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Tiivistelméa - Sammandrag

Tama keksintd antaa Dermatophagoides-suvun menetelmdt k&sitelld tai diagnosoida pdly-
tiarkeimpien proteiiniallergeenien eristetyt punkkien herkkyyttd yksildssi ja tera-
peptidit. T&mdn keksinndn piiriin kuuluvissa peuttiset koostumukset, joissa on yksi tai
peptideissd on ainakin yksi T-solu-epitoop- useampi keksinndén peptidi.

pi, tai edullisesti proteiiniallergeenin

ainakin kaksi T-solu-epitooppia, jotka on

valittu allergeeneista Der p I, Der p II,
Der £ I tai Der f II. Keksintdé kuuluu myds
modifioituihin peptideihin, joilla on saman-
laiset tai kohonneet terapeuttiset ominai-
suudet kuin vastaavalla, luonnostaan esiin-
tyvdllid allergeenilla tai sen osalla, mutta
vdhentyneet sivuvaikutukset. Keksintd antaa
lisiksi nukleiinihapposekvenssit, jotka koo-

daavat keksinndn peptidejid. Annetaan myds



Foreliggande uppfinning avser isolerade pep-
tider frdn de viktigaste proteinallergenerna
hos sldktet Dermatophagoides. Peptider, son
uppfinningen omfattar, inneh&ller dtminstone
en T-cell epitop, eller foretrddesvis &t-
minstone tvd T-cell epitoper av en protein-

allergen utvald frdn allergenerna Der p I,

Der p 1I, Der f I eller Der £ II. Uppfinnin-
gen h&nfdr sig ocksd till modifierade pepti-
der med likadana eller O&kade terapeutiska
egenskaper som motsvarande, naturligt fore-
kommande allergen eller del ddrav, men med
minskade sidoeffekter. Uppfinningen tillhan-
dahdller vidare nukleinsyresekvenser som
kodar uppfinningens peptider. Metoder f£&r
behandling eller diagnostisering av kédns-
lighet f&r dammkvalster hos en individ och
terapeutiska sammansdttningar innehdllande
en eller flera av uppfinningens peptider
tillhandah81lls ocksi.
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Menetelmd suvun Dermatofagoides proteiiniallergeenien eriste-
tyn peptidin valmistamiseksi

Tama hakemus on osajatkoa U.S.S.N. 07/881 396:1le, joka on
otsikoitu "Dermatofagoidien (p®lypunkki) térkeimpien aller-
geenien T-solu-epitoopit", jatetty 8. toukokuuta, 1992, mika
on osajatkoa U.S.S.N. 07/777 859:1le, joka on otsikoitu "Der-
matofagoidien (pdlypunkki) tarkeimpien allergeenien T-solu-
epitoopit", jatetty 16. lokakuuta, 1991, jonka opetukset on
liitetty t&h&n viitteeksi.

Askettdiset raportit ovat dokumentoineet ryhmin I (esim. Der

p I jaDer £ I) ja ryhmdn II (esim. Der p II ja Der f II)

proteiiniallergeenien vasteiden tarkeydesti pdlypunkkialler-
giassa. Esimerkiksi on dokumentoitu, ettd yli 60 %:1la poti-
laista on ainakin 50 % heid&n anti-punkki-vasta-aineista koh-
distettu n&dihin proteiineihin (esim. Lind, P. et al., aller-
gy, 39:259-274 (1984); van der Zee, J.S. et al., Journal Al-
lergy and Clinical Immunology, 81:884-896 (1988)). On mah-
dollista, ettd lapsilla on suuremman asteen reaktiivisyys
ryhmén I ja ryhmé&n II allergeeneille (Thompson, P.J., et al.,
Immunology, 64:301-314 (1988)). Allergia suvun Dermatopha-
goides (D.) punkkeihin 1liittyy yvhteen olotilojen kanssa, ku-
ten astma, nuha ja synnynndinen ihottuma. Kaksi lajia, D.
pteronyssinus ja D. farinae ovat vallitsevia, ja sen seurauk-
sena on uhrattu melkoista vailvannidkdid yritettdessd tunnistaa

allergeenit, joita naméd kaksi lajia tuottavat.

Yhteistd vaivannidkodd on tehty karakterisoimaan geenikloo-
nauksella tarkeimmidt allergeenit sekd D. pteronvssinuksesta
ettd D. farinaesta. Sen seurauksena lukuisat julkaisut ovat
raportoineet useiden allergeenien tdydellisistd nukleotidi-
sekvensseistd, Der p I (Thomas, W.R., et al., International
Archives of Allergy and Applied Immunology, 85:127-129
(1988); ja Chua, K.Y., et al., Journal of Experimental Medi-
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cine, 167:175-182 (1988), Der p II (Chua, K.Y., et al., In-
ternational Archives of Allergy and Applied Immunology,
91:118-123 (1990)), Der £ I (Dilworth, R.J., et al., Clinical
and Experimental Allergy 21:25-32 (1991)), Der £ II (Yuuki,
T., et al., Japan Journal Allergol., 39:557-461 (1990); Ja
Trudinger, M. et al., Clinical and Experimental Allergy
21:33-37 (1991) ja pienimolekyylipainoinen allergeeni (Ovey,
E.R., Journal of Experimental Medicine, 170:1457-1462 (1989))

mukaanluettuina.

cDNA:n, jotka koodaavat Der p I:td ja Der f I:td, julkaistut
nukleotidisekvenssit osoittavat, ettd ndmd kaksi proteiinia
ovat erittdin homologisia aminohappotasolla (81 % identti-
syys) ja ettd valmiit proteiinituotteet koostuvat 222:sta ja
223:sta jddnndksestd, vastaavasti (Chua, K.Y., et al., Jour-
nal of Experimental Medicine, 167:175-182 (1988); ja Dil-
worth, R.J., et al., supra)). Proteiiniallergeenit Der p II
ja Der f II koostuvat molemmat 129:std jddnndksestd ja ovat
myds erittdin homologisia (88 % identtisyys) aminohapposek-
venssissd (Trudinger, M., supra; Yuuki, T. et al., supra);
Chua, K.Y., et al., International Archives of Allergy and
Applied Immunology, 91:118-123 (1990)).

cDNA-kloonien, jotka koodaavat Der p I:td ja Der f I:t&,
eristys on sallinut vasta-ainetutkimukset rekombinanttian-
tigeeneihin (Green, W.K., et al., International Archives of
Allergy and Applied Immunology, 92:30-38 (1990); Chua, K.Y.,
et al., International Archives of Allergy and Applied Im-
munology, 91:124-129 (1990)). Der p I:n komplementaarisia
DNA-fragmentteja on ekspressoitu E. colissa ja IgE-sitomis-
tutkimukset ker&dtyilld ihmisen punkki-allergia-IgE-seerumeil-
la ovat osoittaneet sitomisja ei-sitomis-alueet ldpi molekyy-
lin (Thomas, W.R., et al., teoksessa: Epitopes of Atopic
Allergens, Proceedings of Workshop from XIV Congress of the
European Academy of Allergy and Clinical Immunology, Berlii-
ni, syyskuu, 1989, ss. 77-82). Der p I T-solu-epitoopeista on
raportoitu (O’Hehir, R.E., Annual Review Immunology, 9:67-95
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(1991); Stewart, G.A., et al., teoksessa: Epitopes of Atopic
Allergens, Proceedings of Workshop from XIV Congress of the
European Academy of Allergy and Clinical Immunology, Berlii-
ni, syyskuu, 1989, ss. 41-47; Yessel, H. et al., teoksessa: T
cell Activation in Health and Disease: Discrimination Between
Immunity and Tolerance, konferenssi 22-26, syyskuuta, 1990,
Trinity Collegy, Oxford, U.K. ja Hessel, H., et al., Journal
of Immunology, 148 (3):738-745 (helmikuun 1., 1992).

Tamd keksintd tarjoaa suvun Dermatophagoides térkeimpien pro-
teiiniallergeenien eristettyjen peptidien valmistusmenetel-
mdn. Keksinnén piiriin kuuluvissa peptideissd on ainakin yksi
proteiiniallergeenin T-solu-epitooppi, edullisesti ainakin
kaksi T-solu-epitooppia, jotka on valittu allergeeneistd Der
p I, Der p II, Der £ I tai Dexr f II. Ta&md keksintd® tarjoaa
lisdksi peptideji, joissa on ainakin kaksi aluetta, kummankin
alueen sis&dltdessid ainakin yhden punkkiproteiiniallergeenin
T-solu-epitoopin. Alueet on johdettu samoista tail erilaisista

suvun Dermatophagoides proteiiniallergeeneistéi.

Keksint® tarjoaa myds modifioituja peptidejd, joilla on sa-
manlaiset lisdintyneet terapeuttiset ominaisuudet, kuten vas-
taavalla, luonnostaan esiintyvdlld allergeenilld tai sen
osalla, mutta vadhentyneet sivuvaikutukset, samoin kuin modi-
fioituja peptidejd, joilla on parantuneet ominaisuudet, kuten
lisd&dntynyt liukoisuus ja stabiilisuus. Keksinnén peptidit
kykenevat modifoimaan pdlypunkkiherkdssad yvksiléssa, joille
niitd annetaan, yksilén allergisen vasteen pdlypumkkialler-
geenid tai allergeenid, joka on immunologisesti ristiinrea-
goiva pdlypunkkiallergeenin kanssa, vastaan. Annetaan myds
pdlypunkkiherkkyyden k&sittely- ja diagnoosimenetelmiat yksi-
16ssd ja terapeuttiset koostumukset, joihin sisdltyy yvksi tai

useampi keksinndn peptideista.

Keksinndén oleelliset tunnusmerkit on esitetty oheisissa pa-

tenttivaatimuksissa.
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Kuvio 2a osoittaa adaptorit, joita kdytettiin Der p I:n ja
Der f I:n ekspressiossa ja kuvio 2b osoittaa alukkeet Der f
II:n ja Der p II:n amplifikaatiossa ja Der f II:n mutagenee-

sin alukkeen.
Kuvio 3 osoittaa erilaisia peptidejd, joilla on toivotut
pituudet, johdettuna Der p I:n ja Der p II:n proteiinialler-

geeneistd.

Kuvio 4 osoittaa erilaisia peptidejd, joilla on toivotut

pituudet, johdettuna Der f I:n ja Der £ II:n proteiinialler-

geeneista.

Kuvio 5 on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet
33 potilaasta, joissa on ollut alukkeina in vitro joko puh-
distettu natiivi (N) tai rekombinantti (R) Der p I proteiini
ja vaste analysoitu erilaisiin pddllekkdin meneviin Der p I-
peptideihin prosenttina vasteista T-~solun stimulaatioindeksin
(S.I.) kanssa, joka on vdhintddn 2 testatuissa yksilodissd,
positiivisten vasteiden keskimddrdisen T-solun stimulaati-

oindeksin peptidille ja peptidivasteiden luokitetun summan.

Kuvio 6 on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet

16 potilaasta, joissa on ollut alukkeina in vitro Der f I

proteiini ja vaste analysoitu erilaisiin pd&dllekkdinmeneviin
Der f I-peptideihin prosenttina vasteista T-solun stimulaatio
indeksin (S.I.) kanssa, joka on vdhintddn 2 testatuissa yksi-
16issd, positiivisten vasteiden keskimddrdisen T-solun stimu-
laatioindeksin peptidille ja peptidivasteiden luokitetun

summan.

Kuvio 7 on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet
14 potilaasta, joissa on ollut alukkeina in vitro Der p I
proteiini ja vaste analysoitu erilaisiin p&ddllekkdin meneviin
Der p I-peptideihin ja olennaisesti yhteensopiviin Der f I-
peptideihin prosenttina vasteista S.I.:n kanssa, joka on
vdhintddn 2 testatuissa yksildissd, positiivisten vasteiden
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keskimdidrdisen T-solun stimulaatioindeksin peptidille ja

peptidivasteiden luokitetun summan.

Kuvio 8 on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet 8
potilaasta, joissa on ollut alukkeina in vitro Der f I prote-
iini ja vaste analysoitu erilaisiin pd&dllekkdin meneviin
Der f I-peptideihin ja olennaisesti yhteensopiviin Der p I-
peptideihin prosenttina vasteista S.I.:n kanssa, joka on
vdhintddn 2 testatuissa yksildissd, positiivisten vasteiden
keskimddrdisen T-solun stimulaatioindeksin peptidille ja

peptidivasteiden luokitetun summan.

Kuvio 9 on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet
29 potilaasta, joissa on ollut alukkeina in vitro Der p II
proteiini ja vaste analysoitu erilaisiin pddllekkdin meneviin
Der p II-peptideihin prosenttina vasteista S.I.:n kanssa,
joka on vdhintddn 2 testatuissa yksildissd, positiivisten
vasteiden keskimddrdisen T-solun stimulaatioindeksin pepti-
dille ja peptidivasteiden luokitetun summan.

Kuvio 10 on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet
10 potilaasta, joissa on ollut alukkeina in vitro Der f II
proteiini ja vaste analysoitu erilaisiin pd&llekkdin meneviin
Der f II-peptideihin prosenttina vasteista S.I.:n kanssa,
joka on vdhintdadn 2 testatuissa yksildissd, positiivisten
vasteiden keskimddrdisen T-solun stimulaatioindeksin pepti-

dille ja peptidivasteiden luokitetun summan.

Kuvio 11 on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet
10 potilaasta, joissa on ollut alukkeina in vitro Der f II
proteiini ja vaste analysoitu erilaisiin pddllekkdin meneviin
Der f II-peptideihin ja olennaisesti yhteensopiviin Der p II-
peptideihin prosenttina vasteista S.I.:n kanssa, joka on
vdhintdidn 2 testatuissa yksildissd, positiivisten vasteiden
keskimddrdisen T-solun stimulaatioindeksin peptidille ja

peptidivasteiden luokitetun summan.
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Kuvio 12 on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet
26 potilaasta, joissa on ollut alukkeina in vitro Der p II
proteiini ja vaste analysoitu erilaisiin pd&dllekkdin meneviin
Der f II-peptideihin prosenttina vasteista S.I.:n kanssa,
joka on vdhintd&dn 2 testatuissa yksildissd, positiivisten
vasteiden keskimddr&disen T~solun stimulaatioindeksin pepti-

dille ja peptidivasteiden luokitetun summan.

Kuvio 13 on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet
33 potilaasta, joissa on ollut alukkeina in vitro Der p I

proteiini ja vaste analysoitu halutun pituisiin valittuihin
peptideihin, jotka on johdettu Der f I-proteiiniallergeenis-
td, prosenttina vasteista S.I.:n kanssa, joka on vdhint&dan 2
testatuissa yksildissd, positiivisten vasteiden keskimd&dr&di-
sen T-solun stimulaatioindeksin peptidille ja peptidivastei-

den luokitetun summan.

Kuvio 14 on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet

9 potilaasta, joissa on ollut alukkeina in vitro Der f I

proteiini ja vaste analysoitu halutun pituisiin valittuihin
peptideihin, jotka on johdettu Der f I-proteiiniallergeenis-

td, prosenttina vasteista S.I.:n kanssa, joka on vdhint&dn 2
testatuissa yksildissd, positiivisten vasteiden keskimddrai-
sen T-solun stimulaatioindeksin peptidille ja peptidivastei-

den luokitetun summan.

Kuvio 15a on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet
30 yhteen sopivasta potilaasta, joissa on ollut alukkeina in
vitro Der f I proteiini ja vaste analysoitu halutun pituisiin
valittuihin peptideihin, jotka on johdettu Der p I ja Der f
I-proteiiniallergeeneistd, prosenttina vasteista S.I.:n kans-
sa, joka on vdhintddn 2 testatuissa yksildissd, positiivisten
vasteiden keskimddrdisen T-solun stimulaatioindeksin pepti-
dille.

Kuvio 15b on graafinen esitys, joka on johdettu samoista

tiedoista, jotka ndhddidn kuviossa 15a osoittaen T-solujen,
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joissa on ollut alukkeena Der p I, vasteen edullisiin Der p I
peptideihin analysoituna prosenttina vasteista S.I.:n kanssa,
joka on vahintddn 2 testatuissa yksildissd (edelld jokainen
palkki), positiivisten vasteiden keskimddrdisen T-solun sti-
mulaatioindeksin (edelld jokainen palkki suluissa) peptidille

ja peptidivasteiden luokitetun summan.

Kuvio 16a on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet
9 yhteen sopivasta potilaasta, joissa on ollut alukkeina in
vitro Der £ I proteiini ja vaste analysoitu halutun pituisiin
valittuihin peptideihin, jotka on johdettu Der f I ja Der p
I-proteiiniallergeeneistd, prosenttina vasteista S.I.:n kans-
sa, joka on vdhintddn 2 testatuissa yksilbissd, ja positii-
visten vasteiden, joiden S.I on vdhintddn 2, keskimddrdisen,

T-solun stimulaatioindeksin peptidille.

Kuvio 16b on graafinen esitys, joka on johdettu samoista
tiedoista, jotka ndhddan kuviossa 16a osoittaen T-solujen,
joissa on ollut alukkeena Der p I, vasteen edullisiin Der f
I- ja Der p I-peptideihin prosenttina vasteista S.I.:n kans-
sa, joka on vdhintddn 2 testatuissa yksildissd ja positiivis-
ten vasteiden, joiden S.I on vahintdan 2, keskimddrdisen, T-

solun stimulaatioindeksin peptidille.

Kuvio 17a on graafinen esitys esittden T-solujen vasteet 29
potilaasta, joissa on ollut alukkeina in vitro Der p II-pro-
teiini ja vaste analysoitu halutun pituisiin valittuihin
peptideihin, jotka on johdettu Der p II-proteiinista, vas-
teella, joiden S.I on vdhintddn 2, T-solun stimulaatioindek-

sin peptidille.

Kuvio 17b on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet
30 potilaasta, joissa on ollut alukkeina in vitro Der p II-
proteiini ja vaste analysoitu valittuihin peptideihin, jotka
on johdettu Der p II-proteiinista, prosenttina vasteista
S.I.:n kanssa, joka on vdhintddn 2 testatuissa yksildissd

(edelld jokainen palkki), positiivisten vasteiden keskimda-
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rdisen T-solun stimulaatioindeksin (edelld jokainen palkki
suluissa) peptidille ja peptidivasteiden luokitetun summan
(X-akseli).

Kuvio 18c on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet
4 yhteen sopivasta potilaasta, joissa on ollut alukkeina in
vitro punkin ryhmd I allergeeni ja vaste analysoitu edulli-
siin peptideihin Der p I ja Der f I prosenttina vasteista
S.I.:n kanssa, joka on vdhintddn 2 testatuissa yksildissd,
positiivisten vasteiden keskimdidrdisen T-solun stimulaatioin-

deksin peptidille.

Kuvio 18d on graafinen esitys esittden T-solulinjojen vasteet
6 yhteen sopivasta potilaasta, joissa on ollut alukkeina in
vitro punkin ryhmd I allergeeni ja vaste analysoitu edulli-
siin peptideihin Der p II prosenttina vasteista S.I.:n kans-
sa, joka on vdhintddn 2 testatuissa yksildissd, positiivisten
vasteiden keskimddrdisen T-solun stimulaatioindeksin pepti-
dille.

Kuviot 19a-19b ovat graafisia esityksid tuloksista, joissa
IgE:n sitoutuu suoraan affiniteetti-puhdistettuihin ja rekom-
binantti Der p I ja Der p II proteiineihin ja tiettyihin

Der p I ja Der p II pddllekkdin meneviin peptideihin.

Kuviot 20a-20b ovat graafisia esityksid tuloksista, joissa
IgE:n sitoutuu suoraan affiniteetti-puhdistettuihin ja rekom-
binantti Der £ I ja Der f II proteiineihin ja tiettyihin
Der p I ja Der p II pddllekkdin meneviin peptideihin.

Kuviot 21a-21h ovat graafisia esityksid tuloksista, joissa
IgE sitoutuu suoraan biokemiallisesti puhdistettujen punk-
kiallergeenien (PMA) seokseen ja erilaisiin peptideihin,

jotka on johdettu Der p I:std, Der f I:std ja Der f II:sta.

Kuvio 22 on viiden Der p I kloonin (a)-(e) aminohapposekvens-
sien yhdistetty rivi, joka kuvaa polymorfismia Der p I-prote-
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iinissa. Numerointi viittaa Der p I(a) kloonin sekvenssiin.
Symbolia (-) k&dytetddn osoittamaan, ettd Der p I kloonin
aminohappojdidnnds on identtinen Der p I(a):n vastaavien ami-
nohapposekvenssien kanssa tuossa asemassa. Ndiden kloonien
aminohapposekvenssit osoittavat, ettd saattaa olla merkitté-
vdi muunnelmaa Der p I:ssd, viiden polymorfisen aminohappo-

jddnnoksen kanssa, jotka ovat viidessd sekvenssissd.

Kuvio 23 on kolmen Der p II kloonin aminohapposekvenssien yh-
distetty rivi (c), (1) ja (2), joka kuvaa polymorfismia Der p
II proteiinissa. Numerointi viittaa Der p II(c) kloonin sek-
venssiin. Symbolia (.) kdytetddn osoittamaan, ettd Der p II
kloonin aminohappojddnnds on identtinen Der p I(c):n vastaa-

vien aminohapposekvenssien kanssa tuossa asemassa.

Kuvio 24 on kuuden Der f II kloonin (s.o. pFL1,pFL2, MT3,
MT5, MT18 ja MT16) aminohapposekvenssien yhdistetty rivi (c),
(1) ja (2), joka kuvaa polymorfismia Der p II-proteiinissa.
Numerointi viittaa Der f pFL1 kloonin sekvensseihin. Symbolia
(.) kdytetddn osoittamaan, ettd Der f II kloonin aminohappo-
jddnnds on identtinen Der f II pFLl1l:n vastaavien aminohap-

posekvenssien kanssa tuossa asemassa.

Kuvio 25 osoittaa valitun peptidin nukleotidi- ja aminohap-
posekvenssit, mihin sisdltyy erilaisia alueita, jotka on
johdettu Der p I-, Der p II- ja Der f I-proteiiniallergee-

neista.

Kuvio 26 osoittaa valitun peptidin nukleotidi- ja aminohap-
posekvenssit, mihin sisdltyy erilaisia alueita, jotka on
johdettu Der p I-, Der p II- ja Der f I-proteiiniallergee-

neista.

Kuvio 27 osoittaa valitun peptidin nukleotidi- ja aminohap-
posekvenssit, mihin sisdltyy erilaisia alueita, jotka on
johdettu Der p I-, Der p II- ja Der f I-proteiiniallergee-

neistda.
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Kuvio 28 osoittaa modifioitujen peptidien aminohapposekvens-

sit keksinndn mukaisesti.

Tamd keksintd tarjoaa eristettyjd peptidejd, jotka on johdet-
tu suvun Dermatophagoides t&rkeimmistd proteiiniallergeeneis-
td. Kuten tdssd on kdytetty, viittaa peptidi tai proteiinin

fragmentti aminohapposekvenssiin, jolla on vdhemmdn aminohap-

pojddanndksid kuin proteiinin koko aminohapposekvenssilli.
Keksinndn peptideihin kuuluvat peptidit, jotka on johdettu
Der p I:std (SEQ ID Nro: 1 ja 2), Der p II:sta (SEQ ID Nro: 3
ja 4), Der £ I:std (SEQ ID Nro: 5 ja 6) ja Der f II:sta (SEQ
ID Nro: 7 ja 8), mihin sisdltyy ainakin yksi allergeenin T-

solu-epitooppi.

Keksinndén piiriin kuuluvat myds peptidit, jotka koostuvat
ainakin kahdesta alueesta, jokaisen alueen sis&dltdesséd

suvun Dermatophagoides proteiiniallergeenin ainakin yhden T-

solu-epitoopin. Sellaisen peptidin jokainen alue on johdettu
samoista tai erilaisista punkkiallergeeneistd. Eristetyt
peptidit tai eristettyjen peptidien alueet, joissa jokaisessa
on punkkiallergeenien ainakin kaksi T-solu-epitooppia ovat
erityisen toivottuja lisddntyneeseen terapeuttiseen tehokkuu-
teen. Peptidit, jotka ovat immunologisesti samankaltaisia
(esim. vasta-aineen tai T-solun ristiinreagoimisella) t&mén
keksinnén peptidien kanssa kuuluvat myds keksinndén piiriin.
Peptidejd, jotka ovat immunologisesti samankaltaisia vasta-
ailneen ristiinreagoimisella, sitovat vasta-aineet, jotka ovat

spesifisid suvun Dermatophagoides proteiiniallergeenin pepti-

dille. Peptidit, jotka ovat immunologisesti samankaltaisia T-
solun ristiinreagoimisella, kykenevdt reagoimaan samojen T-

solujen kanssa kuin keksinndn peptidi.

Keksinndn eristettyjd peptidejd voidaan tuottaa rekombinantti
DNA-tekniikoilla is&dnt&dsolussa, joka on transformoitu nukle-
iinihapolla, jonka sekvenssi koodaa sellaista peptidid. Kek-
sinndn eristettyjd peptidejd tuottaa myds kemiallisella syn-
teesilld. Tietyissd rajoitetuissa tilanteissa voidaan eris-
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tettyjd peptidejd voidaan tuottaa proteiiniallergeenin ke-
miallisella pilkkomisella. Kun peptidi tuotetaan rekombinant-
titekniikoilla, isdntdsoluja, jotka on transformoitu nukle-
iinihapolla, jonka sekvenssi koodaa peptidid tai nukleiini-
happosekvenssin toiminnallista ekvivalenttia, viljellé&én
alustassa, joka on sopiva soluille ja peptidit voidaan puh-
distaa soluviljelmdalustasta, isdntdsoluista tai molemmista
kdyttdmdlla tunnettuja peptidien ja proteiinien puhdistuksen
alan tekniikoita, ioninvaihtokromatografia, geelisuodatus,
ultrasuodatus, elektroforeesi ja immunopuhdistus peptidille,

suvun Dermatophagoides proteiiniallergeenille, josta peptidi

on johdettu, tai sen osalle spesifisten vasta-aineiden kans-
sa. Keksinnon eristetyissd peptideissd ei olennaisesti ole
solumateriaalia tai viljelyalustaa, kun tuotetaan rekombi-
nantti-DNA-tekniikoilla, tai ei ole olennaisesti kemiallisia
prekursoreita tai muita kemikaaleja, kun syntetisoitu kemial-

lisesti.

Tamd keksintd tarjoaa ekspressiovektoreita ja isdntdsoluja,
jotka on transformoitu ekspressoimaan keksinnén nukleiinihap-
posekvenssejd. Nukleiinihapposekvenssid, joka koodaa punk-
kiallergeenid, tai ainakin yhtd sen fragmenttia, voidaan

ekspressoida bakteerisoluissa, kuten E. coli, hyodnteissolut

(bakulovirus), hiiva tai nisdkdssolut, kuten kiinan hamsterin
munasarjan solut (CHO). Sopivia ekspressiovektoreita, pro-
moottoreita, vahvistajia ja muita ekspressiokontrollielement-
tejd voidaan 18ytdd teoksessa Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, toinen toimitus, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989).
Muut sopivat ekspressiovektorit, promoottorit, vahvistajat ja
muut ekspressiokontrollielementit ovat ammattimiehille tuttu-
ja. Ekspressio nisdkds-, hiiva-~ tai hyodnteissoluissa johtaa
osittaiseen tai tdydelliseen rekombinanttimateriaalin gly-
kosylaatioon ja minkd tahansa ketjun vdliseen tai sisdiseen
disulfidisidosten muodostumiseen. Sopivia vektoreita ekspres-
sioon hiivassa ovat YepSecl (Baldari et al. (1987) Embo J. 6:
229-234); pMFa (Kurjan ja Herskowitz (1982) Cell 30: 933-
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943); JRY88 (Schultz et al. (1987) Gene 54: 113-123) ja pYES2
(Invitrogen Corporation, San Diego, CA). N&ditd vektoreita on
vapaasti saatavilla. Bakulovirus- ja nisdkds-ekspressiosys-

teemejd on myds saatavilla. Esimerkiksi bakulovirussysteemid
on kaupallisesti saatavilla (PharMingen, San Diego, CA) eks-
pressioon hydnteissoluissa, kun taas pMSG-vektoria on kaupal-
lisesti saatavilla (Pharmacia, Piscataway, NJ) ekspressioon

nisdkdssoluissa.

Ekspressioon E. colissa sopivia vektoreita ovat muun muassa,
PTRC (Amann et al. (1988) Gene 69:301-315); pGEX (Amrad
Corp., Melbourne, Australia); pMAL (N.E. Biolabs, Beverly,
MA); pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ); pET-11d (Novagen,
Madison, WI) Jameel et al., (1990) J. Virol. 64:3963-3966; ja
PSEM (Knapp et al. (1990) BioTechniques 8:280-281). pTRC:n ja
pPET-11d:n kdyttd esimerkiksi johtaa ei-fuusioituneen proteii-
nin ekspressioon. pMAL:n, pRIT5:n, pSEM:n ja pGEX:n kdyttd
johtaa allergeenin, joka on fuusioitunut maltoosi E:td sito-
vaan proteiiniin (pMAL), proteiini A:han (pRIT5), lyhennet-
tyyn B-galaktosidaasiin (PSEM) tai glutationi S-transferaa-
siin (pGEX), ekspressioon. Kun punkkiproteiiniallergeeniid,
fragmenttia tai sen fragmentteja ekspressoidaan fuusioprote-
iinina, on erityisen edullista tuoda entsyymaattinen pilkko-
miskohta fuusioliittymddn kantajaproteiinin ja punkkiprote-
iiniallergeenin tai sen fragmentin vdliin. Punkkiproteiinial-
lergeeni tai sen fragmentti voidaan sitten saada takaisin
fuusioproteiinista entsymaattisella pilkkomisella entsymaat-
tisesta kohdasta biokemiallisella puhdistuksella kayttamdlla
proteiinien ja peptidien puhdistuksen tavanomaisia teknii-
koita. Sopivia entsymaattisia pilkkomiskohtia ovat veren
hyytymistekijd Xa:n tai trombiinin, joita varten on kaupalli-
sesti saatavilla sopivia entsyymejd ja pilkkomisen protokol-
lia, esim. Sigma Chemical Company, St. Louis, MO ja N.E. Bio-
labs, Beverly, MA. Erilaisilla vektoreilla on myds erilaiset
promoottorialueet sallien jatkuvan tai indusoituvan ekspres-
sion, esimerkiksi IPTG-induktio (PRTC, Amann et al., (1988)
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supra; pET-11d, Novagen, Madison, WI) tai ldmpétila-induktio
(pRIT5, Pharmacia, Piscataway, NJ).

Jotta saadaan keksinndn eristettyjd proteiineja, jaetaan
punkkiallergeeni toivotun pituiseen ei-pddllekkdin meneviin
peptideihin tai toivotun pituisiin pd&dllekkdin meneviin pep-
tideihin, kuten esimerkissd 3 keskustellaan, joka voidaan
tuottaa rekombinanttisesti, synteettisesti tai tietyissa
rajoitetuissa tilanteissa, allergeenin kemiallisella pilkko-
misella. Peptidit, joissa on ainakin yksi T-solu-epitooppi,
kykenevidt saamaan aikaan T-solun vasteen, kuten stimulaatio
(s.o. lisddntyminen tai imunesteen eritys) ja/tai kykenevit
indusoimaan T-solun vastustuskyvyttdmyyden (s.o. sieto).
Jotta mddritetddn peptidit, joissa on ainakin yksi T-solu-
epitooppi, eristetyt peptidit testataan esimerkiksi T-solu-
biologian tekniikoilla, jotta middritetddn, saavatko peptidit
aikaan T-solu-vasteen tai indusoituuko T-solun vastustusky-
vyttémyys. Ne peptidit, joilla havaitaan saatavan aikaan T-
solu-vaste tai indusoivan T-solun vastustuskyvyttomyyden,
mddritetddn sellaisiksi, joilla on T-solua stimuloivaa aktii-

visuutta.

Kuten esimerkeissid keskustellaan, ihmisen T-solua stimuloiva
aktiivisuus voidaan testata viljelemdlld T-soluja, Jjotka
saatiin yksilostd, joka on herkkd punkkiallergeenille (s.o.
yksild, jolla on IgE:n vdlittdmdd immuunivastetta punkkial-
lergiaan) peptidien kanssa, jotka on johdettu allergeenistd
ja mddrittdmdlla, tapahtuuko T-solujen lisddntymistd vasteena
peptidille mitattuna, esim. trituroidun tymidiinin solun
sisdédnotolla. Stimulaatioindeksejd T-solujen peptideihin
kohdistuville vasteille voidaan laskea maksimaalisena CPM:na
suhteessa peptidiin jaettuna kontrolli CPM:114. T-solun sti-
mulaatioindeksia (S.I.), joka on yhtd suuri tai suurempi kuin
kaksi kertaa taustataso, pidetdidn "positiivisend". Positiivi-
sia tuloksia kdytetddn laskemaan keskimddrdinen stimulaati-
oindeksi jokaiselle peptidille testattujen peptidien ryhmal-
le. Tdmdn keksinndn edullisissa peptideissd on ainakin yksi
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T-solu-epitooppi ja keskimddrdinen T-solu-stimulaatioindeksi

on suurempi tai yhtd suuri kuin 2,0. Peptidid, jonka T-solun

stimulaatioindeksi on suurempi tai yhtd suuri kuin 2,0, pide-
tddn hyddyllisend terapeuttisena aineena. Edullisilla pepti-

deilld on keskimdidrdinen T-solun stimulaatioindeksi, Jjoka on

vdhintddn 2,5, edullisemmin ainakin 3,5, jopa edullisemmin

ainakin 4,0 ja edullisimmin ainakin 5,0.

Lis3dksi edullisilla peptideilld on positiivisyysindeksi
(P.I.), joka on vidhintd3n noin 100, edullisemmin ainakin 150,
jopa edullisemmin ainakin noin 200 ja edullisimmin ainakin
noin 250. Peptidin positiivisyysindeksi mddritetddn kertomal-
la keskimddrdinen T-solun stimulaatioindeksi yksildiden pro-
sentilla, yksildiden, jotka ovat herkkid pdlypunkille, popu-
laatiossa (esim. edullisesti ainakin 9 yksildd, edullisemmin
ainakin 16 yksiléd tai enemmdn, edullisemmin ainakin 29 yksi-
164 tai enemmdn, tai jopa edullisemmin ainakin 30 yksildd tai
enemmdn), joilla on T-soluja, jotka vastaavat peptideihin.
Tdten positiivisyysindeksi edustaa sekd T-soluvasteen voimak-
kuutta peptidiin (S.I.) ettd T-soluvasteen frekvenssid pepti-
diin yksildiden, jotka ovat herkkid p&lypunkille, populaa-
tiossa. Esimerkiksi, kuten kuviossa 5 ndhdddn, peptidi DPI~-
1:1145 on keskimd&rdinen S.I. 4,7 ja 73 % positiivisista vas-
teista testattujen yksildiden ryhmdssd, johti positiivisyys-
indeksiin 343.1. Der p I peptideihin, joilla oli positii-
visyysindeksi ainakin noin 150 ja keskimddrdinen T-solun
stimulaatioindeksi ainakin noin 4, kuuluvat: DP I-1 (SEQ ID
Nro:9); DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27); DP I-21.2 (SEQ ID Nro:28;
DP I-23.1 (SEQ ID Nro:33); DP I-23.1 (SEQ ID Nro:34); DP I-
25.2 (SEQ ID Nro:36; ja DP I-26.1 (SEQ ID Nro:37).

Jotta mddritetddn tarkat T-solu-epitoopit, esimerkiksi hieno-
kartoitustekniikoilla, modifioidaan peptidi, jolla on T-solua
stimuloivaa aktiivisuutta ja tdten sisdltden ainakin yhden T-
solu-epitoopin mddritettynd T-solubiologian tekniikoilla,
lisddamdlld tai deletoimalla aminohappojddnndksid peptidin

joko amino- tai karboksipddssd ja testataan, jotta mdadrite-
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td3dn muutos T-solureaktiivisyydessd modifioituun peptidiin.
Jos kahdella tai useammalla peptidilld, joilla on sama paal-
lekkdisyyden alue natiivissa proteiinisekvenssissd, havaitaan
olevan ihmisen T-solua stimuloivaa aktiivisuutta md8dritettynd
T-solubiologian tekniikoilla, voidaan tuottaa lisdpeptidejd,
joissa on kaikki tai osa sellaisista peptideistd ja ndma
lisdpeptidit voidaan testata samanlaisella menetelmdlla. T&-
mdn tekniikan jdlkeen peptidit valitaan ja tuotetaan rekom-
binanttisesti tai synteettisesti. Peptidit valitaan perustuen
erilaisiin tekijéihin, T-soluvasteen voimakkuus peptidiin
mukaanluettuna (esim. stimulaatioindeksi), yksildiden, jotka
ovat herkkid polypunkille, T-soluvasteen frekvenssi polulaa-
tiossa peptidiin ja peptidin mahdollinen ristiinreagoiminen
suvun Dermatophagoides muiden allergeenien kanssa. N&diden
valittujen peptidien fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet
(esim. liukoisuus, stabiilisuus) tutkitaan, jotta mdadrite-
tddn, ovatko peptidit sopivia kdytettdviksi terapeuttisissa
koostumuksissa tai vaativatko peptidit modifikaatiota, kuten
tdssd kuvattiin. vValittujen peptidien tai modifioitujen pep-
tidien kyky stimuloida ihmisen T-soluja (esim. indusoida

lisddntymistd, imunesteen erittymistd) mddritetddn.

Lisdksi keksinndn edulliset peptidit eivdt sido immuno-
globuliini E:td (IgE) tai sitovat IgE:td olennaisesti vdhem-
mdssd mddrin kuin proteiiniallergeeni, mistd peptidi on joh-
dettu, sitoo IgE:td. Standardin immunoterapian tdrkeimmét
komplikaatiot ovat IgE-vdlitettyjd vasteita, kuten anafylak-
tio. Immunoglobuliini E on vdlitt&jdnd anafylaktisissa reak-
tioissa, jotka johtuvat antigeenin sitomisesta ja ristiin-
reagoimisesta IgE:hen sydttosoluissa tai basofiileissd ja
vdlittdjdaineiden vapautumisesta (esim. histamiini, sero-
toniini, eosinofiiliset kemotaktiset tekijdt). Tdten anafy-
laktiota voitaisiin valttdd yksiloiden, jotka ovat herkkid
pSlypunkille, polulaation olennaisessa prosenttiosuudessa
kdyttédmdllad peptidin tai peptidien immunoterapiaa, joka ei
sido IgE:td olennaisena prosenttiosuutena (esim. ainakin noin

75 %) yksildiden, jotka ovat herkkid pdlypunkille, polulaa-
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tiossa tai jos peptidi sitoo IgE:td sellainen sitominen ei
johda vdlittdjdaineiden vapautumiseen syottdsoluista tai
basofiileistd. Anafylaktion riskid voitaisiin vdhentdd kayt-
tdmdl1ld peptidin tai peptidien immunoterapiaa, jolla on vé-
hentynyt IgE-sitominen. Lisdksi, peptidit joilla on minimaa-
linen IgE:td stimuloiva aktiivisuus, ovat toivottuja tera-
peuttiseen tehokkuuteen. Minimaalinen IgE:td stimuloiva ak-
tiivisuus viittaa IgE-tuottoon, joka on vdhemmd@n kuin IgE-
tuoton mddrd ja/tai IL-4 tuottoon, jota stimuloi natiivi
proteiiniallergeeni (esim. Der p I).

Keksinndén peptidi annettuna yksildlle, joka on herkk&d pdly-
punkille, kykenee modifioimaan yksilén allergista vastetta
allergeeniin. Erityisesti keksinndén peptidit, jotka sisdlti-
vdt ainakin yhden punkkiallergeenin T-solu-epitoopin tai
ainakin kaksi aluetta, jotka on johdettu punkkiallergeenistid,
jokaisen koostuessa ainakin yhdestd T-solu-epitoopista, an-
nettuna yksil&lle, joka on herkkd p&lypunkille, kykenee modi-
fioimaan yksildn allergista vastetta allergeeniin. Kuten
tdssd on kdytetty yksildn pdlypunkkiallergeenin allergisen
vasteen modifiointia voidaan kuvata ei-vasteelliseksi tai
oireiden pienentdmiseksi punkkiallergeenille altistamisen
jdlkeen, mddritettynd standardeilla kliinisilld menetelmilld
(katso esim. Varney et al., British Medical Journal 302: 265-
269 (1990)) mukaanluettuna punkkiproteiiniallergeenissd in-
dusoimien astmaattisten oireiden pienenemisen. Kuten tdssi on
viitattu, sisdltyy oireiden pienenemiseen mikd tahansa vi-
heneminen yksildn allergisessa vasteessa allergeeniin sen
jdlkeen, kun yksild on lopettanut kdsittely hoito-ohjeet
keksinndn peptidilld tai proteiinilla. Td&md pieneneminen voi
olla subjektiivista (s.o. potilas tuntee olonsa mukavammaksi
allergeenin ldsndollessa). Oireiden pieneneminen voidaan
madrittdd yhtd hyvin kliinisesti k&dyttdmdlld alalla tunnettu-

ja standardi ihotestej&.

Tdssd kuvatun tyon tuloksena on tuotettu peptidejid, jotka on

johdettu punkkiallergeeneistd, joissa on ainakin yksi T-solu-
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epitooppi. T-solu-epitooppien uskotaan olevan mukana aloitta-
massa ja sdilyttdmdssd immuunivasteita punkkiallergeen(e)il-
le, jo(t)ka on (ovat) vastuussa punkkiallergian kliinisistéd
oireista. Ndiden T-solu-epitooppien ajatellaan laukaisevan
aikaisia tapahtumia T-auttajasolutasolla sitomalla sopivaan
HLA-molekyyliin antigeenin, joka edustaa solua, pinnalla, ja
stimuloivan asiaankuuluvaa T-solun alapopulaatiota. Nama
tapahtumat johtavat T-solun lisddntymiseen, imunesteen erit-
tdmiseen, paikallisiin tulehduksellisiin reaktioihin, lisdim-
muunisolujen vdrvddmiseen kohtaan ja B-solurydpyn aktivoin-
tiin johtaen vasta-aineiden tuottoon. Erds ndiden vasta-ai-
neiden isotyyppi, IgE, on pohjimmiltaan tdrked allergisten
oireiden kehityksessd ja sen tuottoon vaikutetaan aikaisin
rySppytapahtumissa, T-auttajasolutasolla eritettyjen imunes-
teiden luonteella. T-solu-epitooppi on peruselementti tai
pienin yksikkd, jonka T-solureseptori tunnistaa, missd epi-
toopissa on aminohappojdannoksid, jotka ovat oleellisia re-
septorin tunnistukselle, mikd voi olla viereinen ja/tai ei-
viereinen proteiinin aminohapposekvenssissd. Aminohapposek-
venssit, jotka matkivat T-solu-epitooppien aminohapposekvens-
sejd ja jotka modifioivat allergisen vasteen suvun Derma-
tophagoides proteiiniallergeeneihin, kuuluvat t&mdn keksinndn

piiriin.

Punkkiallergisten potilaiden altistaminen tdmdn keksinnén
peptideille saattaa tehdd vastustuskykyiseksi tai vastustus-
kyvyttomdksi sopivat T-solun alapopulaatiot siten, ettd ne
tulevat vasteettomiksi punkkiallergeen(e)ille ja eivdt ota
osaa immuunivasteen toimeenpanemiseen sellaisen altistamisen
jédlkeen. Lisdksi tdm8n keksinndn peptidin antaminen saattaa
modifioida imuneste-eritysprofiilia verrattuna altistamiseen
luonnostaan esiintyvdlle punkkiallergeenille tai sen osalle
(esim. johtaa IL-4:n vdhenemiseen ja/tai IL-2:n lisdantymi-
seen). Lisdksi altistaminen keksinndn peptidille saattaa
vaikuttaa T-solu-alapopulaatioihin, jotka normaalisti ottavat
osaa punkkiallergeeni(e)n vasteeeseen, siten ettd nama T-

solut vedetddn pois allergeenin normaalin altistamisen koh-
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dasta (kohdista) (esim. nendn limakalvo, iho ja keuhkot)
peptidin terapeuttisen antamisen kohtaa (kohtiin). Tdmd& T-so-
lu-alapopulaatioiden uudelleenjakaantuminen saataa parantaa
tai vdhentdd yksildén immuunisysteemin kykyd panna toimeen
immuunivaste punkkiallergeen(e)in normaaliin altistamiskoh-

taan, johtaen allergisten oireiden pienenemiseen.

Keksinndn eristetyissd peptideissd on ainakin yksi suvun
Dermatophagoides proteiiniallergeenin T-solu-epitooppi ja sen

mukaisesti keksinndn peptidissd on proteiinin ainakin liki-
mddrin 7 aminohappojddnndstd. Terapeuttista tehokkuutta var-
ten keksinndn terapeuttisissa koostumuksissa on edullisesti
ainakin kaksi punkkiallergeenin T-solu-epitooppia. Sen mukai-
sesti keksinndén eristetyissd peptideissd on ainakin kaksi T-
solu-epitooppia ja sen mukaisesti peptidissd on ainakin liki-
mddrin 8 aminohappojddnndstd ja edullisesti 15 aminohappo-
jddnnostd. Lisdksi keksinndn terapeuttisissa koostumuksissa
on edullisesti riittdvd prosenttiosuus koko proteiinialler-
geenin T-solu-epitoopeista siten, ettd koostumuksen antamisen
terapeuttiset hoito-ohjeet yksildlle, joka on herkkd pdlypun-
kille, johtavaa yksildén T-solujen vastuskykyisyyteen prote-
iiniallergeenille. Synteettisesti tuotetut keksinndn peptidit
sisdltdvat likimddrin 45 aminohappojddnnékseen asti pituudel-
taan ja edullisimmin likimddrin 30 aminohappoon asti pituu-
deltaan ovat erityisen toivottuja, koska pituuden kasvu saat-
taa johtaa vaikeuksiin peptidisynteesissd samoin kuin ei-
toivotun ominaisuuden sdilyttdmiseen (esim. immunoglobuliinin
sitominen tai entsymaattinen aktiivisuus) johtuen konforma-
tionaalisen samankaltaisuuden sdilyminen peptidin ja prote-
iiniallergeenin, mistd se on johdettu, vdlilla. Kaikilla
kuviossa 3 ja kuviossa 4 ndhdyilld peptideilld havaittiin

olevan ihmisen T-solua stimuloivaa aktiivisuutta.

Edullisissa peptideissd on kaikki tai osa t&drkedn T-solureak-
tiivisyyden alueista Der p I-, Der f I-, Der p II- ja Der f
II-proteiiniallergeenien alueella, s.o. alue 1, alue 2, alue
3, alue 4, alue 5, alue 6a, alue 6b, alue 7, alue 8, alue 9
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ja alue 10. Jokainen alue on kuvattu seuraavasti: alue 1
koostuu Der p I~ ja Der £ I-proteiiniallergeenien aminohappo-
jddnnoksistd 1-28; alue 2 koostuu Der p I- ja Der f I-prote-
iiniallergeenien aminohappojddnnéksistd 36-68; alue 3 koostuu
Der p I- ja Der f I-proteiiniallergeenien aminohappojd&nnok-
sistd 74-109; alue 4 koostuu Der p I- ja Der f I-proteiinial-

lergeenien aminohappojddnndksistd 118-139; alue 5 koostuu
Der p I- ja Der f I-proteiiniallergeenien aminohappojdadnndk-
sistd 141-166; alue 6a koostuu Der p I- ja Der f I-prote-
iiniallergeenien aminohappojddnndksistd 161-~185; alue 6b
koostuu Der p I~ ja Der f I-allergeenien aminohappojddnndk-
sistd 173-201; alue 7 koostuu Der p II- ja Der f II-prote-
iiniallergeenien aminohappojddnnéksistd 1-26; alue 8 koostuu
Der p II- ja Der f II-proteiiniallergeenien aminohappojddn-
ndksistd 33-67; alue 9 koostuu Der p II- ja Der f II-aller-
geenien aminohappojddnndksistd 79-104 ja alue 10 koostuu
Der p II- ja Der f II-proteiiniallergeenien aminohappojdan-
noksistd 107-129.

Edulliset peptidit, jotka on johdettu Der p I proteiinista,
sisdltdvat kaikki tai osan seuraavista peptideistd: DP I-1
(SEQ ID Nro:9); DP I-2 (SEQ ID Nro:10); DP I-3 (SEQ ID
Nro:11); DP I-4 (SEQ ID Nro:12); DP I-11.1 (SEQ ID Nro:13);
DP I-12.1 (SEQ ID Nro:14); DP I-5 (SEQ ID Nro:15); DP I-13
(SEQ ID Nro:17); DP I-14 (SEQ ID Nro:18); DP I-15 (SEQ ID
Nro:19); DP I-6.1 (SEQ ID Nro:20); DP I-7.1 (SEQ ID Nro:21);
DP I-8 (SEQ ID Nro:22); DP I-9 (SEQ ID Nro:23); DP I-16 (SEQ
ID Nro:24); DP I-10 (SEQ ID Nro:25); DP I-17 (SEQ ID Nro:26);
DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27); DP I-21.1 (SEQ ID Nro:28); DP I-
22.1 (SEQ ID Nro:29); DP I-22.2 (SEQ ID Nro:30); DP I-22.3
(SEQ ID Nro:31); DP I-22.4 (SEQ ID Nro:32); DP I-23.1 (SEQ ID
Nro:33); DP I-23.2 (SEQ ID Nro:34); DP I-25.1 (SEQ ID
Nro:35); DP I-25.2 (SEQ ID Nro:36); DP I-26.1 (SEQ ID
Nro:37); DP I-27.1 (SEQ ID Nro:38); DP I-28.1 (SEQ ID Nro:39)
ja DP I-28.2 (SEQ ID Nro:40), missd peptidin osalla on keski-
mddrdinen T-solu-stimulointi-indeksi, joka on olennaisesti

yhtd suuri tai suurempi kuin peptidin, josta se on johdettu,
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keskimddrdinen T-solun stimulointiindeksi, kuten kuviossa 5
ja kuviossa 13 ndhdddn. Edullisemmin, peptidit, jotka on
johdettu Dexr p I proteiinista, sis&dltdvat kaikki tai osan
seuraavista peptideistd: DP I-21.2, DP I-22.2, DP I-23.1, DP
I-25.2, DP I-26.1, DP I-27.1 ja DP I-28.1 ja edullisimmin
peptidit, jotka on johdettu Der p I proteiinista, sisdltdvit
kaikki tai osan seuraavista peptideistd: DP I-21.2, DP I-23.1
ja DP I-26.1, missd peptidin osalla on keskimddrdinen T-solun
stimulointi~-indeksi, joka on olennaisesti yhtd suuri tai
suurempi kuin peptidin, josta se on johdettu, keskim&ddrdinen
T-solun stimulointi-indeksi, kuten kuviossa 5 ja kuviossa 13

ndhd&ddn.

Edullisiin peptideihin, jotka on johdettu Der f I-, Der p II-
ja Der f II-proteiineista kuuluvat: DF I-1 (SEQ ID Nro:72);
DF I-2.1 (SEQ ID Nro:73); DF I-3 (SEQ ID Nro:74); DF I-4 (SEQ
ID Nro:75); DF I-11 (SEQ ID Nro:76); DF I-12 (SEQ ID Nro:77);
DF I-5 (SEQ ID Nro:78); DF I-13 (SEQ ID Nro:79); DF I-14 (SEQ
ID Nro:80); DF I-15 (SEQ ID Nro:81); DF I-6 (SEQ ID Nro:82);
DF I-7 (SEQ ID Nro:83); DF I-8.1 (SEQ ID Nro:84); DF I-8 (SEQ
ID Nro:85); DF I-9 (SEQ ID Nro:86); DF I-16 (SEQ ID Nro:87);
DF I-10 (SEQ ID Nro:88); DF I-17 (SEQ ID Nro:89); DF I-21.1
(SEQ ID Nro:90); DF I-21.2 (SEQ ID Nro:91); DF I-22.1 (SEQ ID
Nro:92); DF I-22.2 (SEQ ID Nro:93); DF I-22.4 (SEQ ID Nro:
94); DF I-23.1 (SEQ ID Nro:95); DF I-23.2 (SEQ ID Nro:96); DF
I-25.1 (SEQ ID Nro:97); DF I-25.2 (SEQ ID Nro:98); DF I-26.1
(SEQ ID Nro:99); DF I-27.1 (SEQ ID Nro:100); DF I-28.1 (SEQ
ID Nro:101); DF I-28.2 (SEQ ID Nro:102); DP II-20 (SEQ ID
Nro:50; DP II-20.1 (SEQ ID Nro:51); DP II-20.2 (SEQ ID
Nro:52); DP II-20.3 (SEQ ID Nro:53); DP II-20.4 (SEQ ID
Nro:54); DP II-20.5 (SEQ ID Nro:55); DP II 20.6 (SEQ ID Nr-
0:56); DP II-1 (SEQ ID Nro:14); DP II-2 (SEQ ID Nro:42); DP
II-3.1 (SEQ ID Nro:43); DP II-4 (SEQ ID Nro:44); DP II-5 (SEQ
ID Nro:45); DP II-6 (SEQ ID Nro:46); DP II-7 (SEQ ID Nro:47);
DP II-8 (SEQ ID Nro:48); DP II-9 (SEQ ID Nro:49); DP II-1.1
(SEQ ID Nro:57); DP II-1.2 (SEQ ID Nro:58); DP II-2.1 (SEQ ID
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Nro:59); DP II-2.2 (SEQ ID Nro:60); DP II-2.3 (SEQ ID
Nro:61); DP II-21 (SEQ ID Nro:62); DP II-22 (SEQ ID Nro:
63); DP II-26 (SEQ ID Nro:64); DP II-26.1 (SEQ ID Nro:
65); DP II-23 (SEQ ID Nro:66); DP II-23.1 (SEQ ID Nro:

5 67); DP II-24 (SEQ ID Nro:68); DP II-25 (SEQ ID Nro:69); DP
II-25.1 (SEQ ID Nro:70); DP 1II-25.2 (SEQ ID Nro:71); DF II-1
(SEQ ID Nro:103); DF II-2 (SEQ ID Nro:104); DF II-13.1 (SEQ
ID Nro:105); DF II-3.1 (SEQ ID Nro:106); DF II-4.5 (SEQ ID
Nro:107); DF II-4.3 (SEQ ID Nro:108); DF II-15 (SEQ ID Nr-

10 0:109); DF II-16 (SEQ ID Nro:110); DF II-17 (SEQ ID Nro:111);
DF II-18 (SEQ ID Nro:112); DF II-19 (SEQ ID Nro:113); DF II-
19.1 (SEQ ID Nro:114); DF II-21 (SEQ ID Nro:115) ja DF II-22
(SEQ ID Nro:116) tai peptidien, joissa on ainakin yksi T-
solu-epitooppi, osista. Peptidin, joka on johdettu Der f

15 I:std, Der p II:sta ja Der f II:sta, osalla on edullisesti

keskimddrdinen T-solun stimulaatioindeksi yhtd suuri tai
suurempi kuin peptidin, josta se on johdettu, kuten kuviossa
10, kuviossa 15a, kuviossa 15b ja kuviossa 16 on osoitettu,
keskimddrdinen T-solun stimulaatioindeksi. Peptideissd, jotka

20 on johdettu Der p II- ja Der f I-proteiineista, on edullisem-
min kaikki tai osa seuraavista peptideistd: DF I-22.2, DP II-
20.6, DP II-22, DP II-24 ja DP II-25.23.

Erds tdmidn keksinndn suoritusmuoto hahmottelee suvun Derma-

.éﬁ tophagoides proteiiniallergeenin peptidin. Peptidi tai sen

-----

osa koostuu ainakin yhdestd proteiiniallergeenin T-solu-epi-
toopista ja sen kaava on X, -Y-Z,. Kaavan mukaisesti Y on ami-
nohapposekvenssi, joka on valittu ryhmdstd, joka koostuu: DF
I-21.1 (SEQ ID Nro:90); DF I-21.2 (SEQ ID Nro:91); DF I-22.1
30 (SEQ ID Nro:92); DF I-22.2 (SEQ ID Nro:93); DF I-22.4 (SEQ ID

Nro:94); DF I-23.1 (SEQ ID Nro:95); DF I-23.2 (SEQ ID
Nro:96); DF I-22.1 (SEQ ID Nro:97); DF I-25.2 (SEQ ID
Nro:98); DF I-26.1 (SEQ ID Nro:99); DF I-27.1 (SEQ ID
Nro:100); DF I-28.1 (SEQ ID Nro:101); DF I-28.2 (SEQ ID

3355 Nro:102); DF I-1 (SEQ ID Nro:72; DP II-20 (SEQ ID Nro:50); DP

o II-20.1 (SEQ ID Nro:51); DP II-20.2 (SEQ ID Nro:52); DP II-
20.3 (SEQ ID Nro:53); DP II-20.4 (SEQ ID Nro:54); DP II-20.5

nnnnn
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(SEQ ID Nro:55); DP II 20.6 (SEQ ID Nro:56); DP II-1 (SEQ ID
Nro:41); DP II-1.1 (SEQ ID Nro:57); DP II-1.2 (SEQ ID Nro:
58); DP II-2.1 (SEQ ID Nro:59); DP II-2.2 (SEQ ID Nro:

60); DP II-2.3 (SEQ ID Nro:61l); DP II-21 (SEQ ID Nro:62); DP
I1-22 (SEQ ID Nro:63); DP II-26 (SEQ ID Nro:64); DP II-26.1
(SEQ ID Nro:65); DP II-23 (SEQ ID Nro:66); DP II-23.1 (SEQ ID
Nro:67); DP II-24 (SEQ ID Nro:68); DP II-25 (SEQ ID Nro:69);
DP II-25.1 (SEQ ID Nro:70); DP II-25.2 (SEQ ID Nro:71); DF
II-1 (SEQ ID Nro:103); DF II-2 (SEQ ID Nro:104); DF II-13.1
(SEQ ID Nro:105); DF II-3.1 (SEQ ID Nro:106); DF II-4.5 (SEQ
ID Nro:107); DF II-4.3 (SEQ ID Nro:108); DF II-15 (SEQ ID
Nro:109); DF II-16 (SEQ ID Nro:110); DF II-17 (SEQ ID
Nro:111); DF II-18 (SEQ ID Nro:112); DF II-19 (SEQ ID
Nro:113); DF II-19.1 (SEQ ID Nro:114); DF II-21 (SEQ ID
Nro:115) ja DF II-22 (SEQ ID Nro:116). Lisdksi X, ovat
aminohappojddnndksid, jotka ovat aminopddn Y:n vieressd pro-
teiiniallergeenin aminohapposekvenssissd ja Z, ovat aminohap-
pojddnndksid, jotka ovat karboksipddn Y:n vieressid prote-
iiniallergeenin aminohapposekvenssissd. Kaavassa n on 0-30 ja

m on 0-30.

Erds toinen tdmdn keksinndn suoritusmuoto tarjoaa peptideji,
joissa on ainakin kaksi aluetta, kummankin alueen koostuessa

ainakin yhdestd suvun Dermatophagoides proteiiniallergeenin

T-solu-epitoopista ja sen mukaisesti jokaisessa alueessa on
ainakin likimddrin 7 aminohappojddnndstd. Ndissd peptideissi,
joissa on ainakin kaksi aluetta, voi olla yhtd monta amino-
happojddnndstd kuin toivotaan ja edullisesti niissd on aina-
kin noin 14, jopa edullisemmin noin 30 ja edullisimmin aina-
kin noin 40 punkkiallergeenin aminohappojddnndstd. Jokaisessa
sellaisen peptidin alueessa on edullisesti 45 aminohappojdan-
noékseen asti pituudelta, edullisemmin 40 aminohappojd&annok-
seen asti pituudelta ja edullisimmin 30 aminohappojddnnékseen
asti pituudelta, silld alueen pituuden lisddntyminen saattaa
johtaa vaikeuksiin peptidisynteesissd samoin kuin ei-toivotun
ominaisuuden sdilyttdmiseen (esim. immunoglobuliinin sitomi-

nen tai entsymaattinen aktiivisuus) johtuen konformationaali-
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sen samankaltaisuuden yll&pitédmisestd peptidin ja proteiini-
allergeenin, josta se on johdettu, vdlilld. Jos toivottua
alueiden aminohapposekvenssit voidaan tuottaa ja 1liittaa
yhteen linkkerilld lisddmddn sensitiivisyyttd prosessointiin
antigeenid edustavilla soluilla. Sellainen linkkeri voi olla
mikd tahansa ei-epitooppi aminohapposekvenssi tai muu sopiva
liittdvd tai yhdistdvd aine. Jotta saadaan edullisia peptide-
jd, joissa on ainakin kaksi aluetta, kummassakin ainakin yksi
T-solu-epitooppi, alueet jdrjestetddn konfiguraatioon, joka
on erilainen kuin allergeenin alueissa luonnostaan esiintyva
konfiguraatio tai erilaisten punkkiproteiiniallergeenien
yhdistelmd. Esimerkiksi alueet, joissa on T~solu-epitooppi
(-~epitooppeja), voidaan jdrjestdd ei-vierekkdiseen konfigu-
raatioon ja voidaan johtaa edullisesti samasta proetiinial-
lergeenistd tai proteiiniallergeenien yhdistelmdstid. Ei-vie-
rekkdinen mddritetddn alueiden jarjetelmdksi, jossa on T-
solu-epitooppi (-epitooppeja), jo(t)ka on (ovat) erilainen
(erilaisia) kuin aminohapposekvenssin alueet, joita on l&sni
proteiiniallergeenissd, joista alueet on johdettu. Lis&dksi
ei-vierekkdiset alueet, joissa on T-solu-epitooppeja, voidaan
jdrjestdd ei-perdkkdiseen jdrjestykseen (esim. jarjestys,
joka on erilainen kuin natiivin proteiiniallergeenin jarjes-
tys, josta T-solu-epitoopin (-epitooppeja) sisdltadva(t) alu-
e(et) on johdettu, missd aminohapposekvenssit on jdrjestetty
aminopddstd karboksipddhdn). Peptidissd voi olla ainakin 15
%, ainakin 30 %, ainakin 50 % tai 100 % asti punkkiallergee-

nin T-solu-epitooppeja.

Yksittdiset peptidialueet voidaan tuottaa ja testata, jotta
mddritetddn, mitkd alueet sitovat immunoglobuliini E:t&, joka
on spesifinen punkkiallergeeneille ja mikd sellaisista alu-
eista voisi aiheuttaa vdlittidjdaineiden vapautumisen (esim.
histamiini) sy&ttdsoluista tai basofiileist&d. Ne peptidialu-
eet, joiden havaittiin sitovan immunoglobuliini E:td ja aihe-
uttavan vdlittdjdaineiden vapautumisen sydttésoluista tai

basofiileistd suuremmassa kuin noin 10-15 % testuista aller-
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gisista seerumeista, eivdt edullisesti sisdlly peptidialuei-

siin, jotka ovat jdrjestyneet keksinndn peptideisti.

Edullisissa keksinndn peptideissd on kaksi tai useampi alu-
eista johdettu samoista tai erilaisista punkkiallergeeneistd
(esim. Der p I, Der p II, Der £ I ja Der f II). Yksi alue

voidaan johtaa esimerkiksi Der p I:std@ ja yksi alue voidaan
johtaa Der p II:sta; yksi alue voidaan johtaa esimerkiksi
Der p I:std ja yksi alue voidaan johtaa Der f I:std; yksi
alue voidaan johtaa esimerkiksi Der p II:sta ja yksi alue
voidaan johtaa Der f I:std; yksi alue voidaan johtaa esimer-

kiksi Der p II:sta ja yksi alue voidaan johtaa Der f II:sta;

yksi alue voidaan johtaa esimerkiksi Der p I:std@ ja yksi alue
voidaan johtaa Der f II:sta; yksi alue voidaan johtaa esimer-

kiksi Der f I:std ja yksi alue voidaan johtaa Der f II:sta.

Lisdksi alueet voidaan johtaa samasta proteiiniallergeenistd,

esim. Der p I ja Der p I, jne.

Keksinndn peptidin alueet sisdltdvdt edullisesti kaikki tai
osan edelld keskustelluista tdrkeimmistd T-solureaktiivisyy-
den alueista jokaisen punkkiallergeenin alueella (s.o. Der p
I:n ja Der £ I:n alueet 1-6a-6b ja Der p II:n ja Der £ II:n
alueet 7-10). Esimerkiksi yhdessd alueessa voi olla kaikki
tai osa alueesta 1 (Der p I:n ja Der £ I:n aminohappojddnndk-
set 36-68). Keksinndn peptideissd voi olla kaikki tai osa
kahdesta tai useammasta ndistd alueista (s.o. alueet 1-10)
ja edullinen tuloksena oleva peptidi ei sido IgE:td ja aihe-
uttaa vdlittdjdaineiden vapautumisen sydttdsoluista tai baso-
fiileistd. Edullisissa peptideissd, jotka on johdettu Der p
I:std ja Der f I:std, sisdltdvdt koko tai osan alueesta 1,
alueesta 2, alueesta 3 ja mahdollisesti alueesta 4. Edulli-
sissa peptideissd, jotka on johdettu Der p II:sta ja Der £
IT:sta, sisdltdvdt koko tai osan alueesta 7 ja alueesta 8 ja
alueesta 10. Lisdksi, jos yhden ndistd alueista havaitaan
sitovan IgE:td ja aiheuttavan vdlittdjdaineiden vapautumisen
syottdsoluista tai basofiileistd, sitten on edullista ettd

peptidissd ei ole sellaisia alueita, vaan mieluummin sisdltad-
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vdt erilaisia alueita, jotka on johdettu sellaisista alueis-
ta, jotka eivdt sido IgE:td tai vdlittdjdaineiden vapautu-

misen sydttdsoluista tai basofiileistd.

Esimerkkeihin edullisista alueista kuuluvat kaikki tai osa
seuraavista aminohapposekvensseistd: DP I-21.1 (SEQ ID
Nro:27); DP I-21.2 (SEQ ID Nro:28); DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29-
); DP I-22.2 (SEQ ID Nro:30); DP I-22.3 (SEQ ID Nro:13); DP
I-22.4 (SEQ ID Nro:32); DP I-23.1 (SEQ ID Nro:33); DP I-23.2
(SEQ ID Nro:34); DP I-25.1 (SEQ ID Nro:35); DP I-25.2 (SEQ ID
Nro:36); DP I-26.1 (SEQ ID Nro:37); DP I-27.1 (SEQ ID
Nro:38); DP I-28.1 (SEQ ID Nro:39); DP I-28.2 (SEQ ID
Nro:40); DP I-1 (SEQ ID Nro:9); DF I-1 (SEQ ID Nro:72); DF I-
21.1 (SEQ ID Nro:90); DF I-21.2 (SEQ ID Nro:91); DF I-22.1
(SEQ ID Nro:92); DF I-22.2 (SEQ ID Nro:93); DF I-22.4 (SEQ ID
Nro:94); DF I-23.1 (SEQ ID Nro:95); DF I-23.2 (SEQ ID
Nro:96); DF I-25.1 (SEQ ID Nro:97); DF I-25.2 (SEQ ID
Nro:98); DF I-26.1 (SEQ ID Nro:99); DF I-27.1 (SEQ ID
Nro:100); DF I-28.1 (SEQ ID Nro:101); DF I-28.2 (SEQ ID
Nro:102; DP II-20 (SEQ ID Nro:50); DP II-20.1 (SEQ ID Nro:-
51); DP II-20.2 (SEQ ID Nro:52); DP II-20.3 (SEQ ID Nro:53);
DP 1II-20.4 (SEQ ID Nro:54); DP II-20.5 (SEQ ID Nro:55); DP II
20.6 (SEQ ID Nro:56); DP II-1 (SEQ ID Nro:41); DP II-1.1 (SEQ
ID Nro:57); DP II-1.2 (SEQ ID Nro:58); DP II-2.1 (SEQ ID
Nro:59); DP II-2.2 (SEQ ID Nro:60); DP II-2.3 (SEQ ID
Nro:61); DP II-21 (SEQ ID Nro:62); DP II-22 (SEQ ID Nro:63);
DP II-26 (SEQ ID Nro:64); DP II-26.1 (SEQ ID Nro:65); DP II-
23 (SEQ ID Nro:66); DP II-23.1 (SEQ ID Nro:67); DP II-24 (SEQ
ID Nro:68); DP II-25 (SEQ ID Nro:69); DP II-25.1 (SEQ ID
Nro:70); DP II-25.2 (SEQ ID Nro:71); DF II-1 (SEQ ID
Nro:103); DF II-2 (SEQ ID Nro:104); DF II-13.1 (SEQ ID
Nro:105); DF II-3.1 (SEQ ID Nro:106); DF II-4.5 (SEQ ID
Nro:107); DF II-4.3 (SEQ ID Nro:108); DF II-15 (SEQ ID
Nro:109); DF II-16 (SEQ ID Nro:110); DF II-17 (SEQ ID
Nro:111); DF II-18 (SEQ ID Nro:112); DF II-19 (SEQ ID
Nro:113); DF II-19.1 (SEQ ID Nro:114); DF I-21 (SEQ ID
Nro:115) ja DF II-22 (SEQ ID Nro:116), sellaisten alueiden
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aminohapposekvenssien ollessa, kute kuviossa 3 ja kuviossa 4
on ndytetty, tai sellaisten alueiden osia, joissa on ainakin

yksi T-solu-epitooppi.

Edullisissa peptideissd on kahden tai useamman alueen erilai-
sia yhdistelmid, jokaisen koostuessa kaikista tai osasta
edelld keskustelluista edullisista tdrkedn T-solureaktiivi-
syyden alueista. Edullisissa peptideissd on kahden tai useam-
man alueen erilaisia yhdistelmid (jokaisella alueella ollen
aminohapposekvenssi, kuten kuviossa 3 ja kuviossa 4 n&hd&én)
mukaanluettuina: DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DP I-25.1 (SEQ
ID Nro:35); DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27) ja DP I-25.2 (SEQ ID
Nro:36); DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DP I-1 (SEQ ID Nro:9);
DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27); DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DP I-
25.2 (SEQ ID Nro:36); DP I-21.2 (SEQ ID Nro:28); DP I-22.1
(SEQ ID Nro:29) ja DP I-23.1 (SEQ ID Nro:39); DP I-1 (SEQ ID
Nro:9); DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DP I-23.1 (SEQ ID Nro:
33); DP I-1 (SEQ ID Nro:9); DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DP
I-25.2 (SEQ ID Nro:36) ja DP I-26.1 (SEQ ID Nro:37); DF I-
21.2 (SEQ ID Nro:91) ja DF I-22.1 (SEQ ID Nro:92); DF I-22.1
(SEQ ID Nro:90); DF I-22.1 (SEQ ID Nro:92) ja DF I-25.1 (SEQ
ID Nro:97); DF I-21.2 (SEQ ID Nro:91); DF I-22.1 (SEQ ID
Nro:29) ja DF I-25.1 (SEQ ID Nro:35); DF I-21.1 (SEQ ID Nr-
0:90), DF I-22.1 (SEQ ID Nro:92) ja DF I-23.1 (SEQ ID Nro-
:95); DF I-21.1 (SEQ ID Nro:27) ja DF I-22.1 (SEQ ID Nro:92);
DP I-1 (SEQ ID Nro:9); DP I-23.1 (SEQ ID Nro:33); DP I-25.1
(SEQ ID Nro:35) ja DF I-1 (SEQ ID Nro:72); t) DP I-1 (SEQ ID
Nro:9); DP I-25.1 (SEQ ID Nro:35), DP I-23.1 (SEQ ID Nro:33)
ja DF I-21.1 (SEQ ID Nro:91); DP I-1 (SEQ ID Nro:9), DP I-
25.1 (SEQ ID Nro:35); DP I-23.1 (SEQ ID Nro:33) ja DF I-21.1
(SEQ ID Nro:90); DP II-22 (SEQ ID Nro:63) ja DP II-25.2 (SEQ
ID Nro:71); DP II-22 (SEQ ID Nro:63); DP II-25.2 (SEQ ID Nro:
715) ja DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27) ja DP I-22.1 (SEQ ID
Nro:29); DP II-22 (SEQ ID Nro:63), DP II-25.2 (SEQ ID
Nro:71), DP II-20.6 (SEQ ID Nro:56), DP I-22.1 (SEQ ID
Nro:29), DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27) ja DP II-23.1 (SEQ ID
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Nro:33); DP II-22 (SEQ ID Nro:63), DP II-25.2 (SEQ ID
Nro:71), DP II-20.6 (SEQ ID Nro:56), DP I-21.1 (SEQ ID
Nro:27); DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DP I-25.2 (SEQ ID
Nro:36); DP II-22 (SEQ ID Nro:63), DP II-25.2 (SEQ ID
Nro:71), DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27), DP I-22.1 (SEQ ID

Nro:29) ja DP I-25.2 (SEQ ID Nro:36); DP II-22 (SEQ ID
Nro:63); DP II-25.2 (SEQ ID Nro:71), DP I-21.1 (SEQ ID
Nro:27), DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DP I-23.1 (SEQ ID
Nro:33); DP II-22 (SEQ ID Nro:63), DP II-25.2 (SEQ ID
Nro:71),; DP I-1 (SEQ ID Nro:9) ja DP I-22.1 (SEQ ID

Nro:29); DF II-4,5 (SEQ ID Nro:107) ja DF II-2 (SEQ ID
Nro:104); DF II-4.5 (SEQ ID Nro:107) ja DF II-19.1 (SEQ ID
Nro:114); DF II-4.5 (SEQ ID Nro:107), DF II-2 (SEQ ID
Nro:104) ja DF II-19.1 (SEQ ID Nro:114); DF II-4.5 (SEQ ID
Nro:107), DF II-2 (SEQ ID Nro:104) ja DF II-9 (SEQ ID
Nro:86); DF II-4.5 (SEQ ID Nro:107) ja DF I-21.1 (SEQ ID
Nro:90); DF II-4,5 (SEQ ID Nro:107); DP II-22 (SEQ ID Nro:63)
ja DP II-25.2 (SEQ ID Nro:71) ja i’) DF II-4,5 (SEQ ID
Nro:107), DF II-2 (SEQ ID Nro:104) ja DP II-22 (SEQ ID
Nro:63).

Lisdksi tulevissa edullisissa peptideissd on kahden tai
useamman alueen yhdistelmd@ ja niihin sisdltyvdt seuraavat
yhdistelmdt: DP I-21.1, DP I-23.1, DP I-26.1, DP II-20.6, DP
IT-22, DP II-25.2 ja DF II-22.2; DP I-21.2, DF II-22.2; DP I-
21.2, DF I-22.2, DP I-23.1, DP I-25.2, DP I-26.1, DP I-27.1,
DP II-20.6, DP II-22, DP II-24 ja DP II-25.2; DP I-23.1, DP
I-21.2, DP I-22, DF I-22.2, DP II-20.6 ja DP II-25.2; DF I-
23.1, DP I-21.1, DF I-22.2, DP II-20.6 ja DP I-25.2; DP I-
23.1, DF I-22 ja DP II-22 ja DP I1I-20.6; DP I-26.1, DF I-22.2
ja DP II-25.2; DP I-21.2, DF I-22.2 ja DP II-22 ja DP I-21.2
ja DP II-22.

Edullisimmissa peptideissd on kahden tai useamman alueen
yhdistelmd (jokaisella alueella ollen aminohapposekvenssi,
kuten kuviossa 3 ja kuviossa 4 ndhdddn), joka on johdettu

punkkiallergeeneistd Der p I, Der p II ja Der f I, joista
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jokaisella mainitulla edullisella peptidilld on seuraava
spesifinen perdttdinen aminohapposekvenssien jdrjestys, kuten
kuvioissa 25-27 nihdi&n: DPI-26.1, DPII-25.2, DFI-22, DPII-
20,6 ja DPI-21.2, vastaavasti; DPII-25.2, DFI-22.2, DPI-23.1,
DPII-22, DPI-21.2 ja DPII-20.6, vastaavasti; ja DPII-25.2,
DFI-21.2, DPI-23.1, DPI-26.1, DPII-22, DPII-20.6 ja DFI-22.2,
vastaavasti. Edelld olleiden peptidien nukleiinihapposekvens-

sit on ndytetty kuvioissa 25, 26 ja 27, vastaavasti.

Tdmdn keksinndn piirissd suvun Dermatophagoides proteiini-

allergeenien peptidejd voidaan kdyttdd menetelmissd kdsitelld
ja estdd allergisia reaktioita punkkiallergeeneille. T&dten
erds tamdn keksinndn ndkodkohta tarjoaa terapeuttisia koostu-
muksia, joihin sisdltyvat Der p I-, Der p II-, Der f I- tai
Der f II-peptidit, mukaanluettuna ainakin yksi T-solu-epi-
tooppi, tai edullisesti ainakin kaksi T-solu-epitooppia ja
farmaseuttisesti hyvdksyttdvd kantaja tai laimennin. Er&ddssa
toisessa ndkokohdassa terapeuttisissa koostumuksissa on far-
maseuttisesti hyvdksyttdvad kantaja tai laimennin ja pepti-
deissd on ainakin kaksi aluetta, jokaisen alueen sisdltdessi
ainakin yhden punkkiallergeenin T-solu-epitoopin ja johdettu

samasta tai erilaisesta punkkiproteiiniallergeenisti.

Edullisiin terapeuttisiin koostumuksiin sisdltyy ainakin yksi

suvun Dermatophagoides proteiiniallergeenin peptidi. Koostu-

muksessa on riittdvd prosenttiosuus ainakin yhden proteiini-
allergeenin T-solu-epitooppeja siten, ettd koostumuksen anta-
misen terapeuttiset hoito-ohjeet yksilt6lle, joka on herkkd
polypunkille, johtavat yksildn T-solujen proteiiniallergeenin
sietoon. Koostumuksessa on edullisesti riittdvd prosentti-
osuus yhden tai useamman proteiiniallergeenien T-solu-epi-
tooppeja, siten ettd ainakin noin 40 % ja edullisemmin aina-
kin noin 60 % jokaisen proteiinin T-solu-reaktiivisyydestd on
mukana koostumksessa. Sellaisia koostumuksia voidaan antaa
yksildlle hoitamaan ja estdmddn herkkyyttd pdlypunkille tai
allergeenille, joka on immunologisesti ristiinreagoiva pély-

punkin kanssa.
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Tdmdn keksinndn terapeuttisten koostumusten antaminen yksilén
herkkyyden poistamiseksi voidaan suorittaa kdyttdmdlld tun-
nettuja tekniikoita. Esimerkiksi peptidid, joka on johdettu
pdlypunkkiallergeenistd, jossa on ainakin yksi T-solu-epi-
tooppi, voidaan antaa yhdistelmdnd sopivan laimentimen, kan-
tajan ja/tai adjuvantin kanssa. Jotta indusoidaan T-solun
vastustuskyvyttdmyys yksildssd, annetaan terapeuttista koos-
tumusta edullisesti ei-immunogeenisessd muodossa, esim. siind
ei ole adjuvanttia. Farmaseuttisesti hyvdksyttdviin laimenti-
miin kuuluvat suolaliuos ja vesipitoiset puskuriliuokset.
Farmaseuttisesti hyvdksyttdviin kantajiin kuuluvat polyety-
leeniglykoli (Wie et al. International Archives of Allergy
and Applied Immunology 64:84-99 (1981)) Jja liposomit (Strejan
et al., Journal of Neuroimmunology 7:27 (1984)). Sellaisia
koostumuksia annetaan yleensd ruiskulla (ihonalaisesti, suo-
nensisdisesti, jne), suun kautta annettuna (esim. kapselin
muodossa), hengittdmdlld, ihon ldpi annettuna tai perdsuonen
kautta annettuna. Keksinnon terapeuttisia koostumuksia anne-
taan yksil®ille, jotka ovat herkkid p&lypunkille, annoksina
ja ajallisesti pitkddn, jotta vdhennetddn yksildn herkkyyttd
(s.o. vdhennetddn allergista vastetta) pdlypunkkiallergeenil-
le. Yhtd tai useampaa samaa tai erilaista terapeuttista koos-
tumusta voidaan antaa terapeuttisesti tehokkaana maddradna
samanaikaisesti tai perdkkdin yksildlle, joka on herkkd poly-
punkille. Terapeuttisten koostumusten tehokkaat md&drdt vaih-
televat tekijoiden mukaan, kuten yksilodn herkkyyden aste
polypunkeille, ikd, sukupuoli ja yksildn paino ja peptidin
kyky stimuloida T-soluvastetta yksilodssa.

Vield erddssd tdmdn keksinndn ndkoékohdassa tarjotaan
koostumus, jossa on ainakin kaksi peptidid (esim. ainakin
kahden peptidin fysikaalinen seos), joissa kummassakin on

ainakin yksi suvun Dermatophagoides proteiiniallergeenin T-

solu-epitooppi. Peptidit on johdettu samasta tai erilaisesta
punkkiallergeenistd. Sellaisia koostumuksia voidaan antaa te-
rapeuttisen koostumuksen muodossa farmaseuttisesti hyvdksyt-

tdvdn kantajan tai laimentimen kanssa. Yhtd tai useampaa sa-
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maa tai erilaista terapeuttisia koostumuksia voidaan antaa
terapeuttisesti tehokkaana mddrdnd samanaikaisesti tai perdk-
kdin yksildlle, joka on herkkd pdlypunkille.

Peptidien koostumukset ja edulliset yhdistelmdt, joita voi-
daan antaa samanaikaisesti tai perdkkdin (koostuen peptideis-
td, joissa on aminohapposekvenssit, jotka ndhdddn kuviossa 3
ja kuviossa 4), kuuluvat seuraavat yhdistelmdt: DP I-22.1
(SEQ ID Nro:29) ja DP I-25.1 (SEQ ID Nro:35); DP I-21.1 (SEQ
ID Nro:27) ja DP I-25.2 (SEQ ID Nro:36); DP I-22.1 (SEQ ID
Nro:29) ja DP I-1 (SEQ ID Nro:9); DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27),
DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DP I-25.2 (SEQ ID Nro:36); DP I-
21.2 (SEQ ID Nro:28), DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DP I-23.1
(SEQ ID Nro:39); DP I-1 (SEQ ID Nro:9); DP I-22.1 (SEQ ID
Nro:29) ja DP I-23.1 (SEQ ID Nro:33); DP I-1 (SEQ ID Nro:9);
DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DP I-25.2 (SEQ ID Nro:36); DP I-
21.1 (SEQ ID Nro:27), DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29), DP I-23.1
(SEQ ID Nro:33) ja DP I-25.2 (SEQ ID Nro:36); DP I-21.2 (SEQ
ID Nro:28), DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DP I-25.2 (SEQ ID
Nro:36); DP I-21.2 (SEQ ID Nro:27), DP I-22.1 (SEQ ID
Nro:29), DP I-25.2 (SEQ ID Nro:36) ja DP I-26.1 (SEQ ID
Nro:37); DF I-21.2 (SEQ ID Nro:91) ja DF I-22.1 (SEQ ID
Nro:92); DF I-21.1 (SEQ ID Nro:90), DF I-22.1 (SEQ ID Nro:92)
ja DF I-25.1 (SEQ ID Nro:97); DF I-21.2 (SEQ ID Nro:91), DF
I-22.1 (SEQ ID Nro:92) ja DF I-25.1 (SEQ ID Nro:97); DF I-1
(SEQ ID Nro:72) ja DF I-22.1 (SEQ ID Nro:92); DF I-1 (SEQ ID
Nro:72), DF I-22.1 (SEQ ID Nro:92) ja DF I-25.1 (SEQ ID
Nro:97); DF I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DF I-25.1 (SEQ ID
Nro:35); DF I-21.1 (SEQ ID Nro:90), DF I-22.1 (SEQ ID Nro:92)
ja DF I-23.1 (SEQ ID Nro:95); DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27) ja DF
I-22.1 (SEQ ID Nro:92); DP I-1 (SEQ ID Nro:9), DP I-23.1 (SEQ
ID Nro:33), DP I-25.1 (SEQ ID Nro:35) ja DF I-1 (SEQ ID
Nro:72); DP I-1 (SEQ ID Nro:9), DP I-25.1 (SEQ ID Nro:35),

DP I-23.1 (SEQ ID Nro:33) ja DF I-21.2 (SEQ ID Nro:91); DP I-
1 (SEQ ID Nro:9), DP I-25.1 (SEQ ID Nro:35), DP I-23.1 (SEQ
ID Nro:33) ja DF I-21.1 (SEQ ID Nro:90); DP II-22 (SEQ ID
Nro:63) ja DP II-25.2 (SEQ ID Nro:71); DP II-22 (SEQ ID
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Nro:63), DP II-25.2 (SEQ ID Nro:71) ja DP I-21.1 (SEQ ID
Nro:27) ja DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29); DP II-22 (SEQ ID
Nro:63), DP II-25.2 (SEQ ID Nro:71), DP II-20.6 (SEQ ID
Nro:56), DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29), DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27)
ja DP I-23.1 (SEQ ID Nro:33); DP II-22 (SEQ ID Nro:63), DP
I1-25.2 (SEQ ID Nro:71), DP II-20.6 (SEQ ID Nro:56), DP I-
21.1 (SEQ ID Nro:27), DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29) ja DP I-25.2
(SEQ ID Nro:36); DP II-22 (SEQ ID Nro:63), DF II-25.2 (SEQ ID
Nro:71), DP I-12.1 (SEQ ID Nro:27), DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29)
ja DP I-25.2 (SEQ ID Nro:36); DP II-22 (SEQ ID Nro:63), DP
II-25.2 (SEQ ID Nro:71), DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27), DP I-22.1
(SEQ ID Nro:29) ja DP I-23.1 (SEQ ID Nro:33); DP II-22 (SEQ
ID Nro:63), DP II-25.2 (SEQ ID Nro:71l), DP I-1 (SEQ ID Nro:9)
ja DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29); DF II-4,5 (SEQ ID Nro:107) ja
DF II-2 (SEQ ID Nro:104); DF II-4.5 (SEQ ID Nro:107) ja DF
I1-19.1 (SEQ ID Nro:114); DF II-4.5 (SEQ ID Nro:107), DF II-2
(SEQ ID Nro:104) ja DF II-19.1 (SEQ ID Nro:114); DF II-4.5
(SEQ ID Nro:107), DF II-2 (SEQ ID Nro:104) ja DF II-9 (SEQ ID
Nro:86); DF II-4.5 (SEQ ID Nro:107) ja DF I-21.1 (SEQ ID
Nro:90); DF II-4,5 (SEQ ID Nro:107); DP II-22 (SEQ ID Nro:63)
ja DP II-25.2 (SEQ ID Nro:71) ja DF II-4.5 (SEQ ID Nro:107),
DF II-2 (SEQ ID Nro:104) ja DP II-22 (SEQ ID Nro:63) ja DP I-
26.1, DP II-25.2, DF I-22, DP II-20,6 ja DP I-21.2.

Tadmd keksintd tarjoaa myos menetelmdt mddrittdd yksildiden
herkkyys pdlypunkkiallergeeneihin, mihin sisdltyy ettd yhdis-
tetddn verindyte, joka on saatu yksiléstd, tdmdn keksinnodn
peptidin kanssa olosuhteissa, jotka ovat sopivat sitomaan
verikomponentteja peptidin kanssa ja mddritetddn laajuus,
mihin sellainen sitominen tapahtuu. Laajuus, mihin sellainen
sitominen tapahtuu, mddritetddn mddrittdmdlld T-solutoiminta,

T-solulisddntyminen tai niiden yhdistelmi.

On myds mahdollista modifioida keksinnén peptidin rakenne
sellaisiin tarkoituksiin kuin lisdtd liukoisuutta, vahvistaa
terapeuttista tai estdvda tehoa tai stabiilisuutta (esim.

varastoimisaika ex vivo ja resistenssi proteolyyttistd hajo-



10

15

20

eeeee

30

110585

32

tusta vastaan in vivo). Sellainen modifioitu peptidi voidaan
tuottaa, jossa aminohapposekvenssid on muutettu, kuten amino-
happosubstituutiolla, deleetiolla tai additiolla, modifioi-
maan immunogeenisyyttd ja/tai vdhentdmddn allergeenisyytta
tai mihin on lis&dtty komponentti samaa tarkoitusta varten.

Peptidid voidaan modifioida esimerkiksi siten, ettd se sdi-
lyttd83d kykyknsd indusoida T-solun vastustuskyvyttomyyttd ja
sitoo MHC-proteiineja ilman kykyd indusoida vahvaa lisd&dnty-
vdd vastetta tai mahdollisesti mitddn lisddntyvdd vastetta,
kun annetaan immunogeenisessd muodossa. Tdssid tapauksessa
voidaan kriittiset sitomisjddnnokset T-solu-reseptorille
madrittdd kadyttdmdlld tunnettuja tekniikoita (esim. jokaisen
jddnndksen substituutio ja T-solu-reaktiivisyyden l&sndolon
tai puuttumisen mddrittdminen). Niitd j&3dnndksiad, jotka nayt-
tdvdt olevan olennaisia olemaan vuorovaikutuksessa T-solu-
reseptorin kanssa, voidaan modifioida korvaamalla olennainen
aminohappo toisella, edullisesti samanlaisella aminohappo-
jddnnodkselld (varovainen substituutio), jonka ldsndolon on
osoitettu lisddvan, vdhentdvdn, mutta ei poistavan tai ei
vaikuttavan T-solu-reaktiivisyyteen. Lis&ksi niitd aminohap-
pojddnndksid, jotka eivdt ole olennaisia T-solu-reseptori-
vuorovaikutukselle, voidaan modifioida korvaamalla toisella
aminohapolla, jonka mukaanliittdminen saattaa lisdtd, vdhen-~
tdd tai ei vaikuttaa T-solu-reaktiivisyyteen, mutta ei poista

sitomista merkitykselliseen MHC:hen.

Lisdksi keksinndn peptidejd voidaan modifioida korvaamalla
aminohappo, jonka on osoitettu olevan olennainen vuorovaiku-
tukseen MHC-proteiinikompleksin kanssa toisen, edullisesti
samanlaisen aminohappojddnndksen kanssa (varovainen substi-
tuutio), jonka ldsndolon on osoitettu lisddvdn, vahentidvan,
mutta ei poistavan tai ei vaikuttavan T-solu-aktiivisuuteen.
Lisdksi aminohappojddnnéksid, jotka eivdt ole olennaisia vuo-
rovaikutukseen MHC-proteiinikompleksin kanssa, mutta jotka
silti sitovat MHC-proteiinikompleksin, voidaan modifioida

korvaamalla toisella aminohapolla, jonka liittdminen saattaa
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lisdtd, ei vaikuttaa, tai vdhentdd mutta ei poista T-solun
reaktiivisyyttd. Edullisia aminohapposubstituutioita ei olen-
naisiin aminohappoihin ovat, mutta eivdt rajoitu substituu-
tioihin alaniinilla, glutamiinihapolla tai metyyliaminonoha-

polla.

Erds toinen esimerkki peptidien substituutiosta on kysteiini-
jddnndsten substituutio edullisesti seriinilld, treoniinilla,
leusiinilla tai glutamiinihapolla minimoimaan dimerisaatio
disulfidisidosten kautta. Esimerkiksi Der p II- tai Der f II-
peptidin stabiilisuutta, johon sisdltyy kummankin allergeenin
10 ensimmdistd aminohappojddnndstd, voidaan lisdtd korvaamal-
la kysteiini, joka sijaitsee kahdeksannessa aminohappojdan-
noksessd, edullisesti alaniinilla tai glutamiinihapolla tai

vaihtoehtoisesti seriinilld tai treoniinilla.

Jotta lisdtddn stabiilisuutta ja/tai reaktiivisyyttd, voidaan
peptidejd modifioida liittdmddn yksi tai useampi polymorfismi
proteiiniallergeenin aminohapposekvenssiin luonnon alleeli-
sesta muunnelmasta, kuten kuvioissa 25-27 osoitetaan. Lisdksi
D-aminohapot, ei-luonnolliset aminohapot tai ei-aminohappo-
analogit voidaan susbtituoida tai lisdtd tuottamaan modifioi-
tu peptidi t&@mdn keksinnén piirissd. Lisdksi tdmdn keksinndn
peptidit voidaan modifioida kadyttdmdllad polyetyleeniglykoli-
(PEG) menetelm&@d, Sehon, A. ja avustajat (Wie et al, supra)
tuottamaan peptidi, joka on konjugoitunut PEG:n kanssa. Li-
sdksi PEG voidaan lisdtd keksinndn peptidin kemiallisen syn-
teesin aikana. Peptidien tai niiden osien modifikaatioihin
voidaan liittdd myds pelkistys/alkylaatio (Tarr teoksessa:
Methods of Protein Microcharacterization, J.E. Silver toim.
Humana Press, Clifton, NJ, ss. 155-194 (1986); asylaatio
(Tarr, supra); esterdinti (Tarr, supra); kemiallinen kytkemi-
nen sopivaan kantajaan (Mishell ja Shiigi, toim. Selected
Methods in Cellular Immunology, WH Freeman, San Francisco, CA
(1980); U.S patentti 4 939 239); tai laimea formaliinikdsit-
tely (Marsh International Archives of Allergy and Applied
Immunology 41: 199-215 (1971)).
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Erddssd toisessa suoritusmuodossa voidaan peptidejd, jotka
ovat allergeeniryhmdssd (esim. Der p I tai Der p II), modifi-
oida lisdd@mddn T-solu-reaktiivisyyttd. Annettuna ristiin-
reagoivuus ryhmdn I ja ryhmdn II allergeenien sisdlld, yhden
ryhmdallergeenin peptidi, joka voi olla vdhemm&n reaktiivinen
kuin toisen ryhmdallergeenin peptidi vastaten aminohappo-
asemaa, peptidissd voi olla yksi tai useampi aminohapoista
susbtituoituna yhdelld tai useammalla aminohapoista vastaa-
vasta peptidistd (esim. peptidi DF II-1, jd&nnds 17 [me-
tioniini] Der f II aminohapposekvenssissd voi olla substitu-

oitu aminohapolla, joka sijaitsee jddnndksessa 17 Der p II[1l-
eusiini] lisddmddn Der f II petidin reaktiivisyyttd). Lisdksi
peptidejd voidaan modifioida liittd@mdlld polymorfismi, joka
on seurausta luonnon alleelisesta variaatiosta, proteiinial-
lergeenin aminpohapposekvenssiin. Peptidien modifikaatiot,
joissa liitetddn yksi tai useampi nditd polymerfismeja, saat-
taa johtaa lisddntyneeseen stabiilisuuteen ja/tai reaktiivi-

syyteen.

Jotta helpotetaan puhdistusta ja mahdollisesti lis&dtdan kek-
sinnnén peptidien liukoisuutta, on mahdollista lis&dtd report-
teriryhm(i)d peptidirunkoon. Esimerkiksi polyhistidiini voi-
daan lisdtd peptidiin puhdistamaan peptidi immobilisoidulla
metalli-ioniaffiniteettikromatografialla (Hochuli, E. et al.,
Bio/Technology, 6:1321-1325 (1988)). Lisdksi voidaan tuoda
spesifisid endoproteaasipilkkomiskohtia, jos toivottua, pep-
tidin reportteriryhmdn ja aminohapposekvenssien vdliin hel-
pottamaan peptidien, joissa ei ole soveltumattomia sekvensse-
ja, eristystd. Jotta yksildltd poistetaan herkkyys prote-
iiniantigeeniin onnistuneesti, saattaa olla tarpeellista
lisdtd peptidin liukoisuutta lisddmdlld toiminnallisia ryhmid
peptidiin tai ei 1liittd@mdlld hydrofobisia T-solu-epitooppeja
tai alueita, joissa on hydrofobisia epitooppeja peptideissi.

Jotta mahdollisesti avustetaan oikeata T-solu-epitooppien
antigeeniprosessointia peptidiss&d, voidaan alueiden vdliin

rakentaa kanonisia proteaasiherkkid kohtia rekombinanttisesti
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tai synteettisesti, jokaisen sisdltdessd ainakin yhden T-
solu-epitoopin. Esimerkiksi varautuneet aminohappoparit,
kuten KK tai RR, voidaan viedd alueiden v&dliin peptidissd
peptidin rekombinanttirakentamisen aikana. Saatu peptidi
voidaan tehdd herkdksi katepsiinin ja/tai trypsiinin kaltais-
ten entsyymien pilkkomiselle synnyttdmddn peptidiosia, joissa
on yksi tai useampi T-soluepitooppi. Lisdksi sellaiset varau-
tunueet aminohapot voivat johtaa peptidin liukoisuuden 1li-
sddntymiseen.

DNA:n, joka koodaa keksinnén peptidid, kohdistettua mutage-
neesia voidaan k&dyttdd modifioimaan peptidin rakennetta. Sel-
laisiin menetelmiin voi sisdltyd PCR (Ho et al., Gene, 77:51-
59 (1989)) tai mutatoitujen geenien kokonaissynteesi (Hos-
tomsky, Z., et al., Biochem. Res. Comm., 161:1056-1063 (1989~
)). Jotta lis&tddn bakteeriekspressiota, voidaan kadyttda
edelld mainittuja menetelmid muiden menetelmien yhteydessa
muuttamaan eukaryoottisia kodoneita DNA-rakenteissa, jotka
kooodaavat keksinndn peptideitd, sellaisiksi joita edullises-

ti kdytetddn E. colissa.

Spesifisid esimerkkejd keksinndén peptideistd, jotka on modi-
fioitu yhdelld tai useammalla edelld keskustelluista modifi-
kaatiomenetelmistd, ovat mutta ei rajoitu DPI-23.1-peptidin
modifikaatioihin, kuten kuviossa 28 on osoitettu ja DPII-22-
peptidin, kuten kuviossa 28 on osoitettu. Spesifisemmin,
peptidien 23.1 modifikaatioihin sisdltyy varautuneiden amino-
happojen (23.1.2), varautuneiden aminohappoparien (23.1.1)
lisddminen lisddmddn liukoisuutta ja kysteiinijddnndksen
korvaaminen seriinilld 23.1.3. tai glutaiinihapon (23.1.4.)
lisddmddn liukoisuutta. Muutoksiin peptidiin 22 kuuluvat
varautuneiden aminohappoparien (22.1 ja 22.1) lisddminen

lisddmdidn liukoisuutta.

Tamd keksintd tarjoaa myds nukleiinihapot, joissa on sekvens-
sit, jotka koodaavat keksinnon peptidejd. Nukleiinihapot,

joita kdytettiin missd tahansa t&dmdn keksinndn suoritusmuo-
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dossa, voivat olla cDNA, kuten t&dssd on kuvattu tai vaihtoeh-
toisesti voivat olla mikd tahansa oligodesoksinukleotidisek-
venssi, jossa on kaikki tai osa tdssd edustetusta sekvenssis-
td tai niiden toiminnalliset akvivalentit. Sellaisia oli-
gonukleotidisekvenssejd voidaan tuottaa kemiallisesti tai
mekaanisesti kdyttdmdlld tunnettuja tekniikoita. Oligonukle-
otidisekvenssin toiminnallinen ekvivalentti on sellainen,
joka on 1) sekvenssi, joka kykenee hybridisoitumaan tdydelli-
sesti komplementaariseen oligonukleotidiin jonka kanssa SEQ
ID Nro:1, SEQ ID Nro:3, SEQ ID Nro:5 ja SEQ ID Nro:7 sekvens-
si (tai vastaavat sekvenssiosat) tai niiden fragmentit hybri-
disoituvat tai 2) sekvenssi (tai vastaava sekvenssiosa), joka
on komplementaarinen SEQ ID Nro:1l:n, SEQ ID Nro:3:n, SEQ ID
Nro:5:n ja SEQ ID Nro:7:n kanssa ja/tai 3), sekvenssi, joka
koodaa tuotetta (esim. polypeptidi tai peptidi), jolla on
samat tuotteen, jota SEQ ID Nro:1l:n, SEQ ID Nro:3:n, SEQ ID
Nro:5:n ja SEQ ID Nro:7:n sekvenssi (tai vastaava sekvens-

siosa) koodaa, toiminnalliset luonteenominaisuudet.

Tdtd keksintod valaistaan lisdd seuraavilla ei-rajoittavilla

esimerkeills.

Esimerkki
Natiivin punkkiallergeenin puhdistaminen

Seuraava on kuvaus tySstd, joka tehtiin pdlypunkkien Derma-
tophagoides pteronyssinus ja Dermatophagoides farinae ryhmd I

ja ryhmd II allergeenien puhdistamiseksi niiden natiivissa
muodossa primddrisind antigeeneind ihmisen T-solu-epitooppi-

kartoitusta varten.

Kaikki neljd proteiiniallergeenia Der f I, Der p I, Der f II

ja Der p II puhdistettiin immunoaffiniteetilld kdytetyista
punkkiviljelyalustoista, jotka saatiin joko Commonwealth Sera
Laboratories Melbourne, Australia tai Tri Larry G. Arlian,
Wright State University Dayton, Ohio. Valmistettiin 10 %
(w/v) vesipitoinen uute kuivuneesta k&dytetyistd punkkivilje-

lyalustoista PBS:ddn (Phosphate Buffered Saline) sekoittamal-
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la yén yli 4°C:ssa. Liukenematon materiaali poistettiin sent-
rifugoimalla 10 000 x g 1 h 4°C. Sitten supernatantti suoda-
tettiin tyhj6éssd ldpilydntipaperilla Whatman #1 paperilla ja
sentrifugoitiin uudestaan 15 000 x g 1 h 4°C. Lopullinen
suodatus suoritettiin 0,45 m selluloosa-asetaattisuodattimen

ldpi.

Monoklonaalisia vasta-aineita 4Cl1 ja 6D6 (University of Vir-
ginia, NC) kdytettiin ryhmdn I tai ryhmdn II punkkiallergee-
nien immunoaffiniteettipuhdistukseen, vastaavasti (Chapman et
al., J. Allergy Clin. Immunol. 80: 1479-1484 (1987); Heymann
et al., J. Allergy Clin. Immunol. 83: 1055-1067 (1989)). 4C1l
monoklonaalinen vasta-aine reagoi epitoopin kanssa, jonka
jakavat sekd Der f I- ettd Der p I-proteiinit; samalla lailla
6D6 monoklonaalinen vasta-aine reagoi sekd Der f II- ettd Der

p II-proteiinien

kanssa.

Jokaista monoklonaalista vasta-ainetta varten vatsaonteloon
kertyvd neste kytkettiin kiinni 50 % ammoniumsulfaattiin ja
vasta-aineet kytkettiin CNBr-aktivoituun Sepharose 4B:hen

(Pharmacia) 100 mM NaHCO3;:ssa, 500 mM NaCl:ss&d, pH 8,3, yoén

yli 4°c.

Monoklonaali-vasta-ainepylvddt tasapainotettiin PBS:ssi ja
suodatetut uutteet laitettiin 15 ml/h. Sitten pylvds pestiin
20 tilavuudessa PBS:3d4, jonka jdlkeen suoritettiin ankarampi
pesu 20 tilavuudella PBS:dd, johon oli laitettu mukaan 500 mM
NaCl:dd. Proteiinit eluoitiin 500 mM NaCl:ssd, 100 mM gly-
siinissd pH 11,0 ja fraktioiden proteiinisisdltd arvioitiin
spektrofotometrilld absorbanssissa 280 nm. Piikkifraktiot
kerdttiin ja dialysoitiin perusteellisesti PBS:43 vastaan,
konsentroitiin negatiiviselld painedialyysilaitteella (saatu
Amiconilta, Beverly MA) ja kdytettiin punkki ryhmdn I tai
ryhmdn II allergeenien T-solu-epitooppikartoitukseen. Prote-
iineja saatiin puhtauksina, jotka vaihtelivat 80 % (ryhmid II)
- 90 % (ryhmd I).
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Kdytettiin kddnteisfaasi HPLC-kromatografiaa puhdistamaan
lisdd immunoaffiniteetilla puhdistettua ryhmd II punkkiprote-
iiniallergeenid Heymann et al., olosuhteiden mukaisesti, J.
Allergy Clin. Immunol. 83: 1055-1067 (1989). Lyhyesti, im-
munoaffiniteetti-puhdistettua proteiinia laitettiin 5 um 300
R c-8 pylvidseen (Applied Biosystems Inc.) 0,1 $ til./til.
TFA/H,0. Virtausnopeus pylvd&dlle oli 1 ml/min, 0-60 % ase-
tonitriili/o0,1 % TFA-gradientilla yli 60 min. Ryhmd II prote-
iinit eluoituivat noin 45 % asetonitriili/o0,1 % TFA. Frakti-
oista analysoitiin puhtaus SDS-polyakryyliamidigeelialektro-
foreesilla, jonka jdlkeen oli densitometrinen pyyhkdisykar-
toitus. Niitd fraktioita, joiden ryhmd8 II proteiinin puhtaus
oli suurempi kuin 90 %, kdytettiin sen jdlkeen allergeenin
ihmisen T-solukartoitukseen.

Esimerkki 2

Rekombinantti punkkiallergeenin ekspressio
Seuraavana on kuvaus tyostd, joka tehtiin tuottamaan pdly-

punkkien Dermatophagoides pteronyssinus ja Dermatophagoides
farinae ryhmd I ja ryhmd II allergeenejd rekombinanttiprote-

iineina E. colissa.

Kaikki neljd proteiinia Der f I, Der p I, Der f II ja Der p

II fuusioitiin niiden valmiissa aminopdissd johtavan sekvens-
sin MGHHHHHHEF:n kanssa (missd EcoRI restriktiokohta GAATTC
koodaa aminohappoja EF). Koska aminohappojen Hg-venymd koor-
dinoi Ni**-ionit NTA-agarocosipylvdisiin (Diagen GmbH), t&ti
aktiivisuutta hyddynnettiin rekombinanttiproteiinien puhdis-
tuksessa (Hochuli et al., Biotechnology 86: 1321-1325 (1988-
)) . Lopuksi kaikki 4 allergeenid alakloonattiin ekspres-
siovektoriin pET 11d (Studier et al., Methods in Enzymology
185: 60-88 (1990) faagi T7 gn 10 promoottorin transkriptio-

. haalisen kontrollin alaisena.

.....

. cDNA:t, jotka koodaavat D.

pteronyssinus ja D. farinae ryhma
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(1988); Dilworth et al., Clin. Exp. Allergy 21: 25-32 (1991-
)). Der p I cDNA oli kloonattu M13 RF-plasmidilta EcoRI-frag-
menttina pUCl8:aan, Tri Roland Buelow, ImmuLogic (Palo Alto),
kun taas Der f I cDNA manipuloitiin suoraan M13mpl9 RF-plas-
midi Df I(1):1t4.

cDNA:t subkloonattiin ensimmdiseksi ekspressiovektoriin pTrc-
99A Hisg insertti RRRS, joka on pTrc99A:n modifioitu versio
(Amann et al., Gene 69: 301-315 (1988)). Alkuperdistd vekto-
ria modifioitiin 1isd&mdlld synteettinen adaptori (joka koos-
tuu kahdesta komplimentaarisesta oligonukleotidista), joka
koodaa johtavaa sekvenssid MGHHHHHHEF:&d4 sen Ncol (MG)- ja
EcoRI-kohtien vdlissd polylinkkerin 5/-pddssd ja RRS (Retro
Regulatory Sequence) sen Hind III-kohtaan polylinkkerin 3/-
pddssd. Johtavaa sekvenssid kdytettiin puhdistusapuna, kuten
edelld kuvattiin, samalla kun RRS lisdttiin kohottamaan re-
kombinanttildhetin stabiilisuutta ja tdten lis&d&dmddn rekom-
binantti proteiinisaantoa (Skoglund et al., Gene 88: 1-5
(1990)). Lopuksi insertti, tdssd tapuksessa Amb a I.1 cDNA,

joka koodaa lyhyen villakon tdrkedtd allergeenid (Rafnar et
al., J. Biol. Chem. 226: 1229-1236 (1991)), subkloonattiin
lukuraamissa Hg johtajan kanssa EcoRI:na PstI-fragmenttiin.

Jotta ekspressoidaan punkin ryhmd I allergeenejd, Amb a I.1
cDNA pilkottiin EcoRI/Hind III pilkkomisella ja korvattiin
adaptoreilla ®EcoRI/Hind III yliriippuvien kanssa (koostuen

.. komplementaarisesta oligonukleotidien parista). Ndmd& adapto-

“:l rit (kuvio 2a) koodasivat valmiin Der p I:n NH,-p&&n 5 ensim-

30

35, ,

mdistd aminohappoa, Pst I-kohtaan, ja valmiin Der f I:n NH,-
pddn 10 ensimmdistd aminohappoa, Hpa I-kohtaan. Vektorin
EcoRI-kohdan ja ®EcoRI-kohdan adaptoreissa ligaation j&lkeen,
tuhotaan EcoRI-kohta vektorissa, jdttden EcoRI-kohdan, jota

" koodataan sisdisesti, adaptorille ainoana EcoRI-kohtana vdli-

muotorakenteissa pTrc99A Hisg 5’ pl RRS ja Trc99A Hisg 5’ fl

*jRRS. Der p I cDNA insertoitiin Pst I/EcoRI-fragmenttina Pst

.:.I/EcoRI-pilkottuun pTrc99A Hisg 5’ pl RRS:&d8n, kun taas Der f

;;;;;

"', I cDNA insertoitiin Hpal/EcoRI-fragmenttina HpaIl/EcoRI-pil-
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kottuun pTrc99A Hisg 5’ fl RRS:ddn. Jokaisen rakenteen 5'-
pddn sekvenssi, pTrc99A Hisg 5’ pl RRS ja pTrc99A Hisg f£f1 RRS
varmistettiin didesoksi-ketjuterminaatio DNA-sekvenssoinnilla
kdyttimdl1lsd Sequenase™ II-testipakkausta (U.S. Biochemi-
cals). Sekd Hg pl ettd Hg fl koodauskasetit pilkottiin NcoI/-
NheI-pilkkomisella (NheI-kohta pilkkoi RRS-adaptorin 3’/-pdds-
td) ja insertoitiin NcoI/NheI-pilkottuun pET11d:hen. N&mid
kaksi rakennetta, pET11d Hisg pl RRS ja pET11d Hisg £l RRS,
transformoitiin kompetentteihin BL21[DE3]-bakteereihin rekom-
binanttiproteiinien ekspressiota varten. BL21[DE3] sis&ltda
rekombinantti faagi A-lysogeenid, DE 3, faagin T7 RNA-polyme-
raasigeenin kanssa UV5-promoottorin transkriptionaalisen
kontrollin alaisena. T7 RNA polymeraasigeeniekspressio in-
dusoidaan lisddmdlld IPTG:td (isopropyyli-B-D-tiogalaktopyra-
no-puoli), joka puolestaan johtaa rekombinanttigeenin, joka
on pET-vektorin T7 gn 1l0-promoottorin 3’-subkloonattu, eks-

pression korkeaan tasoon.

cDNA:t, jotka koodaavat D. pteronyssinuksen ja D. farinaen
ryhmd II allergeeneja, saatiin myds Tri Wayne Thomakselta
plasmidimuodossa alaklooneina Agtll:sta (Chua et al., Int.
Arch. Appl. Immun. 91: 118-123 (1990); Trudinger et al.,
Clin. Exp. Allergy 33: 33-37 (1991)). Alkuperdinen Der p II
cDNA oli subkloonattu M13 RF-plasmidilta pCA- ja pGEX-vekto-
reihin, Tri Roland Buelow, ImmuLogic (Palo Alto). Tri Thomak-
sen ryhmd@ toimitti Der £ II cDNA:n subkloonattuna pGEX:iin.
Molempia GEX-plasmideja, Jjoissa oli ryhmd II cDNA:t, k&dytet-
tiin mallisdikeend PCR-ampilifikaatioon saman 5’/3’ antisense
alukeparin kanssa (kuvio 2b). Alukkeet suunniteltiin fuusioi-
maan EcoRI-kohdan (GAATTC, joka koodaa aminohappoja EF) luku-
raamissa valmiin ryhmd II proteiinien NH,-p&din kanssa ja
laittamaan ryhmdn II koodausalueen PstI-kohta 3’. MJ Research

* Thermal Controller, jossa oli 30 X (94°C 1 min/55°C 1 min. 30

sek/72°C 2 min) ohjelma, kiytettiin yhdessd Perkin Elmerin
reagenssien - Cetus Gene Amp testipakkauksen kanssa. PCR-
tuotteet pilkottiin EcoRI/PstI:11d ja subkloonattiin EcoRI/P-

:-y:stI—pilkottuun M13mpl9RF:88n. Suoritettiin DNA-sekvens-
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sianalyysi varmistamaan PCR-tuotteiden sekvenssi. 0i- keat
M13RF:t EcoRI/PstI-pilkottiin, eristettiin niiden ryhmd II
CDNA:t ja subkloonattiin EcoRI/PstI-pilkottuun pTrc99A Hisg
Amb a I.1 RRS:A4n (joka toimi vaihtamaan ryhmd II cDNA:t
villakon cDNA:han (kuvio 1)).

Der f II cDNA:1lla oli sekvenssi-polymorfismia asemassa 54
(s.o. treoniinijddnnds isoleusiinin paikalla). Jotta t&dma
polymorfismi muutetaan, suoritettiin kohdistettu Tg, mutag-
neesi Der ff cDNA:ssa kdyttdmdlld Muta-gene-testipakkausta,
Bio-Rad Laboratories, perustuen Kunkel menetelm#d&n, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 (1985). Alkuperdinen M13mpl-
9RF Tg, Der f II cDNA:n kanssa transformoitiin CJ236-baktee-
reihin, jotka sietdvdt urasiilin liittdmisen tymidiinin pai-
kalle DNA-replikaation aikana, ja yk- sijuosteinen faagi DNA
valmistettiin mallisdikeeksi. Mutageeninen 17 emdsparin aluke
(kuvio 2b) hybridisoitiin faagi mallisdie DNA:han. T4 DNA-
polymeraasia k&dytettiin kopioimaan mallisdie DNA, jossa oli
ollut alukkeena mutageeninen oligonukleotidi, ja T4 DNA-1li-
gaasi toimi sulkemaan aukot DNA-juosteessa. Reaktio transfor-
moitiin MV1190-bakteereihin, jotka ovat villityyppid toimit-
tamaan urasiilijddnndksid DNA:sta ja siksi replikoivat selek-
tiivisesti mutagenisoitua (ei-urasiilid sis&ltdvdid) juostetta
ja yksijuosteinen faagi-DNA valmistettiin rekombinantti-
(valkoiset) plakeista. Lukuisille rekombinanteille tehtiin
DNA-sekvenssianalyysi ja Der f II cDNA:t, joissa oli oikea
154-sekvenssi, subkloonattiin EcoRI/PstI-fragmentteina Eco-
RI/PstI-pilkottuun pTrc99A Hisg Amb a I.1 RRS:&&n.

Koska erds aikaisempi tyo oli osoittanut, ettd pET11d-vekto-
ri, useimmissa tapuksissa, kykeni ekspressoimaan rekombinant-
tiproteiineja korkeammilla tasoilla kuin pTrc99A-vektori,

:" kaksi punkki ryhmdn II cDNA:ta subkloonattiin Hg-fuusioprote-

iineina T7-vektoriin. pTrcppA Hisg f II RRS ja pTrc99A Hisg p

:f II RRS NcoI/NheI-pilkottiin, cDNA-insertit eristettiin ja
.+ subkloonattiin NcoI/NheI-pilkottuun pET11dHisg pl:d&n (kuvio



10

15

20

30

sra senn
-

+
3

S
P s

(R}
Y
.

110385

42

1) . Rekombinanttiplasmidit transformoitiin BL 21[DE3]-baktee-
reihin ekspressiota varten.

BL21 DE3 isé&dntdbakteerit, joissa oli pET11d punkkiallergeenin
ekspressiorakenteet, levitettiin tuoreeltaan BHI-agarimaljal-
le (3,7 % w/v, Difco Brain Heart Infusion; 1,5 % w/v Difco
agari), johon oli laitettu mukaan 200 ug/ml ampisilliinia, ja
inkuboitiin y&n yli 37°C:ssa. Yksittdispesdke ympattiin 2
ml:aan 200 pg/ml ampisilliini/BHl-alustaan (3,7 % w/v Difco
Brain Heart Infusion) ja ravisteltiin 300 rpm 37°C:ssa, kun-
nes sameaa mutta ei kylldstettyd. Sitten lisdttiin 2 ml vil-
jelmd@d 100 ml:aan 200 pg/ml ampisilliini/BHl-alustaan, ravis-
teltiin 300 rpm 37°C:ssa, kunnes sameaa mutta ei kyllistet-
tyd, missd pisteessd viljelmd jaettiin 18 X 500 ml (9 1) 200
pg/ml ampisilliini/BHl~alustaan ja ravisteltiin 300 rpm
37°C:ssa. Kun viljelmdn ODggg saavutti 1,0, indusoitiin re-
kombinanttimolekyylien ekspressio lisddmdlld IPTG:td 400
uM:iin ja annettiin jatkua 2 h.

Bakteerit kerdttiin sentrifugoimalla 10 000 X 15 min ja sus-
pendoitiin uudestaan 1/20 tilavuuteen lyysauspuskuria (0,2
mg/ml lysotsyymi, 100 mM NaPO, pH 8,0, 50 mM NaCl), inkuboi-
tiin jdissd 30 min ja jdaddytettiin -70°C:een. Ji&tyneet bak-
teerit rikottiin nopealla sulattamisella 37°C:ssa ja sonikoi-
tiin 5 kertaa 20 sek 30 sekunnin vdlein. Sonikoidut ndytteet
sentrifugoitiin 15 000 X g erottamaan liukoiset ja hiukkasis-
ta koostuvat bakteeriproteiinit. Liukoiset proteiinit kaadet-

.. tiin pois ja pelletoidut proteiinit suspendoitiin uudestaan 6

M guanidiini HCl:&&n, 100 mM 2-merkaptoetanoliin, 100 mM
NaPO,:ddn, 10 mM Tris pH 8,0. T&md suspensio sentrifugoitiin
15 000 X g ja supernatantti poistettiin, s&&dettiin pH
8,0:ksi 10 N NaOH:1la ja laitettiin NTA-agaroosipylvididseen,
joka oli tasapainotettu 6 M guanidiini HCl:ss&, 100 mM Na-
POy:ssd, 10 mM Tris:ssd pH 8,0. Pylvds pestiin 6 M guanidiini

35, ... HCl:114, 100 mM NaPO,:114, 10 mM Tris:114 pH 8,0, kunnes ulos
... virtaava neste OD,g; saavutti taustan. Pylvi&n puskuri s&i-
“?,dettiin 8 M urealle, 100 mM NaPO,:lle, 10 mM Tris:lle pH 8,0.



10

15

20

[\
o adIl cavn we s

-

» wes

110385

Tasapainotuksen jdlkeen suoritettiin ankarampi pesu 8 M
ureassa, 100 mM NaOAc:ssd, 10 mM Tris:ssd pH 6,3, kunnes ulos
virtaavan nesteen OD,g, saavutti taustan. Rekombinantti punk-
kiproteiini (Hg-fuusiona) eluoitiin sitten 8 M ureassa, 100
mM NaOAc:ssd, 10 mM Tris:ssd pH 4,5 ja Kerdttiin annoksina,
jonka OD,gp-profiilia tarkkailtiin. Proteiinipiikki dialysoi-
tiin 3 kertaa 500 tilavuuteen PBS:d84 ihmisen T-soluanalyysid
varten. Saanto rajoittui 10-70 mg rekombinanttiproteiinia/1l
puhtauden rajoittuessa (mddritettynd densitometriselld pyyh-
kdisylld) 80 - (Dr_f II) 95 %.

Jotta puhdistettiin l1isdd rekombinantti Der £ II-proteiinial-

lergeenia, kdytettiin kddnteisfaasi HPLC-kromatografiaa.
Likim8&drin 100 mg Hisg-Der £ II-proteiinia pelkistettiin 20
mM DTT:ssd 36°C:ssa 30 min ja sitten laitettiin Pharmacia PRO
RPC HR 10/10 tilavuuteen 0,1 % v/v TFA/H,0. Pylvddn virtaus-
nopeus oli 1,5 ml/min, gradientilla 0-70 % asetonitriilid 0,1

o®

% TFA:ssa yli 40 min, jonka jdlkeen gradientilla 0-100
asetonitriilid 0,1 % TFA:ssa. Hisg-Der f II-proteiini eluoi-

tui 54-96 % asetonitriilid. Fraktioiden, jotka havaittiin 214
nm:ssd ja 280 nm:ssd, puhtaus analysoitiin SDS-polyakryyliam-
digeelilektroforeesi/densitometriselld pyyhkdisyll&d. Niitd
fraktioita, joiden Hisg-Der f II-proteiinin puhtaus oli suu-

rempi kuin 95 %, kdytettiin mydhemmin allergeenin ihmisen T-
solukartoitukseen. Saanto preparatiivisestd kddnteisfaasi
HPLC:1ta oli noin 69 %.

Nukleotidisekvenssipolymorfismin mddrittidminen Der p I-,

Der p II-ja Der f II-allergeeneissd
Sekvenssipolymorfismia odotettiin nukleiinihapposekvenssissi,

joka koodaa Der p I:td, Der p II:ta, Der f I:td ja Der f

ITI:ta, johtuen luonnollisesta alleelisesta muunnelmasta yk-
sittdisten punkkien joukossa. On 1ldydetty lukuisia nukleoti-
di- ja siitd seuraavia aminohapposekvenssipolymorfismeja
erilaisten Der p-, Der p II- ja Der f II-kloonien sekvens-

soinnin aikana. Aminohapposekvenssin polymorfismit n&hd&&n

kuvioissa 22,23 ja 24.
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Esimerkki 3

Pddllekkdin menevien peptidien synteesi
Pidllekkdin menevidt peptidit Der p, Der £ I, Der p II ja Der

f II, kuten osoitettu kuvioissa 3 ja 4, syntetisoitiin kéyt-
timilld standardia Fmoc/tBOc synteesikemiaa ja puhdistettiin
dialyysillid tai kddnteisfaasi HPLC:1ld. Syntetisoitujen pep-
tidien aminohappojididnndkset ovat ulokkeissa peptidin nimen
vieressid ja aminohapposekvenssi (yksikirjaimisena koodina)
seuraavana peptidin nimestd. Peptidien nimet ovat yhdenmukai-
set 1li#pi kuvioiden. Der p I-, Der f I-, Der p II- ja Der f
II-proteiinit jaettiin pd&llekkdin meneviin peptideihin sel-
laisella tavalla, ettd pddllekkdin menevilld peptideillld Der
p I ja Der £ I, samoin kuin Der p II ja Der f II on vastaavat
aminohappojdidnndsnumerot, esim. DPI-1:ssd ja DF I-1l:ssd mo-
lemmissa on Der p I- ja Der f-allergeenien aminohappojdan-
nokset 1-20, vastaavasti. Tdmd vastaavuus aminohappoasemassa

Der p I- ja Der f I-peptidien v&dlilld tehtiin tarkoituksella

ollen testi Der p I ja Der f I T-solu-epitooppien ristiinrea-
goivuudesta ja tidten mi&ritetddn peptidit, jotka sen jdlkeen,
kun on annettu yksildlle, joka on herkkd pdlypunkille, hoi-
taisivat herkkyyden sekd Der p I- ettd Der f I-allergeeneil-

le. Pidllekkdin menevien peptidien suunnittelussa ryhmdn I ja
ryhmdn II allergeenien suhdetta tarkasteltiin T-solun ris-
tiinreagoimisen tasolla. Lisdksi ryhmdn I allergeenien toi-
mintaa seriiniproteiineina tarkasteltiin ja muiden tunnettu-
jen seriiniproteaasien aminohapposekvenssit, esim. papaiini,
aktinidiini, tutkittiin, jotta tunnistetetaan samanlaiset
sdilyneet ja vaihtelevat alueet ryhmd&n I allergeeneissa.
Odotettiin, ettd sdilyneet alueet ryhmdn I allergeeneissd

sisdltidisivdt "jaetut" T-solu-epitoopit.

Esimerkki 4

Punkkiallergisen potilaan primddriset T-soluvasteet Der p I-
ja Der p II-proteiineihin ja peptideihin

Perifeeriset veren mononukleaariset solut (PBMC) puhdistet-
tiin punkkiallergisen potilaan R.B. perifeerisen verindytteen

Ficoll-Hypaque sentrifuugauksella ja lisdd@ntyminen analysoi-
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tiin suhteessa erilaisiin antigeeneihin, s.o. affinitettipuh-
distetut Der p I-, affinitettipuhdistetut Der p II-, erilai-
set Der p I- ja Der p II-peptidit. Madritystd varten viljel-
tiin 5 x 10% PBMC:ti kolmoiskappaleina mikrokaivoissa 7 d
37°C:ssa erilaisten antigeenipitoisuuksien ldsndollessa 200
41l RPMI-1640:ssa, jossa oli 5 % ihmisen AB-seerumia. Jokai-
seen kaivoon laitettiin 1 uCi titioitua tymidiiniad 16 h.
Liittyneet luvut kerdttiin lasikuitusuodattimille ja proses-
soitiin nestetuikelaskemista varten. Taulukko I osoittaa
tdmdn mddrityksen tulokset. CPM +/- standardijakauma n&hddéan.
Jokaisen vasteen stimulaatioindeksi (S.I.) on 3H--tymidiini
CPM:n, jonka solut ovat liittdneet suhteessa antigeniin jaet-
tuna 3H-tymidiini CPM:114, jonka solut ovat liittdneet vain
alustaan, suhde. Tulokset soittavat, ettd tdmd potilas vasta-
si S.I.:114, joka oli ainakin 2,0, peptideihin DP I-1, DP I-
3, DP I-8, DO I-10, DP I-5,2, DP II-4 ja DP II-9. Tdten nidis-
sd peptideissd on Der p I tai Der p II T-solu-epitooppeja,
jotka T-solut t&std erityisen allergisesta potilaasta tunnis-
tavat.
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Taulukko 1
Konsentraatio
Antigeeni ug/ml CPM + S.D. S.I.
5
Alusta - 1071 + 30 --
Der p I 10 920 + 15 0,9
30 2122 + 93 2,0
100 1492 + 13 1,4
10 DP I-1 10 1090 + 48 1,0
30 3527 + 73 3,3
100 2746 + 81 2,6
DP I-2 10 1395 + 47 1,3
30 1283 + 34 1,5
15 100 1486 + 38 1,4
DP I-3 10 2608 + 52 2,4
30 1561 + 13 1,5
100 5252 + 67 4,9
DP I-8 10 1439 + 32 1,3
20 30 1045 + 32 1,0
100 2272 + 40 2,1
DP I-10 10 1936 + 50 1,8
30 3042 + 89 2,8
L 100 2644 + 63 2,5
éﬁ ! Dp I-5.2 10 1374 + 20 1,3
P 30 2241 + 87 2,1
""" 100 3132 + 111 2,9
Der p II 10 1113 + 35 1,0
) 30 2104 + 43 2,0
30 100 1057 + 27 1,0
DP II-4 10 2126 + 25 2,0
30 1979 + 94 1,8
. 100 2314 + 116 2,2
il DP II-9 10 3970 + 87 3,7
35, . 30 4464 + 86 4,2
' 100 2237 + 53 2,1

.....
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Esimerkki 5

T-solu-epitoopitutkimuksia Der p I:11&
Perifeeriset veren mononukleaariset solut (PBMC) puhdistet-

tiin 60 ml:sta punkkiallergisten yksiléiden, joilla oli punk-
kiallergian kliinisid oireita ja jotka olivat ihotesti-
positiivisia p6lypunkille, perifeeristd verta, jota oli kdsi-
telty hepariinilla veren hyytymisajan lisd&dmiseksi, Ficoll-
Hypaque sentrifuugauksella.

107 PBMC:t4 543 yksiléstd viljeltiin 10 ml:ssa RPMI-1640,
jossa o0li 5 % kerdttyd ihmisen AB seerumia ja johon oli 1li-
sdtty glutamiinia, penisiilliini&d, streptomysiinid ja HEPES-
puskuria 20 pg/ml:n puhdistettua natiivia Der p I/ml l&sndol-
lessa 37°C:ssa 7 d. Eldviat solut puhdistettiin Ficoll-Hypaque
sentrifuugauksella ja viljeltiin edelleen 2 viikkoa RPMI-
1640/5 % AB seerumissa, jossa oli 5 yksikkdd ihmisen rekom-
binantti IL-2/ml ja 5 yksikkdd ihmisen rekombinantti IL-4/ml.
Sitten lepddviat T-solut testattiin sekundddrisessd lisdanty-
mistestissd arvioimaan T-soluvasteet erilaisille pdlypunkki-
proteiineille ja peptideille. Mddritystd varten kasvatettiin
200 pl:ssa RPMI-1640/5 % AB-seerumia 3 d 37°C:ssa 2 x 10%
autologisella Epstein-Barr~viruksella transformoitujen B-
solujen ldsndollessa (20 000 rads) antigeenid esittdvina
soluina erilaisten puhdistetun natiivin Der p I- tai synteet-
tisen Der p I peptidikonsentraatioiden kanssa. Jokaiseen kai-
voon laitettiin sitten 1 pCi tritioitua tymidiini& 16 h.
Mukaan laitetut luvut kerdttiin lasikuitusuodattimille ja
prosessoitiin nestetuikelaskemista varten. Alusta yksin,
toimien negatiivisend kontrollina, ei sisdltdnyt allergeenia
tai peptidid. Tamdn kokeen tulokset osoittavat, ettd tdma
erityinen potilas vastaa S.I.:11d4, joka on vdhintdan 2,0,
lukuisille peptideille, jotka on johdettu Der p I-proteiinis-
ta, DP I-1, DP I-2, DP I-4, DP I-11, DP I-5, DP I-13, DP I-
15, DP I-6.1, DP I-8, DP I-9, DP I-16, DP I-10 ja DP I-17

(tietoja ei ndkyvissd).
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Edelld ollutta menetelmdd seurasi joukko muita pSlyallergisia
yksilditd paitsi, ettd a) yksittdisissd tapauksissa muunnel-
tiin viljelyajan pituutta IL-2:11la ja IL-4:11&4; b) yksittdi-
sissd tapauksissa kdytettiin T-solujen alukkeina joko puh-
distettua natiivia (N) tai rekombinantti (R) Der p I-proteii-
nia, joko 20 ug/ml tai 10 ug/ml; ja c) yksittdisissd tapauk-
sissa kdytettiin rdntgen-sidteilytettyd (3500 rad) autologista
PBMC:td antigeenid edustavina soluina sekundddrisessda lisdan-
tymistestissd. Lisdksi kolmen peptidin (DP I-11 (SEQ ID
Nro.117), DP I-12 (SEQ ID Nro:118) ja DP II-3 (SEQ ID
Nro.119) havaittiin sis&dltédvdn pienet mddridt konservatiivisid
muutoksia natiivista sekvenssistd niiden aminohapposekvens-
siin. Syntetisoitiin kolme lisdpeptidid (DP I-11.1 (SEQ ID
Nro.13), DP I-12.1 (SEQ ID Nro.14) ja DP II-3.1 (SEQ ID
Nro.43), joissa ei ollut muutoksia natiivista sekvenssisti.
Tehtiin joitakin T-soluanalyysejd alkuperdisten peptidien
kanssa (s.o. DP I-11 ja DP II-3). Sen jdlkeen kun oli tehty
T-soluanalyysi lisdpeptidien kanssa (s.o. DP I-11.1, DP I-
12.1 ja DP II-3.1), ei havaittu merkittdvdd eroa keskimddrdi-
sessd S.I.:ssd tai positiivisten vasteiden prosenttiosuudessa
orginaalisten peptidien ja lisdpeptidien vdlilld. Taten tie-
dot molemmista peptidiryhmistd oli ker&tty.

Yksittdisid tuloksia pidettiin positiivisina ja kadytettiin,
jos yksild vastasi Der p I-proteiiniin ja ainakin yhteen
peptidiin, joka oli johdettu Der p I:std S.I.:n ollessa 2,0
tai suurempi. Tiivistelmd 33 positiivisen kokeen tuloksesta
ndhdddn taulukossa 5. Lepddavistd T-solulinjoista, joissa oli
ollut alukkeena rekombinantti tai natiivi Der p I-stimuloitu
PBMC, testattiin reaktiivisyys synteettisiin Der p I-pepti-
deihin. Maksimaalinen vaste jokaiselle peptidille antigeenin
titrauksessa ilmaistaan T-solun stimulaatioindeksind (S.I.).
S.I on lukua/min (CPM), jotka solut ovat tuoneet mukanaan,
suhteessa peptidiin, joka jaetaan CPM:114, jonka solut ovat
tuoneet ainostaan alustaan. S.I.-arvo suurempi kuin taustata-
so osoittaa, ettd peptidissd on T-solu-epitooppi. Kuitenkin

yksittdiset S.I.-arvot, jotka ovat suurempia kuin tai yhtd
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suuria kuin 2,0 (vaste kaksi kertaa suurempi tai yli tausta),
viitataan tdssd "positiivisina" tuloksina, kdytettiin lasket-
taessa keskimddrdistd T-solun stimulaatioindekseid jokaiselle
peptidille potilaassa tai testattujen potilaiden ryhmédssd.
Suluissa edelld jokainen tanko histogrammissa on keskimddr&di-
nen T-solun stimulaatioindeksi laskettuna sen jdlkeen, kun on
heitetty pois korkein ja alhaisin positiivinen vaste jokai-
selle peptidille ddrimmdisten syrjdssd olevien vaikutuksen

minimoimiseksi. T-solun stimulaatioindeksi lasketaan:

(CPM T-solu + APC + antigeeni
CPM T-solu + APC + kontrolli

Viiva edustaa peptidivasteen kumulatiivista jdrjestystd poti-
laiden ryhmdssd. Jotta midritetddn kumulatiivinen luokka, 5
peptidid, joilla on korkein S.I. jokaisessa yksildssd, mddri-
tettiin ja mddrdattiin numeeriseen jarjestykseen laskevassa
jdrjestyksessd, 5 edustaessa vahvinta vastetta. Jokaisen
peptidin luokat summattiin sitten potilaiden ryhmdssd mdarit-
tdmddn peptidin kumulatiivisen luokan. Jokaisen viivan yla-
puolella on prosenttia positiivisia vasteita S.I.:n ollessa
vahintddn 2,0 testattujen potilaiden peptidiryhmédlle. Annet-
tuna prosenttia positiivinen ja keskimddrdinen T-solun stimu-
laatioindeksi, voidaan positiivisyysindeksi (P.I.) jokaiselle
peptidille 1laskea. P.I jokaiselle yksildlle mddritetddn
kertomalla keskimddrdinen S.I. prosentilla yksilditd, yksi-
16iden, jotka ovat herkkid pdlypunkille (esim. edullisesti
ainakin 15 yksildd, edullisemmin ainakin 30 yksildd tai enem-
mdn) populaatiossa, jotka vastaavat S.I.:n ollessa ainakin
2,0 tuolle peptidille (esim. DP I-1 kuviossa 5, PI olisi noin
343 (73 % x 4,7). P.I. edustaa sen takia sekd T-soluvasteen
voimakkuutta peptidiin (S.I.) ja T-soluvasteen frekvenssid
peptidiin, yksil&iden, jotka ovat herkkid p&lypunkille popu-
laatiossa. Kuvio 5 osoittaa ettd peptideissd DP I-1, DP I-2,
pp 1-4, DP 1I-5, DP I-6.1, DP I-7.1, DP I-8, DP I-9, DP I-16
ja DP I-10 on merkittdvid T-solureaktiivisyyden alueita tédssi

potilaiden paneelissa.
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Esimerkki 6
T-solu-epitooppitutkimukset Der f I:113

Suoritettiin samanalaiset kokeet kuin esimerkissd 5 madritta-
mddn Der f I-proteiinin T-solu-reaktiiviset alueet. Esimer-
kiksi, eristettiin PBMC p&lypunkkiallergisesta potilaasta
783, kuten esimerkissid 5 kuvattiin ja stimuloitiin in vitro
rekombonantti puhdistetun Der f I:n kanssa 20 ug/ml:ssa.

Lisddntymismddrityksen tulokset Der f I-peptidien kanssa
kdyttamdlld rontgen-sidteilytettyd (3500 rad) autologista
PBMC:td antigeenid edustavina soluina, osoittavat ettd t&dmdn
potilaan T-solut vastaavat peptideihin DF I-8.1, DF I-9, DF
I-6, DF I-10, DF I-2.1, DF I-3, DF I-11, DF I-5, DF I-1 ja DF
I-17 (tiedot eividt ndy).

Edelld ollut menetelmd tehtiin lukuisissa potilaissa, paitsi
yksittdisissd tapauksissa, T-solulinjojen alukkeina olivat
affiniteettipuhdistettu Der £ I 20 pg/ml tai 10 ug/ml ja
réontgen-sdteilytettyjd (25 000 rad) autologisia Epstein-Barr-
viruksilla transformoituja B-soluja kdytettiin antigeenid
edustavina soluina. Tiivistelmd 16 positiivisen kokeen tulok-
sesta ndhdddn taulukossa 6. Tiedot analysoitiin, kuten esi-
merkissd 5 kuvattiin. Tiedot osoittavat ettd T-solu-reaktii-
visyyden merkittdvid alueita Der f I-proteiinissa on 1ldydetty
peptideissi DP I-1, DP I-2, DP I-3, DP I-4, DP I-11, DP I-5,
pp 1-6, DP I-7, DP I-14, DP I-15, DP I-8.1 ja DP I-9.

Esimerkki 7

Tutkimus, joka osoittaa Der p I- ja Der f I- T-solu-epitoop-
pien ristiinreagoivuuden

Der p I- ja Der f I-proteiinit ovat hyvin homologisia (81 %
identtisyys). Tdten kokeet, samanlaiset kuin esimerkissid 5,
suoritettiin mddrittdmddn T-solulinjojen, joiden alukkeina
oli ollut Der p I, T-soluvasteet, kun saatu esiin erilaisilla
Der p I-peptideilld ja olennaisesti sopivat yhteen Der f II-
peptidien kanssa. T-solulinjojen alukkeet in vitro olivat
kuten esimerkissd 5 ja vaste sarjaan olennaisesti yhteensopi-

viin Der p I- ja Der f I-peptideihin testattiin (esim. DP I-1
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(Der p I:n aminohappojddnndkset 1-20) tai DF I-1 (Der f I:n
aminohappojddnndkset 1-20). Tiedot analysoitiin, kuten esi-
merkissd 5 on kuvattu, paitsi korkeimmat ja alhaisimmat posi-
tiivisten vasteiden S.I.-arvot jokaiselle peptidille jdtet-
tiin pois keskimddrdisistd S.I. laskuista. Joukon sellaisten
kokeiden tiivistelmd8 ndhdddn kuviossa 7. 14 positiivisen
kokeen tulokset osoittavat, ettd T-solut, joiden alukkeena on
ollut Der p I, vastaavat erilaisille Der f I-peptideille
osoittaen ristiinreagoivuutta ryhmd@n I allergeenien sisdlla.
T-solut, joiden alukkeena on ollut Der p I, vastaavat merkit-
tavdasti peptideille DF I-1, DF I-2, DF I-3, DF I-4, DF I-11,
DF I-12, DF I-15, DF I-8, DF I-9, DF I-15 ja DF I-6. Joissa-
kin potilaissa Der f I-peptidi oli tehokkaampi stimulaattori
T-soluille, joiden alukkeena on ollut Der p I-peptidi. Kuvio
8 osoittaa tulokset kddnteisistd kokeista, joissa lukuisten
potilaiden T-solut, joiden alukkeena on ollut Der f I-prote-
iini in vitro, ja vaste analysoitiin erilaisiin Der p I-pep-
tideihin ja sarjaan olennaisesti yhteensopiviin Der f I-pep-
tideihin. 8 positiivisen kokeen tulokset osoittavat, ettd T-
solut, joiden alukkeena on ollut Der f I, vastaavat merkittd-
vasti peptideille DP I-1, DP I-3, DP I-4, DP I-11/11.1, DP I-
14, DP I-5, DP I-15 ja DP I-8.

Esimerkki 8

T-solu-epitooppikokeet Der p II:n kanssa

Suoritettiin samanalaiset kokeet kuin esimerkissd 5 mddaritta-
mddn Der f I-proteiinin T-solu-reaktiiviset alueet. Esimer-

kiksi, eristettiin PBMC pOlypunkkiallergisesta potilaasta
348, kuten esimerkissd 5 kuvattiin ja stimuloitiin in vitro
20 pg/ml:1lla puhdistetun natiivin Der p II:n kanssa. Lisdan-
tymismddrityksen tulokset kdyttdmd@lld rontgen-sdteilytettyad
(25 000 rad) autologisia Epstein-Barr-viruksilla transformoi-
tuja B-soluja antigeenid edustavina soluina. Autologista
PBMC:td antigeenid edustavina soluina erilaisten Der f I-pep-
tidien kanssa, osoittavat ettd tdmdn erityinen potilas vastaa
hyvin peptideihin DP II-1, DP II-7, DP II-8, DP II-2 ja DP
II-9 (tiedot eivdt ndy).
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Edelld ollut menetelmd tehtiin lukuisissa potilaissa, paitsi
yksittdisissd tapauksissa, T-solulinjojen alukkeina olivat
rekombinantti Der p II 20 ug/ml tai 3 pg/ml ja rontgen-sdtei-
lytettyjd (3 500 rad) autologisia PBMC-soluja Kdytettiin
antigeenid edustavina soluina. Tiivistelmd 26 positiivisen
kokeen tuloksesta ndhdiddn taulukossa 9. Tiedot analysoitiiin,
kuten esimerkissd 5 kuvattiin, paitsi peptidivasteiden summa
analysoitiin antamalla arvo 3,2 tai 1 kolmelle korkeammalle
S.I. vasteelle. Alueet, joilla oli merkittdvdd T-solu-reak-
tiivisyytt4d Der p II-proteiinissa tdlld potilaiden paneelil-
la, 18ydet#in peptideistd DP II-1, DP II-2, DP II-3, DP II-4,
DP II-7, DP II-8 ja DP II-9.

Esimerkki 9

T-solu-epitooppikokeet Der f II:n kanssa

Suoritettiin samanalaiset kokeet kuin esimerkissd 5 mddritta-
mdan Der f II-proteiinin T-solu-reaktiiviset alueet. Esimer-
kiksi, stimuloitiin PBMC pdlypunkkiallergisesta potilaasta
348 in vitro puhdistetun rekombinantti Der f II:n kanssa ja
T-solulinja saatiin esiin B-solujen, joita kdytettiin anti-
geenid edustavina soluina, joissa on erilaisia pddllekkdin
menevid Der f II-peptidejd, l&sndollessa, jotka oli transfor-
moituja rontgen-sidteilytetyilld (25 000 rad) autologisilla
Epstein-Barr-viruksilla autologista PBMC:td antigeenid edus-
tavina soluina. Tdmdn lisddntymismddrityksen tulokset osoit-
tavat ettd tdmd erityinen potilas vastaa hyvin peptideihin DF
II-1, DF II-2, DF II-3.1, DF II-4.5, DF II-15, DF II-16 ja DF
II-9.1 (tiedot eivdt ndy).

Edelld ollutta menetelmdd seurattiin 10 potilaassa, paitsi

yksittdisissd tapauksissa, T-solulinjojen alukkeet saatiin

stimuloimalla potilaan PBMC 20 ug/ml tai 3 pg/ml puhdistettua
natiivia Der p II:ta ja mddritettiin rdntgen-sédteilytettyjen
(3 500 rad) autologisten PBMC:n l&dsndollessa antigeenid edus-
tavina soluina. Tiivistelmd 10 positiivisen kokeen tuloksesta
ndhdddn taulukossa 10. Tiedot analysoitiiin, kuten esimerkis-

sd 5 kuvattiin, paitsi korkeinta ja alhaisinta positiivisten
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vasteiden S.I.-arvoa jokaiselle peptidille, ei jdtetty pois
laskuista. Tiedot osoittavat merkittdvdt alueet T-solu-reak-
tiivisyyttd Der p II-proteiinissa 1l6ydetddn peptideistd DF
II-, DF I1-2, DF II-13.1, DF II-4.5, DF II-15, DF II-17 ja DF
I1-9.1.

Esimerkki 10
Tutkimus, joka osoittaa Der p II- ja Der f II- T-solu-epi-
tooppien ristiinreagoivuuden

Tutkimus, joka on samanlainen kuin esimerkiss&d 7, suoritet-
tiin mddrittdmddn Der p II- ja Der f II-proteiinien T-solun
ristiinreagoivuus. T-solut, joissa o0li ollut alukkeena Der f
II-proteiini, saatiin esiin erilaisilla Der f II-peptideilld
ja sarjalla olennaisesti yhteensopivilla Der p II-peptideil-
ld. Tiivistelmd@ 10 positiivisen kokeen tuloksesta ndhdddn
kuviossa 11. Tulokset osoittavat, ettd T-solut, joiden aluk-
keena on ollut Der f II, vastaavat merkittdvdsti peptideille
DP II-1, DP II-3/3.1, DP II-4 ja DP II-7. Kuvio 12 osoittaa
tulokset kddnteisistd kokeista, joissa lukuisten potilaiden
T-solut, joiden alukkeena on ollut Der p II-proteiini in

vitro, ja vaste analysoitiin erilaisiin Der f II-peptideihin.
26 positiivisen kokeen tulokset osoittavat, ettd T-solut,
joiden alukkeena on ollut Der p II, vastaavat merkittaviasti
peptideille DF II-1, DF II-4.5, DF II-15, DF II-17, DF II-18
ja DF II-19.1.

Esimerkki 11

Dominoivien peptidien synteesi

Perustuen esimerkeissd 5-10 kuvattuihin analyyseihin, tunnis-
tettiin tdrkeimmdt T-solu-reaktiivisyyden alueet Der p I:ssi,
Der p II:ssa, Der f I:ssd ja Der £ II:ssa. Jokaisessa tutki-

muksessa kaikki testatut potilaat vastasivat proteiinialler-
geeniin (esim. Der p I) ja ainakin yhteen peptidiin, joka oli
johdettu T-solureaktiivisyyden tdrkeimmdltd alueelta prote-
iinissa. Tunnistettiin T-solureaktiivisyyden 7 tdrkeinta
aluetta (alue 1, alue 2, alue 3, alue 4, alue 5, alue 6a ja

alue 6b) Der p I- ja Der f I-proteiineissa. Ndmd alueet kuva-
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taan seuraavasti: Alue 1, aminohappojdidnndkset 1-28 Der p I-
ja Der f I-proteiineissa; Alue 2, aminohappojddnndkset 36-68
Der p I- ja Der f I-proteiineissa; Alue 3, aminohappojddnnok-
set 74-109 Der p I- ja Der f I-proteiineissa; Alue 4, amino-
happojddannokset 118-139 Der p I- ja Der f I-proteiineissa;
Alue 5, aminohappojddnndkset 141~166 Der p I- ja Der f I-
proteiineissa; Alue 6a, aminohappojddnndokset 161-185 Der p I-
ja Der f I-proteiineissa ja Alue 6b, aminohappojddnndkset

173-201 Der p I~ ja Der f I-proteiineissa.

Samalla lailla tunnistettiin T-solureaktiivisyyden 4 té&drkein-
td aluetta (alue 7, alue 8, alue 9, ja alue 10) Der p II- ja
Der f ITI-proteiineissa. Ndmd alueet kuvataan seuraavasti:

Alue 1, aminohappojddnndkset 1-26 Der p II- ja Der f II-pro-

teiineissa; Alue 8, aminohappojddnnokset 33-67 Der p II- ja
Der f II-proteiineissa; Alue 9, aminohappojddnndkset 74-104
Der p I- ja Der f II-proteiineissa; ja Alue 10, aminohappo-
jddnndkset 107-129 Der p II- ja Der f II-proteiineissa. Pe-
rustuen osittain esimerkeissd 5-10 kuvattuun T-solu-reaktii-
visyyteen, peptidit, jotka oli johdettu Der p I:std, Der £
I:std, Der p II:sta ja Der £ II:sta, valittiin ja modifioi-

tiin lisd&mdll& tai deletoimalla aminohappojddnndksid pepti-
din joko 5’- tai 3’/-pddssd. Suunniteltaessa nditd valittuja
peptidejd, otettiin erilaisia tekijoitd huomioon, p&ddllekkdin
menevien peptidien luokiteltu summa, prosenttiosuus peptidien
vasteista, joiden S.I. oli vdhint&ddn 2,0, peptidien mahdolli-
nen ristiinnreagoivuus, peptidien valmistamisen vaikeus, jne.
mukaanluettuna. T-solututkimukset, jotka ovat samanlaiset
kuin esimerkeissd 5-10 kuvatut, suoritettiin kdyttamdlla
nditd valittuja peptidejd, jotta kuvataan tarkemmin T-solu-
reaktiivisyyden tdrkeimmdt alueet Der p I- ja Der f I-prote-
iinin alueilla 1-61 ja 6b ja Der p II- ja Der f II-proteiinin
alueilla 7-10.

T-solu-tutkimusten tulokset kdyttdmdlld valittuja peptidejs,
jotka on johdettu Der p I-, Der f I-, Der p II- ja Der f II-

proteiineista, ndhddan kuvioissa 13-18a-d. Esimerkissd 5
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kuvattua menetelmdd seurattiin T-solulinjoilla lukuisista
potilaista, joissa oli ollut alukkeina in vitro Der p I-pro-
teiini, sitten analysoitu vaste valittuihin peptideihin,
jotka oli johdettu Der p I-sekvenssistd. 33 positiivisen
kokeen tulokset, jotka ndhdddn kuviossa 13, osoittavat etta
T-solut, joissa on ollut alukkeena Der p I, vastaavat merkit-
tdvdsti peptideihin, joita on peptideissd DP I-21.1, DP I-
21.2, DP I-22.2, DP I-25.2, DP I-22.1, DP I-23.1, DP I-23.2,
DP I 26.1 ja DP I-28.1.

Samalla lailla esimerkissd 6 kuvattua menetelmd@d seurattiin
T-solulinjoilla 9 potilaasta, joissa oli ollut alukkeina in
vitro Der f I-proteiini, sitten analysoitu vaste valittuihin

peptideihin, jotka oli johdettu proteiinista. Tiedot ana-
lysoitiin, kuten esimerkissd 6 kuvattiin. Kuviossa 14 osoite-
tut 9 potilaan tulokset osoittavat T-solureaktiivisyyden

valittuihin Der f I:n peptideihin.

Erddssid toisessa kokeessa T-solulinjoilla lukuisista poti-
laista, joissa oli ollut alukkeina in vitro Der p I-proteiini
ja analysoitu vaste valittuihin peptideihin, jotka oli joh-
dettu Der p I-proteiinista ja olennaisesti yhteensopiviin
peptidien sarjaan, jotka oli johdettu Der f I-proteiinista.
Tiedot 30 positiivisesta kokeesta analysoitiin, kuten esimer-
kissd 5 kuvattiin. Kuten kuviossa 15a osoitettiin, wvastaavat
T~solut, joissa on ollut alukkeena Der p I, merkittdvdsti
peptideihin DF I-21.1, DF I-21.2, DF I-23.1, DF I-22.2, DF I-
22.3, DF I-22.4, DF I-23.2, DF I 25.1, DF I-26.1 ja DF I-
27.1. Kuvio 15 b on osajoukko tiedoista, jotka ndhddan ku-
viossa 15a ja osoitaa T-solujen, joissa on ollut alukkeena
Der p I, vasteen peptideihin, jotka on analysoitu luokitetul-
la summalla. Kuvio 15b osoittaa, ettd DP I-23.1:118 on kor-
kein tdmdn tutkimuksen peptidien ryhmdn luokitettu summa.
Kuvio 16a osoittaa tulokset kddnteisestd kokeesta, jossa T-
solujen alukkeena 9 potilaasta oli in vitro Der f I-proteiini
ja saatiin esiin valituilla Der f I-peptideilld ja sarjalla
olennaisesti yhteensopivia Der p I-peptidejd. Tulokset osoit-
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tavat, ettd T-solut 9 potilaasta, joissa oli alukkeena in
vitro Der f I, vastaavat valittuihin Der p I-peptideihin.
Kuvio 16a osoittaa, ettd DF I-22.1:118 ja DF I-25.1:114 on
korkein stimulaatioindeksi tdssd peptidien ryhmédssd. Kuvio
16b on osajoukko samoista tiedoista, jotka ndhdddn kuviossa
16a ja osoittaa edullisten peptidien Der £ I ja Der p I vas-
teen. Kuvio 16b osoittaa, ettd DF 1-22.2:11la on korkein sti-
mulaatioindeksi tdssd edullisten peptidien ryhmédssad tédssa

kokeessa.

Erddssd toisessa kokeessa, jossa seurataan esimerkissid 8
kuvattua menetelmdd, analysoitiin 29 potilaan vaste,

joissa oli ollut in vitro alukkeena Der p II-proteiini ja
saatu esiin valituilla peptideilld, jotka oli johdettu Der p
II-sekvenssistd. Kuvio 17a osoittaa, ettd erdidn potilaan T-
solut, joissa on ollut alukkeena Der p II, vastaavat Der p
II:n valittuihin peptideihin. Kuvio 17b osoittaa tulokset
kokeesta, joka on samanlainen kuin kuviossa 17a ndhty 30
potilaan sarjalla ja jossa on keskiarvosta jdtetty pois kor-
kea ja alhainen. Kuvio 17b osoittaa, ettd DP II-20,6:1la on
korkein luokitettu summa t&mdn kokeen edullisten peptidien
tdssd ryhmdssd. Kuvio 18a osoittaa kddnteisen kokeesta, Jjossa
T-solujen alukkeena erddstd potilaasta oli in vitro Der f II-

proteiini ja saatiin esiin valituilla peptideilld Der p II-
sekvenssistd. Kuvio 18a osoittaa, ettd 10 potilaan T-solut,
joissa on ollut alukkeena Der £ II, vastaavat Der p II:n
valittuihin peptideihin. Kuten kuviossa 18a on osoitettu, on
DP II-25:114 korkein stimulaatioindeksi. Kuvio 18b on osa-
joukko samoista tiedoista, jotka ndhd&d&n kuviossa 18a ja
osoittaa T-solulinjojen, joissa on ollut alukkeena Der f II,
vasteen edullisiin Der p II-peptideihin, jotka on analysoitu
luockitetulla summalla. Kuten kuviossa 18b on osoitettu, on DP
II-25.2:11la korkein edullisten peptidien luokitettu summa

tdssd kokeessa.
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Esimerkki 12
Tutkimus, joka osoittaa valitun ryhmdn I ja ryhmdn II epi-

tooppien ristiinreagoivuuden

Tutkimus, joka on samanlainen kuin esimerkissd 7 kuvattu,
suoritettiin T-solulinjoilla 4 yhteensopivasta potilaasta,
joissa o0li ollut alukkeena in vitro ryhm& proteiineja Der
f:std ja Der p:std, sitten vaste analysoitu valittuihin edul-
lisiin peptideihin Der p I:std ja Der f I:std. Tulokset ku-
viossa 18c osoittavat, ettd T-solureaktiivisyys lukuisiin
valittuihin edullisiin Der p I-peptideihin oli olennaisesti
sama kuin niiden Der f I kaksoiskappaleelle ja pdinvastoin.

Kuvio 18d osoittaa tulokset samanlaisesta kokeesta T-solulin-
joilla 6 yhteensopivasta potilaasta, joissa oli ollut aluk-
keena in vitro ryhmd II proteiineja Der p:std ja Der f:std,
sitten vaste analysoitu valittuihin edullisiin peptideihin
Der p II:std ja Der f II:std. Samalla lailla kuin tulokset
kuviossa 18c, solureaktiivisyys lukuisiin valittuihin edulli-
siin Der p II-peptideihin o0li olennaisesti sama kuin niiden
Der f II kaksoiskappaleelle ja pdinvastoin.

Esimerkki 13
IgE:n suora sitomismddritys punkkiallergeeniproteiineihin ja

peptideihin
Corning mddritysmaljat (#25882-96) peitettiin 5 ug/ml:lla

jokaista peittédmisantigeenia, jotka on luetteloitu kuvioissa
19, 20 ja 21 50 ©l/100 ml/kaivo ja inkuboitiin y&n yli 4°C:-
ssa. Peittdvdt antigeenit poistettiin ja kaivot blokattiin
0,5 % gelatiinilla PBS:ssd, 300 pl/kaivo 2 h huoneenldmpdti-
la. Ihmisen kerdttyd plasmaa (20 potilaan, jotka olivat iho-
testipositiivisid kaupalliselle punkkiuutteelle, plasmandyt-
teen seos) laimennettiin sarjassa PBS-Tween 20:114 (PBS 0,5
%, jossa oli ei-ioninen detergentti Tween-20, Sigma, St.
Louis, MO) ja 100 pl/kaivo lisdttiin ja inkuboitiin yoén yli
4°C:ssa (plasmalaimennukset testattiin kaksoiskappaleina).
Lisdttiin toinenvasta-aine (biotinyloitu vuohen anti-ihmisen

IgE, 1:1000, Kirkegaard & Perry laboratories Inc, Gaithers-
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burg, MD), 100 ul/kaivo 1 h huoneenldmpdtila. Tdmd liuos
poistettiin ja sitten lis&dttiiin streptavidiini-HRPO:ta,
1:10000, (Southern Biotechnology Associates, Inc., Bir-
mingham, AL) 100 pl/kaivo 1 h huoneenldmpétila (kaikki kaivot
pestddn 3 kertaa PBS-Tweenilld jokaisen inkubaatiovaiheen
vdlilld). TMB Membrane Peroxidase Substrate systeemi (Kirke-
gaard G Perry Laboratories) sekoitettiin tuoreeltaan ja 1li-
sdttiin 100 ml/kaivo. Vdrin annettiin kehittyd 2-5 min. Reak-
tio pysdytettiin lisddmdlld 100 ml/kaivo 1 M fosforihappoa.
Maljat luettiin Microplate IL310 Autoreader (Biotech Instru-
ments, Winooski, VT) 450 nm suodattimella. Kaksoiskaivojen
absorbanssitasojen keskiarvo laskettiin. ELISA-md&dritysten
graafiset tulokset (laimennuksen log versus absorbanssi)
ndhdddn kuvioissa 19a-b, 20a-b ja 2la -h. Ndissd kuvioteks-
teissd pystysuoraan luetteloitujen peittdvien antigeenien
jdrjestys vastaa jdrjestyksessd vasemmalta oikealle peittavia

antigeenejid, jotka on luetteloitu jokaiselle histogrammille.

ELISA-mddrityksen tulokset, jotka ndhddadn kuviossa 19b,
osoittavat hyvdd sitomista sekd kemiallisesti puhdistetulla
Der p II:1lla ettd rekombinantti Der p II:1lla (dDer p II)
ihmisen IgE:n kanssa ja ei havaittavaa sitomista Der p II-
peptideihin. IgE-sitominen Der p-sarjan peptideihin ja prote-
iineihin (kuviot 20a ja 20b) osoittaa saman reaktiivisyysku-
vion kuin Der f-sarja. Tdmd tarkoittaa, ettd ei havaittavaa
sitomista Der £ I- tai Der f II-peptideihin tai rekombinantti
Der f I:een, sitomista vain biokemiallisesti puhdistettuun
Der f I:een ja rekombinantti ja biokemiallisesti puhdistet-
tuun Der f II:een. Molemmissa tapauksissa ndyttdd olevan
parempaa sitomista rekombinantti Der p II:een tai Der £ II:-

een kuin biokemiallisesti puhdistettuihin muotoihin. Kaikki
johtopddtdkset, jotka vedettiin edelld olleista ELISA-mddri-
tystiedoista, vahvistettiin toisella mddritysmenetelmdlld,
pistepilkkuja nitroselluloosapaperille kdyttdmdlld samaa

vasta-aineen ja antigeenireagenssien sarjaa.

Antigeenivalmiste, jota kdytettiin positiivisend kontrolli-
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na, oli neljidn tdrkedn biokemiallisesti puhdistetun punk-
kiallergeenin seos (nimitys PMA Purified Mite Allergeen); Der
f I, Der £ II, Der p I ja Der p II. Kantaliuos luotiin 100 ug
jokaista proteiinia/ml tai 400 pg kokonaisproteiini/ml, kon-
sentraationa. Valmistetta kdytettiin jokaiselle peitetylle
ELISA-maljalle. Ndiden ELISA-mddritysten tulokset ndhdadan
kuvioissa 2la-h. On selvdd sitomista joko puhdistettuun tai
rekombinbanttiproteiiniin tai PMA-antigeenivalmisteeseen
jokaisella maljalla osoittaen hyvdd IgE-reaktiivisyyttd.
Kuitenkin PMA-antigeenivalmiste osoittaa ei-spesifisen reak-
tiivisyyden korkeata astetta osoitettuna taustalaimennukses-
sa, milloin ei ensimmdistd vasta-aineliuosta lisdtty. Té&amd
ei-spesifinen reaktiivisyys tapahtuu PMA-antigeenin ja bio-
tinyloidun toisen vasta-aineen v&dlilld ja ei sovi havaintoon
spesifisestd IgE-reaktiivisyydestd antigeeniin. Kayttdmdlla
kvantitatiivistd arvoa, joka on kaksinkertainen taustaan
verrattuna korkeammassa plasmakonsentraatiossa positiivisena
lukemana, ei ole havaittavaa IgE-reaktiivisyyttd yhteenkdédn
56 peptidiin, jotka seulottiin t&d11d menetelmdlls.

Vaikka keksintdd on kuvattu viittaamalla sen edullisiin suo-
ritusmuotoihin, voidaan muita suoritusmuotoja saada aikaan
samoilla tuloksilla. Tdmd@n keksinnén muunnelmat ja modifikaa-
tiot ovat ilmeisid ammattimiehille ja tarkoituksena on peit-
tdd liitteend olevissa patenttivaatimuksissa kaikki sellaiset
modifikaatiot ja vastaavat, jotka seuraavat keksintdd oikeas-

sa hengessd ja ulottuvuudessa.
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(A) Nimi/avain: CDS
(B) Sijainti: 1..738
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Leu
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ATT
528
Ile

GAT
576
Asp

CAC
624
His

TGG
672
Trp

GGT
720
Gly
225

TAT
775
Tyr

GCC

Ala

GGC

Gly

GCT

Ala

ATC

Ile
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TAT

Tyr

GTT

Val
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Val

CGA
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Val
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GTA
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TTT
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ATT

Ile

ATT

Ile
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ATC

Ile

ATT

Ile
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GCC
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CTC
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GGC ATC AAA GAT TTA GAC GCA TTC CGT CAT TAT

Gly Ile Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr
170 175

ATT CAA CGC GAT AAT GGT TAC CAA CCA AAC TAT

Ile Gln Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr
185 190

GTT GGT TAC AGT AAC GCA CAA GGT GTC GAT TAT

Val Gly Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr
200 205

AGT TGG GAT ACC AAT TGG GGT GAT AAT GGT TAC

Ser Trp Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr
215 220

AAC ATC GAT TTG ATG ATG ATT GAA GAA TAT CCA

Asn Ile Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro
230 235 240

TAAACAAAAA GACAATTTCT TATATGATTG TCACTAATTT

ATTTAAAATC AAAATTTTTT AGAAAATGAA TAAATTCATT CACAAAAATT AAAAAAAAA

834

(2) Informaatio SEQ ID Nro:2:

(i) Sekvenssiominaisuudet:

(A) Pituus: 245 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: proteiini

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:2:

Lys Asn Arg Phe Leu Met Ser Ala Glu Ala Phe Glu His Leu Lys Thr

1

5

10 15

Gln Phe Asp Leu Asn Ala Glu Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn

20

25 30

Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Pro Ile

35

40 45

Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala

55 60
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Ala

65
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Asp
Gln
Pro
Pro
145
Ile
Asp
His
Trp
Gly

225

Tyr

Thr Glu Ser Ala
Glu Gln Glu Leu
85

Thr Ile Pro Arg
100

Glu Ser Tyr Tyr
115

Asn Ala Gln Arg
130

Asn Ala Asn Lys
Ala Val TIle Ile
165

Gly Arg Thr Ile
180

Ala Val Asn Ile
195

Ile Val Arg Asn
210

Tyr Phe Ala Ala

Val Val Ile Leu
245

Tyr

70
val
Gly
Arg
Phe
Ile
150
Gly
Ile
vVal

Ser

Asn
230

Leu
Asp
Ile
Tyr
Gly
135
Arg
Ile
Gln
Gly
Trp

215

Ile

Ala

Cys

Glu

Val

120

Ile

Glu

Lys

Arg

Tyr

200

Asp

Asp

Iinformaatio SEQ ID Nro:3:

63
His
Ala
Tyr
105
Ala
Ser
Ala
Asp
Asp
185
Ser

Thr

Leu

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 588 emdsparia

(B) Tyyppi: nukleiinihappo

(C) Juoste: yksi

(D) Topologia:

lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: cDNA

(ix) Piirre:

(A) Nimi/avain: CDS
(B) Sijainti: 69..509

Arg

Ser

90

Ile

Arg

Asn

Leu

Leu

170

Asn

Asn

Asn

Met

Asn

75
Gln
Gln
Glu
Tyr
Ala
155
Asp
Gly
Ala

Trp

Met
235

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:3:

Gln

His

His

Gln

Cys

140

Gln

Ala

Tyr

Gln

Gly

220

Ile

Ser
Gly
Asn
Ser
125
Gln
Thr
Phe
Gln
Gly
205

Asp

Glu

1103885

Leu
Cys
Gly
110
Cys
Ile
His
Arg
Pro
190
Val

Asn

Glu

Asp
His

95
val
Arg
Tyr
Ser
His
175
Asn
Asp

Gly

Tyr

Leu

80
Gly
Val
Arg
Pro
Ala
160
Tyr
Tyr
Tyr

Tyr

Pro
240



110885

64

CACAAATTCT TCTTTCTTCC TTACTACTGA TCATTAATCT GAAAACAAAA CCAAACAAAC
60

CATTCAAA ATG ATG TAC AAA ATT TTG TGT CTT TCA TTG TTG GTC GCA GCC
110
Met Met Tyr Lys Ile Leu Cys Leu Ser Leu Leu Val Ala Ala
1 5 10

GTT GCT CGT GAT CAA GTC GAT GTC AAA GAT TGT GCC AAT CAT GAA ATC

158

Val Ala Arg Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile
15 20 25 30

AAA AAA GTT TTG GTA CCA GGA TGC CAT GGT TCA GAA CCA TGT ATC ATT

206

Lys Lys Val Leu Val Pro Gly Cys His Gly Ser Glu Pro Cys Ile Ile
35 40 45

CAT CGT GGT AAA CCA TTC CAA TTG GAA GCC GTT TTC GAA GCC AAC CAA

254

His Arg Gly Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Val Phe Glu Ala Asn Gln
50 55 60

AAC ACA AAA ACG GCT AAA ATT GAA ATC AAA GCC TCA ATC GAT GGT TTA

302

Asn Thr Lys Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu
65 70 75

GAA GTT GAT GTT CCC GGT ATC GAT CCA AAT GCA TGC CAT TAC ATG AAA

350

Glu Val Asp Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Lys
80 85 90

TGC CCA TTG GTT AAA GGA CAA CAA TAT GAT ATT AAA TAT ACA TGG AAT
398

Cys Pro Leu Val Lys Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn

95 100 105 110

""" GTT CCG AAA ATT GCA CCA AAA TCT GAA AAT GTT GTC GTC ACT GTT AAA
446

Val Pro Lys Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys

115 120 125

GTT ATG GGT GAT GAT GGT GTT TTG GCC TGT GCT ATT GCT ACT CAT GCT

494

Val Met Gly Asp Asp Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala
130 135 140

AAA ATC CGC GAT TAAATAAACA AAATTTATTG ATTTTGTAAT CACAAATGAT
546
Lys Ile Arg Asp

145

TGATTTTCTT TCCAAAAAAA AAATAAATAA AATTTTGGGA AT
588



.....

(2) Informaatio SEQ ID Nro:4:

Met

Arg

vVal

Gly

Lys

65

Asp

Leu

Lys

Gly

Arg
145

(2)

65

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 146 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: proteiini

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:4:

Met Tyr Lys Ile Leu Cys Leu Ser Leu Leu

Asp

Leu

Lys

50

Thr

vVal

Val

Ile

Asp

130

Asp

Gln
vVal

35
Pro
Ala
Pro
Lys
Ala

115

Asp

Val

20
Pro
Phe
Lys
Gly
Gly

100

Pro

Gly

5

Asp
Gly
Gln
Ile
Ile

85
Gln

Lys

Val

Val

Cys

Leu

Glu

70

Asp

Gln

Ser

Leu

Lys

His

Glu

55

Ile

Pro

Tyr

Glu

Ala
135

Asp
Gly

40
Ala
Lys
Asn
Asp
Asn

120

Cys

Iinformaatio SEQ ID Nro:5:

(1) Sekvenssiominaisuudet:
(A) Pituus: 1072 emdsparia

(B) Tyyppi:
(C) Juoste:

10

Cys Ala
25

Ser Glu
Val Phe
Ala Ser
Ala Cys

90

Ile Lys
105

Val Val

Ala TIle

nukleiinihappo
yksi

(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: cDNA

(ix) Piirre:

(A) Nimi/avain: CDS
(B) Sijainti: 36..1001

Asn

Pro

Glu

Ile

75

His

Tyr

Val

Ala

Val

His

cys

Ala

60

Asp

Tyr

Thr

Thr

Thr
140

Ala
Glu
Ile

45
Asn
Gly
Met
Trp
Val

125

His

110385

Ala
Ile

30
Ile
Gln
Leu
Lys
Asn
110

Lys

Ala

Val

15
Lys
His
Asn
Glu
Cys

95
Val

Val

Lys

Ala

Lys

Arg

Thr

Val

80

Pro

Pro

Met

Ile



.....
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(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:5:

110485

CGTTTTCTTC CATCAAAATT AAAAATTCAT CAAAA ATG AAA TTC GTT TTG GCC

53

ATT
101
Ile

ATC
149
Ile

ACC
197
Thr

245
Lys
55

TCA
293
Ser

GAA
341
Glu

CGT
389
Arg

CGA
437
Arg

GCT
485
Ala
135

AAC
533
Asn

GCC TCT

Ala Ser

AAA ACT

Lys Thr
25

GTT GAA

Val Glu
40

TAT GTT

Tyr Val

TTG GAT

Leu Asp

CAA CTC

Gln Leu

ATC AAT

Ile Asn
105

ACT GTC

Thr Val
120

TTC TCT

Phe Ser

ACG TCT

Thr Ser

TTG

Leu
10

TTT

Phe

GAG

Glu

GAA

Glu

GAA

Glu

Lys
90

TCG

Ser

ACT

Thr

GGT

Gly

TTG

Leu

TTG

Leu

GAA

Glu

GAA

Glu

GCT

Ala

TTC

Phe
75

ACT

Thr

GTT

val

CCA

Pro

GTT

val

GAT

Asp
155

GTA

vVal

GAA

Glu

GAA

Glu

Asn
60

Lys

CAA

Gln

Asn

ATC

Ile

GCC

Ala
140

CTT

Leu

TTG

Leu

TTC

Phe

GTT

Val
45

Lys

Asn

TTC

Phe

GTT

Val

CGT

Arg
125

GCA

Ala

TCT

Ser

AGC

Ser

Lys
30

GCC

Ala

GGT

Gly

CGT

Arg

GAT

Asp

cCcA

Pro
110

ATG

Met

ACT

Thr

GAA

Glu

ACT

Thr
15

Lys

CGT

Arg

GCC

Ala

TAT

TTG

Leu
95

TCG

Ser

CAA

Gln

GAA

Glu

CAG

Gln

Met Lys Phe Val Leu Ala

GTT

vVal

GCC

Ala

Lys

ATC

Ile

TTG

Leu
80

Asn

GAA

Glu

GGA

Gly

TCA

Ser

GAA

Glu
160

1
TAT

Tyr

TTC

Phe

Asn
65

ATG

Met

GCC

Ala

TTG

Leu

GGC

Gly

GCT

Ala
145

CTC

Leu

GCT

Ala

AAC

Asn

TTT

Phe
50

CAT

His

AGT

Ser

GAA

Glu

GAT

Asp

TGT

Cys
130

TAT

Tyr

GTC

vVal

CGT

Arg

AAA

Lys
35

TTG

Leu

TTG

Leu

GCT

Ala

ACA

Thr

TTA

Leu
115

GGT

Gly

TTG

Leu

GAT

Asp

cca

Pro
20

AAC

Asn

GAA

Glu

TCC

Ser

GAA

Glu

AGC

Ser
100

CGA

Arg

TCA

Ser

GCC

Ala

TGC

Cys

5
GCT

Ala

TAT

Tyr

TCA

Ser

GAT

Asp

GCT

Ala
85

GCT

Ala

TCA

Ser

TGT

Cys

TAC

Tyr

GCA

Ala
165

TCA

Ser

GCC

Ala

TTG

Leu

TTG

Leu
70

TTT

Phe

TGC

Cys

CTG

Leu

TGG

Trp

CGT

Arg
150

TCT

Ser
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CAA CAC GGA TGT CAC GGC GAT ACA ATA CCA AGA GGC ATC GAA TAC ATC

581

Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile Glu Tyr Ile
170 175 180

CAA CAA AAT GGT GTC GTT GAA GAA AGA AGC TAT CCA TAC GTT GCA CGA

629

Gln Gln Asn Gly Val Val Glu Glu Arg Ser Tyr Pro Tyr Val Ala Arg
185 190 195

GAA CAA CGA TGC CGA CGA CCA AAT TCG CAA CAT TAC GGT ATC TCA AAC

677

Glu Gln Arg Cys Arg Arg Pro Asn Ser Gln His Tyr Gly Ile Ser Asn
200 205 210

TAC TGC CAA ATT TAT CCA CCA GAT GTG AAA CAA ATC CGT GAA GCT TTG
725

Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asp Val Lys Gln Ile Arg Glu Ala Leu
215 220 225 230

ACT CAA ACA CAC ACA GCT ATT GCC GTC ATT ATT GGC ATC AAA GAT TTG

773

Thr Gln Thr His Thr Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile Lys Asp Leu
235 240 245

AGA GCT TTC CAA CAT TAT GAT GGA CGA ACA ATC ATT CAA CAT GAC AAT

821

Arg Ala Phe Gln His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Ile Gln His Asp Asn
250 255 260

GGT TAT CAA CCA AAC TAT CAT GCC GTC AAC ATT GTC GGT TAC GGA AGT

869

Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly Tyr Gly Ser
265 270 275

ACA CAA GGC GAC GAT TAT TGG ATC GTA CGA AAC AGT TGG GAT ACT ACC

917

Thr Gln Gly Asp Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp Asp Thr Thr
280 285 290

TGG GGA GAT AGC GGA TAC GGA TAT TTC CAA GCC GGA AAC AAC CTC ATG
965

Trp Gly Asp Ser Gly Tyr Gly Tyr Phe Gln Ala Gly Asn Asn Leu Met
295 300 305 310

ATG ATC GAA CAA TAT CCA TAT GTT GTA ATC ATG TGAACATTTG AAATTGAATA
1018
Met Ile Glu Gln Tyr Pro Tyr Val Val Ile Met

315 320

TATTTATTTG TTTTCAAAAT AAAAACAACT ACTCTTGCGA GTATTTTTTA CTCG
1072

(2) Ionformaatio SEQ ID Nro:6:



Met
Tyr
Phe
Asn
Asn

65
Met
Ala
Leu
Gly
Ala
145
Leu
Arg
Tyr
His
Gln

225

Ile

68

(1) Sekvenssin ominaisuudet:

(A) Pituus: 321 aminohappoa

(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia:

lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: proteiini

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:6:

Lys Phe Val Leu Ala Ile Ala Ser Leu Leu Val Leu

Ala
Asn
Phe

50
His
Ser
Glu
Asp
Cys
130
Tyr
Val
Gly
Pro
Tyr
210

Ile

Gly

Arg
Lys

35
Leu
Leu
Ala
Thr
Leu
115
Gly
Leu
Asp
Ile
Tyr
195
Gly

Arg

Ile

Pro

20
Asn
Glu
Ser
Glu
Ser
100
Arg
Ser
Ala
Cys
Glu
180
Val
Ile

Glu

Lys

5

Ala

Tyr

Ser

Asp

Ala

85

Ala

Ser

Cys

Tyr

Ala

165

Tyr

Ala

Ser

Ala

Asp
245

Ser

Ala

Leu

Leu

70

Phe

Cys

Leu

Trp

Arg

150

Ser

Ile

Arg

Asn

Leu

230

Leu

Ile
Thr
Lys

55
Ser
Glu
Arg
Arg
Ala
135
Asn
Gln
Gln
Glu
Tyr
215

Thr

Arg

Lys
Val

40
Tyr
Leu
Gln
Ile
Thr
120
Phe
Thr
His
Gln
Gln
200
Cys

Gln

Ala

Thr

25
Glu
vVal
Asp
Leu
Asn
105
Val
Ser
Ser
Gly
Asn
185
Arg
Gln

Thr

Phe

10

Phe

Glu

Glu

Glu

Lys

90

Ser

Thr

Gly

Leu

Cys

170

Gly

Cys

Ile

His

Gln
250

Glu
Glu
Ala
Phe

75
Thr
val
Pro
Val
Asp
155
His
vVal
Arg
Tyr
Thr

235

His

Glu
Glu
Asn

60
Lys
Gln
Asn
Ile
Ala
140
Leu
Gly
Val
Arg
Pro
220

Ala

Tyr

Phe
Val

45
Lys
Asn
Phe
Val
Arg
125
Ala
Ser
Asp
Glu
Pro
205
Pro

Ile

Asp

1103885

Ser Thr
15

Lys Lys
30

Ala Arg
Gly Ala
Arg Tyr
Asp Leu

95

Pro Ser
110

Met Gln
Thr Glu
Glu Gln
Thr Ile

175

Glu Arg
190

Asn Ser
Asp Val

Ala Val

Gly Arg
255

Val
Ala
Lys
Ile
Leu

80
Asn
Glu
Gly
Ser
Glu
160
Pro
Ser
Gln
Lys
Ile

240

Thr
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Ile

Ile

Asn

Ala
305

Met

(2)

GAT
48
Asp

ATG
96
Met

144
Lys

ACC
192
Thr

GTT
240

69

Ile Gln His Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn
260 265

Val Gly Tyr Gly Ser Thr Gln Gly Asp Asp
275 280

Ser Trp Asp Thr Thr Trp Gly Asp Ser Gly
290 295

Gly Asn Asn Leu Met Met Ile Glu Gln Tyr
310 315

Informaatio SEQ ID Nro:7:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:

(A) Pituus: 491 emdsparia
(B) Tyyppi: nukleiinihappo
(C) Juoste: yksi
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: cDNA

(ix) Piirre:
(A) Nimi/avain: CDS
(B) Sijainti: 1..390

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:7:

CAA GTC GAT GTT AAA GAT TGT GCC AAC AAT

Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn Asn
5 10

GTC GAT GGT TGC CAT GGT TCT GAT CCA TGC

Val Asp Gly Cys His Gly Ser Asp Pro Cys
20 25

CCA TTC ACT TTG GAA GCC TTA TTC GAT GCC

Pro Phe Thr Leu Glu Ala Leu Phe Asp Ala
35 40

GCT AAA ACT GAA ATC AAA GCC AGC CTC GAT

Ala Lys Thr Glu Ile Lys Ala Ser Leu Asp
50 55

CCC GGT ATT GAT ACC AAT GCT TGC CAT TTT

Tyr

Tyr

Tyr
300

Pro

GAA

Glu

ATA

Ile

Asn

GGT

Gly
60

ATG

His

110385

Ala Val Asn

270

Trp Ile Val Arg

285

Gly Tyr Phe Gln

Tyr

ATC

Ile

ATC

Ile

CAA

Gln
45

CTT

Leu

Val

Lys

CAT

His
30

Asn

GAA

Glu

TGT

vVal

Lys
15

CGT

Arg

ACT

Thr

ATT

Ile

CCA

Ile
320

GTA

Val

GGT

Gly

Lys

GAT

Asp

TTG



-
-
.- .

o sws

® ewvrs seas swee
» - -

val
65

GTT
288
val

ATT
336
Ile

GAT
384
Asp

GAT
437
Asp

Pro

Lys

GCA

Ala

AAT

Asn

Gly

GGT

Gly

ccA

Pro

GGT

Gly
115

Ile

CAA

Gln

AAA

Lys
100

GTT

Val

Asp

CAA

Gln
85

TCT

Ser

TTG

Thr
70

TAT

Tyr

GAA

Glu

GCT

Asn

GAT

Asp

AAC

Asn

TGC

Leu Ala Cys

Ala

GCC

Ala

GTT

vVal

GCT

Ala
120

70

cys

AAA

Lys

GTC

Val
105

ATT

Ile

His

TAT

Tyr
90

GTT

Val

GCT

Ala

Phe
75

ACA

Thr

ACA

Thr

ACC

Thr

Met

TGG

Trp

GTC

Val

CAC

His

TAAAAAAAAA AAATAAATAT GAAAATTTTC ACCAACATCG

130

Lys

AAT

Asn

AAA

Lys

GCT

Ala
125

11038¢%

J

Cys Pro

GTG CCC

Val Pro
95

CTT GTT

Leu Val
110

AAA ATC

Lys Ile

AACAAAATTC

AATAACCAAA ATTTGAATCA AAAACGGAAT TCCAAGCTGA GCGCCGGTCG CTAC

491

(2) Ionformaatio SEQ ID Nro:8:

Asp

Met

Lys

Thr

Val

65

Val

(i) Sekvenssiominaisuudet:

(A) Pituus: 129 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: proteiini

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:8:

Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn Asn

Val
Pro
Ala

50

Pro

Lys

Asp
Phe

35
Lys

Gly

Gly

Gly
20
Thr

Thr

Ile

Gln Gln Tyr Asp Ala Lys Tyr Thr

5

10

Cys His Gly Ser Asp Pro Cys

25

Leu Glu Ala Leu Phe Asp Ala

40

Glu Ile Lys Ala Ser Leu Asp

55

Asp Thr Asn Ala Cys His Phe

85

70

920

75

Glu
Ile
Asn
Gly

60

Met

Trp

Ile

Ile

Gln

45

Leu

Lys

Asn

Lys Lys
15

His Arg
30

Asn Thr

Glu Ile

Cys Pro

Val Pro
95

Leu
80

AAA

Lys

GGT

Gly

CGT

Arg

vVal

Gly

Lys

Asp

Leu

80

Lys
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110385

71

Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Leu Val Gly

100 105 110

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Arg

Asp

(2)

Thr

Arg

(2)

Glu

Gly

(2)

115 120 125

Informaatio SEQ ID Nro:9:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 20 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:9:

Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu
5 10 15

Gln Met Arg
20

Informaatio SEQ ID Nro:10:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 27 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:10:

Ile Asp Leu Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln
5 10 15

Gly Cys Gly Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:11:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi
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(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:11:

Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly Ser Cys Trp Ala
1 5 10 15

Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala
20 25

(2) Informaatio SEQ ID Nro:12:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 21 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:12:

Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala His Arg Asn Gln Ser Leu
1 5 10 15

Asp Leu Ala Glu Gln
20

(2) Informaatio SEQ ID Nro:13:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 22 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:13:

His Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp Cys
1 5 10 15

Ala Ser Gln His Gly Cys
20

Informaatio SEQ ID Nro:14:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 21 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi
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(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:14:
Glu Leu Val Asp Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile
1 5 10 15

Pro Arg Gly Ile Glu
20

Informaatio SEQ ID Nro:15:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 28 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(x1i) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:15:
Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val
1 5 10 15

Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr Val Ala Arg Glu
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:16:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 20 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:16:
Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr
1 5 10 15

Val Ala Arg Glu
20

Informaatio SEQ ID Nro:17:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:

(A) Pituus: 25 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
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(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:17:
His Asn Gly Val gal Gln Glu Ser Tyr Tgr Arg Tyr Val Ala Agg Glu
1 1 1

Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:18:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 19 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:18:
Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly Ile Ser Asn Tyr
1 5 10 15
Cys Gln Ile
Informaatio SEQ ID Nro:19:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 22 aminohappoa

(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

aaaaa

« awes
.

R (1i) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:19:
o Arg Phe Gly Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Ala Asn
S 1 5 10 15

Lys Ile Arg Glu Ala Leu
20

Informaatio SEQ ID Nro:20:



S
110385
75
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 24 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(x1i) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:20:
Tyr Pro Pro Asn Ala Asn Lys Ile Arg Glu Ala Leu Ala Gln Thr His
1 5 10 15

Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly
20

Informaatio SEQ ID Nro:21:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:21:
Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile Lys Asp Leu
1 5 10 15

Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Arg Thr
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:22:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:22:

Ile Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Thr Arg Ile Ile
1 5 10 15
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Gln Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:23:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 23 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:23:
Ile Ile Gln Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn
1 5 10 15

Ile Val Gly Tyr Ser Asn Ala
20

Informaatio SEQ ID Nro:24:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 22 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:24:
His Ala Val Asn Ile Val Gly Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr
1 5 10 15

Trp Ile Val Arg Asn Ser
20

Informaatio SEQ ID Nro:25:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 24 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:25:
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Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp Asp Thr Asn Trp
1 5 10 15

Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe
20

Informaatio SEQ ID Nro:26:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:26:
Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile Asp Leu Met Met
1 5 10 15

Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:27:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 28 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(x1) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:27:
Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu
1 5 10 15

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:28:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 24 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
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(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:28:
Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu Arg Gln Met Arg
1 5 10 15

Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln
20

Informaatio SEQ ID Nro:29:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:29:

Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala His Arg
1 5 10 15

Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:30:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 25 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:30:

Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala His Arg Asn Gln Ser Leu
1 5 10 15

Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:31:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 25 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
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(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:31:
Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala His Arg
1 5 10 15

Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:32:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:32:

Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala His Arg Asn Gln Ser Leu
1 5 10 15

Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp Cys Ala Ser Gln
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:33:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 28 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(x1) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:33:
Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr
1 5 10 15

Val Ala Arg Glu Gln Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:34:
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(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:34:
Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val
1 5 10 15

Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr Val Ala Arg Glu Gln Ser
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:35:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:35:
Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Ala Asn Lys Ile Arg Glu Ala Leu Ala Gln
1 5 10 15

trees Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile Lys Asp
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:36:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 22 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:36:

e Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Ala Asn Lys Ile Arg Glu Ala Leu Ala Gln
' 1 5 10 15
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Thr His Ser Ala Ile Ala
20

Informaatio SEQ ID Nro:37:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:37:

Ile Ile Gly Ile Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Arg
1 10 15

Thr Ile Ile Gln Arg Asp Asn Gly Tyr Gln
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:38:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 25 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

. (ii) Molekyylityyppi: peptidi
f': (v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

R (xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:38:

i Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Phe Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly

RO | 5 10 15

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:39:

N (i) Sekvenssin ominaisuudet:
o (A) Pituus: 29 aminohappoa

o (B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi
L (v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(x1) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:39:

....
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Asn Ile Val Gly Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val
1 5 10 15

Arg Asn Ser Trp Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:40:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 23 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:40:
Asn Ile Val Gly Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val
1 5 10 15

Arg Asn Ser Trp Asp Thr Asn
20

Informaatio SEQ ID Nro:41:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 20 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:41:
Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val
1 5 10 15

Leu Val Pro Gly
20

Informaatio SEQ ID Nro:42:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 25 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
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(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:42:

His Glu Ile Lys Lys Val Leu Val Pro Gly Cys His Gly Ser Glu Pro
1 5 10 15

Cys Ile Ile His Arg Gly Lys Pro Phe
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:43:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:43:

His Gly Ser Glu Pro Cys Ile Ile His Arg Gly Lys Pro Phe Gln Leu
1 5 10 15

Glu Ala Val Phe Glu Ala Asn Gln Asn Thr Lys Thr Ala
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:44:
. (i) Sekvenssin ominaisuudet:
. (A) Pituus: 25 aminohappoa
s (B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
‘§ (v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

h (x1i) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:44:

Gln Leu Glu Ala Val Phe Glu Ala Asn Gln Asn Thr Lys Thr Ala Lys
1 5 10 15

Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly
20 25

¢ wwew

Informaatio SEQ ID Nro:45:

f (i) Sekvenssin ominaisuudet:

(A) Pituus: 27 aminohappoa
s (B) Tyyppi: aminohappo

' (D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi
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(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:45:
Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Glu Val Asp Val Pro
1 5 10 15

Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Lys
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:46:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:46:

Leu Glu Val Asp Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met
1 5 10 15

Lys Cys Pro Leu Val Lys Gly Gln Gln Tyr
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:47:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 27 aminochappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:47:

Cys Pro Leu Val Lys Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn
1 5 10 15

Val Pro Lys Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:48:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminchappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
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(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:48:
Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys Ile Ala Pro Lys Ser Glu
1 5 10 15

Asn Val Vval Val Thr Val Lys Val Met Gly
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:49:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 25 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:49:

vVal Val Thr Val Lys Val Met Gly Asp Asp Gly Val Leu Ala Cys Ala
1 5 10 15

Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Arg Asp
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:50:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(x1i) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:50:

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val
1 5 10 15

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Ser Glu Pro
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:51:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:

(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
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(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N~terminaalinen

(x1) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:51:

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Glu Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val
1 5 10 15

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Ser Glu Pro
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:52:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(x1) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:52:

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Ser Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val
1 5 10 i5

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Ser Glu Pro
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:53:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:53:

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val
1 5 10 15

Leu Val Pro Gly Glu His Gly Ser Glu Pro
20 25
Informaatio SEQ ID Nro:54:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:

.....
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(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:54:

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val
1 5 10 15

Leu Val Pro Gly Ser His Gly Ser Glu Pro
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:55:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:55:

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Glu Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val
1 5 10 15

Leu Val Pro Gly Glu His Gly Ser Glu Pro
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:56:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:56:

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Ser Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val
1 5 10 15

Leu Val Pro Gly Ser His Gly Ser Glu Pro
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:57:
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(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 20 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:57:

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Glu Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val
1 5 10 15

Leu Val Pro Gly
20

Informaatio SEQ ID Nro:58:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 20 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:58:

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Ser Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val
1 5 10 15

Leu Val Pro Gly
20

Informaatio SEQ ID Nro:59:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 16 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:59:

His Glu Ile Lys Lys Val Leu Val Pro Gly Cys His Gly Ser Glu Pro
1 5 10 15

Informaatio SEQ ID Nro:60:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 16 aminohappoa
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(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-~terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:60:

His Glu Ile Lys Lys Val Leu Val Pro Gly Glu His Gly Ser Glu Pro
1 5 10 15

Informaatio SEQ ID Nro:61:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 16 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:61:

His Glu Ile Lys Lys Val Leu Val Pro Gly Ser His Gly Ser Glu Pro
1 5 10 15

Informaatio SEQ ID Nro:62:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 28 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:62:

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Val Phe Glu Ala Asn Gln Asn Thr Lys
1 5 10 15

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Thr Asp Gly
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:63:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 28 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi
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(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:63:

Gln Leu Glu Ala Val Phe Glu Ala Asn Gln Asn Thr Lys Thr Ala Lys
1 5 10 15

Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Glu Val
20 25

Phe Glu Ala Asn Gln Asn Thr Lys Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala
1 5 10 15

Ser Ile Asp Gly Leu Glu Val Asp Val Pro Gly
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:64:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 27 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen

(i1) Molekyylityyppi: peptidi

-----

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

{(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:64:

aaaaa

Phe Glu Ala Asn Gln Asn Thr Lys Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys
1 5 10 15

voan Ala Ser Ile Asp Gly Leu Glu Val Asp Val Pro Gly
20 25
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Informaatio SEQ ID Nro:65:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 23 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:65:

Gln Asn Thr Lys Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly
1 5 10 15

Leu Glu Val Asp Val Pro Gly
20

Informaatio SEQ ID Nro:66:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
ceeet (D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

-
.o

(x1) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:66:

ceens Pro Leu Val Lys Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val
1 5 10 15
R Pro Lys Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val
20 25
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Informaatio SEQ ID Nro:67:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa

(

B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen

(1ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:67:

Pro Leu Val Lys Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Tyr Asn Val
1 5 10 15

Pro Lys Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:68:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 13 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminchappo
e (D) Topologia: lineaarinen
(i1) Molekyylityyppi: peptidi
o (v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:68:

vpeed Lys Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Met Gly
B 1 5 10
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Informaatio SEQ ID Nro:69:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 23 aminohappoa

(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

{ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:69:

Thr Val Lys Val Met Gly Asp Asp Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala
1 5 10 15

Thr His Ala Lys Ile Arg Asp
20

Informaatio SEQ ID Nro:70:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 23 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(x1i) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:70:

Thr Val Lys Val Met Gly Asp Asp Gly Val Leu Ala Glu Ala Ile Ala
1 5 10 15

Thr His Ala Lys Ile Arg Asp
20
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Informaatio SEQ ID Nro:71:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 23 aminochappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:71:

Thr Val Lys Val Leu Gly Asp Asp Gly Val Leu Ala Ser Ala Ile Ala
1 5 10 15

Thr His Ala Lys Ile Arg Asp
20

Informaatio SEQ ID Nro:72:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 21 aminohappoa
el (B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(x1) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:72:
Thr Ser Ala Cys Arg Ile Asn Ser Val Asn Val Pro Ser Glu Leu Asp
1 5 10 15

-----
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Leu Arg Ser Leu Arg
20

Informaatio SEQ ID Nro:73:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 27 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen
(i1) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmeﬁttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:73:

Glu Leu Asp Leu Arg Ser Leu Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln
1 5 10 15

Gly Gly Cys Gly Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:74:

e (1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminochappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

-----

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:74

Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly Ser Cys Trp Ala
1 5 10 15



-----
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Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:75:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 21 aminochappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(11) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(x1i) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:75

Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala Tyr Arg Asn Thr Ser Leu
1 5 10 15

Asp Leu Ser Glu Gln

20
Informaatio SEQ ID Nro:76:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 22 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:76

Tyr Arg Asn Thr Ser Leu Asp Leu Ser Glu Gln Glu Leu Val Asp Cys
1 5 10 15
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Ala Ser Gln His Gly Cys
20

Informaatio SEQ ID Nro:77:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 21 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:77

Glu Leu Val Asp Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile
1 5 10 15

Pro Arg Gly Ile Glu
20

Informaatio SEQ ID Nro:78:

peed (1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 28 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(1i) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:78

-----

Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile Glu Tyr Ile Gln Gln Asn Gly Val
1 5 10 15
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Val Glu Glu Arg Ser Tyr Pro Tyr Val Ala Arg Glu
20 25
Informaatio SEQ ID Nro:79:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
{A) Pituus: 25 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:79

110885

Gln Asn Gly Val Val Glu Glu Arg Ser Tyr Pro Tyr Val Ala Arg Glu

1 5 10

Gln Arg Cys Arg Arg Pro Asn Ser Gln
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:80:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 19 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(1i) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

15
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(x1) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:80

Gln Arg Cys Arg Arg Pro Asn Ser Gln His Tyr Gly Ile Ser Asn Tyr

1 5 10 15
Cys Gln Ile

Informaatio SEQ ID Nro:81:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 22 aminochappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:81

His Tyr Gly Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asp Val Lys
1 5 10 15
Gln Ile Arg Glu Ala Leu
20
Informaatio SEQ ID Nro:82:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 24 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
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(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:82

Tyr Pro Pro Asp Val Lys Gln Ile Arg Glu Ala Leu Phe Gln Thr His
1 5 10 15
Thr Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly

20

Informaatio SEQ ID Nro:83:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:83

Thr Gln Thr His Thr Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile Lys Asp Leu
1 5 10 15
Arg Ala Phe Gln His Tyr Asp Gly Arg Thr

20 25

Informaatio SEQ ID Nro:84:

{i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(

B
(D) Topologia: lineaarinen

‘‘‘‘‘

) Tyyppi: aminohappo

vl (11) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

»»»»»
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(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:84

Ile Lys Asp Leu Arg Ala Phe Gln His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Ile
1 5 10 15

Gln His Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:85:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(3) Pituus: 15 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(1i1) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:85

Asp Gly Arg Thr Ile Ile Gln His Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn
1 5 10 15

et Informaatio SEQ ID Nro:86:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 23 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

-----

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
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(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:86

Ile Ile Gln His Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn
1 5 10 15

Ile Val Gly Tyr Gly Ser Thr
20

Informaatio SEQ ID Nro:87:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 22 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(1i) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:87

His Ala Val Asn Ile Val Gly Tyr Gly Ser Thr Gln Gly Asp Asp Tyr
1 5 10 15

el Trp Ile Val Arg Asn Ser
20

Informaatio SEQ ID Nro:88:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 24 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

AN (D) Topologia: lineaarinen
(1i) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
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(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:88

Gln Gly Asp Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp Asp Thr Thr Trp
1 5 10 15

Gly Asp Ser Gly Tyr Gly Tyr Phe
20

Informaatio SEQ ID Nro:89:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:89:

Gly Asp Ser Gly Tyr Gly Tyr Phe Gln Ala Gly Asn Asn Leu Met Met
1 5 10 15

;;;;;

Ile Glu Gln Tyr Pro Tyr Val Val Ile Met
20 25

» Informaatio SEQ ID Nro:90:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:

D (A) Pituus: 29 aminohappoa

crees (B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen

)))))

(11) Molekyylityyppi: peptidi
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(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(x1) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:90:

Thr Ser Ala Cys Arg Ile Asn Ser Val Asn Val Pro Ser Glu Leu Asp
1 5 10 15

Leu Arg Ser Leu Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:91:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 25 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(x1) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:91:

Arg Ile Asn Ser Val Asn Val Pro Ser Glu Leu Asp Leu Arg Ser Leu
ool 1 5 10 15
: Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln
20 25

. Informaatio SEQ ID Nro:92:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
i (A) Pituus: 29 aminohappoa
ees (B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

IR

(ii) Molekyylityyppi: peptidi
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(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:92:

Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala Tyr Arg
1 5 10 15

Asn Thr Ser Leu Asp Leu Ser Glu Gln Glu Leu Val Asp
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:93:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 25 aminohappoa

(B) Tyyppi: aminohappo
(D

) Topologia: lineaarinen
(1i) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:93:

Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala Tyr Arg Asn Thr Ser Leu
1 5 10 15

Asp Leu Ser Glu Gln Glu Leu Val Asp
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:94:

i (i) Sekvenssin ominaisuudet:

s (A) Pituus: 29 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen

-----



-----

ccccc

Lo¢ 110385

(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:94:

Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala Tyr Arg Asn Thr Ser Leu
1 5 10 15

Asp Leu Ser Glu Gln Glu Leu Val Asp Cys Ala Ser Gln
20 25
Informaatio SEQ ID Nro:95;:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(11) Molekyylityyppil: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:95:

Glu Tyr Ile Gln Gln Asn Gly Val Val Glu Glu Arg Ser Tyr Pro Tyr
1 5 10 15

Val Ala Arg Glu Gln Arg Cys Arg Arg Pro Asn Ser Gln
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:96:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoa
(B) Tyyppl: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen
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(1i1) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:96:

Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile Glu Tyr Ile Gln Gln Asn Gly Val Val
1 5 10 15

Glu Glu Arg Ser Tyr Pro Tyr Val Ala Arg Glu Gln Arg
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:97:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoa

(

B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:97:

Gln Ile Tyr Pro Pro Asp Val Lys Gln Ile Arg Glu Ala Leu Thr Giln
1 5 10 15

Thr His Thr Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile Lys Asp
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:98:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 22 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen
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(ii1) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:98:

Gln Ile Tyr Pro Pro Asp Val Lys Gln Ile Arg Glu Ala Leu Thr Gln

1 5 10

Thr His Thr Ala Ile Ala
20

Informaatio SEQ ID Nro:99:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminochappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:99:

Ile Ile Gly Ile Lys Asp Leu Arg Ala Phe Gln His Tyr Asp Gly Arg

1 5 10

Thr Ile Ile Gln His Asp Asn Gly Tyr Gln
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:100:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 25 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

—d
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(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:100:

His Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly
1 5 10 15

Tyr Gly Ser Thr Gln Gly Asp Asp Tyr
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:101:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminchappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:101:

Asn Ile Val Gly Tyr Gly Ser Thr Gln Gly Asp Asp Tyr Trp Ile Val
1 5 10 15

Arg Asn Ser Trp Asp Thr Thr Trp Gly Asp Ser Gly Tyr
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:102:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 23 aminochappoa
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(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(1i1) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:102:

Asn Ile Val Gly Tyr Gly Ser Thr Gln Gly Asp Asp Tyr Trp Ile Val
1 5 10 15

Arg Asn Ser Trp Asp Thr Thr
20

Informaatio SEQ ID Nro:103:
(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 20 aminohappoa

(B) Tyyppi: aminochappo
(D

) Topologia: lineaarinen
(i1) Molekyylityyppi: peptidi
ol (v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:103:

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn Asn Glu Ile Lys Lys Val
1 5 10 15

.....

A Met Val Asp Gly
vt 20

aaaaa
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Informaatio SEQ ID Nro:104:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 25 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen
(1i1) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(x1) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:104:

Asn Glu Ile Lys Lys Val Met Val Asp Gly Cys His Gly Ser Asp Pro
1 5 10 15

Cys Ile Ile His Arg Gly Lys Pro Phe
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:105:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

e (D) Topologia: lineaarinen
{ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

.....

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:109:

ot His Gly Ser Asp Pro Cys Ile Ile His Arg Gly Lys Pro Phe Thr Leu
1 5 10 15
""" Glu Ala Leu Phe Asp Ala Asn Gln Asn Thr Lys Thr Ala
20 25
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Informaatio SEQ ID Nro:106:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:

(A) Pituus: 19 aminohappoa
(

B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:106:

His Arg Gly Lys Pro Phe Thr Leu Glu Ala Leu Phe Asp Ala Asn Gln
1 5 10 15

Asn Thr Lys
Informaatio SEQ ID Nro:107:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 25 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

et (D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

.....

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:107:

‘‘‘‘‘

Thr Leu Glu Ala Leu Phe Asp Ala Asn Gln Asn Thr Lys Thr Ala Lys
1 5 10 15
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Ile Glu Ile Lys Ala Ser Leu Asp Gly
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:108:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:108:

Gln Asn Thr Lys Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Leu Asp Gly
1 5 10 15

Leu Glu Ile Asp Val Pro Gly Ile Asp Thr
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:109:

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
cent (A) Pituus: 27 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

R (v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
,;J (x1) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:109:

Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Leu Asp Gly Leu Glu Ile Asp Val Pro
1 5 10 15

nnnnn
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Gly Ile Asp Thr Asn Ala Cys His Phe Met Lys
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:110:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminchappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(x1i) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:110:

Leu Glu Ile Asp Val Pro Gly Ile Asp Thr Asn Ala Cys His Phe Met
1 5 10 15

Lys Cys Pro Leu Val Lys Gly Gln Gln Tyr
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:111:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 27 aminohappoa
(BR) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:111:

Cys Pro Leu Val Lys Gly Gln Gln Tyr Asp Ala Lys Tyr Thr Trp Asn
1 5 10 15
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Val Pro Lys Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:112:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 26 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:112:

Asp Ala Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys Ile Ala Pro Lys Ser Glu
1 5 10 15

Asn Val Val Val Thr Val Lys Leu Val Gly
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:113:
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 35 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:113:

Pro Lys Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Leu
1 5 10 15
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Val Gly Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys
20 25 30

Ile Arg Asp
35

Informaatio SEQ ID Nro:114:

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 25 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:114:

Val Val Thr Val Lys Leu Val Gly Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala
1 5 10 15

Tle Ala Thr His Ala Lys Ile Arg Asp
el 20 25

Informaatio SEQ ID Nro:115

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
: (A) Pituus: 28 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi

{(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
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(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:115:

Lys Pro Phe Thr Leu Glu Ala Leu Phe Asp Ala Asn Gln Asn Thr Lys
1 5 10 15

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Leu Asp Gly
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:116
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 28 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:116:

_ Thr Leu Glu Ala Leu Phe Asp Ala Asn Gln Asn Thr Lys Thr Ala Lys
R 1 5 10 15

st Ile Glu Ile Lys Ala Ser Leu Asp Gly Leu Glu Ile
20 25

Informaatio SEQ ID Nro:117

..... (i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 22 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen
(11) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen
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(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:117:

His Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Asp Leu Val Asp Cys
1 5 10 15

Ala Ser Gln His Gly Cys
20

Informaatio SEQ ID Nro:118
(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 21 aminohappoa

(

B) Tyyppi: aminohappo

(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: peptidi

(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:118:

Asp Leu Val Asp Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile
1 5 10 15

Pro Arg Gly Ile Glu
20

Informaatio SEQ ID Nro:119

(1) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 29 aminohappoca
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
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(ii) Molekyylityyppi: peptidi
(v) Fragmenttityyppi: N-terminaalinen

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro:119:

His Gly Ser Glu Pro Cys Ile Ile His Arg Gly Lys Pro Phe Gln Leu
1 5 10 15

Glu Ala Val Phe Glu Ala Val Gln Asn Thr Lys Thr Ala
20 25
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd suvun Dermatophagoides proteiiniallergeenin
eristetyn peptidin valmistamiseksi, mainitun peptidin késit-
tdessd ainakin yhden mainitun proteiiniallergeenin T-solu-
epitoopin, mainitulla peptidilld ollen positiivisuusindeksi,
joka on ainakin noin 150, ja keskimiddrdinen T-solun stimulaa-
tioindeksi, joka on vdhint&&n noin 4,0, mddritettynd maini-
tulle proteiiniallergeenille herkkien yksiléiden populaatios-
sa, tunnettu siitd, ettd peptidi valmistetaan synteettisella
menetelm&dlld tai rekombinantti-DNA-menetelmidllid, ja ettd mai-
nittu peptidi k&sittdd kaikki tai T-solu-epitoopin sis&dltdvan
osan alueesta 1, alueesta 2, alueesta 3, alueesta 4, alueesta
5, alueesta 6a, alueesta 6b, alueesta 7, alueesta 8, alueesta
9, alueesta 10, jolloin alue 1 k&sittdsd Der p I- ja Der £ I -
proteiiniallergeenien aminohappotdhteet 1-28; alue 2 kasittaa
Der p I- ja Der £ I -proteiiniallergeenien aminohappotédhteet
36-68; alue 3 kasitt&dd Der p I- ja Der £ I -proteiinialler-
geenien aminohappotdhteet 74-109; alue 4 kdsittidi Der p I- ja
Der £ I -proteiiniallergeenien aminohappotdhteet 118-139;
alue 5 k&sittdd Der p I- ja Der £ I -proteiiniallergeenien
aminohappotdhteet 141-166; alue 6a kdsittdid Der p I- ja Der £
I -proteiiniallergeenien aminohappotdhteet 161-185; alue 6b
kdsittdd Der p I ja Der f I -proteiiniallergeenien aminohap-
potdhteet 173-201; alue 7 k&sitt&d& Der p II- ja Der f II
-proteiiniallergeenien aminohappot&hteet 1-26; alue 8 kasit-
td4a Der p II- ja Der f II -proteiiniallergeenien aminohappo-
tdhteet 33-67; alue 9 k&sittdd Der p II- ja Der f II -prote-
iiniallergeenien aminohappotdhteet 79-104 ja alue 10 k&sittaa
Der p II- ja Der f II -proteiiniallergeenien aminohappot&ah-
teet 107-129.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siiti,
ettd eristetty peptidi valitaan ryhmdst&d, joka koostuu: DP I-
1 (SEQ ID Nro:9); DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27); DP I-21.2 (SEQ
ID Nro:28); DP I-23.1 (SEQ ID Nro:33); DP I-23.2 (SEQ ID
Nro:34); DP I-25.2 (SEQ ID Nro:36) ja DP I-26.1 (SEQ ID
Nro:37).
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3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, tunnettu siiti,
ettd eristetty peptidi valitaan ryhmiAstd, joka koostuu: DP I-
21.2, DP I 23.1, DP I-26.1, DP II-20.6, DP II-22, DP II-25.2

ja DF I-22.2, kuten kuvioissa 3 ja 4 on esitetty.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, tunnettu siitéd,
ettd eristetty peptidi ei sido immunoglobuliini E:t&d, joka on
spesifinen suvun Dermatophagoides proteiiniallergeenille
oleellisena prosenttiosuutena yksil®distd, jotka ovat herkkiéa
proteiiniallergeenille, tail jos peptidin sitomista mainittuun
immunoglobuliini E:hen tapahtuu, sellainen sitominen ei johda
valittdjdaineiden vapautumiseen sydttdsoluista tai basofii-
leistd oleellisena prosenttiosuutena yksildistd, jotka ovat

herkkid proteiiniallergeenille.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé, tunnettu siiti,
ettd eristetty peptidi sitoo immunoglobuliini E:td oleelli-
sesti pienemmidssid madrin kuin proteiiniallergeeni, josta pep-

tidi on johdettu, sitoo mainittua immunoglobuliini E:té&.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siiti,

ettd yksildiden populaatio on vadhintdadn 9 yksil®a.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, tunnettu siiti,

ettd yksildiden populaatio on vdhint&dn 30 yksiloa.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siiti,
ettd eristetty peptidi k&sitt&dd ainakin kaksi T-solu-

epitooppia.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, tunnettu siitéd,
ettd eristetty peptidi annettuna yvksildlle, joka on herkka
polypunkille, indusoi T-soluvastustuskyvyttémyyden yksildssa

tai modifioi T-solujen lymfokiinieritysprofiilia yksilésséE.
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10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siit§,

ettd mainittu eristetty peptidi valitaan ryhmdstd, joka koos-

tuu:
5 a) DP I-1 (SEQ ID Nro:9);
b) DP I-2 (SEQ ID Nro:10);
c) DP I-3 (SEQ ID Nro:11);
d) DP I-4 (SEQ ID Nro:12);
e) DP I-11.1 (SEQ ID Nro:13);
10 £) DP I-12.1 (SEQ ID Nro:14);
g) DP I-5 (SEQ ID Nro:15);
h) DP I-13 (SEQ ID Nro:17);
1) DP I-14 (SEQ ID Nro:18);
) DP I-15 (SEQ ID Nro:19);
15 k) DP I-6.1 (SEQ ID Nro:20);
1) DP I-7.1 (SEQ ID Nro:21);
m) DP I-8 (SEQ ID Nro:22);
n) DP I-9 (SEQ ID Nro:23);
o) DP I-16 (SEQ ID Nro:24);
20 p) DP I-10 (SEQ ID Nro:25);
a) DP I-17 (SEQ ID Nro:26);
r) DP I-21.1 (SEQ ID Nro:27);
Py s) DP I-21.2 (SEQ ID Nro:28);
AT t) DP I-22.1 (SEQ ID Nro:29);
25 u) DP I-22.2 (SEQ ID Nro:30);
: v) DP I-22.3 (SEQ ID Nro:31);
: w) DP I-22.4 (SEQ ID Nro:32);
x) DP I-23.1 (SEQ ID Nro:33);
.. V) DP I-23.2 (SEQ ID Nro:34);
:§§ z) DP I-25.1 (SEQ ID Nro:35);
L a') DP I-25.2 (SEQ ID Nro:36);
b') DP I-26.1 (SEQ ID Nro:37);
. c') DP I-27.1 (SEQ ID Nro:38);
d') DP I-28.1 (SEQ ID Nro:39);
‘§5  e') DP I-28.2 (SEQ ID Nro:40),
""" f') DP I-5.1 (SEQ ID Nro:16),
g’) DF I-1 (SEQ ID Nro:72);
h’) DF I-2.1 (SEQ ID Nro:73);
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I-3 (SEQ ID Nro:74);
I-4 (SEQ ID Nro:75);
(SEQ ID Nro:76);
(SEQ ID Nro:77);
I-5 (SEQ ID Nro:78);
(SEQ ID Nro:79);
(SEQ ID Nro:80);
(SEQ ID Nro:81);
I-6 (SEQ ID Nro:82);
I-7 (SEQ ID Nro:83);
I-8.1 (SEQ ID Nro:84);
I-8 (SEQ ID Nro:85);
I-9 (SEQ ID Nro:86):
(SEQ ID Nro:87);
(SEQ ID Nro:88);
(SEQ ID Nro:89);

I-11
I-12

I-13
I-14
I-15

I-16
I-10
I-17
I-21
I-21.
I-22.
I-22.
I-22.
I-23.
I-23.
I-25.
I-25.
I-26.
I-27.
I-28.
I-28.
ITI-20

I1-20.
IT-20.
II-20.
I1-20.
II-20.
II-20.

IT-1
II-2

2

N PR RN RN PR BN R

Ul s W RN R~

6

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

(SEQ ID
(SEQ ID

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

ID
ID
ID
ID
ID
ID

Nro:
Nro:
Nro:
Nro:
Nro:
Nro:
Nro:
Nro:
Nro:
Nro:

Nro:

Nro:
Nro:
Nro:
Nro:
Nro:

Nro:

Nro:41) ;
Nro:42) ;

.1 (SEQ ID Nro:90);
Nro:91) ;
92);
93);
94);
95);
96);
97);
98) ;
99);
100) ;
101);
102);
SEQ ID Nro:50);

11038%
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ITI-3.1 (SEQ ID Nro:43);
IT-4 (SEQ ID Nro:44);
II-5 (SEQ ID Nro:45);
IT-6 (SEQ ID Nro:46);
IT-7 (SEQ ID Nro:47);
II-8 (SEQ ID Nro:48);
II-9 (SEQ ID Nro:49);
II-1.1 (SEQ ID Nrxro:57);
II-1.2 (SEQ ID Nro:58);
II-2.1 (SEQ ID Nro:59);
II-2.2 (SEQ ID Nro:60);
IT-2.3 (SEQ ID Nro:61);
II-21 (SEQ ID Nro:62);
II-22 (SEQ ID Nro:63);
II-26 (SEQ ID Nro:64);
IT-26.1 (SEQ ID Nro:65);
IT-23 (SEQ ID Nro:66);
IT-23.1 (SEQ ID Nro:67);
II-24 (SEQ ID Nro:68);
II-25 (SEQ ID Nro:69);
I1-25.1 (SEQ ID Nro:70);
II-25.2 (SEQ ID Nro:71);
II-1 (SEQ ID Nro:103);

II-2 (SEQ ID Nro:104);
II-13.1 (SEQ ID Nro:105);
II-3.1 (SEQ ID Nro:106);
II-4.5 (SEQ ID Nro:107);
II-4.3 (SEQ ID Nro:108);

II-15
II-16
II-17
IT-18
II-19

II-19.

IT-21
II-22

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

ID Nro:
ID Nro:
ID Nro:

ID Nro

ID Nro:
1 (SEQ ID Nro:114);
(SEQ ID Nro:115);

109);
110);
111);
:112);
113);

ja

(SEQ ID Nro:116).
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11. Eristetty nukleiinihappo, tunnettu siitd, ettd sen sek-

venssi koodaa patenttivaatimuksessa 1 mddriteltyd peptidii.

12. Menetelmd pdlypunkkiherkkyyden mddrittamiseksi yksildsséa,
tunnettu siitd, ettd yhdistet&dn verindyte, joka on saatu yk-
silo6ltad, ainakin yhden patenttivaatimuksessa 1 md&ritellyn
peptidin kanssa, olosuhteissa, jotka ovat sopivat sitomaan
verikomponentteja peptidin kanssa ja middritetddn laajuus,
milld sellainen sitominen tapahtuu osoittaen yksilén pdly-

punkkiherkkyyden.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmi, tunnettu sii-
td, ettd laajuus, mill&d sitominen tapahtuu, mddritetddn arvi-
oimalla T-solutoiminta, T-solun lis&d&ntyminen tai niiden yh-

distelmi.

14. Menetelmd terapeuttisen koostumuksen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd yhdistetd&dn ainakin yksi patenttivaati-
muksessa 1 mddritelty, eristetty peptidi farmaseuttisesti hy-

vdksyttdvan kantajan tai laimentimen kanssa.

15. Menetelma terapeuttisen koostumuksen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd yhdistetddn ainakin kaksi patenttivaati-
muksessa 1 mddriteltysd peptidii farmaseuttisesti hyvéksytté-
vadn kantajan tai laimentimen kanssa, jotka peptidit on joh-
dettu suvun Dermatophagoides samasta tai eri proteiinialler-

geenista.

Patentkrav

1. Forfarande for framstéllning av en isolerad peptid av en
proteinallergen hos slaktet Dermatophagoides varvid némna
peptid innefattar atminstone en T-cellepitop av namnda prote-
inallergen, varvid n&mnda peptid har ett positivitetsindex
som &r atminstone ca 150, och ett T-cellsstimuleringsindex-
medeltal som &r atminstone ca 4,0, bestdmt i en individpopu-

lation ké&nsliga f6ér namnda proteinallergen, kannetecknat av
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att peptiden framstdlls enligt ett syntetiskt forfarande el-
ler ett rekombinant-DNA-férfarande, och att ndmnda peptid in-
nefattar allt av eller en T-cellepitopinnehallande del av re-
gion 1, region 2, region 3, region 4, region 5, region 6a,
region 6b, region 7, region 8, region 9, region 10, varvid
region 1 innefattar aminosyraresterna 1-28 fran proteinaller-
generna Der p I och Der f I, region 2 in-nefattar aminosyra-
resterna 36-68 fran proteinallergenerna Der p I och Der f I,
region 3 innefattar aminosyraresterna 74-109 fran proteinal-
lergenerna Der p I och Der £ I, region 4 innefattar aminosy-
raresterna 118-139 fran proteinallergenerna Der p I och Der £
I, region 5 innefattar aminosyraresterna 141-166 fran prote-
inallergenerna Der p I och Der £ I, region 6a innefattar ami-
nosyraresterna 161-185 fran proteinallergenerna Der p I och
Der f I, region 6b innefattar aminosyraresterna 173-201 fran
proteinallergenerna Der p I och Der £ I, region 7 innefattar
aminosyraresterna 1-26 fran proteinallergenerna Der p II och
Der f II, region 8 innefattar aminosyraresterna 33-67 fran
proteinallergenerna Der p II och Der f II, region 9 innefat-
tar aminosyraresterna 79-104 fran proteinallergenerna Der p
IT och Der £ II och region 10 innefattar aminosyraresterna

107-129 fran proteinallergenerna Der p II och Der f IT.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att den
isolerade peptiden vdljs ur en grupp som bestar av: DP I-1
(SEQ ID Nr:9); DP I-21.1 (SEQ ID Nr:27); DP I-21.2 (SEQ ID
Nr:28); DP I-23.1 (SEQ ID Nr:33); DP I-23.2 (SEQ ID Nr:34);
DP I-25.2 (SEQ ID Nr:36) och DP I-26.1 (SEQ ID Nr:37).

3. Forfarande enligt patentkrav 1, k&nnetecknat av att den
isolerade peptiden vdljs ur en grupp som bestdr av: DP I-
21.2, pPp I 23.1, DP I-26.1, DP II-20.6, DP II-22, DP II-25.2

och DF I-22.2, sasom presenteras i figurerna 3 och 4.

4. Fdrfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att den

isolerade peptiden inte binder immunoglobulin E, som &r spe-
cifik fér en proteinallergen av sléktet Dermatophagoides hos
ett betydelsefullt procentandel individer ké&nsliga f6r prote-

inallergenet, eller om peptidens bindning till ndmnda immuno-
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globulin E upptrédder, resulterar inte en sadan bindning i
frigérandet av mediatorer fran mastceller eller basofiler hos
ett betydelsefullt procentandel individer ké&nsliga £f6r prote-

inallergenet.

5. Forfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att den
isolerade peptiden binder immunoglobulin E i v&asentligen
mindre utstrdckning &n vad det proteinallergen fran vilket

peptiden &r hdrledd, binder ndmnda immunoglobulin E.

6. Forfarande enligt patentkrav 1, ké&nnetecknat av att indi-

vidpopulationen utgdérs av atminstone 9 individer.

7. Fdrfarande enligt patentkrav 1, ké&nnetecknat av att indi-

vidpopulationen utgdrs av atminstone 30 individer.

8. Foérfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att den

isolerade peptiden innefattar &tminstone tva T-cellepitoper.

9. Foérfarande enligt patentkrav 1, k&nnetecknat av att den
isolerade peptiden, nédr den administreras till en individ som
ar kanslig fér dammkvalster, inducerar T-cellsanergi hos in-
dividen eller modifierar den lymfokina sekrektionsprofilen 1

T-celler hos individen.

10. Foérfarande enligt patentkrav 1, k&nnetecknat av att namn-

da isolerade peptid v&ljs ur en grupp som bestar av:

a) DP I-1 (SEQ ID Nr:9);

b) DP I-2 (SEQ ID Nr:10);

o) DP I-3 (SEQ ID Nr:11);

a) DP I-4 (SEQ ID Nr:12);

e) DP I-11.1 (SEQ ID Nr:13);
£) DP I-12.1 (SEQ ID Nr:14);
g) DP I-5 (SEQ ID Nr:15);

h) DP I-13 (SEQ ID Nr:17);
i) DP I-14 (SEQ ID Nr:18);
j) DP I-15 (SEQ ID Nr:19);
k) DP I-6.1 (SEQ ID Nr:20);

1) DP I-7.1 (SEQ ID Nr:21);
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m) DP I-8 (SEQ ID Nr:22);
n) DP I-9 (SEQ ID Nr:23);
o) DP I-16 (SEQ ID Nr:24);
p) DP I-10 (SEQ ID Nr:25);
5 Q) DP I-17 (SEQ ID Nr:26);
r) DP I-21.1 (SEQ ID Nr:27);
s) DP I-21.2 (SEQ ID Nr:28);
t) DP I-22.1 (SEQ ID Nr:29);
u) DP I-22.2 (SEQ ID Nr:30);
10 v) DP I-22.3 (SEQ ID Nr:31);
w) DP I-22.4 (SEQ ID Nr:32);
X) DP I-23.1 (SEQ ID Nr:33);
y) DP I-23.2 (SEQ ID Nr:34);
z) DP I-25.1 (SEQ ID Nr:35);
15 a') DP I-25.2 (SEQ ID Nr:36);
b') DP I-26.1 (SEQ ID Nr:37);
c' DP I-27.1 (SEQ ID Nr:38);
a’ DP I-28.1 (SEQ ID Nr:39);
e' DP I-28.2 (SEQ ID Nr:40),
20 £ DP I-5.1 (SEQ ID Nr:16),
g’ DF I-1 (SEQ ID Nr:72);
h h’ DF I-2.1 (SEQ ID Nr:73);

DF I-3 (SEQ ID Nr:74);
DF I-4 (SEQ ID Nr:75);
DF I-11 (SEQ ID Nr:76);
DF I-12 (SEQ ID Nr:77);
DF I-5 (SEQ ID Nr:78);
DF I-13 (SEQ ID Nr:79);
DF I-14 (SEQ ID Nr:80);
DF I-15 (SEQ ID Nr:81);
DF I-6 (SEQ ID Nr:82);
DF I-7 (SEQ ID Nr:83);
DF I-8.1 (SEQ ID Nr:84);
DF I-8 (SEQ ID Nr:85);
DF I-9 (SEQ ID Nr:86):
DF I-16 (SEQ ID Nr:87);
DF I-10 (SEQ ID Nr:88);
DF I-17 (SEQ ID Nr:89);
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I-21.1 (SEQ ID Nr:90);
I-21.2 (SEQ ID Nr:91);
I-22.1 (SEQ ID Nr:92);
I-22.2 (SEQ ID Nr:93);
I-22.4 (SEQ ID Nr:94);
I-23.1 (SEQ ID Nr:95);
I-23.2 (SEQ ID Nr:96);
I-25.1 (SEQ ID Nr:97);
I-25.2 (SEQ ID Nr:98);
I-26.1 (SEQ ID Nr:99);
I-27.1 (SEQ ID Nr:100);
I-28.1 (SEQ ID Nr:101);
I-28.2 (SEQ ID Nr:102);
IT-20 (SEQ ID Nr:50);
II-20.1 (SEQ ID Nr:51);
I1-20.2 (SEQ ID Nr:52);
IT-20.3 (SEQ ID Nr:53);
II-20.4 (SEQ ID Nr:54);
II-20.5 (SEQ ID Nr:55);
I1-20.6 (SEQ ID Nr:56);
IT-1 (SEQ ID Nr:41);
II-2 (SEQ ID Nr:42);
IT-3.1 (SEQ ID Nr:43);
II-4 (SEQ ID Nr:44);
II-5 (SEQ ID Nr:45);
II-6 (SEQ ID Nr:46);
II-7 (SEQ ID Nr:47);
II-8 (SEQ ID Nr:48);
II-9 (SEQ ID Nr:49);
II-1.1 (SEQ ID Nr:57);
II-1.2 (SEQ ID Nr:58);
ITI-2.1 (SEQ ID Nr:59);
II-2.2 (SEQ ID Nr:60);
II-2.3 (SEQ ID Nr:61);
IT-21 (SEQ ID Nr:62);
II-22 (SEQ ID Nr:63);
II-26 (SEQ ID Nr:64);
IT-26.1 (SEQ ID Nr:65);

(-

d
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1’') DP II-23 (SEQ ID Nr:66);
m’’) DP II-23.1 (SEQ ID Nr:67);
n’’) DP II-24 (SEQ ID Nr:68);
o’’) DP II-25 (SEQ ID Nr:69);
p’’) DP II-25.1 (SEQ ID Nr:70);
g’’) DP II-25.2 (SEQ ID Nr:71);
r'') DF II-1 (SEQ ID Nr:103);
s'') DF II-2 (SEQ ID Nr:104);
t'') DF II-13.1 (SEQ ID Nr:105);
u'') DF II-3.1 (SEQ ID Nr:106);
v'') DF II-4.5 (SEQ ID Nr:107);
w’') DF II-4.3 (SEQ ID Nr:108);
x'') DF II-15 (SEQ ID Nr:109);
y'') DF II-16 (SEQ ID Nr:110);
z'') DF II-17 (SEQ ID Nr:111);
a’'') DF II-18 (SEQ ID Nr:112);

aaa) DF II-19 (SEQ ID Nr:113);
bbb) DF II-19.1 (SEQ ID Nr:114);
cce) DF II-21 (SEQ ID Nr:115); och
ddd) DF II-22 (SEQ ID Nr:116).

11. Isolerad nukleinsyra, ké&nnetecknad av att den har en se-

kvens som kodar den 1 patentkrav 1 definierade peptiden.

12. Forfarande for bestidmmande av dammkvalsterkd&nslighet hos
en individ, kannetecknat av att man kombinerar ett blodprov,
som tagits fran individen, med atminstone en i patentkrav 1
definierad peptid, vid betingelser vilka &r lampliga f£6r att
binda blodkomponenter till peptiden och definierar omfattnin-
gen av denna bindning sasom indikator p& individens dammkval-

sterkanslighet.

13. rForfarande enligt patentkrav 12, kénnetecknat av att den
omfattning i vilken bindningen sker, bestdms genom att beddma
T-cellsaktiviteten, T-cellens prolifiering eller en kombina-

tion av dessa.

14. Forfarande for framstdllning av en terapeutisk samman-

sdttning, ka&nnetecknat av att man kombinerar &tminstone en i
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patentkrav 1 definierad, isolerad peptid med en farmaceutiskt

acceptabel biarare eller diluent.

15. Férfarande fér framstidllning av en terapeutisk samman-
sadttning, kannetecknat av att man kombinerar atminstone tva i
patentkrav 1 definierade peptider med en farmaceutiskt accep-
tabel barare eller diluent, vilka peptider &r héarledda ur
samma eller olika proteinallergener hos slaktet Dermatpphago—

ides.
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