por exemplo, com membranas celulares. Estes
derivados covalentes ou agregativos sao uteis como

imunogénios, como reagentes em imunoensaios ou em métodos de
purificagdo, <como seja a purificacao por afinidade de
antigénios ou de outras proteinas de ligacado. Por exemplo, um
antigénio IL-174 pode ser imobilizado por ligacao covalente
num suporte sdélido, como a Sepharose activada com brometo de
cianogénio, através de métodos que sao bem conhecidos na arte,
ou adsorvido em superficies de poliolefinas, com ou sem
reticulacdo com glutaraldeido, para utilizacdo no ensaio ou na
purificacdo de anticorpos anti-proteina IL-174 ou do seu
receptor ou de outro parceiro de ligacdo. Os antigénios IL-174
também podem ser marcados com um grupo detectdvel, por
exemplo, radioiodados pelo procedimento com cloramina T,
ligados covalentemente a quelatos de terras raras ou
conjugados com outro grupo fluorescente para utilizar em
ensaios de diagnéstico. A purificagdo da proteina IL-170
poderd ser realizada por meio de anticorpos ou parceiros de
ligacao imobilizados. Um antigénio ou fragmento IL-174
solubilizado deste invento pode ser utilizado como um
imunogénio para a produgcado de anti-soros ou de anticorpos
especificos para a proteina ou seus fragmentos. O antigénio
purificado pode ser utilizado para rastrear anticorpos
monoclonais ou fragmentos de ligacdo preparados por imunizacao
com varias formas de preparacdes impuras contendo a proteina.
Em particular, o termo “anticorpos” também compreende
fragmentos de ligacdo ao antigénio de anticorpos naturais. As
proteinas IL-170 purificadas também podem ser utilizadas como
um reagente para detectar quaisquer anticorpos gerados em
resposta a presenca de niveis elevados da proteina ou de
fragmentos celulares contendo o antigénio, em que ambos
poderdao ser um diagndstico de uma condigdo fisioldgica anormal
ou especifica ou de uma condicdo de doencga. Adicionalmente, os
fragmentos do antigénio também poderdo actuar como imunogénios
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para produzir os anticorpos do presente invento, como descrito
imediatamente abaixo. Por exemplo, este invento contempla
anticorpos produzidos contra sequéncias de aminodacidos
codificadas pela sequéncia nucleotidica apresentada na
Tabela 3, ou fragmentos de proteinas contendo esta sequéncia.
Em particular, este invento contempla anticorpos que possuem
afinidade de ligacao para, ou sao produzidos contra,
fragmentos especificos que se prevé localizarem-se fora da
bicamada lipidica.

0 presente invento contempla o isolamento de variantes de
espécies adicionais fortemente aparentadas. A andlise de
transferéncia de Southern estabeleceu gue existem entidades
genéticas similares em outros mamiferos, por exemplo, o rato e
o ser humano. E provavel que as proteinas IL-174 estejam
disseminadas em variantes de espécies, por exemplo, roedores,
lagomorfos, carnivoros, artiodactilos, perissodactilos e
primatas.

O invento também proporciona meios para isolar um grupo
de antigénios relacionados, que apresentam tanto disparidades
como similaridades em termos de estrutura, expressao e fungao.
A elucidacdo de muitos dos efeitos fisioldgicos dos antigénios
serd grandemente acelerada pelo isolamento e caracterizacdo de
diferentes variantes de espécies. Em particular, o presente
invento proporciona sondas uteis para identificar entidades
genéticas homdélogas adicionais em diferentes espécies.

Os genes 1isolados permitirdao a transformacao de células
desprovidas de expressadao da proteina IL-174 correspondente,
por exemplo, tipos ou células de espécies gue nao possuem 0S8
antigénios correspondentes e que deveriam exibir uma
actividade de fundo negativa. A  expressao dos genes
transformados permitird o isolamento de linhas celulares
antigenicamente puras, com variantes de espécie definidas ou
unicas. Esta abordagem permitird uma deteccdo e discriminacao
mais sensiveis dos efeitos fisioldgicos das proteinas IL-174.
Fragmentos subcelulares, por exemplo, citoplastos ou
fragmentos membranares, podem ser isolados e utilizados.

A disseccdao dos elementos estruturais criticos que
realizam as varias funcdes fisioldgicas ou de diferenciacéo
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proporcionadas pelas proteinas é possivel utilizando técnicas
padrdo da biologia molecular moderna, particularmente na
comparacao de membros da classe relacionada. Ver, por exemplo,
a técnica de mutagénese de varrimento de homélogos descrita em
Cunningham et al. (1989) Science 243:1339-1336; e as
abordagens utilizadas em O’Dowd et al. (1988) J. Biol. Chem.
263:15985-15992; e Lechleiter et al. (1990) EMBO J. 9: 4381-
4390.

Em particular, os dominios ou segmentos funcionais podem
ser substituidos entre variantes de espécies para determinar
gue caracteristicas estruturais sao importantes tanto na
afinidade como na especificidade para o parceiro de ligacgao,
assim como na transducgdo de sinal. Um conjunto de diferentes
variantes serd utilizado para rastrear as moléculas que exibem
propriedades combinadas de interaccdo com diferentes variantes
de espécies de parceiros de ligacao.

A internalizacao do antigénio podera ocorrer em
determinadas circunstancias, e poderd ocorrer uma interaccao
entre oS componentes intracelulares e 0s segmentos
“extracelulares” das proteinas envolvidas nas interaccgdes. Os
segmentos especificos da interaccdo da proteina IL-174 com
outros componentes intracelulares poderdao ser identificados
por mutagénese ou por meios biogquimicos directos, por exemplo,
métodos de reticulagdo ou afinidade. A andlise estrutural por
métodos cristalograficos ou outros métodos fisicos também sera
aplicéavel. A investigacgdo adicional do mecanismo da funcgéo
bioldégica incluird o estudo de componentes associados, que
poderdao ser isolados por métodos de afinidade ou por meios
genéticos, ©por exemplo, a andlise de complementacgdo de
mutantes.

O estudo adicional da expressdo e controlo da proteina
IL-174 serd prosseguido. Os elementos de controlo associados
aos antigénios poderdao apresentar padrdes de expressdao de
desenvolvimento diferencial, padrdes de expressao especificos
de tecidos ou outros padrdes de expressao. As regides
genéticas a montante ou a jusante, por exemplo, o0s elementos
de controlo, sado importantes.

Os estudos estruturais do antigénio conduzirao a

concepcdo de novas variantes, particularmente de andlogos gque
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exibem ©propriedades agonistas ou antagonistas sobre o0s
parceiros de ligacdo. Isto pode ser combinado com métodos de
rastreio previamente descritos para isolar variantes que
exibem espectros desejados de actividades.

A expressdo em outros tipos de células resultara
frequentemente em diferencas de glicosilagdao num antigénio
particular. VAarias variantes de espécies poderdo exibir
funcgdes distintas com base em diferencas estruturais gque nao a
sequéncia de aminodcidos. As modificacdes diferenciais poderao
ser responsaveis pela funcdo diferencial, e a elucidagdo dos
efeitos é agora possivel.

Assim, o} presente invento proporciona reagentes
importantes relacionados com a interacgdao antigénio-parceiro
de ligacao. Embora a descrigao anterior se tenha centrado
essencialmente na proteina IL-174 murina e IL-174 humana, o0S
peritos na arte reconhecerdao imediatamente gue o 1nvento
abrange outros antigénios, por exemplo, variantes de ratinho e
de outras espécies de mamiferos ou variantes alélicas, assim
como as suas variantes.

VII. Kits

Este invento também contempla a utilizacdo de proteinas
IL-174, seus fragmentos, péptidos e o0s seus produtos de fusao
numa variedade de kits e métodos de diagndéstico para detectar
a presenca de uma composicadao de ligacdo. Tipicamente, o kit
possuirda um compartimento contendo um péptido ou um segmento
génico definido de IL-174 ou um reagente gue reconhece um ou o
outro, por exemplo, fragmentos do antigénio ou anticorpos.

Um kit para determinar a afinidade de 1ligacadao de um
composto de teste a uma proteina IL-174 compreenderia
tipicamente um composto de teste; um composto marcado, por
exemplo, um anticorpo possuindo uma afinidade de ligacéo
conhecida para o antigénio; uma fonte de proteina IL-174
(natural ou recombinante) e um meio para separar o composto
marcado ligado do composto marcado livre, tal como uma fase
s6lida para imobilizar o antigénio. Uma vez 08 compostos
rastreados, aqueles que possuem uma afinidade de ligacéo
adequada para o antigénio podem ser avaliados em ensaios
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bioldégicos apropriados, como sao bem conhecidos na arte, para
determinar se exibem ou nado actividades bioldgicas similares
ao antigénio natural. A disponibilidade dos polipéptidos
recombinantes da proteina IL-174 também proporciona padrdes
bem definidos para calibrar esses ensaios.

Um kit preferido para determinar a concentragao, por
exemplo, de uma proteina IL-174 numa amostra compreenderia
tipicamente um composto marcado, por exemplo, um anticorpo,
possuindo uma afinidade de ligacado conhecida para o antigénio,
uma fonte de antigénio (natural ou recombinante) e um meio
para separar o composto marcado ligado do composto marcado
livre, por exemplo, uma fase sdélida para imobilizar a proteina
IL-174. Compartimentos contendo os reagentes e 1instrucgdes
serao normalmente proporcionados.

Um método para determinar a concentracdao de proteina
IL-174 numa amostra compreenderia tipicamente os passos de:
(1) preparacao das membranas a partir de uma amostra
constituida por uma fonte de proteina IL-174 1ligada a
membrana; (2) lavagem das membranas e suspensao das mesmas num
tampao; (3) solubilizacdo do antigénio através de incubacéo
das membranas num meio de cultura ao qual foi adicionado um
detergente adequado; (4) ajuste da concentracao de detergente
do antigénio solubilizado; (5) contacto e incubacdao da
referida diluicdo <com anticorpo radiomarcado para formar
complexos; (6) recuperacao dos complexos, por exemplo, por
filtracdo através de filtros tratados com polietilenoimina; e
(7) medicado da radioactividade dos complexos recuperados.

Os anticorpos, i1incluindo os fragmentos de ligagao ao
antigénio, egpecificos para a proteina IL-174 ou seus
fragmentos sdo Uteis em aplicagdes de diagndstico para
detectar a presenca de niveis elevados de proteina IL-174 e/ou
seus fragmentos. Estes ensaios de diagnédéstico podem utilizar
lisados, células vivas, células fixadas, imunofluorescéncia,
culturas de células, fluidos corporais e podem ainda envolver
a deteccdo de antigénios relacionados com a proteina no soro
ou em fluidos similares. Os ensaios de diagndstico poderao ser
homogéneos (sem um passo de separacdo entre o reagente livre e
o complexo proteina-proteina) ou heterogéneos (com um passo de
separacdo). Existem varios ensaios comercials, tals como O
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radioimunocensaio (RIA), o ensaio 1imunossorvente ligado a
enzima (ELISA), o imunoensalo enzimdtico (EIA), a técnica de

imunoensaio enzimdtico de multiplicacdo (EMIT), o imunoensaio
fluorescente com substrato marcado (SLFIA) e ensaios
idénticos. Por exemplo, ¢é possivel utilizar anticorpos néao
marcados mediante o recurso a um segundo anticorpo gque esté
marcado e que reconhece o anticorpo para uma proteina IL-174
ou para um seu fragmento particular. Ensaios similares foram
também extensamente discutidos na literatura. Ver, por
exemplo, Harlow & Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual,
CSH.

Os anticorpos anti-idiotipicos poderao ter uma utilizacgao
similar para diagnosticar a presenga de anticorpos contra uma
proteina IL-174, dado que isso poderd ser um diagnédstico de
vadrios estados anormais. Por exemplo, a sobreproducdo de
proteina IL-174 poderd resultar na producdo de varias reacgdes
imunoldégicas que poderdao ser um diagndéstico de estados
fisioldégicos anormais, particularmente em condig¢gdes celulares

proliferativas como o cancro ou a diferenciacdo anormal.

Frequentemente, (o] reagentes para 0Ss ensaios de
diagnéstico sao fornecidos em kits, de modo a optimizar a
sensibilidade do ensaio. Para o presente invento, dependendo
da natureza do ensaio, € proporcionado o protocolo e o
marcador - o anticorpo marcado ou nao marcado, ou a proteina
IL-174 marcada - geralmente em conjuncdao com outros aditivos,
como tampdes, estabilizadores, materiais necessdrios para a
produgao de sinal, como sejam os substratos para as enzimas, e
espécies similares. Preferencialmente, o kit também conterd
instrugdes para uma correcta utilizagcdo e eliminagaoc do
contetdo apds o uso. Tipicamente, o kit possuil compartimentos
para cada reagente Uutil. Desejavelmente, o0s reagentes sao
proporcionados como um pd liofilizado seco, em que 0S
reagentes  poderao ser reconstituidos num meio aquoso,
proporcionando concentragdes apropriadas dos mesmos para
realizar o ensaio.

Quaisquer dos constituintes acima mencionados dos ensaios
de diagnéstico e de rastreio de farmacos poderdo ser
utilizados sem modificacdo ou poderdao ser modificados de uma
variedade de formas. Por exemplo, a marcacao poderda ser obtida



EP 1 141 297/PT
56

por unido covalente ou nédo covalente de um grupo que
proporciona, directa ou indirectamente, um sinal detectavel.
Em qualgquer um destes ensaios, o antigénio, o composto de
teste, a proteina IL-174 ou os anticorpos contra ela podem ser
marcados directa ou indirectamente. As possibilidades para a
marcacao directa incluem grupos de marcacao: radiomarcadores

como *°1

, enzimas (Patente U.S. 3,645,090) como a peroxidase e
a fosfatase alcalina e marcadores fluorescentes (Patente
U.S. 3,940,475) capazes de monitorizar a alteracao da
intensidade de fluorescéncia, o desvio de comprimento de onda
ou a polarizacdo de fluorescéncia. As possibilidades para a
marcagao indirecta incluem a biotinilacdo de um constituinte,
seguida de ligacado a avidina acoplada a um dos grupos de

marcagao acima referidos.

H& também numerosos métodos para separar o antigénio
ligado do antigénio livre ou, em alternativa, o composto de
teste ligado do composto de teste livre. A proteina IL-174
pode ser imobilizada em varias matrizes, seguida de lavagem.
As matrizes apropriadas incluem o pléstico, como seja uma
placa de ELISA, os filtros e as esferas. O0s métodos de
imobilizacdo da proteina IL-174 numa matriz incluem, sem
limitacdo, a adesado directa ao plastico, a utilizacdo de um
anticorpo de captura, o acoplamento guimico e a Dbiotina-
avidina. O ultimo passo nesta abordagem envolve a precipitacao
do complexo proteina-proteina por meio de um de varios
métodos, incluindo aqueles que utilizam, por exemplo, um
solvente orgédnico como o polietilenoglicol ou um sal como ©
sulfato de amdénio. Outras técnicas de separacao adequadas
incluem, sem limitacdo, o método de particulas magnetizdaveis e
anticorpo marcado com fluoresceina descrito em Rattle et al.
(1984) Clin. Chem. 30: 1457-1461, e a separacao com particulas
magnéticas e anticorpos duplos como descrita na Patente
U.S. 4,659,678.

Os métodos de ligacdo das proteinas ou seus fragmentos
aos varios marcadores tém sido amplamente referidos na
literatura e nado necessitam de uma discussao detalhada aqui.
Muitas das técnicas envolvem o uso de grupos carboxilo
activados através da utilizacdo de carbodiimida ou de ésteres
activos para formar ligagdes ©peptidicas, a formacgao de
tioéteres por reaccdo de um grupo mercapto com um halogéneo
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activado como cloroacetilo, ou uma olefina activada como a
maleimida para ligagcdo. As proteinas de fusado também encontram
uso nestas aplicacodes.

Outro aspecto de diagndéstico aqui descrito envolve a
utilizacao de sequéncias oligonucleotidicas ou
polinucleotidicas retiradas da sequéncia de uma proteina
IL-174. Estas sequéncias podem ser utilizadas como sondas para
detectar niveis de mensagem do antigénio em amostras de
doentes suspeitos de terem uma condig¢do anormal, por exemplo,
cancro ou um problema de desenvolvimento. A preparacao de
ambas as sequéncias nucleotidicas de ARN e ADN, a marcacao das
sequéncias e o tamanho preferido das sequéncias recebeu ampla
descricdao e discussdao na literatura. Normalmente, uma sonda
oligonucleotidica deve ter pelo menos cerca de 14 nucledtidos,
geralmente pelo menos cerca de 18 nucledtidos, e as sondas
polinucleotidicas poderdo ter até varias quilobases. E
possivel utilizar varios marcadores, mais habitualmente

3p, Contudo, outras técnicas

radionuclidos, particularmente
também poderao ser empregues, tal como a utilizagcao de
nucledétidos modificados com biotina para introducdo num
polinucledétido. A biotina depois actua como o local para a
ligagcdo a avidina ou aos anticorpos, gque poderdao estar
marcados com uma grande variedade de marcadores, tais como
radionuclidos, agentes fluorescentes, enzimas ou espécies
similares. Em alternativa, é possivel utilizar anticorpos que
podem reconhecer duplices especificos, incluindo duplices de
ADN, duplices de ARN, duplices hibridos ADN-ARN ou duplices
ADN-proteina. Os anticorpos, pelo seu lado, poderdao ser
marcados e o ensaio efectuado com o duplex ligado a uma
superficie, de modo que ao dar-se a formacdo do duplex na
superficie, a presenca do anticorpo ligado ao duplex pode ser
detectada. A utilizacdo de sondas para o novo ARN anti-sentido
poderda ser aplicada em qguaisquer técnicas convencionais tais
como a hibridacdo de &cidos nucleicos, o rastreio positivo e
negativo, a utilizacgdo de sondas recombinatdrias, a técnica de
“hybrid-released translation” (HRT) e a técnica de “hybrid-
arrested translation” (HART). Isto também inclui técnicas de
amplificacdao como a reacgcao em cadeia pela polimerase (PCR).
Outra abordagem utiliza, por exemplo, A&acidos nucleicos anti-
sentido, incluindo a introduc¢dao de ARN de cadeia dupla (ARNcd)
para interferir geneticamente <com a funcdo génica como
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descrito, por exemplo, em Misquitta et al. (1999) Proc. Nat’l.
Acad. Sci. USA 96:1451-1456, e/ou de ribozimas para bloquear a
traducdo de um ARNm de IL-70 especifico. A utilizacao de
métodos anti-sentido para inibir a traducado de genes in vitro
¢ bem conhecida na arte. Marcus-Sakura (1988) Anal. Biochem.
172:289; Akhtar (ed. 1995) Delivery Strategies for Antisense
Oligonucleotide Therapeutics, CRC Press, Inc.

Os kits de diagndéstico gue também testam a presencga
qualitativa ou quantitativa de outros marcadores estéao
igualmente contemplados. O diagndstico ou progndéstico poderd
depender da combinacgdo de multiplas indicacgdes utilizadas como
marcadores. Assim, os kits poderdo testar combinagdes de
marcadores. Ver, por exemplo, Viallet et al. (1989) Progress
in Growth Factor Res. 1:89-97.

0O admbito alargado deste invento serd melhor compreendido
por meio dos exemplos gque se seguem, que nao se destinam a

limitar o invento a concretizacdes especificas.

EXEMPLOS
I. Métodos gerais

Alguns dos métodos padrao estéo descritos ou
referenciados, por exemplo, em Maniatis et al. (1982)
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Press; Sambrook et al. (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed.), vols. 1-3,
CSH Press, NY; Ausubel et al., Biology, Greene Publishing
Associates, Brooklyn, NY; ou Ausubel et al. (1987 &
Supplements) Current Protocols in Molecular Biology, Greene/
Wiley, New York; Innis et al. (eds. 1990) PCR Protocols: A
Guide to Methods and Applications, Academic Press, N.Y.; e
Kohler et al. (1995) Ouantitation of mRNA by Polymerase Chain
Reaction, Springer-Verlag, Berlin. Os métodos para a
purificacdo de proteinas incluem métodos como a precipitacéao
com sulfato de aménio, a cromatografia em coluna, a
electroforese, a centrifugacdo, a <cristalizacdo e outros.
Consultar, por exemplo, Ausubel et al. (1987 e suplementos
peridédicos); Deutscher (1990) "Guide to Protein Purification”
in Methods in Enzymology, vol. 182 e outros volumes nesta
série; e a literatura do fabricante sobre utilizacao de
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produtos para purificacéo de proteinas, por exemplo,
Pharmacia, Piscataway, N.J., ou Bio-Rad, Richmond, CA. A
combinacdo com técnicas recombinantes permite a fusdo com
segmentos apropriados, por exemplo, com uma sequéncia FLAG ou
uma sequéncia equivalente que pode ser fundida via uma
sequéncia removivel por proteases. Ver, por exemplo, Hochuli
(1989) Chemische Industrie 12:69-70; Hochuli (1990)
"Purification of Recombinant Proteins with Metal Chelate
Absorbent" in Setlow (ed.) Genetic Engineering, Principle and
Methods 12:87-98, Plenum Press, N.Y.; e Crowe et al. (1992)
QIAexpress: The High Level Expression & Protein Purification
System QUIAGEN, Inc., Chatsworth, CA.

As técnicas imunoldégicas padrao estao descritas, por
exemplo, em Hertzenberg et al. (eds. 1996) Weir’s Handboock of
Experimental Immunology vols. 1-4, Blackwell Science; Coligan
(1991) Current Protocols in Immunology, Wiley/Greene, NY; e
Methods in Enzymology vols. 70, 73, 74, 84, 92, 93, 108, 116,
121, 132, 150, 162 & 163. 0Os ensaios de citoquinas estao
descritos, por exemplo, em Thomson (ed. 1998) The Cytokine
Handbook (3d ed.) Academic Press, San Diego; Mire-Sluis &
Thorpe (1998) Cytokines, Academic Press, San Diego; Metcalf &
Nicola (1995) The Hematopoietic Colony Stimulating Factors,
Cambridge University Press; e Aggarwal & Gutterman (1991)
Human Cytokines, Blackwell Pub.

Os ensaios para as actividades bioldégicas wvasculares sao
bem conhecidos na arte. Eles abrangerdao as actividades
angiogénica e angiostatica em tumores ou outros tecidos, por
exemplo, a proliferacdo do musculo liso arterial (ver, por
exemplo, Koyoma et al. (1996) Cell 87:1069-1078), a adesao de
monécitos ao epitélio wvascular (ver McEvoy et al. (1997) J.
Exp. Med. 185:2069-2077), etc. Ver também Ross (1993) Nature
362:801-809; Rekhter & Gordon (1995) Am. J. Pathol. 147:668-
677; Thyberg et al. (1990) Atherosclerosis 10:966-990; e
Gumbiner (1996) Cell 84:345-357.

Os ensaios para as actividades bioldgicas das células
neurais estdo descritos, por exemplo, em Wouterlood (ed. 1995)
Neuroscience Protocols modules 10, Elsevier; Methods 1in
Neurosciences, Academic Press; e Neuromethods Humana Press,
Totowa, NJ. A metodologia dos sistemas do desenvolvimento esta
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descrita, por exemplo, em Meisami (ed.) Handbook of Human
Growth and Developmental Biology, CRC Press; e Chrispeels
(ed.) Molecular Techniques and Approches 1in Developmental
Biology, Interscience.

A andlise computacional das sequéncias ¢é efectuada, por
exemplo, utilizando programas de software disponiveis,
incluindo aqueles do GCG (U. Wisconsin) e as fontes do
GenBank. As bases de dados publicas de sequéncias também foram
utilizadas, por exemplo, GenBank e outras.

Muitas técnicas aplicdveis a IL-170 poderdo ser aplicadas
a estas novas entidades, como descrito, por exemplo, em USSN.

As andlises de FACS estdo descritas em Melamed et al.
(1990) Flow Cytometry and Sorting, Wiley-Liss, Inc., New York,
NY; Shapiro (1988) Practical Flow Cytometry, Liss, New York,
NY; e Robinson et al. (1993) Handbook of Flow Cytometry
Methods, Wiley-Liss, New York, NY.

ITI. Isolamento de um clone de ADN que codifica a proteina
IL-170

O isolamento de CTLA-8 murina estd descrito em Rouvier et
al. (1993) J. Immunol. 150:5445-5456. Estdo disponiveis
métodos similares para isolar homdélogos entre espécies das
proteinas IL-173, IL-174, IL-176 e IL-177, Jjuntamente com as
proteinas IL-171, IL-172 e IL-175.

Fonte das mensagens de IL-170

Varias 1linhas celulares sdo rastreadas com uma sonda
apropriada quanto a uma expressao de nivel elevado do
mensageiro. As linhas celulares apropriadas sao seleccionadas
com base nos niveis de expressdo da mensagem de IL-170
adequada.

Isolamento de um clone que codifica IL-170

Utilizam-se técnicas de PCR padrdo para amplificar uma
sequéncia génica de IL-170 a partir de uma biblioteca gendmica
ou de ADNc, ou a partir de ARNm. Uma biblioteca gendmica ou de
ADNc humana é obtida e rastreada com uma sonda sintética ou de
ADNc apropriada. Iniciadores de PCR poderdao ser preparados. Os
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iniciadores adequados sao seleccionados, por exemplo, entre as
sequéncias proporcionadas, e um clone de comprimento total é
isolado. Varias combinac¢des de iniciadores, com vVvAarios
comprimentos e eventualmente com diferengcas ao nivel da
sequéncia, poderdao ser preparadas. O clone de comprimento
total pode ser wutilizado como sonda de hibridacédo para
pesquisar outros genes homdélogos, wutilizando condigdes de
hibridag¢dao rigorosas ou menos rigorosas.

Em outro método, utilizam-se oligonucledétidos para
rastrear uma biblioteca. Em combinacdo com técnicas de reaccéo
da polimerase em cadeia (PCR), utilizam-se oligonucledtidos
sintéticos, em orientac¢des apropriadas, como iniciadores para
seleccionar os clones correctos a partir de uma biblioteca.

ITITI. Caracterizacao bioquimica de proteinas IL-170

Uma proteina IL-170 é expressa em células heterdlogas,
por exemplo, a forma nativa ou uma forma recombinante que
apresenta o péptido FLAG na extremidade carboxilo. Ver, por
exemplo, Crowe et al. (1992) OIAexpress: The High Level
Expression and Protein Purification System QIAGEN, Inc.
Chatsworth, CA; e Hopp et al. (1988) Bio/Technology 6:1204-
1210. Estas duas formas sao introduzidas em vectores de
expressao, por exemplo, pME18S ou pEEl2, e subsequentemente
transfectadas em células apropriadas, por exemplo, células
CO0S-7 ou NSO, respectivamente. As células electroporadas sao
cultivadas, por exemplo, durante 48 horas em meio RPMI
suplementado com soro fetal de bovino a 10%. As células sao
depois incubadas com ¥3-Met e 35S—Cys, de forma a marcar as
proteinas celulares. A comparacao das proteinas sob condicgdes
redutoras em SDS-PAGE devera mostrar que as células
transfectadas com os clones de comprimento total segregam um
polipéptido com o tamanho apropriado, por exemplo, cerca de
15 000 daltons. O tratamento com endoglicosidases demonstrara
se hd ou ndo formas N-glicosiladas.

IV. Produgao e purificacao em larga escala de proteinas IL-170

Para os ensaios bioldgicos, a proteina IL-170 de mamifero
é produzida em grandes quantidades, por exemplo, com células
COS-7 transfectadas e crescidas em meio RPMI suplementado com
Nutridoma HU a 1% (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemanha),
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sendo subsequentemente purificada. A purificacdo podera
utilizar a cromatografia de afinidade com anticorpos ou
técnicas de purificacdo de proteinas, por exemplo, recorrendo
a anticorpos para determinar as propriedades de separacao.

De modo a produzir quantidades maiores de proteinas
nativas, ¢é ©possivel preparar transformantes estaveis de
células NSO de acordo com a metodologia desenvolvida por
Celltech (Slough, Berkshire, Reino Unido; Pedidos de
patente internacional W086/05807, W087/04462, W089/01036 e
W089/10404) .

Tipicamente, 1 litro de sobrenadante contendo IL-173 ou
IL-173-FLAG humana ¢é passado, por exemplo, por uma coluna de
60 ml de ides 2zn’" enxertados numa matriz quelante de
Sepharose Fast Flow (Pharmacia, Upsalla, Suécia). Apds lavagem
com 10 volumes de tampao de ligacgdao (Kit His-Bind Buffer,
Novagen, Madison, WI), as proteinas retidas pelos 1ides
metdlicos sao eluidas com um gradiente de imidazole 20-100 mM.
O teor da proteina IL-173-FLAG humana nas fraccdes eluidas é
determinado por *“dot blot”, utilizando o anticorpo monoclonal
anti-FLAG M2 (Eastman Kodak, New Haven, CT), ao passo que o0
teor de IL-173 humana € avaliado, por exemplo, por coloracao
de um gel de SDS-PAGE nao redutor com prata. As fraccdes
contendo IL-170 sdo depois combinadas e dialisadas contra PBS,
sendo subsequentemente utilizadas em ensaios bioldgicos ou
adicionalmente purificadas, por exemplo, por HPLC de permuta
aniénica numa coluna de DEAE. Um terceiro passo de
cromatografia de filtracdo em gel poderd ser efectuado numa
coluna SUPERDEX G-75 HRD30 (Pharmacia, Uppsala, Suécia). A
purificacdo poderd ser avaliada, por exemplo, por SDS-PAGE
corado com prata.

V. Preparacadao de anticorpos contra IL-173

Ratinhos Balb/c consanguineos sao imunizados
intraperitonealmente, por exemplo, com 1 ml de IL-173-FLAG
humana purificada, emulsionada em adjuvante completo de Freund
no dia 0, e em adjuvante incompleto de Freund nos dias 15 e
22. 0s ratinhos sao reforcados com 0,5 ml de IL-173 humana

purificada, administrada intravenosamente.
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O anti-soro policlonal é recolhido. O soro pode ser
purificado em relacgdo aos anticorpos. 0Os anticorpos podem ser
subsequentemente processados, por exemplo, para Fab, Fab2, Fv

ou fragmentos similares.

Criam-se hibridomas utilizando, por exemplo, a linha de
células de mieloma nao secretoras SP2/0-Ag8 e
polietilenoglicol 1000 (Sigma, St. Louis, MO) como agente de
fusdo. As células do hibridoma s&o colocadas numa placa de
cultura de tecidos Falcon de 96 pocgos (Becton Dickinson, NJ) e
alimentadas com DMEM Fl2 (Gibco, Gaithersburg, MD)

suplementado com gentamicina 80 Wg/ml, glutamina 2 mM, soro de
cavalo a 10% (Gibco, Gaithersburg, MD), ADCM a 1% (CRTS, Lyon,
Franca), azasserina 10° M (Sigma, St. Louis, MO) e
hipoxantina 5 x 10° M. Os sobrenadantes do hibridoma séao
pesquisados gquanto a produgao do anticorpo contra a proteina
IL-173 humana por imunocitogquimica, utilizando células CO0OS-7
transfectadas com IL-173 humana e fixadas com acetona, e por
ELISA, utilizando IL-173-FLAG humana purificada a partir dos
sobrenadantes de células C0S-7 como um antigénio de
revestimento. Aliquotas de clones de células positivas séao
expandidas durante 6 dias e criopreservadas, bem como
propagadas no liquido ascitico de ratinhos Balb/c tratados com
pristano (2,6,10,14-tetrametilpentadecano, Sigma, St. Louis,
MO), que haviam recebido uma injecc¢do intraperitoneal de
pristano 15 dias antes. Tipicamente, administram-se
intraperitonealmente cerca de 10° células de hibridoma em 1 ml
de PBS e, 10 dias mais tarde, o liquido ascitico é recolhido
de cada ratinho.

Apdbds centrifugacdo do ligquido ascitico, a fracgao de
anticorpos € isolada por precipitacao com sulfato de amdénio e
cromatografia de permuta anidénica numa coluna de silicio
Zephyr-D (IBF Sepracor) equilibrada com Tris 20 mM, pH 8,0. As
proteinas sdo eluidas com um gradiente de NaCl (no intervalo
de NaCl 0 a 1 M). Recolhem-se fracgdes de 2 ml, gue sao
testadas por ELISA quanto a presenca de anticorpo anti-IL-173.
As fracgdes contendo actividade especifica anti-IL-173 sao
combinadas, dialisadas e congeladas. Aliquotas dos anticorpos
monoclonais purificados poderdo ser marcadas com peroxidase.
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As preparagdes dos anticorpos, policlonais ou
monoclonais, poderao ser absorvidas de forma cruzada,
esgotadas ou combinadas para criar reagentes que apresentam as
combinacdes desejadas de selectividades e especificidades.
Antigénios especificos definidos podem ser imobilizados numa
matriz s6lida e utilizados para esgotar ou escolher
selectivamente as capacidades de ligacao desejadas.

VI. Quantificacao de IL-173 humana

Entre 0s anticorpos especificos para IL-173,
seleccionam-se 0os isolados clonais apropriados para
quantificar os niveis de IL-173 humana recorrendo a um ensaio
de tipo sanduiche. Os anticorpos purificados sao diluidos, por
exemplo, para 2 UWg/ml em tampdo de revestimento (tampéo
carbonato, pH 9,6; Na,CO; 15 mM; NaHCO; 35 mM). Esta solucao
diluida ¢é revestida sobre os pocos de uma placa ELISA de
96 pocos (Immunoplate Maxisorp F96 certificada, NUNC,
Dinamarca) durante a noite a temperatura ambiente. As placas
sdao depois lavadas manualmente, por exemplo, com um tampdo de
lavagem que consiste em solugdo salina tamponada com fosfato e
Tween 20 a 0,05% (Technicon Diagnostics, EUA). Adicionam-se a

cada pogo 110 ul de CTILA-8 humana purificada, diluida em
tampao TBS-B-T [Tris 20 mM, NaCl 150 mM, BSA a 1% (Sigma, St.
Louis, MO) e Tween 20 a 0,05%]. Apds 3 horas de incubacao a

37°C, as placas sao lavadas uma vez. Adicionam-se 100 ul de Ac

marcado com peroxidase, diluido para 5 WNg/ml em tampao
TBS-B-T, a cada po¢o e incuba-se durante 2 horas a 37°C. Os
pocos sao depois lavados trés vezes com tampao de lavagem.
Adicionam-se a cada pog¢o 100 Ul do substrato da peroxidase,
2,2"-azino-bis(dcido 3-etilbenzotiazoino-6-sulfdénico) (ABTS),
diluido para 1 mg/ml em tampdo citrato/fosfato, e a reaccgao
colorimétrica é lida a 405 nm.

VII. Distribuicdo dos genes de IL-170

A proteina IL-173 humana foi identificada a partir de uma
sequéncia derivada de uma biblioteca de ADNc do cértex frontal
do cérebro de um epiléptico. A proteina IL-173 de rato foi
derivada de uma biblioteca de ADNc de céclea, cérebro,
cerebelo, olho, pulmdo e rim. Mais uma vez, 0SS genes parecem
ser bastante raros, o que sugere dque as distribuicdes da
expressao seriam extremamente restringidas.
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A proteina IL-174 de ratinho foi identificada a partir de
uma sequéncia obtida de uma biblioteca de ADNc derivada de um
embridao de ratinho. O gene parece ser bastante raro, o que
sugere que a distribuicadao da expressao seria extremamente
restringida.

A proteina IL-171 humana foi identificada a partir de uma
sequéncia derivada de um linfdécito T apoptdtico. O gene parece
ser Dbastante raro, o que sugere que a distribuicao da
expressao seria extremamente restringida.

A proteina IL-172 humana foi identificada a partir de
sequéncias derivadas do coracao, figado e bacgo, timo e tumor
do timo de feto humano e do feto total. A proteina de ratinho
foli obtida de sequéncias derivadas de embrido, gléndula
mamdria e 6rgdos combinados de ratinho. Ambos 0s genes parecem
ser bastante raros, o que sugere que a sua distribuicao da

expressdo seria extremamente restringida.

A proteina IL-175 humana foi identificada a partir de uma
sequéncia derivada de um linfécito T activado durante 12 horas
com tiouridina. O gene parece ser bastante raro, o gue sugere
que a distribuicao da expressao seria extremamente

restringida.

VIII. Mapeamento cromossémico dos genes de IL-170

Utiliza-se um ADNc isolado que codifica o gene de IL-170
apropriado. O mapeamento cromossdmico é uma técnica padrao.
Ver, por exemplo, BIOS Laboratories (New Haven, CT) e o0s
métodos para utilizacdo de um painel de hibridos de células
somdticas de ratinho com PCR.

O gene de IL-173 humana localiza-se no cromossoma humano
13gl1l.

IX. Isolamento de homélogos de IL-170

Uma composicdo de ligacdo, por exemplo, um anticorpo, é
utilizada para rastrear uma biblioteca de expressao preparada
a partir de uma linha celular gue expressa uma proteina
IL-170. Utilizam-se técnicas de coloracao padrao para detectar
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ou separar o antigénio intracelular ou expresso a superficie,
ou as células transformadas que expressam a superficie séo
rastreadas mediante ensaios de T"panning". O rastreio da
expressdo intracelular é efectuado por varios procedimentos de
coloracao ou imunofluorescéncia. Ver também McMahan et al.
(1991) EMBO J. 10:2821-2832.

Métodos idénticos sdo aplicdvels para isolar as variantes
de espécies ou as variantes alélicas. As variantes de espécies
sao 1isoladas wutilizando técnicas de hibridacdo de espécies
cruzadas baseadas num isolado ou fragmento de comprimento
total de uma das espécies como sonda, ou espécies apropriadas.

X. Isolamento de receptores para IL-170

Estdo disponiveis métodos para rastrear uma biblioteca de
expressido preparada a partir de uma linha celular que expressa
potenciais receptores de IL-170. Um ligando IL-170 marcado é
produzido como descrito acima. Utilizam-se técnicas de
coloracao padrao para detectar ou separar o receptor expresso
a superficie, ou as células transformadas gue expressam a
superficie sdo rastreadas mediante ensaios de "panning". Ver
também McMahan et al. (1991) EMBO J. 10:2821-2832.

Por exemplo, no dia 0, efectue um pré-revestimento de
ldminas Permanox de 2 cadmaras com 1 ml de fibronectina
10 ng/ml em PBS por camara, durante 30 min a temperatura
ambiente. Enxagle uma vez com PBS. Em seguida, plagqueie as
células COS, numa quantidade de 2-3 x 10° células por cémara,
em 1,5 ml de meio de crescimento. Incube durante a noite a
37°cC.

No dia 1, para cada amostra, prepare 0,5 ml de uma
solugao de DEAE-dextrano 66 Wg/ml, clorogquina 66 UM e 4 Ug de
ADN em DME isento de soro. Para cada conjunto, prepare um
controlo positivo, por exemplo, de ADNc de IL-170-FLAG humana
numa diluicdo de 1 e 1/200, e uma prova negativa. Enxague as
células com DME isento de soro. Adicione a solucdao de ADN e
incube durante 5 h a 37°C. Retire o meio e adicione 0,5 ml de
DMSO a 10% em DME durante 2,5 min. Retire e lave uma vez com
DME. Adicione 1,5 ml de meio de crescimento e incube durante a
noite.
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No dia 2, mude o meio. Nos dias 3 ou 4, as células sao
fixadas e coradas. Enxague as células duas vezes com solugao
salina tamponada de Hank (HBSS) e fixe-as em paraformaldeido
(PFA) a 4%/glucose durante 5 min. Lave 3x com HBSS. As laminas
poderdao ser armazenadas a -80°C apds remogao de todo o
liquido. Para cada cémara, efectuam-se incubacbes de 0,5 ml da

seguinte forma. Adicione HBSS/saponina (0,1%) com 32 ul/ml de
NaNs; 1M durante 20 min. As células sao depois lavadas com
HBRSS/saponina 1x. Adicione anticorpo soluvel as células e
incube durante 30 min. Lave as células duas vezes com
HBSS/saponina. Adicione o segundo anticorpo, por exemplo,
anticorpo anti-ratinho Vector, numa diluicdo de 1/200, e
incube durante 30 min. Prepare a solucadao ELISA, por exemplo,
solucdo de peroxidase de rdbano Vector Elite ABC e pré-incube
durante 30 min. Utilize, por exemplo, 1 gota de solucdao A
(avidina) e 1 gota de solucgdo (B) (biotina) por 2,5 ml de
HBSS/saponina. Lave as células duas vezes com HBSS/saponina.
Adicione a solugado HRP ABC e incube durante 30 min. Lave as
células duas vezes com HBSS, faca uma segunda lavagem durante
2 min, o que fecha as células. Em seguida, adicione &cido
diaminobenzdico Vector (DAB) durante 5 a 10 min. Utilize
2 gotas de tampdo mais 4 gotas de DAB mais 2 gotas de H;0, por
5 ml de 4gua destilada em vidro. Retire cuidadosamente a
cédmara e enxague a lamina com agua. Seque ao ar durante alguns
minutos, adicione 1 gota de Crystal Mount e uma lamela. Coza
durante 5 min a 85-90°C.

Em alternativa, o ligando marcado ¢é utilizado para
purificar ou separar por afinidade as células que expressam O
receptor. Ver, por exemplo, Sambrook et al. ou Ausubel et al.

E possivel efectuar muitas modificacdes e variacdes deste
invento. As concretizagdes especificas aqui descritas séao
oferecidas apenas a titulo de exemplo, e o invento seréd
limitado apenas pelos termos das reivindicac¢des anexas.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS
SEQ ID NO:1 é a sequéncia de adcido nucleico de IL-172 de primata.
SEQ ID NO:2 é a sequéncia polipeptidica de IL-172 de primata.

SEQ ID NO:3 é a sequéncia de acido nucleico de IL-172 murina.

SEQ ID NO:5 é a sequéncia de acido nucleico de IL-173 de primata.
SEQ ID NO:6 é a sequéncia polipeptidica de IL-173 de primata.

A

A

A

A SEQ ID NO:4 é a sequéncia polipeptidica de IL-172 murina.

A

A

A SEQ ID NO:7 €& uma sequéncia de 4cido nucleico suplementar de
I

L-173 de primata.

A SEQ ID NO:8 ¢é uma sequéncia polipeptidica suplementar de IL-173
de primata.

A SEQ ID NO:9 é a sequéncia de acido nucleico de IL-173 murina.
A SEQ ID NO:10 é a sequéncia polipeptidica de IL-173 murina.

A SEQ ID NO:11 é uma sequéncia de &acido nucleico suplementar de
IL-173 murina.

A SEQ ID NO:12 é uma sequéncia polipeptidica suplementar de IL-173
murina.

A SEQ ID NO:13 é a sequéncia de acido nucleico de 1IL-174 de

primata.

A SEQ ID NO:14 é a sequéncia polipeptidica de IL-174 de primata.
A SEQ ID NO:15 é a sequéncia de acido nucleico de IL-174 murina.
A SEQ ID NO:16 é a sequéncia polipeptidica de IL-174 murina.

A SEQ ID NO:17 é uma sequéncia de 4acido nucleico suplementar de
IL-174 murina.

A SEQ ID NO:18 é uma sequéncia polipeptidica suplementar de IL-174

murina.

A SEQ ID NO:19 é a sequéncia de acido nucleico IUPAC de IL-171 de
primata.

A SEQ ID NO:20 ¢é a sequéncia de 4acido nucleico de IL-171 de
primata.

A SEQ ID NO:21 é a sequéncia polipeptidica de IL-171 de primata.

A SEQ ID NO:22 é uma sequéncia de &acido nucleico suplementar de
IL-171 de primata.

A SEQ ID NO:23 é uma sequéncia polipeptidica suplementar de IL-171
de primata.

A SEQ ID NO:24 é a sequéncia de &acido nucleico IUPAC de IL-175 de
primata.
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A SEQ ID NO:25 é a sequéncia de Aacido
primata.

A SEQ ID NO:26 é a sequéncia

polipeptidica

A SEQ ID NO:27 é a sequéncia de Aacido
primata.

A SEQ ID NO:28 é a sequéncia

polipeptidica

A SEQ ID NO:29 ¢é a sequéncia de acido
primata.

A

b

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

SEQ

<110>

<120>

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160>

<170>

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

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

ID NO:30 é a sequéncia
ID NO:31 é a sequéncia
ID NO:32 é a sequéncia
ID NO:33 é a sequéncia

ID NO:34 é a sequéncia

Schering Corporation

Citoquinas de Mamifero
Relacionados

DX0917K

USSN 09/228,822
1999-01-11

34

PatentIn Ver. 2.1
1

543

ADN
primata

CDS
(1)..(540)

mat_peptide
(61)..(540)

polipeptidica
polipeptidica
polipeptidica
polipeptidica

polipeptidica

nucleico de IL-175

de

IL-175 de primata.

nucleico de IL-176

de

I1-176 de primata.

nucleico de IL-177

de
de
de
de

de

IL-177 de primata.
CTLA-8 de rato.

CTLA-8 de ratinho.
CTLA-8 de primata.

CTLA-8 wviral.

Purificadas; Reagentes e Métodos

de

de

de
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141

<400> 1

atg
Met
-20

ctg
Leu

ctg
Leu

aac
Asn
45

cag
Gln

ccc
Pro

agce
Ser
125

999
Gly

acc
Thr

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

gac
Asp

999
Gly

cgg
Arg

gtg
Val
30

atc

Ile

aga
Arg

ttce
Phe
110

cag
Gln

cct
Pro

tgc
Cys

2

297/PT

tgg
Trp

ctg
Leu

cct
Pro

15.

tca
Ser

gag
Glu

aag
Lys

gtt
Val

t'gc
Cys
atc
Ile

180
PRT
primata

cct
Pro

ggc
Gly
-1

gg9g

Gly

cgg
Arg

gag
Glu

tgt
Cys

cct
Pro

cgce
Arg

cac
His

cag
Gln

cce
Pro

atg
Met

atg

Met

cag

Gln

gtg
Val

cag
Gln

145

ttc
Phe
160

tga

aac
Asn
-15

cce
Pro

ctg

T
Leu

aaa
Lys

gtg
Val
50

‘gtc

Val

gag
Glu

cgc
Arg

130

cgc
Arg

ctg
Leu

agg
Arg

gtc

o
val

ccg
Pro
35

gcc
Ala

aac
Asn

_tac

gac
Asp
115

cgc

Arg

gca
Ala

ctg
Leu

agc
Ser

cct
Pro

20
tat

Tyr

cag
Gln

ttg
Leu

cgc
Arg

gtc
Val

ttt
Phe

ccec
Pro

ggc

1
Gly

gce
Ala

ctg
Leu

cag
Gln

atc
Ile
85

n

Ot
]
7]

agce
Ser

cte
Leu

atg
Met

ctt
Leu

cgce
Arg

agg
Arg

tgc
Cys

gag
Glu
150

70

ctt
Leu
=10

agc
Ser

atg
Met

aac
Asn
55

tgg

Trp

cac
His

No Nnd
+

gtg
Val

ccg .

Pro

135

acc
Thr

acc
Thr

att
Ile

agg

tca
Ser

tcc
Ser

cce
Pro

agc
Gly
105

gtg
Val

ccg
Pro

gct
Ala

tcc
Ser

gag
Glu

aac
Asn

cce
Pro

gtg
Val

atc
Ile

999
Gly

ctg
Leu

aag
Lys
75

cgt
Arg

ata
Val

Al
Lt

gtg
Val

cgce
Arg

ggc
Gly
155

gce
Ala
60

agg
Arg

atc

Ile

aac
Asn

ttc
Phe

aca
Thr

14U

tgc
Cys

48

96

192

240

288

336

384

432

480

528

543



EP 1 141

<400> 2
Met Asp
~-20

Leu Gly
Gly Arg
Leu Val

30
Asn Ile

45

Gln Arg
Ser Leu

Pro Vval

Pro Phe

110

Ser Gln
125
Gly Pro

Thr Cys

<210> 3

297/PT

Trp

Leu

Pro

15

Ser

Glu

Lys

Ser

Asp
95

Thr

Val

Cys

Ile

<211> 543
<212> ADN
<213> roedor

<220>

<221> CDS

<222>
<220>

Pro
Gly

-1
Gly
Arg
Glu
Cys
Pro

80
Leu
Met
Pro

Arg

Phe
160

His

Gln

Pro

Met

Met

Glu

65

Trp

Pro

Gln

val

Glin
145

(1)..(540)

<221> mat_peptide

<222>

<400> 3

atg gac
Met Asp

ctg gcg
Leu Ala
-5

tgg
Trp
-20

cca
Pro

ccg
Pro

agc
Ser

(67)..(540)

cac
His

cac
His

Asn
-15
Pro
Leu
Lys
Val

50
Val
Gly
Glu
Glu
Arg

130

Arg

agc
Ser

cce
Pro
-1

Leu

Arg

Val

Pro

35

Ala

Asn

Tyr

Ala

Asp

115

Arg

Ala

ctg
Leu

cgg
Arg

Leu

Ser

Pro

20

.Tyr

Gln

Leu

Ser

Arg

100

Arg

Arg

val

ctc
Leu
-15

aac
Asn

Phe

Pro

Gly

Ala

Leu

Gln

Ile

85

Cys

Ser

Leu

Met

ttc
Phe

acc
Thr

Leu
Lys
Pro
Arg
Arg
Leu
70
-
Leu
Met

Cys

Glu
150

cte
Leu

aaa
Lys

71

Leu
-10
Ser
His
Met
Asn

55
Trp
His
Cys
val
Pro

135

Thr

Thr
Lys
Gln
Glu

40
Ser
Met
Asp
Leu
Ser
120

Pro

Ile

ctg gcc
Leu Ala

ggc aaa
Gly Lys

5

Ile

Arg

Val
25

Glu
Ser
Ser
Pro
Gly
105
val

Pro

Ala

atc
Ile
-10

aga
Arg

Ser

Lys

10

Pro

Tyxr

Glu

Asn

Ser

Cys

Pro

Pro

Val

tcc
Ser

aaa
Lys

Ile

Gly

Leu

Glu

Leu

Lys

75

Arg

Val

Val

Arg

Gly
155

Phe

-5

Gln

Asp

Arg

Ala

60

Arg

Ile

Asn

Phe

Thr

140

Cys

atc tte
Ile Phe

ggg caa
Gly Gln

10

48

96
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999
Gly

ctqg
Leu

aac
Asn

aag
‘Lys

agc
Ser
75

cct
Pro

cce
Pro

age
Ser

999
Gly

acc
Thr
155

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

<400>
Met

Leu

Gly

Leu

Asn

141

agg
Arg

gtg
vVal

ctt
Leu

aag
Lys
60

ctg

Leu

geg
Ala

ttc
Phe

cag
Gln

ccc
Pro
140

tgc
Cys

4

297/PT

ccc agt
Pro Ser

tct cga
Ser. Arg
30

999 gag
Gly Glu
45

aaa tgt
Lys Cys

tcec cea
Ser Pro

gac ttg.
Asp Leu

acc atg
Thr Met
110

gtg ccg
Val Pro
125

tgc cgc
Cys Arg

atc ttc
Ile Phe

180
PRT
roedor

4

Asp Trp Pro

Val

-20

Ala Pro Ser
-5

Arg Pro Ser

Ser Arg
30

Leu Gly Glu

ccc
Pro
15

gta
Val

atg
Met

gaa
Glu

tgg
Trp

cce
Pro

95
éag
Gln

gtg’

Val

cag
Gln

tga

His

His

Pro

ttg
Leu

aag
Lys

gtg
val

gtc
Val

gge
Gly
80

gag
Glu

gag
Glu

cgc
Arg

cgt
Arg

Ser

Pro
-1

15

Val

Met

Lys

Val

Leu

gcc
Ala

cce
Pro

gecc
Ala

aat
Asn
65

tac
Tyr

gcg
Ala

gac
Asp

cgc
Arg

gtc
vVal
145

Pro

Ala

Leu

Arg

Ala

cct
Pro

tac
Tyr

cag
Gln
50

cta
Leu

agc
Ser

cgg
Arg

cgt
Arg

cgc
Arg
130

gtc
Val

Leu

999
Gly

gct
Ala

ctg
Leu

cag
Gln

atc
Ile

tgc
Cys

agce
Ser
115

ctc

Leu

atg
Met

-15

Pro

Gln

Asn

Tyr

72

cct cat
Pro His
20

cga atg
Arg Met

agg aac
Arg Asn

ctg tgg
Leu Trp

aac cac
Asn His

cta tgt
Leu Cys
100

atg gtg
Met Val

tgt cct
Cys Pro

gag acc
Glu Thr

Phe Leu Leu

Thr Lys Gly

Gly Pro His

20

Ala Arg Met

35

Leu Arg Asn

cag
Gln

gaa
Glu

agc
Ser

ttg
Leu
70

gac
Asp

ttg
Leu

agc
Ser

caa
Gln

atc
Ile
150

Ala

Lys

Gln

Glu

Ser

gtg
Val

gag
Glu

tec
Ser
55

tcc
Ser

ccce
Pro

ggt

Gly

gtg
Val

cct
Pro
135

gct
Ala

ccg
Pro

tat
Tyr
40

gag

Glu-

aac
Asn

agc
Ser

tge
Cys

cca
Pro
120

cct

Pro

gtg
val

-10

ctg gac
Leu Asp
25

gag cgg
Glu Arg

cca gcc
Pro Ala

aag agg
Lys Arg

cgc atc
Arg Ile
90

gtg aat
Val Asn
105

gtg ttc
Val Phe

cge cct
Arg Pro

ggt tgc
Gly Cys

Ile Ser Ile Phe

Arg Lys Gly Gln

10

Val Pro Leu Asp

25

Glu Tyr Glu Arg

40

Ser Glu Pro Ala

144

192

240

.288

336

384

432

480

528

543
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Lys
Ser
Pro
Pro
Ser
Gly

Thr

75

Lys

60
Leu
Ala
Phe

Gln

Pro

Lys
Ser
Asp
ThF

Val

45

125.

140

155

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222

<400
tgc
Cys

1

gcg
Ala

cgt
Arg

gac
Asp

gcc
Ala
65

gaa

Glu

gag
Glu

Cys

454
ADN
primata

CDS

Cys

Ile

Cys

Pro

Leu

Met

110

Pro

Arg

Phe

> (1)..(453)

> 5

gcg
Ala

.gce
Ala

gag
Glu

cgce
Arg
50

tac

Tyr

gce
Ala

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

cag
Gln
35

cgce

Arg

aga
Arg

tac
Tyr

gtg
Val

€gg
Arg

gtg
Val
20

gcg
Ala

ttc-

Phe

atc
Ile

tgc
Cys
cgc

Arg
100

ccg
Pro

ctc
Leu

cgc’

Arg

cgg
Arg

tcc
Ser

ctg
Leu
85

ttc
Phe

Glu

Trp

Gln

Val

Gln

Pro G
95

gag
Glu

agt
Ser

aac
Asn

acg
Thr

tac
Tyr
70

tgc
Cys

cgce
Arg

val

Gly

Glu

Arg

Arg

80

lu Ala

Asn
65

Tyr

Asp
Arg

val

145

gag
Glu

gce
Ala

gcg
Ala

ccc
Pro
55

gac

Asp

cgg
Arg

agc
Ser

cta
Leu

ttc
Phe

agc
Ser
40

acc

Thr

cecg
Pro

ggc
Gly

gce
Ala

Leu

Ser

Arg

Arg

Arg

130

Val

50

Gln

Ile

Cys

Ser

73

Leu Trp

Asn His

85

Leﬁ Cys

100

115

ctyg
Leu

cac
His
25

tgc
Cys

aac
Asn

gcg
Ala

tge
Cys

cct
Pro
105

Leu

Met

gag
Glu
10

cac
His

ccg
Pro

ctg
Leu

agg
Arg

ctg
Leu
90

gtc
Val

Met Vval
Cys Pro

Glu Thr

Leu S
70

Asp Pro

Leu Gly

Ser Val

Gln Pro

1

Ile Ala

150

cag ctg tac
Gln Leu Tyr

acg ctg cag
Thr Leu Gln

gca ggg ggc
Ala Gly Gly

45

cgc agc gtg

Arg Ser Val

60

tac ccc agg
Tyr Pro Arg

75

acc ggg ctg
Thr Gly Leu

tac atg ccc
Tyr Met Pro

55

er Asn

35

999
Gly

ctg
Leu

agg
Arg

tcg

Ser

tac
Tyr

tte
Phe

acc
Thr
110

Ser
Cys
Pro
120

Pro

Val

Lys Arg

Arg Ile

90

Val Asn

105

cgc
Arg
15

‘999

Gly

ccc
Pro

cce
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly
95

gte
Val

Val Phe
Arg Pro

Gly Cys

ctg
Leu

ccg
Pro

gcc
Ala

tgg
Trp

cct
Pro
80

gag
Glu

gtc
Val

48

96

144

192

240

288

336
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ctg
Leu

gcc
Al

aaa

aag
Lys
145

141 297/PT

cgc
Arg

tac

Tur
A ¥Y

130

gac
Asp

cgc
Arg
115

gtc

Val

gca
Ala

<210> ©
<211> 151
<212> PRT

acc
Thr

cce
Pro

acc atc

Thr I

gac
Asp

<213> primata

<400> ©
Cys Ala

Asp

1

Ala

Arg

Asp

‘Ala

65

Glu

Glu

Leu

Ala

Lys
145

Ala
Glu
Arg

50
Tyr
Ala
Asp
Arg
Tyr

130

Asp

Gly

Gln

35

Arg

Arg

Tyr

Val

Arg

115

Val

Ala

<210> 7

Arg

Val

20

Ala

Phe

Ile

Cys

Arg

100

Thr

Thr

Asp

<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

1385
ADN
primata

CDS

agc
Ser

Pro

Leu

Arg

Arg

Ser

Leu

85

Phe

Pro

Ile

Ser

(59) ..(664)

mat_peptide
(110)..(664)

Glu

Ser

Asn

Thr

Tyr

70

Cys

Arg

Ala

Pro

Ile
150

tgc gcc
Cys Ala
. 120

ggc
Gly

gtg
Val

135

ggc

Gly Cys
4 B

aac t.
Asn

Glu Leu Leu

Ala His

25

Phe

Ala Ser

40

Cys

Pro Thr Asn

Asp Pro Ala

Arg Gly Cys

Ala Pro

105

Ser

Cys Ala Gly

120 -

Val
135

Gly Cys

Asn

ggc
Gly

acc

Thr Cys

Glu

10
His
Pro
Leu
Arg
Leu

30
Val

Gly

Thr

74

tce
Ser

cgt
Arg

gtc
Val
140

Gln Leu

Thr Leu
Ala Gly

Ser
60

Arg
Tyr
75

Thr Gly

Tyr Met
Ser

Arg

Val
140

Cys

Pro

Tyr

Gln

Gly

45

val

Arg

Leu

Pro

Val

125

Pro

tac

- Tyr

-
Q

T Q

Gly
Leu

30
Arg
Ser
Tyr
Phe
Thr
110

Tyr

Glu

acc
Thr

gag
Glu

ccg gag
o Glu

Arg

Leu

15

Gly Pro

Pro Ala
Pro

Trp

Pro
80

Leu

Gly Glu

95

Val Val

Thr Glu

Pro Glu

384

432

454
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<400> 7
gcecgggeag gtggcgacct cgetcagteg gettcteggt ccaagtccce gggtctgg 58

atg ctg éta gce gge ttc ctg ctg gcg ctg ccg ccg age tgg gecc geg 106
Met Leu Val Ala Gly Phe Leu Leu Ala Leu Pro Pro Ser Trp Ala Ala
-15 -10 . -5

gge gcc ccg agg gcg ggc agg ¢gc cCC gcg c¢gg ccg cgg ggc tgc gcg 154
Gly Ala Pro Arg Ala Gly Arg Arg Pro Ala Arg Pro Arg Gly Cys Ala
-1 1 5 10 ) 15

gac cgg ccg gag gag cta ctg gag cag ctg tac ggg cgc ctg gcg gcc 202
Asp Arg Pro Glu Glu Leu Leu Glu Gln Leu Tyr Gly Arg Leu Ala Ala
20 25 30

gge gtg ctc agt gec ttc cac cac acg ctg cag ctg ggg ccg cgt gag 250
Gly Val Leu Ser Ala Phe His His Thr Leu Gln Leu Gly Pro Arg Glu
35 40 45 i

cag gcg cgc aac geg age tge ccg gca ggg ggc agg ccc gec gac cge 298
Gln Ala Arg Asn Ala Ser Cys Pro Ala Gly Gly Arg Pro Ala Asp Arg
50 55 60

cgc ttc cgg ccg ccec acc aac ctg cgc age gtg teg cee tgg gcc tac 346
Arg Phe Arg Pro Pro Thr Asn Leu Arg Ser Val Ser Pro Trp Ala Tyr
65 70 75

aga atc tcc tac gac ccg gcg agg tac ccc agg tac ctg cct gaa gcé 394
Arg Ile Ser Tyr Asp Pro Ala Arg Tyr Pro Arg Tyr Leu Pro Glu Ala
80 85 90 95

tac tgc ctg tgc cgg ggc tgc ctg acc ggg ctg ttc ggc gag gag gac 442
Tyr Cys Leu Cys Arg Gly Cys Leu Thr Gly Leu Phe Gly Glu Glu Asp
100 105 110

gty cgc ttc cgc age gec cct gtc tac atg ccc acc gtc gte ctg cge 490
Val Arg Phe Arg Ser Ala Pro Val Tyr Met Pro Thr Val Val Leu Arg
115 120 ) 125

cgc acc ccC gcc tgc gecc gge ggc cgt tcc gtc tac acc gag gcc tac 538
Arg Thr Pro Ala Cys Ala Gly Gly Arg Ser Val Tyr Thr Glu Ala Tyr
130 135 . 140

gtc acc atc ccc gtg gge tgce acc tgc gtc ccc gag ccg gag aag gac 586
Val Thr Ile Pro Val Gly Cys Thr Cys Val Pro Glu Pro Glu Lys Asp
145 : 150 . 155

gca gac agc atc aac tcc age atc gac aaa cag ggc gcc aag ctc ctg 634
Ala Asp Ser Ile Asn Ser Ser Ile Asp Lys Gln Gly Ala Lys Leu Leu

160 165 170 ) 175
ctg ggc ccc aac gac gcg ccc gct ggc cce tgaggccggt cctgccccgg 684
Leu Gly Pro Asn Asp Ala Pro Ala Gly Pro

180 185

gaggtctcce cggcccgecat cccgaggege ccaagotgga gocgectgga gggeteggte 744

ggcgacctct gaagagagtg caccgagcaa accaagtgcc ggagcaccag cgecgecttt 804



ccatggagac
aagcaagcag
gccegeatgg
tgctgegggt
tgctttttaa
atcaactgtt
acatttctta
attggaatcc
cctgtcaccq

actgaaggtc

<210> 8
<211> 202
<212> PRT

EP 1 141 297/PT

tcgtaagcag
cgtggctgga
agggtttgga
gcagggcegtg
agcaatctaa
ttgaatagag
acatataaac
ttggataaat
atggctgact

ttCacdgqcc

<213> primata

<400> 8
Met Leu

Val

Ala Gly

-15

Gly Ala
-1 1

Asp Arg

~Gly val

Gln Ala

Phe
" 65

Arg

Arg 1le

80

Tyr Cys

Val Arg

Arg Thr

Pro

Pro

Leu

Arg
50
Arg

Ser

Leu

Phe

Pro

Arg Ala

Glu Glu

20
Ser Ala
35

Asn Ala

Pro Pro

Tyxr Asp

Cys Arg

100
Arg Ser
115

Ala Cys

130

Val Thr

145

Ala Asp

160

Leu Gly

Ile

Ser

Pro

Pro Val

Ile Asn

Phe

Gly

Leu

Phe

Ser

Thr

Pro

85

Gly

Ala

Ala

Gly

Ser

cttcatctga
agctgatggg
aaagttcacg
actcaccgct
aaataataat
gcagagctat
atcgtttttt
tttgtagctg
gatgaaatgg

tccaggectc

Leu
-10

Leu

Arg Arg

Leu Glu.

His His

Pro
55
Leu

Cys

Asn
70

Ala Arg

Cys Leu

Pro Val

Gly Gly

135
Cys Thr
150

Ser Ile

165

Asn Asp

180

Ala

Pro Ala

76

‘cacgggcatc
aaacgacccg
gaggctccct
gggtgcettge
aagtatagcg
tttatattat
acttcttetg
gtacactctg
acacgtctca

gtgccgaatt

Ala Leu Pro

Pro Ala Arg

10
Gln Leu
25

Tyr

Thr
40

Leu Gln

Ala Gly Gly

Arg Ser Val

Tyr Pro Arg

90
Thr

Gly Leu

105
Tyr Met
120

Pro

Arg Ser Val

Cys Val Pro

Asp Lys Gln

170

Gly Pro

185

cctggettge
gcacgggcat
gaggagecte
caaagagata
actatatacc
caaatgagag
gtagaatttt
gcctgggtcet
tctgacccac

o]

Pro Ser

Pro Arg
Gly Arg

Leu Gly

Trp

Gly

Leu

Pro

ttttagctac
cctgtgtgeg
tcagatcggc
gggacgcata
tacttttaaa
ctactctgtt
ttaaagcata
ctgaattcag

tcttecttee

Ala Ala

Ala
15

Cys

Ala
30

Ala

Arg Glu

45

Pro
60
Pro

Arg

Ser
75

Tyr Leu

Phe Gly

Thr Val

Ala.

Trp

Pro

Glu

val

Asp Arg

Ala Tyr

Glu Ala

95

Glu
110

Asp

Leu Arg

125

Thr
140

Tyr

Glu
155

Pro

Gly Ala

Glu

Glu

Lys

Ala Tyr

Lys Asp'

Leu Leu

175

864
924
984
1044
1104
1164
1224
1284
1344

1385
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

77

9

133
ADN
roedor

CDS
(1)..(132)

9

.ttt ccg aga tac ctg ccc gaa gcc tac tge ctg tgc cga ggc tgt ctg 48
Phe Pro Arg Tyr Leu Pro Glu Ala Tyr Cys Leu Cys Arg Gly Cys Leu

1

5 10 - 15

acc ggg ctc tac ggt gag gag gac ttc cgc ttt cgc age gca cee gte 96
Thr Gly Leu Tyr Gly Glu Glu Asp Phe Arg Phe Arg Ser Ala Pro Val

20 25 30
ttc tct ccg gcg gtg gtg ctg cgg cge acg geg gec t 133
Phe Ser Pro Ala Val Val leu Arg Arg Thr Ala Ala
35 40
<210> 10
<211> 44
<212> PRT
<213> roedor
<400> 10
Phe Pro Arg Tyr Leu Pro Glu Ala Tyr Cys Leu Cys Arg Gly Cys Leu
1 : 5 10 15
Thrley Leu Tyr Gly Glu Glu Asp Phe Arg Phe Arg Ser Ala Pro val
© 20 25 30
Phe Ser Pro Ala Val Val Leu Arg Arg Thr Ala Ala
35 ’ 40
<210> 11
<211> 1143
<212> ADN
<213> roedor
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(615)
<220>
<221> mat_peptide
<222> (73)..(615)
<400> 11

atg ttg ggg aca ctg gtc tgg atg ctc ctc gtc ggec ttce ctg ctg gca 48
Met Leu Gly Thr Leu Val Trp Met Leu Leu Val Gly Phe Leu Leu Ala



EP

ctg
Leu

gcg

Ala

ctg
Leu

25

ctg
Leu

999
Gly

agc
Ser

ceg
Pro

ggg
Gly
105

tct

Ser

tct
Ser

gtg
Val

aag
Lys

141

gcg
Ala

cgg
Arqg
10

tac
Tyr

cag
Gln

ggc
Gly

gtg
Val

agg
Arg
20

ctc
Leu

cca
Pro

gtg
val

ccce
Pro

ctg
Leu
170

297/PT

ccg
Pro

ccg
Pro

0 Q
Le]

cte
Leu

agg
Arg

tcg
Ser

78
el

tac
Tyr

tac
Tyr

gcc
Ala

tac
Tyr

gag
Glu
155

ctg
Leu

gactgcccge
accccatgat
tatatttttce
tttcatatta
atcacacaca

tgaacttcct

taaggtgata
agggatgtgg

aactttataa

ggc
Gly
-5

cgg
Arg

cgg

Arg
g

999
Gly

gce
Ala
60

cee
Pro

ctg
Leu

999
Gly

gtg
Val

gcc
Ala
140

ccg
Pro

ctg
Leu

-20

cgce
Arg

tgg
Trp

cece
Pro

gag
Glu

gtg
Val
125

gaa
Glu

gac
Asp

999
Gly

gcg
Ala

tgc

Cys’

Ala

cge
Arg

gac
Asp

gcg
Ala

gaa
Glu

gag
Glu
110

ctg

Leu

cac
His

aag
Lys

ccc
Pro

gcg
Ala

gcg
Ala

g gcc

Ala

gag
Glu

cgce
Arg

tac
Tyr

gce
Ala
95

gac
Asp

cgg
Arg

tac
Tyr

tce
Ser

gce
Ala
175

ggc
Gly
-1

gac
Asp

ggc

cag
Gln

cgc
Arg

agg
Arg

£en
[=3V)

tac
Tyr

tte
Phe

cgc
Arg

atc
Ile

gcg
Ala
160

gac
Asp

gcg
Ala

cgg
Arg

gtg
Val

gcg
Ala

tte
Phe

att
Ile

tgc
Cys

cgc

Arg

aca.-

Thr

acc
Thr
145

gac

Asp

agg
Arg

-15

ctyg
Leu

cca
Pro

ctc
Leu

cgc
Arg
50

cgg
Arg

tcc
Ser

ctg
Leu

ttt
Phe

gcg
Ala
130

atc

Ile

agt
Ser

cct
Pro

78

agg
Arg

gag
Glu

agc
Ser

35

aat
Asn

cca
Pro

tac
Tyr

tgc
Cys

cge
Arg
115

gce

Ala

ceg
Pro

gcg
Ala

gcg
Ala

catggcccag cttecctgcat gecatcaggtce

ccctggecge tgectaattt ttccaaaagg

aaagtagaca ctacatatct acaactattt

gtaatttaga gcaagcatgt tgtttttaaa

tcecgtttte ctctagtagg attcttgagt

tetgectgcac tgtgecectgt ccctgagtcet

atgagtgctc cggatctggg cacctaaggt

qggégctagg aaccaagcgc cecctttgtte

agattaaagt ttttggtgtt attctttc

acc
Thr

gag
Glu
20

gce
Ala

gce
Ala

cce
Pro

gac
Asp

cga
Arg
100

agc
Ser

tgc
Cys

gtg
Val

aac
Asn

999
Gly

180

999
Gly

ctc
Leu

tte
Phe

agc
Ser

acc
Thr

cct
Pro

agg

Arg

ctg
Leu

cac
His

tgc
Cys

aac
Asn

gct
Ala

g5 -

[oRe]

ggc
Gly

aca
Thr

gcg
Ala

ggc
Gly

tcc
Ser
165

cge
Arg

tgc
Cys

CcccC
Pro

ggc
Gly

tgc
Cys
150

agc
Ser

~10

cge
Arg

gag
Glu

cac
His

ccg
Pro
55

ctg
Leu

cge
Arg

ctg
Leu

gtc
Val

ggc
Gly
135

acc

Thx

atg
Met

ccg
Pro

cag
Gln

acg
Thr

gce
Ala

cgc
Arg

ttt
Phe

acc
Thr

ttc

Phe
120

cgc

Arg

tgc
Cys

gac
Asp

tgatgccggg

ccetggecct
acagctacat
tgaatagtgg
cttetttgat
gcataattgt

ctectgtgge

ctccaggtcce

tttagcttat

gacaaaaccce
aagctttaaa
cagaaactat
atacaagcac
agtgctcaga

ccaagcttac

ctggagaggg

ggatggtctt

96

144

2490

336

384

480

528

576

625

685

745

805

865

925

985

1045

1105

1143
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met

Leu

Ala

Leu
Gly
Ser
Pro
Gly

105

Ser

Ser

.Val

Lys

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

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

12

205
PRT
roedor

12

Leu

Ala

Gly
Val
Arg

90
Leu
Pro
Val

Pro

Leu
170

13
504
ADN

Gly

Pro

Pro

[4
—
<

Leu

Arg

Ser

75
Tyr
Tyr
Ala
Tyr
Glu

155

Leu

Thr
Gly
-5

Arg

Ala

60
Pro
Leu
Gly
Val
Ala
140

Pro

Leu

primata

CDS

Leu
~20
Arg

Asp

Pro

45
Ala
Trp
Pro
Glu
Vva-l
125
Glu

Asp

Gly

(19)..(501)

mat_peptide
(67)..(501)

Val

Ala

Cys

u Ala

Arg

Asp

Ala

Glu

Glu

110

Leu

His

Lys

Pro

Trp

Ala

Ala

15

Glu

Arg

Tyr

Ala

95

Asp

Arg

Tyr

Ser

Ala
175

Met

Gly
-1

Asp

Gly

Cln
Arg
Axg

80
Tyr
Phe
Arg
Ile
Ala

160

Asp

Leu’

Ala

Arg

Val L

Ala

Phe

65

Ile

Cys

Arg

Thr

Thr

145

Asp

Arg

79

Leu
-15

Leu

Pro

Arg
50

Arg

‘Ser

Leu
Phe
Ala
130
Ile

Ser

Pro

Val

Arg

Glu

Ser A

35

Asn
Pro
Tyr
Cys
Arg
115
Ala
Pro

Ala

Ala

Gly

Thr

Glu

20

Ala

Pro

Asp

Arg

100

Ser

Cys

Val

Asn

Gly
180

Phe

Gly

Leu

Phe

Ser

Thr

Pro

85

Gly

Thr

Ala

Gly

Ser

165

Arg

Leu

Arg

Leu

His |

Cys

Asn

70

Ala

Cys

Pro

Gly

Cys

150

Ser

Leu
_10
Arg

Glu

Pro

55
Leu
Arg
Leu
Val
Gly
135

Thr

Met

Ala
Pro

Gln

‘Ala

Arg
Phe
Thr
Phe
120
Axg
Cys

Asp
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<400> 13

tgagtgtgca gtgccagc

atg
Met
-5

999
Gly

cct
Pro

. gecc
Ala

tat
Tyx
60

gcc
Ala

atg
Met

ttc
Phe

tgc
Cys

cgg
Arg
140

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

gga
Gly

cag
Gln

ccc
Pro

agt
Ser
45

gag
Glu

cgt
Arg

gac
Asp

tac
Tyr

ctg
Leu
125

ccc
Pro

14

acc
Thr

gac
Asp

cta
Leu
30

gaa
Glu

ttg
Leu

tgc
Cys

ccc
Pro

cgg
Arg
110

gag
Glu

cgt
Arg

lol
PRT
primata

e

cac
His

acc
Thr
15

gag
Glu

gat
Asp

gac
Asp

ctg
Leu

cgg
Arg
95

cgg
Arg

cgc
Arg

gtg
Val

acc
Thr
-1

tct

Ser

cct
Pro

gga
Gly

aga
Arg

tgc
Cys
80

ggc
Gly

cca
Pro

agg
Arg

atg

Met-

atg
Met

tac
Tyr

gag
Glu

gct
Ala

ccc
Pro

gac
Asp
65

ccg
Pro

aac
Asn

tgc
Cys

ctg
Leu

gge
Gly
145

tac
Tyr
~15

agc
Ser

gag
Glu

agqg
Arg

cte
Leu
50

ttg

Leu

cac
His

tcg
Ser

cat
His

tac
Tyr
130

tag

.cag

Gln

cac
His

ctg
Leu

cce
Pro
35

aac
Asn

‘aac

Asn

tgc
Cys

gag
Glu

ggc
Gly
115

cgt
Arg

gtg
Val

tgg
Trp

ctg
Leu
20

aac
Asn

agc
Ser

cgg

‘Arg

gtc
Val

ctg
Leu
100

gag
Glu

gtt
Val

gtt
Val

ccce
Pro

agg
Arg

cgc
Arg

agg
Arg

ctc
Leu

agc
Ser
85

ctc

Leu

aag
Lys

tce
Ser

80

gca
Ala

agce
Ser

tgg
Trp

cac
His

gcc
Ala

cce
Pro
70

cta
Leu

tac
Tyr

ggc
Gly

tta
Leu

ttc
Phe
-10

tgc
Cys

agc
Ser

cca
Pro

atc
Ile
55

cag
Gln

cag
Gln

cac
His

acc
Thr

gct
Ala
135

ttg
Leu

tgc
Cys

act
Thr

gag
Glu
40

tece
Ser

gac
Asp

aca
Thr

aac
Asn

cac
His
120

tgt
Cys

gca
Ala

cce
Pro

gtg
Val
25

tcc
Ser

cccC
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

cag
Gln
105

aag

Lys

gtg
Val

atg
Met

agce
Ser
10

cct
Pro

tgt
Cys

tgg
Trp

tac
Tyr

tcc
Ser
30

act

Thr

ggc
Gly

tgt
Cys

gtc
vVal

aaa
Lys

gtg
Val

agg
Arg

aga
Arg

cac
His

75
cac

His

gte
val

tac
Tyr

gtg
val

Met Tyr Gln Val Val Ala Phe Leu Ala Met Val Met Gly Thr His Thr

-15

-10

-5

-1

51

99

147

195~

243

291

339

387

435

483

504
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Tyr

Glu

Ala

Pro

Asp
65

Pro

Asn

Cys

Leu

Gly
145

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

<220>
<221>
<222>

<400>

Ser

Glu

Arg

Leu

297/PT

His

Leu

Pro

35

Asn

50

Leu

His

Ser

His

Tyr
130

Asn

Cys

Glu

Gly

115

Arg

15

620
ADN
roedor

CDS
(1)..(432)

15

CGG CAC AGG
Arg His Arg
1

ATC TGT
Ile Cys

CTG CAG
Leu Gln

TGG AGC
Trp Ser

TAC CAC
Tyr His

65

ATC
Ile

GGC
Gly
35

TAT
Tyr

GCT
Ala

Trp

Leu
20

Asn

Ser

Arg

Val

Leu
100

Glu

Val

CGG
Arg

CCC
Pro
20

CAG
Gln

GAG
Glu

CGA
Arg

Pro
Arg
Arg
Arg
Leu
Ser

85
Leu

Lys

Ser

CAC
His
cce
Pro

CAA
Gln

TTG
Leu

TGC
Cys

Ser

Trp

His

Ala

Pro

70

Leu

Tyr

Gly

Leu

Lys

Cys

Ser

Pro

Ile

55

Gln

Gln

His

Thr

Ala
135

GCC
Ala

AGA GCC
Arg Ala

GGA
Gly

TGG
Trp

GAC AGG

Asp Arg

CTG

55

TGC

Leu Cys

70

CGG
Arg

TCT
Ser

Cys

Thr

Glu

40

Ser

Asp

Thr

Asn

His

120

Cys

CCT
Pro

40

GAC
Asp

cca
Pro

AGA
Arg

GAG
Glu

CTC
Leu

TTG
Leu

CAC
His

Pro

val

25

Ser

Pro

Leu

Gly

Gln

105

Lys

Val

GTG
val
10

CCA

Pro

AAC
Asn

AAT
Asn

TGC
Cys

Ser

10
Pro
Cys
Trp
Tyr
Ser

30
Thr

Gly

Cys

GCT
Ala

CAC
His

AGC
Ser

CGG
Arg

GTC
val

81

Lys
Val
Arg
Arg
His
75
His
_vél
Tyr

Val

75

GAA
Glu

CCA
Pro

AGG
Arg

GTC
Val
60

ACG
Thr

Gly

Pro

Ala

Tyr

60

Ala

Met

Phe

Cys

Arg
140

GTG
Val

CCA
Pro

GCC
Als I
45

cccC

Pro

CTa
Leu

Gln

Pro

Ser

45

Glu

Arg

Asp

Tyr

Leu

125

Pro

Asp T

Leu G
30

Glu A

hr Ser
15

lu Pro

sp Gly

Leu Asp Arg

Cys Leu Cyé

Pro A

Arg A
110

Glu A

80

rg Gly
95 .

rg Pro

rg Arg

Arg Val Met

GAG CTC
Glu Leu

15

CGC AGA
Arg Arg

30

ATC TCT

le Ser

CAG GAC
Gln Asp

CAG ACA
Gln Thr

TGC
Cys

ATC
Ile

CCT
Pro

TGG
Trp

GGC
Gly
80

48

96

192

240



EP 1

TCC
Ser

ACG
Thr

GCT
Ala

TGT
Cys

TGAATGCCGG GTGGGAGAGA GGGCCAGGTG TACATCACCT

AGCCTGCAAA GCCTACCTGA AGCAGCAGGT CCCGGGACAG

TCTGACTTTT

141 297/PT

CAC
His

GTC
Val

ACT
Thr

GCG
Ala
130

ATG
Met

TTC
Phe

GCT
Ala
115

GCC
Ala

TGCTGTTG

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

<400>

- Arg

1

Ile
Leu
Trp
Tyr

65

Ser
Thr
Ala
Cys
<210>
<211>

<212>
<213>

16

144
PRT
roedor

16

GAC
Asp

TAC
Tyr
100

TGG
Trp

CCG

CCG
Pro
85

CGG
Arg

AGC
Ser

GGT

CTG
Leu

CGG
Arg

GCA
Ala

CAT

Pro Gly His

-His Arg Arg

Cys
Gln
Ser

50
His
His
val
Thr

Ala
130

17

Ile

Gly

35

Tyr

Ala

Met

Phe

Ala

115

Ala

985
ADN
roedor

Pro

20

Gln

Glu

Arg

Asp

Tyr

100

Trp

Pro

His

Pro

G1ln

Leu

Cys

Pro

Lys

Leu

Arg

Gly

Asp

GGC
Gly

CcCA
Pro

GGT
Gly

GGC
Gly
135

Ala

Ala

Arg

Trp

ARC
Asn

TGC
Cys

CTA
Leu

TCC
Ser

ATG
Met
105

CCG
Pro

120 .

TTA
Leu

Arg

Ser

Pro

GTC
val

Arg

Glu

GTC
val

GCG
Ala

AGT
Ser

ATG
Met

GCACTTTTTG GAGCATTTTG GGAAGAGCAG

82

CCA CTT TAC
Pro Leu Tyr

AGG RAG GTA
Arg Lys Val

CTC CTT GGC
Leu Leu Gly

125

CTC ACC ATC
Leu Thr Ile Cys
140

Val Ala

10

25

40

55

70

85

Arg

Ser

Gly

His

Leu

Arg

Ala

Gly

Gly
135

Cys

Pro

Gly

Asp

Pro

Asn

Cys

Leu

Leu

Leu

His

Ser

Met

Pro His

Asn Ser

Asn Arg

Cys Val

75

Val Pro

90

105

120

Leu

Pro

Val

Ala Arg

Ser Leu

Met Leu

Glu Val

Pro Pro

Arg Ala

val Pro

60

Thr Leu
Leu Tyr
Lys Val

Leu Gly

CAC
His

cccC
Pro
110

TTG
Leu

TGC

Glu

Arg

30

Ile

Gln

Gln

His

Pro

AAC
Asn

ATC
Ile

TGT
Cys

CTG
Leu

110

125

Thr Ile

140

Leu

Cys

CAG
Gln

GCC
Ala

GTG
Val

AGG
Arg

GCCAATGCGG GCCGGGTTCA
GATGGAGACT TGGGGAGAAA

GTTCGCTTGT GCTGTAGAGA

Leu Cys
15

Arg Ile

Ser Pro

Asp Trp

Thr Gly

80

Asn Gln
95
Ile Ala

Cys Val

Leu Arg

288

1336

384

432

492

552

612

620
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<220>
<221> CDS
<222> (1)..(507)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (49)..(507)

<400> 17

atg tac cag gct gtt gca ttc ttg gca atg atc gtg gga acc cac acc 48
Met Tyr Gln Ala Val Ala Phe Leu Ala Met Ile Val Gly Thr His Thr
-15 -10 -5 -1

gtc agc ttg cgg atc cag gag ggc tgc agt cac ttg ccc agc tgc tgce 96
Val Ser Leu Arg Ile Gln Glu Gly Cys Ser His Leu Pro Ser Cys Cys

ccc agc aaa gag caa gaa ccC C©Cg gag gag tgg ctg aag tgg agc tct - 144
Pro Ser Lys Glu Gln Glu Pro Pro Glu Glu Trp Leu Lys Trp Ser Ser
' 20 - 25 30

gca tct gtg tcc cec cca gag cct ctg age cac acc cac cac gca gaa 192
‘Ala Ser Val Ser Pro Pro Glu Pro Leu Ser His Thr His His Ala Glu
35 40 45

tcc tgc agg gcc agce aag gat ggc ccc ctc aac agc agg gcc atc tct 240
Ser Cys Arg Ala Ser Lys Asp Gly Pro Leu Asn Ser Arg Ala Ile Ser
50 55 60 )

cct tgg agc tat gag ttg gac agg gac ttg aat cgg gtc ccc cag gac 288
Pro Trp Ser Tyr Glu Leu Asp Arg Asp Leu Asn Arg Val Pro Gln Asp
65 . 70 : 75 80

ctg tac cac gct cga tgc ctg tge cca cac tgc gtc agc cta cag aca 336
Leu Tyr His Ala Arq Cys Leu Cys Pro His Cys Val Ser Leu Gln Thr
85 ’ 90 95

ggc tce cac atg gac ccg ctg ggc aac tcc gte cca ctt tac cac aac 384
Gly Ser His Met Asp Pro Leu Gly Asn Ser Val Pro Leu Tyr His Asn
100 . 105 110

cag acg gtc ttec tac cgg cgg cca tgc cat ggt gag gaa ggt acc cat 432
Gln Thr Val Phe Tyr Arg Arg Pro Cys His Gly Glu Glu Gly Thr His
115 120 125

cgc cgc tac tge ttg gag cge agg ctc tac cga gtc tcc ttg get tgt' 480
Arg Arg Tyr Cys Leu Glu Arg Arg Leu Tyr Arg Val Ser Leu Ala Cys

130 ’ 135 140
gtg tgt gtg cgg ccc cgg gtc atg gect tagtcatgct caccacctge 527
Val Cys Val Arg Pro Arg Val Met Ala
145 150

ctgaggctga tgcccggttg ggagagaggg ccaggtgtac aatcaccttg ccaafgcggg 587
ccgggttcaa gccctccaaa gcecctacctg aagcagcagg ctcccgggac aagatggagg 647

acttggggag aaactctgac ttttgecactt tttggaagca cttttgggaa ggagcaggtt 707



ccgettgtge
cctgetgace
acaggcactt
ctctgegtge

gaaagtgaag
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tgctagagga
ctggaagcca
tctccacctce
agccaggtgt

agatttatcc

tgctgttgtg
tactcctgge
tcceectttg
aattgecttg

aaataaacat

84

gcatttctac
tccttteecce
ccttttgttg
aaggatggtt

ctgtgttt

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

<400>
Met

Val
1

Pro

Ala

Ser

Pro

65

Leu

Gly

Gln

Arg

Val
145

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

<220>
<221>
<222>
<223>

18

169
PRT
roedor

18
Tyr

~-15
Ser
Ser
Ser
Cys

50
Trp
Tyr
Ser
Thr
Arg

130

Cys

19
521
ADN

Gln
Leu
Lyé
val

35
Arg
Ser
His
His
Val
115

Tyr

Val

Ala
Arg
Glu

20
Ser
Ala
Tyr
Ala
Met
100
Phe
Cys

Arg

primata

vVal

Ile

Gln

Pro

Ser

Glu

Arg

85

Asp

Tyx

Leu

Pro

misc_feature
(1)..(521)

nota= "n pode ser a,

Ala
Gln
Glu
P?o
Lys
Leu

70
Cys
Pro
Arg

Glu

Arg
150

Phe
-10
Glu
Pro
Glu
Asp
.55
Asp
Leu
Leu
Arg
Arg

135

Val

Leu
Gly
Pro
Pro

40
Gly

Arg

Cys

Gly

Pro
120

Arg

Met

Cr

Ala
Cys
Glu

25
Leu
Pro
Asp
Pro
Asn
105
Cys

Leu

Ala

Met

Ser

10

Glu

Ser

Leu

Leu

His

90

Ser

His

Tyr

g ou

Ile

His

Trp

His

Asn

Asn

75

Cys

Val

Gly

Arg

t"

tcaggaacgg
tgaatccccec
tgtttgtttg

ctgaggtgaa

Val Gly Thr

Leu Pro Ser

Leu Lys Trp

30

Thr His His

45
Ser Ala
60

Arg

Arg Val Pro

Val Ser Leu

Pro Leu Tyr

110
Glu Glu
125

Gly

Val
140

Ser Leu

actccaaagq.

aactcctggce
tgcatgccaa

agctgttatc

His

Cys
15

Ser

Ala

Ile
Gln
Gln

95
His

Thr

Ala

Thr
-1

Cys

Ser

Glu
Ser
Asp

80

Thr

Asn

His

Cys

167

827

887

947

985
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<400> 19
gacacggatg aggaccgcta tccacagaag ctggcctteg ccgagtgect gtgcagaggce 60
tgtatcgatg cacggacggg ccgcgagaca gctgcgctca actcecgtgeg gctgctccag 120
agcctgctgg tgetgegecg ccggecctge tcccgcgacg getcgggget ccccacacct 180
ggggcectttg ccttccacac cgagttcatc cacgtccccg tcggctgcac ctgcgtgetg 240
cccegttcaa gtgtgaccge caaggcegtg gggeccttag ntgacaccgt gtgctcccca 300
gagggacccc tatttatggg aattatggta ttatatgctt cccacatact tggggctgge 360
atccegnget gagacagccc cctgttctat tcagcetatat ggggagaaga gtagactttce 420
agctaagtga aaagtgnaac gtgctgactg tctgectgteg tnctactnat gctagcccga 480
gtgttcactc tgagcctgtt aaatataggc ggttatgtac c 521
<210> 20
<211> 521
<212> ADN
<213> primata
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(369)
<220>
<221> misc_feature
<222> (281)
<223> nota= "os nucledtidos 281, 367, 437, 462 e 468 estao
indicados c¢; cada um pode alternativamente ser a, g, ou t; o
aminodcido traduzido depende do cddigo genético"
<400> 20
gac acg gat gag gac cgc tat cca cag aag ctg gcc ttc gcc gag tgce 48
Asp Thr Asp Glu Asp Arg Tyr Pro Gln Lys Leu Ala Phe Ala Glu Cys
1 ’ 5 10 15
ctg tgc aga ggc tgt atc gat gca cgg acg ggc cgc gag aca gct gcg 96
Leu Cys Arg Gly Cys Ile Asp Ala Arg Thr Gly Arg Glu Thr Ala ‘Ala
20 25 : 30 .
ctc aac tcc gtg cggvbtg ctc caq agc ctg ctg gtg ctg cgc cgc cgg 144
Leu Asn Ser Val Arg Leu Leu Gln Ser Leu Leu Val Leu Arg Arg Arg
35 40 45
cce tge tec cge gac gge tcg ggg cte ccc aca cct ggg'gcc ttt gcc 192
Pro Cys Ser Arg Asp Gly Ser Gly Leu Pro Thr Pro Gly Ala Phe Ala.
50 55 60
ttc cac acc gag ttc'atc cac gtc ccc gtec ggc tgc acc tgc gtg.ctg 240
Phe His Thr Glu Phe Ile His Val Pro Val Gly Cys Thr Cys Val Leu
65 70 75 ) 80
cce cgt tca agt gtg acc gcc aag gocc gtg ggg ccc tta ‘get gac acc 288
Pro Arg Ser Ser Val Thr Ala Lys Ala Val Gly Pro Leu Ala Asp Thr
85 80 95
gtg tgc tcc cca gag gga ccc cta ttt atg gga att atg gta tta tat 336
Val Cys Ser Pro Glu Gly Pro Leu Phe Met Gly Ile Met Val Leu Tyr
100 105 110
gct tcc cac ata ctt ggg gct ggc atc ccg cgc tgagacagcc ccctgttcta 389
Ala Ser His Ile Leu Gly Ala Gly Ile Pro Arg ’
115 120
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86

ttcagctata tggggagaag agtagacttt cagctaagtqg aaaagtgcaa cgtgctgact 449

gtctgctgtc gtcctactca tgctageccecg agtgttcact ctgagcctgt taaatatagg 509

cggttatgta cc

<210> 21
<211> 123
<212> PRT
<213> primata
<400> 21
Asp Thr Asp Glu Asp
1 5
‘Leu Cys Arg Gly Cys
20
Leu Asn Ser Val Arg
35
Pro Cys Ser Arg Asp
50
Phe His Thr Glu Phe
65
Pro Arg Ser Ser Val
85
Val Cys Ser Pro Glu
100
Ala Ser His Ile Leu
115
<210> 22
<211> 1107
<212> ADN
<213> primata
<220>
<221> CDS
<222> (115)..(705)
<220>
<221> mat_peptide
<222> (166)..(705)
<400> 22

Arg

Ile

Leu

Gly

Ile

70

Thr

Gly

Gly

Tyrx

Asp

Leu

Ser

55

His

Ala

Pro

Ala

Pro Gln Lys
10

Ala Arg Thr
25

Gln Ser Leu
40

Gly Leu Pxro
Val Pro Val
Lys Ala Val

90

Leu Phe Met
105

Gly Ile Pro
120

Leu

Gly

Leu

Thr

Gly

75

Gly

Gly

Arg’

Ala

Arg

Val

Pro

60

Cys

Pro

Ile

Phe
Glu
Leu

45
Gly
Thr

Leu

Met

Ala

Thr

30

Arg

Ala

Cys

Ala

Val

110

Glu

15
Ala
Arg
Phe
Val
Asp

95

Leu

Cys

Ala

Arg

Ala

Leu

80

Thr

Tyr

521

gtgtggcctc aggtataaga gcggctgctg ccaggtgcat ggccaggtge acctgtggga 60

ttgccgecag gtgtgcagge cgctccaage ccagcectgce ccgectgecge cacce atg

Met

acg ctc ctc ccc ggc ctc ctg ttt ctg'acc tgg ctg cac aca tgc ctg

Thr Leu Leu -Pro Gly Leu Leu Phe Leu Thr

15

-10

Trp L

-5

eu His Thr Cys Leu

-1

117

165



EP 1

gcc
Ala

cca
Pro

cac
His

ctg
Leu

cce
Pro

gag
Glu

gac
Asp

ctg
Leu
cte
Leu

141

cac
His

cac
His

ctg
Leu

gtg
val
50

tca
Ser

gca
Ala

acg
Thr

tge
Cys

aac
Asn

- 130

cce
Pro
145

ttc
Phe

cce
Pro

tgc
Cys

cac
His

cgt
Arg

29

cat
His

tgc
Cys

ctg
Leu
35

tcc
Ser

gct
Ala

gac
Asp

gat
Asp

aga
Arg
115

tce
Ser

tce
Ser

acc
Thr

tca
Serxr

gectccecaga

cactaccctt

catctccage

ctgcagaaaa

ccttacccta

taccccﬁgtt

cc

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

23
19

7

PRT
primata

7/PT

gac ccc tee cte
Asp Pro Ser Leu

tac tcg get gag
Tyr Ser Ala Glu
20

gckt cga ggt gcc
Ala Arg Gly Ala

agce ctg gag gca
Ser Leu Glu Ala
535

acg acc cag tgc
Thr Thr Gln Cys
70

acc cac cag cgc
Thr His Gln Arg
85

gag gac cgc tat
Glu Asp Arg Tyr
100

gge tgt atc gat
Gly Cys 1Ile Asp

gtg cgg ctg ctc
Val Arg Leu Leu
135

c€gc gac ggc tcg
Arqg Asp Gly Ser
150

gag ttc atc cac
Glu Phe Ile His
165

agqg
Arg

gaa
Glu

aag
Lys
4Q

gca
Ala

ccg
Pro

tcc
Ser

cca
Pro

gca
Ala
120

cag

Gln

999
Gly.

gtc
val

999
Gly

ctg
Leu
25

tag
Trp

agc
Ser

gtg
Val

atc
Ile

cag
Gln
105

cgg
Arg

agce
Ser

ctc
Leu

ccc
Pro

cac
His
10

cce
Pro

999
Gly

cac
His

ctg
Leu

tca
Ser
90

aag
Lys

acg
Thr

ctg
Leu

ccc
Pro

gtc
Val
170

87

ccc
Pro

ctc
Leu

cag
Gln

agg
Arg

cgg
Arg
75

cce
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

aca
Thr
155

ggc
Gly

cac
His

ggce
Gly

gct
Ala

999
Gly
60

ccg
Pro

tgg
Trp

gcc
Ala

cgc
Arg

gtg
Val
140

cct

Pro

tgc
Cys

agt
Ser

cag
Gln

ttg
Leu
45

agg
Arg

gag
Glu

aga
Arg

tte
Phe

gag
Glu
125

ctg

Leu

999
Gly

acc
Thr

cac
His

gce
Ala
30

cct
Pro

cac
His

gag.

Glu

tac
Tyxr

gce
Ala
110

aca

Thr

cgce
Arg

gcc
Ala

tgc
Cys

g9t
Gly
15

cccC
Pro

gta
Val

gag
Glu

gtg
val

cgt
Arg
95

gag
Glu

gct
Ala

cgc
Arg

ttt
Phe

gtg
Val
175

gtg tgaccgeega ggccgtygggg cccctagact ggacacgtgt

Val
180

gggcaccécc tatttatgtg

ggggtctggg cattccecgt

ctcagtagtt
ggtgtcacac
tcactggcect

tcttaaacaa

gggggtagaa
ggctgcctgt
caggcccecg

ttatttaagt

tatttattag

gtetggagga

ggagctcagce

accttggcte

caggetgect

gtacgtgtat

tatttatatg

cagccccceca

acctettcea

cctgtectge

cttcecaace

tattaaactg

cctcceccaa
ctgttctcct
gcccttaaag
tceceggette
tccttggaag

atgaacacat

ace
Thr

cca
Pro

dgece
Ala

agg
Arg

ttg
Leu
80

gtg
Val

tgc
Cys

gcg
Ala

<99

Arg

gcc
Ala
160

ctg
Leu

213

309

453

645

693

745

925
985
1045

1105

1107
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<400>
Met

Leu
-1

‘Thr
Pro
Ala
Arg
Leu
- 80

Val
Cys
Ala
Arg
Ala

160

Leu

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

23

Thr Leu

~15

Ala
1

His
Pro His
Leu

His

Val
50

Leu

Pro Ser

65

Glu Ala

Asp Thr

Leu Cys

Leu Asn

130

Pro
145

Cys

Phe. His

Pro Arg

24

403

ADN
primata

Leu
His
Cys
Leu

35
Ser
Ala
Asp
Asp
Arg
115
Ser
Ser

Thr

Ser

Pro

Asp

Tyr

20

Ala

Ser

Thr

Thr

Glu

100

Gly

val

_Arg

Glu

Val
180

misc_feature

(1)..(403)
nota= "n pode ser a,

24

Gly Leu

Leu

88

Phe Leu

~-10

Pro Ser

Ser Ala
Arg Gly

Leu Glu

Leu

Glu

Ala

Ala

Arg Gly

Glu Leu

25

Lys
40

Trp

Ala Ser

55

Thr Gln

70
His Gln
85

Asp Arg

Cys Ile

Arg Leu

Cys

Arg

Tyr

Asp

Leu

Pro Val

Ile

Ser

Gln
105

Pro

Ala
120

Arg

Gln Ser

135

Asp Gly

150

Phe
165

Ile

gagaaagage ttcctgcaca aagtaagcca

tggcccagece
ggcggcagcet
ccegectgtg
cgtttccatg
ttgggacccce
tatcaatgct

atggtcaagt
cggaaaatce
ccaggaggta
tcacgtaaca
aaccggtacc
caaggaaagqg

acttgectgcet
ccaaagtagg
gtatgaagct
tcgagagecg
cctcgaagtt
aagacatctn

Ser

His

Cr

Gly Leu

Val Pro

Thr

His

10

Pro

Gly

His

Leu

Ser

90

Lys

Thx

Leu

Pro

Val

Leu
-5

Trp

Pro His

Leu Gly

Gln Ala

Arg Gly

60
Arg Pro
75

Pro Trp

Leu Ala

Gly Axg

Leu Val

140

Thr
155

Pro

Gly Cys

170

g, ou

ccagcgcaac

gtcgatattg
acatactttt
tgacattgge
ctccacctcee
gtacaggccce
catgaattcc

t"

atgacagtga

gggcttgcct
ttccaaaagc
atcatcaatg
ccctggaatt
aagtgtagga
gtc

His Thr Cys

Ser His Gly

15

Ala
30

Gln Pro

Leu Pro Val

45

Arg His Glu

Glu Glu Val

Axg Tyr Arg

95
Phe Ala
110

Glu

Glu
125

Thr Ala

Leu Arg Arg

Gly Ala Phe

Thr Val

175

Cys

agaccctgca

ttctgagtga
ctgagagttg
aaaaccagceg
acactgtcac
acttgggctg

60

120
180
240
300
360
403
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<210> 25
<211> 403
<212> ADN
<213> primata

<220>
<221> CDS
<222> (71)..(403)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (131)..(403)

<220>
<221> misc feature
<222> (1)..(403)

<223> nota= "n pode ser a, c, g, ou t; o aminodcido traduzido
depende do cédigo genético"

<400> 25

gagaaagagc ttcctgcaca aagtaagcca ccagcgcaac atgacagtga agaccctgca 60

tggcccagec atg gtc aag tac ttg ctg ctg tcg ata ttg ggg ctt gee 109
Met Val Lys Tyr Leu Leu Leu Ser Ile Leu Gly Leu Ala
-20 -15 -10

ttt ctg agt gag gcg gca gct cgg aaa atc ccc aaa gta gga cat act 157
Phe Leu Ser Glu Ala Ala Ala Arg Lys Ile Pro Lys Val Gly His Thr
-5 : -1 1 5

gt atg 205

Phe Phe Gln Lys Pro Glu Ser Cys Pro Pro Val

10 15 20

N Il T b T
ro Gly Gly

ttt ttc caa aag cct gag agt tgc ccg cct gtg cca gga ggt
P

aag ctt gac att ggc atc atc aat gaa aac cag cgc gtt tcec atg teca 253
Lys Leu Asp Ile Gly Ile Ile Asn Glu Asn Gln Arg Val Ser Met Ser
30 35 40

cgt aac atc gag agc cgc tcc acc tce ccc tgg aat tac act gtc act 301
Arg Asn Ile Glu Ser Arg Ser Thr Ser Pro Trp Asn Tyr Thr Val Thr
45 . 50 55

tgg gac ccc aac cgg tac ccc teg aag ttg tac agg ccc aag tgt agg 349
Trp Asp Pro Asn Arg Tyr Pro Ser Lys Leu Tyr Arg Pro Lys Cys Arg
60 65 ‘ 70

aac ttg ggc tgt atc aat gct caa gga aag gaa gac atc tnc atg aat 397
Asn Leu Gly Cys Ile Asn Ala Gln Gly Lys Glu Asp Ile Xaa Met Asn
75 80 85 '

tece gtc 403
Ser Val

<210> 26
<211> 111
<212> PRT
<213> primata
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<400>

Met
-20

Glu

Lys

Ile

Glu

45

Asn

Cys

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

<220>
<221>
<222>

<400>

26
val

Ala

Pro

Gly
30
Ser

Arg

Ile

27

784
ADN

Lys

Ala

Glu

15

Ile

Arg

Tyr

Asn

Tyr

Ala

-1

Ser

Ile

Ser

Pro

Ala
80

primata

CDS
(3)..(281)

27

Leu
Arg
Cys
Asn
Thr
Sér

65

Gln

Leu

=15

Lys

Pro

Glu

Ser

50

Lys

Gly

Leu

Ile

Pro

Asn

35

Pro

Leu

Lys

Ser

Pro

Val

20

Gln

Trp

Tyr

Glu

90

Ile Leu Gly

-10

Lys Val Gly

Pro Gly Gly

Arg Val Ser

Asn Tyr Thr

55

Arg Pro Lys

70

Asp Ile Xaa

85 "

Leu
His
Ser
Met

40
vVal
Cys

Met

Ala

Thr

Met

25

Ser

Thx

Arg

Asn

Phe

Phe

10

Lys

Arg

Trp

Asn

Ser
90

Leu

Phe

Leu

Asn

Asp

Leu

75

Val

tc gtg ccg tat ctt ttt aaa aaa att att ctt cac ttt ttt'gcc tcc
Val Pro Tyr Leu Phe Lys Lys Ile Ile Leu His Phe Phe Ala Ser

1
tat tac

Tyr Tyrx

ata gta
. Ile val

gga tgt
Gly Cys

a4gg gag
Arg Glu

ttg
Leu

aat
Asn

gtg
Val

tta
Leu

act
Thr

999
Gly

5

20

35

50

65

aac tac

aga
Arg

ttt

gga
Gly

act
Thr

tca

tca
Ser

tgt
Cys

gct
Ala

tgt

aga
Arg

tta
Leu

act
Thr

gtt
vVal

ctt

ccc
Pro

aag
Lys

gce
Ala

tat
Tyr

aat
Asn

tcg
Ser

gcec
Ala

ggt agt
Gly Ser

25

agt aca
Ser Thr

40

55

70

atc

tca
Ser

tta

ttc aga
Phe Arg

ctg att
Leu Ile

att ctc

10

ttt att
Phe Ile

gaa ttt
Glu Phe

agt cca
Ser Pro

aég cat
Lys His

cct
Pro

gat
Asp

cac
His

Trp

gaa
Glu

tgg gga
Gly

15

30

45

60

75

ata aca

ttg
Leu

gtc

act
Thr

ctg
Leu

att

aag
Lys

gce
Ala

tgt
Cys

Ser
-5

Gln

Asp

Ile

Pro

60

Gly

tac
Tyr

tgt
Cys

tgg
Trp

acc
Thr

47

95

143

191

239

281
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91

Asn Tyr Phe Ser Cys Leu Ile Leu Ile Leu Ile

80
£gatatttta
agaacaga;t
ttgttcgett
gagatacctg
cttccatggc
ccgaggctcet
tcacaattaa
ttatacattt

ctgggcaaaa

aaaaacccca
accatgtgtt
gccagggtac
aaatgacagg
cgctgcettgg
gagaattaac
ccatatacac
tagcaactat

gtgtaaaagt

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

<400>

Val Pro Tyr

1

Tyr Leu
Val Asn
-Cys Val

Glu Arg

65

Tyr Phe

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

<220>
<221>
<222>

<400>

28

93

PRT
primata

28

Leu

ﬁeu Gly
20

Thr Ser

Gly Cys

50

Thr Ala

Ser Cys

29

460

ADN
primata

CDS

Phe

Arg

Leu

Thr

Val

Leu
85

(1)..(189)

29

Lys

Pro

Lys

Ala

Tyr

Ile

85

gaaatctgag
gtatttcaga
cccacaaaa§
gtagcatcac
cagtctcttg
tgcttaaaga
atcttactgt
cttcaaaacc

ttg

Lys Ile

Asn

Gly

Ser
40

Ser

Ala
55

Phe

Ser Leu

70

Leu Ile

90
aaagagataa
ttttaattca
tgccaggeag
acétgagagq
ctgcatgcta
actgcettct
gcgaggtcecat

tgagctatag

Ile Leu His

10

Ser Phe Ile

25
Thr

Glu Phe

Arg Ser Pro

His
75

Ile Lys

Ile
90

Leu Thr

Thr Val Ile

agtggtttgc
tgtttgtectg
ggcattttca
ggtaaaggat
gcagagccac
dggagggagaa
tgagcaatac

ttgtattctg

Phe Phe

Pro Trp

Ala

Gly

tcaaggttat
attttaagtt
tgatgcactt
gggaacctac
tgtatatgtg
gagcacaaga
aggagggatt

cccecttect

Ser
15

Tyxr

Tyr Ile

30

Glu
45

Asp
His Thr
60

Leu Leu

val Ile

Lys

Ala

Cys

Cys Gly

Trp Arg

Thr Asn
80

gtg act gta ttg tgg gga cag gaa gca caa att ccc atg tgg atc act
Val Thr Val Leu Trp Gly Gln Glu Ala Gln Ile Pro Met Trp Ile Thr

1

5

10

15

341
401
461
521
581
641
701
761

784

48



tgg
Trp

ctt
Leu

gag
Glu
60

tcc
Ser

ctt
Leu
45

ggt
Gly

cct
Pro
30

agt

Ser

tgg
Trp

gct tcc
Ala Ser

tgt agg
Cys Arg

tcec
Ser

atétqgaagg tctctgaatce
ttgatacagt ggactttgga

cctgtggtgt gcaagccaga

Pro

Trp

Leu

Glu
60

Met

Ser

Leu

Gly

Trp
Pro
30

Ser

Trp

Ile Thr
15
Ala Ser

Cys Arg

Ser

EP 1 141 297/PT
92
agg aga gat aat aag tgg ggt cat ttc acc cct
Arg Arg Asp Asn Lys Trp Gly His Phe Thr Pro
. 20 25
aga ccc aaa gag gcc tac atg gca ttg tge tte
Arg Pro Lys Glu Ala Tyr Met Ala Leu Cys Phe
35 40
agg tgt gag ata caa tca ttt gcc tct gac ttt
Arg Cys Glu Ile Gln Ser Phe Ala Ser Asp Phe
50 55
tagcatgccc ctgaccagta gccccttaaa tacttcattg
ttcgtggget taatctacca ctctctgaag ttcttatgtce
tctgccatgt cttgctcatc cagttgttag catgatgtca
atctaagtgg ggagacactg gtaagtgacc aattacttca
tcaggaagcc tctacctgca cgacaacaca t
<210> 30
<211> 63
<212> PRT
<213> primata
<400> 30
Val Thr Val Leu Trp Gly Gln Glu Ala Gln Ile
1 5 10
Arg Arg Asp Asn Lys Trp Gly His Phe Thr Pro
20 : 25
Arg Pro Lys Glu Ala Tyr Met Ala Leu Cys Phe
35 40
Arg Cys Glu Ile Gln Ser Phe Ala Ser Asp Phe’
50 55
<210> 31
<211> 150
<212> PRT
<213> roedor
<400> 31

Met Cys Leu
1
Ala

Ala Val

Phe
35

Asn Asn

Ser Ser

50

Leu

Ser Thr Ser

Met Leu Leu

5
Leu Ile Pro
20
Leu Gln Asn

Lys Ala Ser

Pro Trp Thr

Leu

Gln

Val

55

Leu

Leu

Ser

Lys
40

Ser Arg

Ser

Leu
Ser
25

Val

Arg

Arg

Asn

10

Val

Asn

Pro

Asn

Leu
Cys
Leu
Ser

Glu

Glu

Pro

Lys

Asp

60

Asp

Ala

Asn

Val

45

Tyr

Pro

Thr

Ala

30

Ile

Leu

Asp

Val Lys

15

Glu Ala

Asn Ser

Asn Arg

Arg Tyr

96

189
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110

125

93
65 70 75
Pro Ser Val Ile Trp Glu Ala Gln Cys Arg His
85 ’ 90
Ala Glu Gly Lys Leu Asp His His Met Asn Ser
100 105
Glu Ile Leu Val Leu Lys Arg Glu Pro Glu Lys
115 120
Arg Val Glu Lys Met Leu Val Gly Val Gly Cys
130 135 140
Ile Val Arg His Ala Ser
145 150
<210> 32
<211> 147
<212> PRT
<213> roedor
<400> 32
Met Leu Leu Leu Leu Leu Ser Leu Ala Ala Thr Val Lys
1 5 10
Ile Ile Pro Gln Ser Ser Ala Cys Pro Asn Thr Glu Ala
20 25 .
Leu Gln Asn Val Lys Val Asn Leu Lys Val Phe Asn Ser
35 40 45
Lys Val Ser Ser Arg Arg Pro Ser Asp Tyr Leu Asn Arg
50 55 60
Pro Trp Thr Leu His Arg Asn Glu Asp Pro Asp Arg Tyr
65 70 75
Ile Trp Glu Ala Gln Cys Arg His Gln Arg Cys Val Asn
85 . 90
Lys Leu Asp His His Met Asn Ser Val Leu Ile Gln Gln
: 100 105
Val Leu Lys Arg Glu-Pro Glu Ser Cys Pro Phe Thr Phe
115 120 125
‘'Lys Met Leu Val Gly Val Gly Cys Thr Cys Val Ala Ser
130 : 135 140
Gln Ala Ala
145
<210> 33
<211> 155
<212> PRT

<213> primata

Ala
Lys
30

Leu
Ser
Pro
Ala
Glu
110

Arg

Ile

Ala
15

Asp
Gly
Thr
Ser
Glu
95

Ile

Val

Val

80

Gln Arg Cys Val Asn
Val Leu Ile Gln Gln
Cys Pro Phe Thr Phe

Thr Cys Val Ser Ser

Ala

Phe

Ala

Ser

Val

80

Gly

Leu

Glu

Arg



EP 1 141 297/PT

<400> 33

Met Thr Pro

1

Leu

Cys

Leu

Asp

65

Asp

Leu

Val,

Cys

Thr
145

<210>
<211>
<212>

Glu

Pro

Asn

50

Tyr

Pro

Gly

Pro

Pre

130

Cys

<213> vi

<400> 34
Met Thr Phe Arg

1

Asp

Leu

Ile

. Arg

Tyr

Asn

Gln

Cys

Ala

Arg

50

Ser

Pro

Ala.

Glu

34
151
PRT

Ala
Asn
35

Ile
Tyr
Glu
Cys
Ile
115

Asn

Val

ral

Ile
Ala
35

Asn
Thr
Ser

Asp

Ile
115

Gly
Ile
20

Ser
His
Asn
Arg
Ile
100
Gln

Ser

Thr

val
20

Asn
Trp
Ser
Val
Gly

100

Leu

Lys

Val

Glu

Asn

Arg

Tyx

85

Asn

Gln

Phe

Pro

Lys

Lys

Asn

Asn

Pro

Ile

85

Asn

Val

Thr
Lys
Asp
Arg
Ser
70

Pro
Ala
Glu

Arg

Ile
150

Thr
Ser
Sef
Thr
Trp
70

Trp

Val

Val

Ser
Ala
Lys
Asn
55

Thr
Ser
Asp
Ile
Leu

135

Val

Ser

Glu

Phe

Ser

55

Thr

Glu

Asp

Arg

Leu

Gly

Asn

40

Thx

Ser

Val

Gly

Leu

120

Glu

His

Leu

Ile

Pro

40

Ser

Leu

Ala

Tyr

Lys
120

val

Ile

25

Phe

Asn

Pro

Ile

Asn

105

Val

Lys

His

val

Thr
25

Arg

Lys’

His
Lys
His
105

Gly

Ser

10

Thr

Pro

Thr

Trp

Trp

90

Val

Leu

Ile

Val

Leu

10

Ser

Ser

Arg

Arg

Cys

90

Met

His

94

Leu

Ile

Arg

Asn

Asn

75

Glu

Asp

.Arg

Leu

Ala
155

Leu

Ala

val

Ala

Asn

75

Arg

Asn

Gln

Leu

Pro

Thr

Pro

60

Leu

Ala

Tyr

Arg

Val
140

Leu

Gln

Met

Ser

60

Glu

Tyr

Ser

Pro

Leu
Arg
Val
45

Lys
His
Lys
His
Glu

125

Ser

Leu

Thr

Val

Asp

Asp

Leu

Val

Cys
125

Leu

Asn

30

Met

Arg

Arg

Cys

Met

110

Pro

Val

Leu

Pro

30

Thr

Tyr

Gln

Gly

Pro

110

Pro

Leu
15

Pro
vVal
Ser
Asn
Arg
95

Asn

Pro

Gly

Ser
15

Arg
Leu
Tyr
Asp
Cys
95

Ile

Asn

Ser
Gly
Asn
Ser
Glu
80

His
Ser
His

Cys

Ile
Cys
Ser
Asn
Arg
80

Val

Gln

Ser
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Phe Arg Leu Glu Lys Met Leu Val Thr Val Gly Cys Thr Cys Val Thr
130 135 140

Pro Ile Val His Asn Val Asp
145 . -150

Lisboa, 2009-12-29
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REIVINDICACOES

1. Polinucledtido compreendendo uma sequéncia que
codifica o) polipéptido IL-174 maduro compreendido na
SEQ ID NO:14.

2. Polinucledétido de acordo com a reivindicacgao 1,
compreendendo a porgao codificante madura completa da
SEQ ID NO:13.

3. Polinucledétido codificando pelo menos 16 aminodcidos
contiguos do polipéptido IL-174 maduro compreendido na
SEQ ID NO:14.

4. Polinucledtido compreendendo pelo menos
33 nucledtidos contiguos da SEQ ID NO:13.

5. Vector de expressao compreendendo um polinucledtido

de acordo com a reivindicacéao 1.

6. Célula hospedeira contendo um vector de expressdo de
acordo com a reivindicacao 5, em que a célula é:

(a) uma célula procaridtica;
(b) uma célula eucaridtica;
(c) uma célula bacteriana;

(d) uma célula de levedura;
(e) uma célula de insecto;

(f) uma célula de mamifero;
(g) uma célula de ratinho;

(h) uma célula de primata; ou

)

uma célula humana.

7. Método de preparagao de um polipéptido IL-174,
compreendendo a cultura da célula hospedeira de acordo com a
reivindicacdo 6 em condicgcdes adequadas para a expressao do
polipéptido.

8. Polipéptido compreendendo o polipéptido IL-174
maduro compreendido na SEQ ID NO:14.
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9. Polipéptido compreendendo pelo menos 16 aminodcidos
contiguos do polipéptido IL-174 maduro compreendido na

SEQ ID NO:14.

10. Polipéptido de acordo com a reivindicacgao 9 que:

(a estd numa composicdo estéril;
(b nao é glicosilado;
(c estd desnaturado;

)
)
)
(d) ¢é um polipéptido sintético;
)
)

(e estd ligado a um substrato sdélido; ou
(f ¢ uma proteina de fusdao com uma marca de deteccao ou de
purificacao.
11. Polipéptido de acordo com a reivindicagdo 8 que esté
radiomarcado.

12. Método utilizando o polipéptido IL-174 de acordo com
a reivindicacdo 8 para identificar um composto que se liga
selectivamente ao polipéptido, gque compreende a incubacédo do
composto com o) polipéptido em condicdes apropriadas;
provocando desse modo a ligacao do composto ao polipéptido.

13. Kit compreendendo o polipéptido IL-174 de acordo com
a reivindicagcdo 8 ou o polinucledétido de acordo com a
reivindicacao 1 ou 2.

Lisboa, 2009-12-29
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RESUMO

“Citoquinas de mamiferos relacionadas com a interleucina-17.
Polinucledétidos que as codificam. Utilizagdes."

Antigénios relacionados com a CTLA-8 oriundos de
mamiferos, reagentes relacionados incluindo proteinas
purificadas, anticorpos especificos e 4acidos nucleicos que
codificam os referidos antigénios. Sao igualmente
proporcionados métodos de utilizacdo dos referidos reagentes e
kits de diagndstico.



	BIBLIOGRAPHY

