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Immunogeenisia LHRH-peptidirakenteita ja synteettisid im-

munosysteemin yleisstimulaattoreita rokotteita varten

Tédmd keksintd koskee immunogeenisia luteinisoivaa
hormonia vapauttavan hormonin (LHRH) peptidejd, jotka saa-
vat aikaan LHRH-tasojen toiminnallisen v&henemisen koi-
railla tai naarailla. Kun koiraspuoliset rotat immunisoi-
daan n&8illd peptideilld, seerumin testosteroni vdhenee ja
androgeeneistd riippuvaiset elimet surkastuvat merkitse-
vasti. N&m8 peptidit ovat hytdyllisid miehille/koiraille
hedelmédttdmyyden indusoimisessa ja eturauhasen liikakas-
vun, androgeeneistd riippuvaisen karsinooman, eturauhas-
karsinooman ja kiveskarsinooman hoidossa. Naisille/naa-
raille peptidit ovat hyddyllisid endometrioosin, hyvé@nlaa-
tuisten kohdun kasvaimien, toistuvien toiminnallisten mu-
nasarjakystojen ja (vakavan) premenstruaalisyndrooman hoi-
dossa, samoin kuin estrogeenista riippuvaisen rintasy®véan
ehk&isyssd tai hoidossa. Namd peptidit sisdltavét auttaja-
T-solun epitoopin (Th-epitoopin) ja niissd& on LHRH C-p&és-
s88n. Auttaja-T-solun epitooppi avustaa immuunivasteen
stimuloimisessa LHRH:ta vastaan. Namad peptidit sis&ltavat
valinnaisesti invasiinidomeenin, joka toimii yleisend im-
muunistimulaattorina.

Toiselta n&kdkohdaltaan tédmd keksintd koskee im-
munogeenisid synteettisid peptideja, joissa on in-
vasiinidomeeni, auttaja-T-soluepitooppi ja peptidihaptee-
ni, ja menetelmid ndiden peptidien kdyttadmiseksi sairauden
hoidossa tai suojaavan immuniteetin tuottamisessa. Keksin-
nén mukaisiin peptidihapteeneihin kuuluvat LHRH, amyliini,
gastriini, gastriinia vapauttava peptidi, IgE:n CH4-pepti-
dit, Chlamydian MOMP-peptidit, HIV:n V3-peptidit ja Plas-

modium berghein peptidit.

Eturauhassy®pd8 on Kkolmanneksi yleisin miesten kuo-
linsyy ja yleisin pahanlaatuinen kasvaintyppi yli 70-vuo-
tiailla miehilld. Uusien eturauhassydpdtapausten lukumdadra
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on noussut tasaisesti viimeisten 20 vuoden kuluessa, ja on
odotettavissa, ettd8 enemm&n kuin 4 miljoonalle yli 75-vuo-
tiaalle miehelle saattaa ensi vuosituhannen alussa kehit-
tyd kliinisesti havaittava eturauhassydpd (Perez et al.
(1985) julkaisussa Cancer Principles and Practice of Onco-
logy vol. 9 (DevVita et al., toim.)] J.B. Lippincott Com-
pany, Philadelphia, PA, s. 1023 - 48; Chodak et al. (1990)
Current Concepts in Prostate Cancer Diagnosis and Manage-
ment, 26th Annual Meeting, American Society of Clinical
Oncology. Valitettavasti diagnoosin ajankohtana noin 40 -
50 %:11a potilaista, joille on juuri diagnosoitu eturau-
hassy®dpéd, on pitk&dlle kehittynyt sairaus (vaihe D), keski-
médrdisen elinajan ollessa noin 2,4 vuotta (Torty (1988)
Adv. Onc. 4: 15). Ndin ollen té&mdn sairauden voittamiseksi
kehitettyjen hoitojen tulisi osoittaa tehokkuutensa niin
nopeasti kuin mahdollista.

Perinteinen kehittyneen eturauhassydvdn hoitotapa
on ollut kirurginen kivesten poisto, ts. kastraatio, jonka
Huggins ja hdnen kolleegansa kehittivdt wvarhain 1940-1u-
vulla (Huggins et al. (1941) Cancer Res. 1: 293 - 297).
Tdmd menettely vdhentdi seerumin testosteronin tasoa 95 %,
saa aikaan havaittavan kasvaimen taantumisen noin 45 $%:1la
potilaista ja sairauden stabiloitumisen wvield noin
40 %:1la potilaista. Vdhint&ddn tilapdistd kehittyneen etu-
rauhassairauden stabiloitumista, mihin kuuluu virtsatieoi-
reiden paranemista ja kivun vdhenemistd, ilmenee noin
70 %:11la potilaista (Klein (1979) N. Engl. J. Med. 300:
824 - 33). Vaikka tdllaiset hoidot ovat tehokkaita, eri-
tyisesti yhdistettynd estrogeenihoitoon, niihin liittyva
psykologinen trauma on sietdmdtdn joillekin potilaille.

Yli 95 % testosteronista tuotetaan kiveksiss&d. Lu-
teinisoivan hormonin (LH) erittyminen aivolisdkkeestd saa-
telee kivesten Leydigin soluissa tapahtuvaa testosteronin
tuotantoa. LH:n erittymistd yhdessd follikkelia stimu-
loivan hormonin (FSH) kanssa s&8dtelee vuorostaan LHRH:n
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sykdyksittdin tapahtuva vapautuminen hypotalamuksesta
(katso esimerkiksi Paulsen (1974) kirjassa Textbook of
Endocrinology (Williams, toim.) Saunders, Philadelphia,
PA, s. 323 - 367). Yritykset estd8 LHRH:n erittymistd tes-
tosteronin vaikutuksen vdhentdmiseksi androgeeneista riip-
puvaisissa elimissd, esim. eturauhasessa, tai muiden ta@mén
reitin osien esté@minen, ovat osoittautuneet terapeuttisik-
si vaihtoehdoiksi eturauhassy®védn hoidoissa, mukaanluettu-
na hoito estrogeeneilla tai LHRH-analogeilla. Valitetta-
vasti terapeuttiset annokset estrogeeneja voivat aiheuttaa
huomattavia sivuvaikutuksia, kuten syddmen- ja verisuonten
h&diriéihin liittyvd kuolleisuus, gynekomastia, pahoinvoin-
ti, natriumin pid&ttyminen ja impotenssi (Blackard (1975)
Can. Chem. Rep., 59: 225 - 7). Hoito LHRH-analogeilla,
kuten Leuprolidilla tai gosereliinilla, aiheuttaa lopulta
seerumin testosteronin vdhenemisen; siihen liittyvd seeru-
min LH:n ja FHS:n tasojen nousu aluksi (450 ja vastaavasti
250 %) aiheuttaa kuitenkin kivuliaan tilan, joka tunnetaan
"leimahdusilmi®éna" ("flare up phenomena"), jossa ilmenee
tilapdistd@ seerumin testosteronin lisd&ntymistd, ja esiin-
tyy muita oireita (Crawford et al. (1991) Urol. Clin. N.
A. 18: 55 - 63). Lisdksi hoito LHRH-analogeilla voi se-
koittaa mahan ja suoliston toiminnan ja aiheuttaa kuumia
aaltoja.

Aktiivisen immunisaation LHRH:ta vastaan on kauan
tiedetty kaynnistdvan monia vaikutuksia, joihin kuuluvat
seerumin ja aivolisidkkeen LH- ja FSH-tason aleneminen,
seerumin testosteronin vdheneminen, spermatogeneesin esty-
minen ja sukupuolirauhasten ja avustavien sukupuolielinten
palautuvan surkastumisen aiheutuminen. (Katso esimerkiksi,
Fraser et al. (1974) J. Endocrinol. 63: 399 - 405; Giri et
al. (1991) Exp. Molec. Pathol. 54: 255 - 264; Ladd et al.
(1989) J. Reprod. Immunol. 15: 85 - 101; ja viitteet, joi-

hin on viitattu ndissia).
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Androgeenihormonikaskadiin puuttumista immunologi-
sesti voidaan kdyttdd myds endometrioosin hoidossa naisil-
la. Tamd sairaus on toiseksi yleisin hedelmdtt6myyden syy
naisilla infektion indusoiman hedelm&ttomyyden j&lkeen.
Estrogeeni v&alittd3 kohdunulkoista endometriocosikudosten
kehittymistd ja yll&pitoa kohdun lihasten ulkopuolella.
Koska LHRH sd&telee aivolisdkkeen etuosan FSH:n tuotantoa,
mikd puolestaan sd&dtelee estrogeenin tuotantoa munasar-
joissa, LHRH:n toiminnan estéminen on erds t&mén sairauden
hoitomuoto. N&in ollen, samoin kuin eturauhassy®6védn, est-
rogeenin aikaansaamien rintakasvaimien tulisi myds olla
herkkid LHRH-immunoterapialle.

Sen lisdksi ettd8 androgeenihormonikaskadin s#&tely
immunoclogisen v&liintulon kautta tarjoaa hoidon joukolle
vakavia sairauksia sekd miehille ett&d naisille, se tarjoaa
myds keinon s&ddelld kummankin sukupuolen hedelmdllisyyt-
td. Koska LHRH s&atelee sekd testosteronin tuotantoa, mikéa
sddtelee sperman muodostusta, ettd estrogeenin tuotantoa,
mik& aiheuttaa munasolujen kypsymisen, LHRH:n toiminnan
estdminen immunologisesti johtaa palautuvaan hedelm@ttd-
myyteen. Lis&ksi LHRH:iin perustuva immunoterapia tarjoaa
keinot palautuvalle ehkdisylle koiras- ja naaraspuolisille
kotieldimille (esim. koirille, kissoille, hevosille ja
kaniineille), samoin Kuin se lieventda ei-toivottua andro-
geenien aikaansaamaa kaytostd, kuten kiimaa, reviirin mer-
kitsemistd ja aggressiota. Lopuksi, immunologisella kast-
raatiolla (esim. vasta-aineisiin perustuva LHRH:n toimin-
nan 1inhibitio) on sovellutuksia lihakarjaelinkeinolle.
Koiraita ei prosessoida ensiluokkaiseksi lihaksi, koska
niiden lihassa on epadmiellyttdvad haju ja maku, mikd johtuu
veressd kiertdvastd testosteronista (esim. boar taint,
'karjun merkki'). Koska koiraspuolisten ravintoeldinten
mekaanista kastrointia ei endd pidetd@8 inhimillisesti hy-
vaksyttavéna, immunologinen kastraatio tarjoaa hyvaksyttad-

van vaihtoehdon tdlle kdytédnnédlle.
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Useita LHRH:n immunogeenisid muotoja on testattu.
LHRH on yhdistetty esimerkiksi adjuvantteihin tai konju-
goitu proteiiniin immunologisen tehon lis&&miseksi. N&ma
adjuvantit ovat kuitenkin olleet sopimattomia ihmisten
kdyttbon, ja proteiinikantajat ovat liian kalliita suuren
mittakaavan kayttéd varten. Lisdksi tehokas immunisointi
LHRH:1la riippuu konjugaatiokohdasta LHRH:n ja kantajan
vdlilld. Kantajaproteiinin (difteriatoksiini tai tetanus-
toksoildi) konjugointi LHRH:n aminop&&h&n tuotti tehokkaam-
man rokotteen immunisointia ja ehkd8isy&d varten verrattuna
koostumuksiin, joissa kantajaproteiini on LHRH:n muissa
konjugaatiokohdissa (Ladd et al. (1990) Am. J. Reprod.
Immunol. 22: 56 - 63).

Lis&8ksi proteiinisidos LHRH:hon on ongelmallinen,
koska pddosa immuunivasteista suuntautuu kantajaan, ennem-
min kuin LHRH:hon (toksiinimolekyylin (-molekyylien) massa
on paljon suurempi kuin LHRH:n). Tdmd ilmidé johtaa kanta-
jan indusoimaan immuunisuppressioon. Koska p&d&osa syOpa-
tai endometrioosipotilaista on immunisoitu aikaisemmin
difteria- ja tetanusrokotteilla osana pakollisia im-
munisointiohjelmia, vasta-aine ja/tai suppressori-T-solu-
vasteet, jotka suuntautuvat rokotteiden tetanus- tai dif-
teriatoksiinikomponentteja vastaan, voivat hdiritd seuraa-
via immuunivasteita toksiiniin liitettyjéa LHRH-im-
munogeeneja vastaan.

On siis etsitty immuunitehostajaa, joka soveltuuu
ihmisten k&dyttodén, joka on halpa, ja joka kykenee stimu-
loimaan varhaisen ja voimakkaan immuunivasteen LHRH:ta
vastaan. T&m&n immuunitehostajan tulisi samoin valttaa
kantajan indusoima suppressio. Siten on havaittu, etta
peptidit, jotka sis&dltadvat Th-epitoopin erityisid raken-
teellisia ja@rjestyksi&d yksin tai liitettynd invasiinido-
meeniin (immuunivasteen tehostaja) ja LHRH:hon (immunogee-

nind), ovat tehokkaita stimuloimaan vasta-ainetuotantoa

LHRH:ta vastaan.
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Tam& keksintd koskee peptidejéd, edullisesti syn-
teettisid peptidejd, jotka kykenevdt indusoimaan vasta-
aineita LHRH:ta vastaan, mik& johtaa LHRH-tasojen suppres-
sioon koirailla tai naarailla. N&md peptidit ovat hyodyl-
lisia hedelmédttOmyyden indusoimisessa ja eturauhasen lii-
kakasvun, androgeeneistd riippuvaisen karsinooman, etu-
rauhaskarsinooman, Kkiveskarsinooman, endometrioosin, hy-
vdnlaatuisten kohdun kasvaimien, toistuvien toiminnallis-
ten munasarjakystojen, (vakavan) premenstruaalisyndrooman
hoidossa, tai estrogeenista riippuvaisen rintasydvén eh-
kdisyssd tai hoidossa. Erityisesti t&mén keksinnén mukai-
silla peptideilld on Th-epitooppi ja karboksyyliterminaa-
linen LHRH tai LHRH:n peptidianalogi. Nd@md@ peptidit ovat
tehokkaita immunogeeneina ja 1l&adkkeind. T&médn keksinndn
mukaiset peptidit kykenevadt vdhentdmddn seerumin testoste-
ronin tasoihin, jotka ovat verrattavissa kivesten poistol-
la (kastraatiolla) saavutettaviin, ja aiheuttamaan kives-
ten, eturauhasen ja muiden androgeenistd tai estrogeenista
riippuvaisten sukupuolielinten palautuvaa surkastumista.
N&m& peptidit sis&dltdvat valinnaisesti invasiinidomeenin
immuunistimulaattorina.

Toinen t&m&n keksinndn n3dkdkohta tarjoaa kayttdion
rokotekoostumuksen, joka k&dsitt&&8 immunologisesti tehok-
kaan mddrdn peptidid tdmd&n keksinndén mukaisesti ja yhtéa
tai useampaa farmaseuttisesti hyvédksyttdvaa kantaja-ainet-
ta. Tadllaiset rokotekoostumukset ovat hy6dyllisid@ hedel-
mattomyyden indusoimisessa tai eturauhasen liikakaswvun,
androgeeneistd riippuvaisen karsinooman, eturauhaskar-
sinooman, kiveskarsinooman, endometrioosin, hyvé@nlaatuis-
ten kohdun kasvaimien, toistuvien toiminnallisten munasar-
jakystojen, (vakavan) premenstruaalisyndrooman hoidossa,
samoin Kkuin estrogeenista riippuvaisen rintasydvd@n eh-
kdisyssd@ tai hoidossa.

Vield yksi témén keksinndn ndkékohta koskee mene-

telmdsd veressd kiertdvien LHRH-mddrien aktiivisuuden supp-
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ressoimiseksi nisdkkddssd8 antamalla yhtd tai useampaa
ndistd peptideistd nisdkkd&dlle tiettynd ajanjaksona ja
olosuhteissa, jotka ovat riittévadt indusoimaan toiminnal-
lisia vasta-aineita, jotka ovat mainittua LHRH:ta vastaan
suunnattuja. LHRH-aktiivisuuden suppressio on hyddyllistéd
eturauhasen liikakasvun, androgeeneistd riippuvaisen kar-
sinooman, eturauhaskarsinooman, kiveskarsinooman, endomet-
rioosin, hyvédnlaatuisten kohdun kasvaimien, toistuvien
toiminnallisten munasarjakystojen, (vakavan) premenstruaa-
lisyndrooman hoidossa, samoin kuin estrogeenista riippu-
vaisen rintasy®tvdn ehkdisyssd& tai hoidossa. Erityisemmin
tdmé keksintd tarjoaa kdyttddn menetelmdn hedelmdttomyyden
indusoimiseksi nis#kk&d&dssd antamalla nditd rokotekoostu-
muksia nisdkkasdlle tiettynd ajanjaksona ja olosuhteissa,
jotka tuottavat hedelm&ttOmé&n tilan nisdkk&d&8lle. Samoin
tédmd keksintd koskee menetelmd@d androgeenista riippuvaisen
karsinooman hoitamiseksi antamalla n&itad rokotekoostumuk-
sia nisdkksdlle tiettyn&d ajanjaksona ja olosuhteissa, jot-
ta saadaan aikaan karsinooman taantuminen tai estet&d&n sen
kasvu.

Vield erds tdmdn keksinndn ndkoékohta koskee immuno-
geenista synteettistd peptidia, jossa on noin 30 - 90 ami-
nohappoa ja joka sis&lt&88 immunostimuloivan invasiinido-
meenin, auttaja-T-solu (T,) -epitoopin ja peptidihapteenin.
N&md kolme elementtid peptidissd voidaan liittd&d kovalent-
tisesti mihin tahansa jarjestykseen edellyttden, ettd joko
peptidihapteenin immunoreaktiivisuus sailyy olennaisesti,
tai ettd immunoreaktiivisuus voidaan luoda omaa peptidiéa
vastaan. Keksinndn mukaisiin peptidihapteeneihin kuuluvat
omat peptidit LHRH, amyliini, gastriini (gastriini,, ja
gastriini,,), gastriinia vapauttava peptidi ja IgE-molekyy-
lin CH4-domeenista johdettu peptidi, samoin kuin peptidit
Chlamydia trachomitiksesta, ihmisen immuunikatoviruksesta,

Plasmodium bergheistd, tai mik& tahansa muu B-soluepitoop-

pi (kuten patogeenisista organismeista) tai CTL:n (syto-
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toksisen T-solun) luova epitooppi. Lisdksi n&illd pep-
tideilld on yksi tai useampi aminoterminaalinen (A), ryhm&,
jossa A on aminohappo, a-NH, , tripalmitoyylikysteiini tai
rasvahappo ja n on yhdestd noin kymmeneen. N&iden pepti-
dien kolme elementtid voidaan erottaa (B),-vdliryhmills,
joissa B on toisista riippumatta mikd@ tahansa aminohappo
ja o on nollasta noin kymmeneen.

Kun peptidihapteeni on amyliini tai sen immunogee-
ninen analogi, peptidi voidaan formuloida rokotteeseen ja
antaa insuliinista riippumattoman diabeteksen hoitona.
Tédmd& hoito saa aikaan verenkierrossa olevien amyliinitaso-
jen véhenemisen ja/tai veren glukoositasojen vdhenemisen.

Kun peptidihapteeni on gastriini,,, gastriini,, tai
sen immunogeeninen analogi, peptidi voidaan formuloida
rokotteeseen ja antaa peptisten haavojen tai gastriinia
vapauttavan peptidin stimuloimien kasvainten hoitona. T&ma
hoito saa aikaan gastriinitasojen ja siten hapon erityksen
vahenemisen.

Kun peptidihapteeni on gastriinia vapauttava pepti-
di tai sen immunogeeninen analogi, peptidi voidaan formu-
loida rokotteeseen ja antaa peptisten haavojen, gastriinia
vapauttavan peptidin stimuloimien kasvainten tai keuh-
kosydv&n hoitona. T&md hoito saa aikaan gastriinia vapaut-
tavan peptidin tasojen vdhenemisen.

Kun peptidihapteeni on johdettu IgE:n CH4-domeenis-
ta (SEQ ID NO:79) tai sen immunogeenisest& analogista,
peptidi voidaan formuloida rokotteeseen ja antaa allergian
hoitamiseksi. T&ma hoito saa aikaan histamiinitasojen va-
henemisen tai estdd IgE:n vdlitté&mé&n syobttdsolujen tai
basofiilien aktivaation.

Kun peptidihapteeni on Chlamydia trachomatiksen padulko-

membraaniproteiinin (MOMP) muunteleva domeeni (VDI-IV) tai
sen immunogeninen analogi, peptidi voidaan formuloida ro-

kotteeseen ja antaa immunisoitaessa Chlamydia trachomitis-
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ta vastaan ja tuottamaan neutraloivia vasta-aineita sita
vastaan.

Kun peptidihapteeni on HIV V3:n p&dasiallinen neut-
raloiva domeeni tai sen immunogeeninen analogi, peptidi
voidaan formuloida rokotteeseen ja antaa immuunikatosynd-
rooman (AIDS) hoitamiseksi tai HIV-infektion estidmiseksi
nostattamalla neutraloivia vasta-aineita HIV:i& vastaan.

Kuviossa 1 esitetddn graafisesti keskimdidridiset an-
drogeeneista riippuvaisten elinten painot (g), jotka on
saatu 8 tai 11 viikon kuluttua siitad, kun rotat (n = 5)
immunisoitiin peptideilld A - E. Kuviossa A esitetdin ki-
vesten paino; kuviossa B esitetddn lisdkivesten paino; ku-
viossa C esitetddn eturauhasen ja siihen liittyneiden rak-
kularauhasten paino. Elinten painot saatiin wviikolla 11
peptideille A - C ja viikolla 8 peptideille D ja E. Elin-
ten keskimddrdistd painoa kontrolliel&imilld (n = 8) on
merkitty "Co:lla".

Kuviossa 2 esitetd&n androgeeneistd riippuvaisten
elinten suhteelliset painot (g) reagoija- (tayteiset pyl-
vadt) ja ei-reagoija- (tyhjat pylvaat) -eldimissid, jotka
immunisoitiin Peptidilla A. lyhenteet: Epid., lis&kives:
P+SV, eturauhanen ja rakkularauhaset.

Kuviossa 3 esitet&dn graafisesti korrelaatio kives-
ten painon (g) ja seerumin anti-LHRH-vasta-ainetasojen
(nmol/1) valills, m&adritettynd radioimmunoanalyysilla
(RIA) Peptidill& A tehdyn immunisaation j&lkeen.

Kuvio 4 on valokuva, joka kuvaa androgeeneistéd
riippuvaisten elinten kokoa kontrolleissa tai eladimissé,
jotka on kdsitelty Peptidilla F.

Kuvio 5 esittdd graafisesti anti-LHRH-spesifisten
vasta-aineiden tasoja tuotettuna rotissa immunisaation
jédlkeen immunogeeniselld LHRH-rakenteella, joka on nimetty
HBSAg T,:ksi: LHRH (peptidi A). Kussakin ryhmdssd kahdek-
salle sukukypsélle koiraspuoliselle Sprague-Dawley-rotalle

annettiin 100 pg tai 500 ug peptidid A intramuskulaarises-
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ti. Antigeeni formuloitiin Freundin t&dydelliseen adjuvant-
tiin ja annettiin viikolla 0 ja ep&dtdydelliseen Freundin
adjuvanttiin ja annettiin viikoilla 3 ja 6. LHRH-spesifi-
nen vasta-aine, kuten t&ssd8 ja seuraavissa Kuvissa on esi-
tetty, md&ritettiin tavanomaisella radioimmunoanalyysillé
ja ilmaistiin nanomooleina keskiarvona kokonais-LHRH-vas-
ta-ainetta litraa seerumia kohti. Kontrolliryhmé&lle annet-
tiin muuntamatonta LHRH:ta Freundin adjuvantissa kéayttéen
samaa immunisointiaikataulua.

Kuviossa 6 esitetdin graafisesti seerumin testoste-
ronitasot rotissa peptidin A antamisen jdlkeen, kuten ku-
viossa 5 on esitetty. Kuten t&ssd ja seuraavissa kuvissa
esitetddn, testosteroni md&ritettiin seeruminaytteistd,
joita k&ytettiin LHRH-spesifisten vasta-ainetiittereiden
madrittédmiseen. Seerumin testosteroni mAdritettiin radi-
oimmunoanalyysild ja ilmaistiin nanomooleina keskiarvona
testosteronia litraa seerumia kohti.

Kuviossa 7 esitetd8n graafisesti eldinten kivesten
painot peptidin A antamisen j&lkeen, kuten kuviossa 5 on
esitetty. 11 viikkoa kuvion 5 selostuksessa esitetyn ko-
keen alkamisen j&lkeen el&imet tapettiin ja asiaan kuulu-
vat elimet irrotettiin ja punnittiin. Kivesten painot esi-
tetddn elimen painon keskiarvoina grammoina 100 grammaa
ruumiinpainoa kohti. HypoX tarkoittaa rottia, joilta on
poistetty aivolisdke. Ryhmédn 1 eldimet immunisoitiin
Freundin adjuvantilla ilman antigeenid, k&dyttden saman-
laista aikataulua kuin koeryhmissa.

Kuviossa 8 esitetdidn graafisesti eldinten eturauha-
sen ja rakkularauhasen painot peptidin A antamisen j&l-
keen, kuten kuviossa 5 on esitetty. Eturauhaset ja rakku-
larauhaset punnittiin yhdessd ja niiden yhteispainot il-
maistiin kudoksen painon keskiarvoina grammoina 100 gram-
maa ruumiinpainoa kohti. HypoX tarkoittaa rottia, joilta

on poistettu aivolisdke. Ryhm&n 1 eldimet immunisoitiin
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Freundin adjuvantilla ilman antigeeni&, kéayttden saman-
laista aikataulua kuin koeryhmissi.

Kuviossa 9 esitetdsdn graafisesti anti-LHRH-spesi-
fisten vasta-aineiden tasoja, tuotettuna rotissa immuni-
saation jdlkeen immunogeeniselld LHRH-rakenteella, joka on
nimetty HBSAg T,: GG : LHRH:ksi (peptidi 18). Kussakin ryh-
mdssd8 annettiin Kkuudelle sukukypsdlle koiraspuoliselle
Sprague-Dawley-rotalle 100 pg peptidid 18 subkutaanisesti.
Antigeeni formuloitiin Freundin tdydelliseen adjuvanttiin
ja annettiin viikolla O ja epdtédydelliseen Freundin adju-
vanttiin ja annettiin viikoilla 3 ja 6. Kontrolliryhm&lle
annettiin muuntamatonta LHRH:ta Freundin adjuvantissa
kdyttden samaa immunisaatioaikataulua.

Kuviossa 10 esitetddn graafisesti anti-LHRH-spesi-
fisen vasta-aineen tasot, tuotettuna rotissa immunisaation
jélkeen HBsAg T,: LHRH:lla (peptidi A). Kussakin ryhmdssa
annettiin kuudelle sukukypsélle koiraspuoliselle Sprague-
Dawley-rotalle 100 ug peptidid A subkutaanisesti. Antigee-
ni formuloitiin Freundin t&ydelliseen adjuvanttiin ja an-
nettiin wviikolla 0 ja epdtdydelliseen Freundin adjuvant-
tiin ja annettiin viikoilla 3 ja 6. Kontrolliryhmdlle an-
nettiin muuntamatonta LHRH:ta Freundin adjuvantissa kdyt-
tden samaa immunisaatioaikataulua.

Kuviossa 11 esitetdd@n graafisesti seerumin tes-
tosteronitasot rotissa sen jdlkeen kun o0li annettu pep-
tidid 18 Freundin adjuvantissa. Koesuunnitelma on sama
kuin kuvion 9 selostuksessa on esitetty.

Kuviossa 12 esitet&d&n graafisesti seerumin testo-
steronitasot rotissa sen jé&lkeen kun oli annettu peptidia
A. Koesuunnitelma on sama kuin kuvion 10 selostuksessa on
esitetty.

Kuviossa 13 esitetdd@n graafisesti eldinten eturau-
hasen ja rakkularauhasen painot, kun niille o0li annettu
peptidid 18. Koesuunnitelma on esitetty kuvion 9 selostuk-

sessa. Eturauhaset ja rakkularauhaset punnittiin yhdessa
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ja niiden yhteispainot ilmaistiin kudoksen painon keskiar-
voina grammoina 100 grammaa ruumiinpainoa kohti. Kontrol-
liel8imet immunisoitiin Freundin adjuvantilla ilman anti-
geenid, kdyttden samanlaista aikataulua kuin koeryhmissa.

Kuviossa 14 esitetddn anti-~LHRH-spesifisen vasta-
aineen tasot, jotka tuotetaan rotissa immunisoinnin j&l-
keen MV F T,: LHRH:lla (peptidi 19). Peptidi 19 ké&sittaa
F-proteiinin segmentin tuhkarokkoviruksesta 1liitettynd
LHRH:n aminopd&hdn. Kussakin ryhmdssd annettiin subku-
taanisesti kuudelle sukukypsédlle koiraspuoliselle Sprague-
Dawley-rotalle peptidid 19 maara, joka vastasi 100 pg:aa
peptidid A. Antigeeni formuloitiin Freundin t&ydelliseen
adjuvanttiin ja annettiin viikolla O, ja Freundin epatay-
delliseen adjuvanttiin ja annettiin viikoilla 3 ja 6.
Kontrolliryhmidlle annettiin muuntamatonta LHRH:ta Freundin
adjuvantissa kédyttden samaa immunisointiaikataulua.

Kuviossa 15 esitetddn graafisesti seerumin testo-
steronitasot rotissa sen jdlkeen kun o0li annettu peptidid
19. Koesuunnitelma on sama kuin kuvion 14 selostuksessa on
esitetty. Kuviossa A esitetd@dn tulokset eldimille, joiden
seerumin testosteronitasot saavuttivat tason alle kastraa-
tion kynnysarvon, kun taas kuviossa B esitetd&n tulokset
eldimille, joiden testosteronitasot eivdt saavuttaneet
kastraatiotasoja viikkoon 8 mennessa.

Kuviossa 16 esitetddn graafisesti eldinten kivesten
painot, kun niille oli annettu peptidi& 19. Kymmenennellda
viikolla kuvion 14 selityksessd kuvatun kokeen alkamisen
jédlkeen eldimet tapettiin ja kyseessd olevat elimet irro-
tettiin ja punnittiin. Kivesten painot esitetddn elimen
painon keskiarvoina grammoina 100 grammaa ruumiinpainoa
kohti. Kontrollieldimet immunisoitiin Freundin adjuvantil-
la ilman antigeeni&, kdyttden samanlaista aikataulua kuin
koeryhmissa.

Kuviossa 17 esitetddn graafisesti eldinten eturau-

hasen ja rakkularauhasen painot, kun niille o0li annettu
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peptidid 19. Koesuunnitelma on esitetty kuvion 14 selos-
tuksessa. Eturauhaset ja rakkularauhaset punnittiin yh-
dessd8 ja niiden yhteispainot ilmaistiin kudoksen painon
keskiarvoina grammoina 100 grammaa ruumiinpainoa kohti.
Kontrolliel&imet immunisoitiin Freundin adjuvantilla ilman
antigeenid, kdyttden samanlaista aikataulua kuin koeryh-
missé.

Kuviossa 18 esitetdadn graafisesti anti-LHRH-spesi-
fisen vasta-aineen tasot, tuotettuna rotissa immunisaation
jélkeen PT T,2: LHRH:1lla (peptidi K, SEQ ID NO:16). Peptidi
K k&sittdad hinkuysk&d-toksiinisegmentin liitettynd LHRH:n
aminop&d8hdn. Kussakin ryhmé@ssd8 annettiin subkutaanisesti
kuudelle sukukypsdlle koiraspuoliselle Sprague-Dawley-ro-
talle peptidi& K m&&rda, joka vastasi 100 pg:aa peptidid A.
Antigeeni formuloitiin Freundin téydelliseen adjuvanttiin
ja annettiin viikolla O, ja Freundin epédtdydelliseen adju-
vanttiin ja annettiin viikoilla 3 ja 6. Kontrolliryhm&lle
annettiin muuntamatonta LHRH:ta Freundin adjuvantissa
kdyttden samaa immunisaatioaikataulua.

Kuviossa 19 esitetd&n graafisesti seerumin tes-
tosteronitasot rotissa sen jdlkeen kun oli annettu pep-
tidid K. Koesuunnitelma on sama kuin kuvion 18 selostuk-
sessa on esitetty. Kuviossa A esitetddn tulokset eldimil-
le, joiden seerumin testosteronitasot saavuttivat tason
alle kastraation kynnysarvon, kun taas kuviossa B esite-
td8n tulokset eldimille, joiden testosteronitasot eivét
saavuttaneet kastraation aikaansaamia tasoja viikolla 8.

Kuviossa 20 esitet8dn graafisesti eldinten kivesten
painot, kun niille oli annettu peptidia K. 10 viikkoa ku-
vion 18 selostuksessa esitetyn kokeen alkamisen j&lkeen
elaimet tapettiin ja asiaan kuuluvat elimet irrotettiin ja
punnittiin. Kivesten painot esitetdan elimen painon kes-
kiarvoina grammoina 100 grammaa ruumiinpainoa kohti. Kont-

rollieldimet immunisoitiin Freundin adjuvantilla ilman
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antigeenid, k&aytt&den samanlaista aikataulua kuin koeryh-
missé.

Kuviossa 21 esitet&sdn graafisesti anti-LHRH-spesi-
fisten vasta-aineiden tasoja tuotettuna rotissa immunisaa-
tion j&lkeen immunogeeniselld LHRH-rakenteella, joka on
nimetty TT T,1: LHRH:ksi (peptidi H). Kussakin ryhmdsséa
annettiin subkutaanisesti kuudelle sukukypsédlle koiraspuo-
liselle Sprague-Dawley-rotalle 100 pg:aa peptidid H. Anti-
geeni formuloitiin Freundin tdydelliseen adjuvanttiin ja
annettiin viikolla 0, ja Freundin epatdydelliseen adju-
vanttiin ja annettiin viikoilla 3 ja 6. Kontrolliryhmé&lle
annettiin muuntamatonta LHRH:ta alunassa kédyttden samaa
immunisointiaikataulua.

Kuviossa 22 esitetddn graafisesti seerumin testo-
steronitasot rotissa sen jdlkeen kun o0li annettu peptidié
H. Koesuunnitelma on sama kuin kuvion 21 selostuksessa on
esitetty.

Kuviossa 23 esitetdan graafisesti eldinten kivesten
painot, kun niille oli annettu peptidi&d H. 10 viikkoa Kku-
vion 21 selostuksessa esitetyn kokeen alkamisen jélkeen
eldimet tapettiin ja asiaan kuuluvat elimet irrotettiin ja
punnittiin. Kivesten painot esitetd&n elimen painon kes-
kiarvoina grammoina 100 grammaa ruumiinpainoa kohti. Kont-
rollieldimet immunisoitiin aluna-adjuvantilla ilman anti-
geenia, kayttden samanlaista aikataulua kuin koeryhmissa.

Kuviossa 24 esitetd@dn graafisesti anti-LHRH-spesi-
fisen vasta-aineen tasot, jotka tuotettiin immunisoinnin
jalkeen prototyyppiselld immunogeenisekoituksella, joka
0li formuloitu Freundin adjuvantilla. Sekoitettiin samat
m&a&drdt HBsAgT,: LHRH:ta + MV F T,: LHRH:ta + PT T,: LHRH:ta
+ TT T,:LHRH:ta ja formuloitiin Freundin adjuvanttiin. Kuu-
delle sukukypsélle koiraspuoliselle Sprague-Dawley-rotalle
annettiin immunogeenisekoitusta molaarisesti ekvivalentti
mddrd, joka vastasi 100 ug:aa peptidi& A Freundin t&aydel-

lisessd adjuvantissa viikolla O ja Freundin epdtaydelli-
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sessd adjuvantissa viikoilla 3 ja 6. Kaikki immunisoinnit
tehtiin subkutaanisesti.

Kuviossa 25 esitetddn graafisesti seerumin testo-
steronitasot rotissa sen j&lkeen kun oli annettu proto-
tyyppistd immunogeenisekoitusta Freundin adjuvantissa.
Koesuunnitelma on sama kuin kuvion 24 selostuksessa on
esitetty.

Kuviossa 26 esitetddn graafisesti niiden el&dinten
kivesten painot, joille o0li annettu prototyyppistd im-
munogeeniseosta Freundin adjuvantissa. 10 viikkoa kuvion
24 selostuksessa esitetyn kokeen alkamisen jédlkeen eldimet
tapettiin ja asiaan kuuluvat elimet irrotettiin ja punnit-
tiin. Kivesten painot esitetddn elimen painon keskiarvoina
grammoina 100 grammaa ruumiinpainoa kohti. Kontrollieldi-
met immunisoitiin Freundin adjuvantilla ilman antigeenis,
kdyttden samanlaista aikataulua kuin koeryhmissa.

Kuviossa 27 esitetddn graafisesti anti-LHRH-spesi-
fisen vasta-aineen tasot, jotka tuotettiin immunisoimalla
prototyyppiselld immunogeenisekoituksella. Sekoitettiin
samat ma&r&t HBsAgT,: LHRH:ta + MV F T,:LHRH:ta + PT T,:
LHRH:ta + TT T,: LHRH:ta ja formuloitiin alunaan. Kussakin
ryhmdssd annettiin kuudelle sukukypsé&lle koiraspuoliselle
Sprague-Dawley-rotalle intramuskulaarisesti molaarisesti
ekvivalentti maara immunogeeniseosta, joka vastasi
100 pg:aa peptidida A wviikoilla 0, 3 ja 6.

Kuviossa 28 esitetddn graafisesti seerumin testo-
steronitasot rotissa sen jdlkeen kun o0li annettu immuno-
geeniseoksen prototyyppid. Koesuunnitelma on sama Kkuin
kuvion 27 selostuksessa on esitetty.

Kuviossa 29 esitetd@dn graafisesti niiden eldinten
kivesten painot, joille oli annettu prototyyppistd im-
munogeeniseosta. 10 viikkoa kuvion 27 selostuksessa esite-
tyn kokeen alkamisen jédlkeen eldimet tapettiin ja asiaan
kuuluvat elimet irrotettiin ja punnittiin. Kivesten ja

eturauhasen painot on ilmoitettu grammoina. Kontrolliel&i-
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met immunisoitiin aluna-adjuvantilla ilman antigeenia,
kdyttden samanlaista aikataulua kuin koeryhmissé&.

Kuviossa 30 esitetddn graafisesti anti-LHRH-spesi-
fisen vasta-aineen tasot, tuotettuna rotissa immunisaation
jé&lkeen Inv: HBsAg T,: LHRH:1l1la (peptidi 32). Peptidi 32
kdsittdad segmentin Yersinian adheesiomolekyylistd, in-
vasiinista, liitettynd auttaja T-soluepitooppiin, joka oli
saatu hepatiitti-B-viruksen pinta-antigeenistd, joka oli
liitetty LHRH:hon. Kussakin ryhmdssad annettiin viidelle
sukukypsdlle koiraspuoliselle Sprague-Dawley-rotalle sub-
kutaanisesti peptidi& 32 m&&r&8, joka vastasi 100 pg pepti-
did A. Antigeeni formuloitiin alumiinihydroksidiin ja an-
nettiin viikoilla 0, 3 ja 6. Kontrolliryhm&lle annettiin
muuntamatonta LHRH:ta alunassa kdyttden samaa immunisoin-
tiaikataulua.

Kuviossa 31 esitetddn graafisesti seerumin testo-
steronitasot rotissa sen j&dlkeen kun oli annettu peptidié
32. Koesuunnitelma on sama Kuin kuvion 30 selostuksessa on
esitetty.

Kuviossa 32 esitetddn graafisesti eldinten kivesten
painot, kun niille o0li annettu peptidia 32. 10 viikkoa
kuvion 30 selostuksessa esitetyn kokeen alkamisen jélkeen
eldimet tapettiin ja asiaan kuuluvat elimet irrotettiin ja
punnittiin. Kivesten painot esitetddn elimen painon kes-
kiarvoina grammoina 100 grammaa ruumiinpainoa kohti. Kont-
rollieldimet immunisoitiin aluna-adjuvantilla ilman anti-
geenid, kaytt&en samanlaista aikataulua kuin koeryhmissé&.

Kuviossa 33 esitetdidn graafisesti anti-LHRH-spesi-
fisen vasta-aineen tasot, jotka tuotettiin immunisoimalla
immunogeenisekoituksella, joka sisdlsi peptidia H. Sekoi-
tettiin yhtd suuret madrdt Inv:HBsAgT,: LHRH:ta + MV F
T,:LHRH:ta + PT T,: LHRH:ta + TT T,: LHRH:ta ja formuloitiin
alunaan. Kussakin ryhmédssd annettiin viidelle sukukypsdlle

koiraspuoliselle Sprague-Dawley-rotalle intramuskulaari-
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sesti molaarisesti ekvivalentti m&&ra immunogeeniseosta,
joka vastasi 100 pg:a peptidia A wviikoilla 0O, 3 ja 6.

Kuviossa 34 esitetddn graafisesti seerumin testo-
steronitasot rotissa sen jdlkeen kun o0li annettu im-
munogeeniseoksen prototyyppid. Koesuunnitelma on sama kuin
kuvion 33 selostuksessa on esitetty.

Kuviossa 35 esitetddn graafisesti niiden eldinten
kivesten painot, joille o0li annettu prototyyppistd im-
munogeeniseosta. 10 viikkoa kuvion 33 selostuksessa esite-
tyn kokeen alkamisen jdlkeen eldimet tapettiin ja asiaan
kuuluvat elimet irrotettiin ja punnittiin. Kivesten painot
on ilmoitettu grammoina. Kontrollieldimet immunisoitiin
aluna-adjuvantilla ilman antigeenid, kayttden samanlaista
aikataulua kuin koeryhmissa.

Tém8 keksintd koskee peptidej&d, edullisesti syn-
teettisid peptideja, jotka kykenevdt indusoimaan vasta-
aineita LHRH:a vastaan, ja jotka vasta-aineet saavat ai-
kaan aktiivisen LHRH:n tasojen suppression koirailla tai
naarailla. T&td8 keksintb8 varten seuraavat tekijadt vastaa-
vat ndiden LHRH-rakenteiden immunologisesta tehokkuudesta.
Nditd tekijoita, yksin tai yhdistelm&nd, pidet&d&n tarkeina
ndkokohtina t&m&n keksinntn mukaisten peptidien valmista-
miseksi.

1. Satunnaisten auttaja-T (T,) -soluepitooppien li-
sddminen

Tehokkaan vasta-ainevasteen herdtt@miseksi immuno-
geenit tdytyy yhdist&dad pddasiallisen histokompatibiliteet-
tiluokan (MHC) II antigeeneihin. Antigeenej& ilmentdvien
solujen (APC:iden) tuottamat MHC-luokan II antigeenit si-
toutuvat T-soluepitooppeihin, joka ovat immunogeenissd
sekvenssispesifiselld tavalla. Té&dman MHC-luokan II im-
munogeenikompleksin tunnistavat CD4'-lymfosyytit (T, -so-
lut), jotka aiheuttavat spesifisten B-solujen jakaantumi-
sen, jotka puolestaan kykenevédt tunnistamaan B-soluepitoo-

pin esitetystd immunogeenista, ja niiden suorittaman B-so-
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luepitoopille spesifisen vasta-aineen tuotannon. Koska
LHRH on itsen (oma) molekyyli, silld ei ole mit3d&n tunnis-
tettavia T,-epitooppeja. Tdllaiset epitoopit voidaan saada
aikaan spesifisilld@ sekvensseilld, jotka on johdettu mah-
dollisista immunogeeneistd@, joihin kuuluvat j&@ykk&kouris-
tustoksiini, hinkuysk&toksiini, tuhkarokkoviruksen F-pro-
teiini ja hepatiitti-B-viruksen pinta-antigeeni (HBsAg).
Valitut T, -epitoopit kykenev&t edullisesti saamaan esiin
auttaja-T-soluvasteet monissa yksildissd, jotka ilmentévéat
erilaisia MHC-~haplotyyppejad. Ndm& epitoopit toimivat hete-
rogeenisen populaation monissa eri yksil®dissd, ja niita
pidetd&dn satunnaisina T,-epitooppeina. Satunnaiset T,-epi-
toopit tarjoavat sen etuisuuden, ettd useimmissa geneetti-
sesti hajanaisten populaatioryhmien jadsenissd nousee voi-
makas LHRH-vasta-ainevaste.

Ndin ollen td@mdn keksinndn mukaiset auttajaepitoo-
pit valitaan, ei ainoastaan kykynsd mukaan aiheuttaa im-
muunivastetta useimmissa tietyn populaation jaseniss§,
vaan my8s kykynsd mukaan saada aikaan muisti/takaisinkut-
suvastetta. Suurin osa ihmispotilaista, jotka saavat LHRH-
immunoterapiaa, on jo immunisoitu rokotteilla lastentaute-
ja wvastaan (ts. tuhkarokko + sikotauti + vihurirokko ja
kurkkum&dtd + hinkuysk& + jaykkdkouristusrokotteet) ja mah-
dollisesti uudemmalla hepatiitti-B-virusrokotteella. N&ma
potilaat on n&din ollen aikaisemmin altistettu useammalle
kuin yhdelle immunogeeniseoksessa olevista T,-epitoopeista.
Aikaisemman altistuksen T,-epitoopille immunisoimalla ta-
vallisilla rokotteilla +tulisi herdttd&d T, -soluklooneja,
jotka pystyvédt lisdé@ntymddn valittOmasti annettaessa LHRH-
immunoterapiaa (ts. muistivaste), stimuloiden siten nopean
B-soluvasteen LHRH:lle. Lisdksi T,-epitoopeilla vdltetaan
kaikki patogeeneille spesifiset B-solu ja/tai suppressori-
T-soluepitoopit, jotka voisivat johtaa kantajan indusoi-

maan immuunisuppressioon, mika& ongelma kohdataan, kun kay-
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tetddn toksiinimolekyylejé nostattamaan auttaja-T-soluvas-
teita.

2. Vilikejdanndsten lisddminen immunogeenisten ele-
menttien vdliin

Immunogeenisyyttéd voidaan parantaa lis&&mdlla véa-
lijdadnndksid (esim. Gly-Gly) satunnaisten T,-epitooppien ja
LHRH:n v&liin. Sen lisdksi ettd erotetaan fyysisesti T,-
epitooppi B-soluepitoopista (ts. LHRH:sta), glysiinij&&n-
nobkset voivat rikkoa kaikki keinotekoiset sekundd&riraken-
teet, joita T,-epitoopin liitt&minen LHRH:hon on luonut, ja
siten poistaa T- ja/tai B-soluvasteiden vdlisi& h&iridita.
Ero konformaatiotasolla auttajaepitoopin ja vasta-aineen
herdttdvédn domeenin v&1illd sallii siten tehokkaampien
vuorovaikutusten syntymisen Kkyseessd olevan immunogeenin
ja oikeiden T,~ ja B-solujen valilla.

3. T,~epitoopista muunnettujen immunogeenien sekoit-
taminen saamaan aikaan laajakirjoinen tehokkuus

Keksinnon mukaiset T,-epitoopit ovat satunnaisia,
mutta eivat universaaleja. T&m& ominaisuus tarkoittaa,
ettd T,-epitoopit ovat reaktiivisia suuressa osassa ul-
kosiittoista populaatiota, joka ilmentd&d eri MRC-anti-
geeneja (reaktiivisia 50 - 90 %:ssa populaatiosta), mutta
eivat kaikissa sen populaation jadsenissd. Jotta tarjottai-
siin k&yttdodn kattava, kaikenkattavaa ldhestyvd immuno-
reaktiivisuus LHRH:ta vastaan, voidaan valmistaa immunote-
rapeuttinen rakenne, LHRH-rakenteen yhdistelmd eri T,-epi-
tooppien kanssa. Esimerkiksi yhdistelm&d, jossa on neljé T,-
epitooppi:LHRH~rakennetta, mukaanluettuna satunnaiset T,-
epitoopit tetanus- ja pertussistoksiineista, tuhkarokkovi-
ruksen F-proteiinista ja HBsAg:sta, on erityisen tehokas.
Ekvimolaariselta pohjalta t&m& seos on laajemmin tehokas
kuin mik&a&n seoksessa oleva yksittdinen immunogeeni.

4. T,-epitooppikirjastojen luominen

Toisessa suoritusmuodossa T,-epitooppi voi olla ja&r-

jestetty synteettinen antigeenikirjasto (SSAL), kuten US-
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patenttihakemuksessa, jonka sarjanumero on 143 412, hake-
mispdivd 26.10.1993, on kuvattu; t&ma julkaisu esitet&dén
tdssd8 Kkirjallisuusviitteend. T&td& teknologiaa voidaan
kdyttédd toisena, ja ehkdpd tehokkaampana tapana saavuttaa
universaali immuunireaktiivisuus (verrattuna satunnaisten
auttajaepitooppirakenteiden sekoittamiseen). SSAL koostuu
ja8rjestetystd sarjasta, kahdesta useaan triljoonaan eri-
laista, mutta l8heist& peptidid, jotka on tehty samanai-
kaisesti yhdelld automatisoidulla peptidisynteesilla.
Kirjastossa olevien peptidien sekvenssit mddritell&aédn sar-
jaksi peptidejd tai proteiinidomeeneja, joilla on yhteisié
rakenteellisia ja/tai toiminnallisia ominaisuuksia. J&ar-
jestys minkd tahansa SSAL:n sisdlld tehddadn muuntelematto-
milla aminohappoj&@dnntksilla, jotka maddrittelevat kirjas-
ton ydinsekvenssin. Ydinsekvenssi mddritelldédn linjaamalla
ldheisten epitooppien perheen primd@&riset aminohapposek-
venssit, tunnistamalla muuntelemattomat lokukset linjassa
ja spesifiset aminohappojddnndkset, jotka ovat kussakin
muuntelemattomassa asemassa. SSAL syntetoidaan sitten kon-
servoituneiden aminohappojddnndsten ollessa muuntelematto-
missa asemissa, Kuten linjauksella on m&8&ritelty. De-
generaation kirjastossa mddrittelevdt ne lokukset linjauk-
sessa, joissa on eri aminohappojddnntkset, kun verrataan
jérjestettyjd epitooppeja. Degeneroitumisaste jarjestel-
méss8 madritelld&dn muuntelevien lokusten lukum&&rdlld lin-
jauksessa ja kussakin muuntelevassa lokuksessa havaittujen
eri aminohappojen m&&ralla.

Satunnaiset T,-epitoopit sis8ltyvét jadrjestettyihin
kirjastoihin, koska niilld on usein yhteisi&@ rakenteelli-
sia ominaisuuksia, jotka perustuvat samanlaisiin tunto-
merkkisekvensseihin. Satunnaisten T,-epitooppien koko vaih-
telee esimerkiksi noin 15:st8 noin 30 jadnntkseen. Amfi-
paattiset heliksit ovat yhteinen piirre T,-epitoopeille.
Amfipaattinen heliksi m&ddritell&dn alfa-helikaalisen ra-

kenteen perusteella hydrofobisten aminohappojd@dnndsten
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dominoidessa heliksin yhtd pintaa ja varauksellisten ja
polaaristen jdidnndsten dominoidessa ympdréivia pintoja. T,-
epitoopit sisdltévat tavallisesti my6s muita aminohappora-
kenteita, kuten: Gly tai varauksellinen j&&nn®s, jota seu-
raa kahdesta kolmeen hydrofobista jd&dnnéstsd, joita puoles-
taan seuraa varauksellinen tai polaarinen j&8&nnés. T&ama
rakenne mddrittelee Rothbard-sekvenssit. T, -epitoopit nou-
dattavat usein 1, 4, 5, 8 -s&ddntbs, jossa positiivisesti
varautunutta j&@&nndstd seuraa hydrofobinen j&&nnds neljén-
nesséd, viidennessd@ ja kahdeksannessa asemassa varaukselli-
sen jadnndksen jdlkeen. Koska kaikki n&m& rakenteet koos-
tuvat tavallisista hydrofobisista, varautuneista ja polaa-
risista aminohapoista, kukin rakenne voi esiintyd samanai-
kaisesti yhdess&d T,-epitoopissa.

5. Invasiinidomeenin 1liittdminen kovalenttisesti
adjuvantiksi

Patogeenisten bakteerien Yersinia spp. invasiinit
ovat ulkomembraaniproteiineja, jotka valittdvédt bakteerin
tunkeutumista nis&k&dssoluihin (Isberg ja Leong, 1990 Cell
60: 861). Bakteerin invaasion viljeltyihin nis&k&ssoluihin
osoitettiin vaativan vuorovaikutusta Yersinian in-
vasiinimolekyylin ja useiden viljellyissé soluissa olevien
integriinien Bl-perheen lajeihin (Tran Van Nhieu ja Is-
berg, 1991, J. Biol. Chem. 266: 24367). Koska T-lymfosyy-
teissd on runsaasti Bl-integriinej& (erityisesti akti-
voiduissa immuuni- tai muisti-T-soluissa), invasiinin vai-
kutuksia ihmisen T-soluihin on tutkittu (Brett et al.
1993, Eur. J. Immunol. 23: 1608). Ajatellaan, ettd integ-
riinit edist&vdt immuuni-T-solujen Kkulkeutumista ve-
risuonista ulos ja sidekudosten ldpi antigeenien altistus-
kohtiin vuorovaikutuksellaan solunulkoisten matriisiprote-
iinien kanssa, joihin kuuluvat fibronektiini, laminiini ja
kollageeni. Invasiinimolekyylin karboksipddn havaittiin
olevan yhteisstimuloitavissa ihmisen luonnollisten CD4' T-

solujen kanssa epédspesifisen mitogeenin, anti-CD3-vasta-
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aineen l1l8sn8 ollessa, mik&d aiheuttaa huomattavaa lisddnty-
mist& ja sytokiinien ilmentymistd. Tunnistettiin mybs spe-
sifinen invasiinidomeeni, joka on vuorovaikutuksessa Bl-
integriinien kanssa, aiheuttaen t&m&n stimulaation (Brett
et al., 1993). T-solujen t&h&n domeeniin liittyvien osoi-
tettujen yhteisstimuloivien ominaisuuksien vuoksi se voi-
daan 1liitt&d satunnainen T,-epitooppi: LHRH -rakenteisiin.

6. Pam,Cys:n liittdminen kovalenttisesti adjuvantik-

Monet Gram-negatiivisten bakteerien ulkomembraanip-
roteiineista ovat sekd lipidein muunnteltuja ettd erittdin
immunogeenisid. Ilmeisen korrelaation kovalenttisen lipi-
diliitoksen ja immunogeenisyyden johdosta tripalmitoyyli-
S-glyserolikysteiini (Pam,Cys), bakteerien membraaniprote-
iineissa yleinen lipidi, voidaan kytked synteettisiin pep-
tideihin, jotka edustavat joko B-solun tai sytotoksisen T-
solun epitooppeja. Koska t&md lipidiliitos tuo esiin mer-
kitsevid@ immuunivastetta tehostavia reaktioita, voidaan
valmistaa lipidimuunneltuja satunnaisen T,-epitoopin:
LHRH:n -rakenteita. T&llaiset 1lipidimuunnetut rakenteet
ovat immunogeenisempid kuin saman peptidin muuntamaton
versio.

7. Adjuvantti/emulsiokoostumuksen valitseminen vas-
ta-ainevasteen maksimoimiseksi

T,-epitooppi: LHRH -rakenteiden (esim. invasiinido-
meeni ja/tai Pam,Cys) kovalenttisiin muunnoksiin liittyvi-
en merkitté@vien tehostavien ominaisuuksien lisdksi on tut-
kittu eksogeenisten adjuvantti/emulsiokoostumusten lis&da-
mistd, jotka maksimoivat immuunivasteet LHRH-immunotera-
peuttisid immunogeenejad vastaan. Arvioidut tehostajat ja
kantajat ovat niitd, joita: (1) on kaytetty menestyksek-
kddsti faasin I kokeissa ihmisill&; joilla (2) esikliini-
sissd turvallisuustutkimuksissa havaitun reaktogeenisyyden

puutteensa perusteella on mahdollisuuksia tulla hyvaksy-
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tyiksi k8ytettdvéksi ihmisille; tai jotka (3) on hyvadksyt-
ty k8ytettdvdksi ravinto- ja seuraeldimille.

8. Muunnettujen immunogeenien antaminen mikropar-
tikkeleissa

Immunoterapiamentelmdt, jotka saavat aikaan maksi-
maaliset immuunivasteet vdhimm&n md&rdn annoksia antamisen
j&lkeen, ihanteellisesti yhdellda annoksella, ovat erittdin
toivottavia. Té&md voidaan saavuttaa sulkemalla immunogeeni
mikropartikkeleihin. Absorboituva ommelmateriaali po-
ly(laktidi-ko-glykolidi)-kopolymeeri voidaan muotoilla
mikropartikkeleiksi, jotka sisdlt&dvdt immunogeenid. Oraa-
lisen tai parenteraalisen annon jélkeen, mikropartikkelien
hydrolyysi in vivo tuottaa ei-toksisia sivutuotteita, mai-
to- ja glykolihappoja, ja vapauttaa immunogeenin sieppaus-
prosessilla suurimmaksi osaksi muuttumattomana. Mikropar-
tikkelien hajoamisnopeutta ja niihin pid&tetyn immunogee-
nin vapautumista voidaan kontrolloida useilla parametreil-
14, joihin kuuluvat (1) partikkelien muodostuksessa kdy-
tettyjen polymeerien suhde (Partikkelit, joissa on suurem-
mat koglykolidikonsentraatiot hajoavat nopeammin); (2)
partikkelien koko (pienemmét partikkelit hajoavat nopeam-
min kuin suuremmat) ja (3) pidatystehokkuus (partikkelit,
joissa on suuremmat konsentraatiot niiden sis&@dn suljettua
antigeenia, hajoavat nopeammin kuin partikkeli, jossa on
pienempi lasti). Mikropartikkelikoostumukset voivat tarjo-
ta kiyttédn myds primaarisia ja myOhempi& tehosteim-
munisaatioita yvhtena antokertana sekoittamalla im-
munogeenid sis&ltdvid mikropartikkeleja, joilla on eri
vapauttamisnopeudet. Yhden annoksen koostumukset, jotka
kykenevdt wvapauttamaan antigeenia aikavdlilld v&hemmén
kuin yksi viikko ja enemm@n kuin kuusi kuukautta, wvoidaan
saada helposti aikaan (katso esimerkiksi US-sarjanumero
201,524, jattopaiva 25.2.1994). Lisdksi mikropartikkelei-
hin pid&atettyjen satunnaisten T,-epitooppien: LHRH-im-

munogeenien luovuttaminen voi olla tehokkaampaa kun mikro-
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partikkelinen immunogeeni on sekoitettu eksogeenisen ajdu-
vantin/emulsiokoostumukset kanssa.

T&mdn keksinnén mukaiset peptidit sisdltavat autta-
ja-T-solun epitoopin (Th-epitoopin) ja karboksyylitermi-
naalisen LHRH:n. Lis8ksi nédiden peptidien LHRH voi olla
korvattu LHRH:n immunogeenisella analogilla.

Tadmén keksinndn mukaisia peptidejd edustaa kaava

(A),-(Th),-(B),-LHRH ,

jossa A on toisista riippumatta aminohappo, a-BH2Z, tripal-
mitoyylikysteiiniryhmd, rasvahappo, invasiinidomeeni tai
vastaavan invasiinidomeenin immunostimuloiva analogi; B on
aminohappo; kukin Th on toisista riippumatta aminochappo-
sekvenssi, joka k&sitt&dd auttaja-T-soluepitoopin tai sen
immuunitehostaja-analogin tai sen segmentin; LHRH on lu-
teinisoivaa hormonia vapauttava hormoni tai sen im-
munogeeninen analogi; n on yhdestd noin kymmeneen; m on
yhdestd noin nelj8&n ja o on nollasta noin kymmeneen.
Tamd&n keksinnén mukaisissa peptideisséd@ on noin 20 -
100 aminohappojaadnnéstd, edullisesti noin 20 - 50 amino-
happojédnndéstda ja vield edullisemmin noin 20 - 35
aminohappoja&nndsta. Vield yhdessd8 edullisessa suoritus-
muodossa peptidiss& on noin 25 - 40 aminohappoj&ann&sté.
Kun A on aminohappo, se voi o0lla mik& tahansa ei-
luonnollinen aminchappo tai mik& tahansa luonnollisesti
esiintyvd@ aminochappo. Ei-luonnollisiin aminohappoihin kuu-
luvat, mutta eivat rajoitu ndihin, B-alaniini, ornitiini,
norleusiini, norvaliini, hydroksiproliini, tyroksiini,
gamma-aminovoihappo, homoseriini, sitrulliini ynn& muut.
Luonnollisiin aminohappoihin kuuluvat alaniini, arginiini,
asparagiini, asparagiinihappo, kysteiini, glutamiinihappo,
glutamiini, glysiini, histidiini, isoleusiini, leusiini,
lysiini, metioniini, fenyylialaniini, proliini, seriini,

treoniini, tryptofaani, tyrosiini ja valiini. Lis&ksi Kun
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m on suurempi kuin yksi, ja kaksi tai useampi A-ryhmistéa
on aminohappoja, Kukin aminohappo on toisista riippumatta
sama tai eri aminohappo.

Kun A on tripalmitoyylikysteiini (Pam, Cys) -ryhm&,
se toimii adjuvanttina tehostamalla Th-epitoopin immuno-
timuloivia ominaisuuksia (Weismuller et al. (1992) Int. J.
Peptide Res. 40: 255 - 260, ja siind siteeratut viitteet).
Kun A on rasvahappo, se sijaitsee tavallisesti peptidin
aminopddsséd. Lis8ksi kun yksi osa A:sta on rasvahappo, on
lis8ksi 2 tai 3 muuta aminohappoa A-osana. Tdssd kaytetty-
nd rasvahappojen hiilivetyketjun pituus on 8 - 24 hiilia-
tomia. Hiilivetyketju voi olla saturoitunut tai saturoitu-
maton.

Kun A on invasiinidomeeni, se on immuunistimuloiva
epitooppi Yersinia-lajin invasiiniproteiinista. T&m& in-
vasiinidomeeni Kkykenee myds vuorovaikutukseen T-soluissa
olevien Bl-integriinimolekyylien kanssa, erityisesti akti-
voiduissa immuuni- tai muisti-T-soluissa, kuten edelld on
kuvattu kohdassa 5 osassa 'Yksityiskohtainen kuvaus kek-
sinndstd'. Edullisessa suoritusmuodossa invasiinidomeenin
sekvenssi on:
Thr-Ala-Lys-Ser-Lys-Lys-Phe-Pro-Ser-Tyr-Thr-Ala-Thr
Tyr-Gln-Phe (Seq ID No: 53)
tai sen immunostimuloiva analogi vastaavasta alueesta toi-
sen Yersinia-lajin invasiiniproteiinissa. Tdllaisissa ana-
logeissa on siten substituutioita, deleetioita tai inser-
tioita mukauttamaan kannoista riippuvaa muuntelua edellyt-
tden, ettd analogit sdilytt&vat immunostimuloivat ominai-
suutensa.

Erddssa suoritusmuodossa n on neljd ja A on a-NH,,
lysiini, lysiini ja lysiini tdssd@ jarjestyksessd. Toisessa
suoritusmuodossa n on yksi ja A on a-NH,. Vield er&édssa
suoritusmuodossa m on neljd ja A on a-NH,, invasiinidomee-

ni, glysiini, ja glysiini t&ssd jarjestyksessa.
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B:n aminohapot voivat olla luonnollisesti esiinty-
via aminohappoja tai ei-luonnollisesti esiintyviéa
aminohappoja, kuten edelld on kuvattu. Kukin B on toisista
riippumatta sama tai eri aminohappo. kun B on lysiini,
voidaan muodostaa polymeeri. Esimerkiksi jos o on 7 ja
kaikki seitsemdn B-ryhm&8d ovat lysiinej&, muodostuu haa-
rautuva heptalysyyliydin (K, K,K tai K-ydin), kun pepti-
disynteesi  tehdddn suojaamatta lysyylisivuketjun €-
aminoryhmdsd. K-ytimen sisdltévissd peptideissd on kahdek-
san haarautumaa, joista kukin on samanlainen ja joita
edustaa kaava (A),-(Th),-(B),~-. Lisdksi B:n aminohapot voi-
vat muodostaa joustavan nivelen tai vdlikappaleen, tehos-
tamaan immuunivastetta Th-epitooppia ja LHRH:ta vastaan.
Esimerkkejd sekvensseistd, jotka koodittavat joustavia
nivelid, l6ytyy immunoglobuliinin raskaan ketjun nivelalu-
eelta. Joustavat nivelsekvenssit sisdltédvdt usein runsaas-
ti proliinia. Erédaén erityisen hytdyllisen nivelen tarjoaa
kdyttdon sekvenssi Pro-Pro-Xaa-Pro-Xaa-Pro, jossa Xaa on
mik& tahansa aminohappo, ja edullisesti aspraragiinihappo.
Sekvenssi Gly-Gly tarjoaa esimerkin valikappaleesta.

Th on aminohapposekvenssi (luonnollisia tai ei-
luonnollisia aminohappoja), joka muodostaa Th-epitoopin.
Th-epitooppi voi sis&dlt&88 jatkuvan tai ei-jatkuvan epitoo-
pin. N&in ollen kaikki Th:n aminohapot eivadt ole valtta-
m&ttd epitoopin osia. Vastaavasti Th-epitoopit, mukaan-
luettuna Th-epitooppien analogit ja segmentit, kykenevét
tehostamaan tai stimuloimaan immuunivastetta LHRH:ta vas-
taan. Immuunidominantit Th-epitoopit ovat laajalti reak-
tiivisia eldin- ja ihmispopulaatioissa, joissa on hyvin
monimuotoisia MHC-tyyppejdé (Celis et al. (1988) J. Im-
munol. 140: 1808 - 1815; Demotz et al. (1989) J. Immunol.
142: 394 - 402; Chong et al. (1992) Infect. Immun. 60:
4640 - 4647). Naiden peptidien Th-domeenissa on noin
10:std@ noin 50:een aminohappoa ja edullisesti noin 10:sta

noin 30:een aminohappoa. Kun l&dsnd on monta Th-epitooppia
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(ts. n 2 2), kukin Th-epitooppi on toisista riippumatta
sama tai eri Th-epitooppi.

Th-epitooppianalogeihin kuuluvat yhdestd noin kym-
meneen aminohapon pituiset substituutiot, deleetiot ja
insertiot Th-epitoopissa. Th-segmentit ovat Th-epitoopin
viereisid osia, jotka ovat riitt&dvii tehostamaan tai sti-
muloimaan immuunivastetta LHRH:ta vastaan. Esimerkki Th-
segmenteistd on sarja toisensa osittain kattavia peptide-
j&, jotka on johdettu yhdestad pitemméstd peptidista.

Ta&médn keksinnén mukaisiin Th-epitooppeihin kuuluvat
hepatiitti-B-pinta-antigeeni - auttaja-T-soluepitooppeja
(HB, Th), hinkuysk&toksiini - auttaja-T-soluepitoopit (PT
Th), jaykkdkouristustoksiini - auttaja-T-soluepitoopit (TT
Th), sikotautiviruksen F-proteiini - auttaja-T-soluepi-
tooppi (Mv, Th), Chlamydia trachomitiksen p&dulkomem-

braaniproteiini - auttaja-T-soluepitoopit (CT T,), kurkku-
mardtoksiini - auttaja-T-soluepitoopit (DT T,), Plasmodium-

falciparumin sirkumsporotsoiitti - auttaja-T-soluepitoopit

(PF T,), Schistosoma mansonin triocosifosfaatti-isomeraasi
-auttaja-T-soluepitoopit (TraT T,) ja mink& tahansa n&dista

T,-epitoopeista immuunivastetta tehostavat analogit ja seg-

mentit. Esimerkkeja T,-epitooppisekvensseistd on esitetty

alla:

HB, Th: Phe-Phe-Leu-Leu-Thr-Arg-~Ile-Leu~-Thr-Ile-Pro-
Gln-Ser-Leu-Asp SEQ ID NO:2
PT, Th: Lys-Lys-Leu-Arg~-Arg-Leu~Leu-Tyr-Met-Ile-Tyr-

Met-Ser-Gly-Leu-Ala-Val-Arg-Val-His-Val-Ser-
Lys-Glu-Glu-Gln-Tyr-Tyr-Asp-Tyr SEQ ID NO:3

TT, Th: Lys-Lys-Gln-Tyr-Ile-Lys~-Ala-Asn-Ser-Lys-Phe-
Ile-Gly-I1le-Thr-Glu-Leu SEQ ID NO:4
TT, Th: Lys-Lys-Phe-Asn-Asn-Phe-Thr-vVal-Ser-Phe-Trp-

Leu-Arg-Val-Pro-Lys-Val-Ser-Ala-Ser-His-Leu

SEQ ID NO:5

Th: Tyr-Met-Ser-Gly-Leu-Ala-Val-Arg-Val-His-Val-
Ser-Lys-Glu-Glu SEQ ID NO:6

PT
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TT, Th:

PT, Th:

MV, Th:

MV., T,:

TT, T,:

TT, T,:

CT T:

DT, T,:

DT, T,:

PF T,:

SM T,:

TraT, T,:

TraT, T,:

28

Tyr-Asp-Pro-Asn-Tyr-Leu-Arg-Thr-Asp-Ser-Asp-
Lys-Asp-Arg-Phe-Leu-Gln-Thr-Met-Val-Lys-Leu-
Phe-Asn-Arg-Ile-Lys SEQ ID NO:7
Gly-Ala-Tyr-Ala-Arg-Cys-Pro-Asn-Gly-Thr-Arg-
Ala-Leu-Thr-Val-Ala-Glu-Leu-Arg-Gly-Asn-Ala-

Glu-Leu SEQ ID NO:8.
Leu-Ser-Glu-Ile-Lys-Gly-Val-Ile-Val-His-Arg-
Leu-Glu-Gly-Val SEQ ID NO:9

Gly-His-Leu-Glu-Ser-Arg-Gly-His-Lys-Ala~Arg-
His~-Thr-His-Val-Asp~Thr-Glu-Ser-Tyr

SEQ ID NO:42
Trp-Val-Arg-Asp-His-His-Asp-Asp-Phe-Thr-Asn-

Glu- Ser-Ser-Gln-Lys-Thr SEQ ID NO:43
Asp-Val-Ser-Thr-His-Val-Pro-Tyr-His-Gly-Pro-
Ala-Leu-Asn-His-Val SEQ ID NO:44

Ala-Leu-Asn-His-Trp-Asp-Arg-Phe-Asp-Val-Phe-
Cys-Thr-Leu-Gly-Ala-Thr-Thr-Gly-Tyr-Leu-Lys-
Gly-Asn-Ser SEQ ID NO:45
Asp-Ser-Glu-Thr-Ala-Asp-Asn-Leu-Glu-Lys-Thr-
Val-Ala-Ala-Leu-Ser-His~Leu-Pro-Gly-His-Gly-
Cys SEQ ID NO:46
Glu-Glu-His-Val-Ala-Gln-Ser-His-Ala-Leu-Ser-
Ser-Leu-Met-Val-Ala-Gln-Ala-His-Pro-Leu-Val-
Gly-Glu-Leu-Val-Asp-His~Gly-Phe-Ala-Ala-Thr-
Asn-Phe-Val-Glu-Ser-Cys SEQ ID NO:47
Asp-His-Glu-Lys-Lys-His-Ala-Lys-Met-Glu-Lys-
Ala-Ser-Ser-Val-Phe-Asn-Val-Val-Asn-Ser

SEQ ID NO:48
Lys-Trp-Phe-Lys-Thr-Asn-Ala-Pro-Asn-Gly-Val-

Asp-Glu-Lys-His-Arg-His SEQ ID NO:49
Gly-Leu-Gln-Gly-Lys-Hfis-Ala-Asp-Ala-Val-Lys-
Ala-Lys-Gly SEQ ID NO:50

Gly-Leu-Ala-Ala-Gly-Leu-Val-Gly-Met-Ala-Ala-
Asp-Ala-Met-Val-Glu-Asp-Val-Asn SEQ ID NO:51
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TraT, T, Ser-Thr-Glu-Thr-Gly-Asn-Gln-His-His-Tyr-Gln-
Thr-Arg-Val-Val-Ser-Asn-Ala-Asn-Lys
SEQ ID NO:52

Edullisessa suoritusmuodossa Th-epitooppi on HB_ Th,
PT Th tai TT, Th tai MV,T,.

LHRH:1lla on aminohapposekvenssi on Glu-His-Trp-Ser-
Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly (SEQ ID NO:1). Keksinn®én mukaisis-
sa LHRH-analogeissa on yhdestd noin nelj&an aminochappo-
jadnnodksen pituinen substituutio, deleetio tai insertio,
edellyttden ettd analogi kykenee stimuloimaan immuunivas-
teen ristireaktiivisesti LHRH:n Kkanssa. Esimerkiksi kor-
vaamalla glysiinijdannds asemassa kuusi D-aminchapolla,
edullisesti D-1lysiinilld, saa aikaan LHRH:n immunogeenisen
analogin (Jayashankar et al). Substituutiot ja insertiot
voidaan tehda luonnollisilla tai ei-luonnollisilla
aminohapoilla, kuten té&ssd& on maaritelty.

Nain ollen tamdn keksinnbn mukaiset peptidit ovat
peptidi A (SEQ ID NO: 10, taulukko 1), peptidit F - L (SEQ
ID NO:T 11 - 17, taulukko 4) ja peptidit 18 - 41 (SEQ 1ID
NO:T 18 - 41, taulukko 5). Edullisiin peptideihin kuuluvat
peptidi A, peptidi F ja peptidi H. Vield edullisempiin
peptideihin kuuluvat peptidit 18, 19, 32 - 35, H ja K, ja
kaikkein edullisimpiin 19, 32, H ja K.

Tamdn keksinn6n mukaiset peptidit voidaan tehdéd
synteettisill8 kemiallisilla menetelmillsd, jotka ovat alan
tavanomaiset taidot omaavan hyvin tuntemia. Katso esimer-
kiksi Grant, toim. (1992) Synthetic Peptides: A User's
Guide, W. H. Freeman & Co., New York, NY, s. 382. Siten
peptidit voidaan syntetoida k&yttédmdlla automatisoituja
Merrifield-tekniikoita kiinte&dfaasisynteesille joko t-Boc
tai F-moc-kemialla laitteella Applied Biosystems Peptide
Synthesizer, malli 430A tai 431. K-ydinosan syntetoimisek-
si kdytetdasdn suojaamattomia (Di(tBoc) tai Di(Fmoc)-N®, N¢)-
lysiinijd&nntksid suojatut €-aminoryhmdt sisdltévien 1ly-

siinijddnndsten paikalla Pam,Cys:n lisd@miseksi syntetoi-
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daan lipoaminohappo S-[2,3.Bis(palmitoyylioksi)-(2R)-pro-
pyyli-N-palmitoyyli-(R)-kysteiini (Pam,cys) kemiallisilla
menetelmillé. Pam,Cys on kytketty peptidiin kiin-
tedfaasisynteesilla k&yttden Pam,Cys-OH:ta 1lopullisessa
kytkent&vaiheessa liitt&md&n lipoaminohappo hartsiin si-
dottuun peptidiketjuun. Lopullisen kytkentdreaktion spesi-
fisyyden parantamiseksi kiinte&dfaasipeptidi voidaan piden-
tdd lis8mdll8 seriini- ja lysiinij&&nntkset N-p&dahén.

Kun haluttu peptidi on téysin rakennettu, hartsi
kédsitelldsdn tavanomaisten menettelytapojen mukaisesti pep-
tidin pilkkomiseksi hartsista ja suojaavien ryhmien eston
poistamiseksi aminohappojen sivuketjuista. Vapaa peptidi
puhdistetaan HPLC:11& ja karakterisoidaan biokemiallises-
ti, esimerkiksi aminohappoanalyysilld tai sekvensoimalla.
Peptidien puhdistus- ja karakterisointimenetelmdt ovat
alan tavanomaiset taidot omaavan hyvin tuntemia.

Vaihtoehtoisesti pitemm&t lineaariset peptidit voi-
daan syntetoida hyvin tunnetuilla DNA-tekniikoilla. Miké
tahansa tavallinen DNA-teknologian k&sikirja tarjoaa yksi-
tyiskohtaisia menettelytapoja keksinndén mukaisten peptidi-
en tuottamiseksi. Ta&man keksinndn mukaista peptidid koo-
dittavan geenin rakentamiseksi aminohapposekvenssi tran-
skriptoidaan k&inteisesti nukleiinihapposekvenssiksi, ja
edullisesti kayttamdlla optimoitua kooditusta sille or-
ganismille, jossa geeni tullaan ekspressoimaan. Seuraavak-
si tehd&ddn synteettinen geeni, tyypillisesti syntetoimalla
limittdiset oligonukleotidit, jotka koodittavat peptidiéd
ja mitd tahansa s&&dtelyelementtejd, jos tarpeen. Synteet-
tinen geeni insertoidaan sopivaan kloonausvektoriin ja
saadaan ja karakterisoidaan rekombinantit. Peptidi eks-
pressoidaan sitten sopivissa olosuhteissa, jotka ovat oi-
keat valitulle ekspressiojadrjestelmdlle ja isdnndlle. Pep-
tidi puhdistetaan ja karakterisoidaan tavanomaisilla mene-

telmilla.
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N&m&8 peptidit voidaan my®6s polymerisoida. Polyme-
risointi voidaan suorittaa reaktiolla laimean glutaralde-
hydin kanssa kdyttden tavanomaista menettelytapaa.

Peptidien tehokkuus voidaan selvittda ja analysoida
injektoimalla el&dimeen, esimerkiksi rottiin, ja seuraamal-
la immuunivastetta LHRH:ta vastaan, seerumin testoste-
ronitasoja ja tutkimalla k&sin kivekset. Koejakson p&at-
teeksi eldimet voidaan lopettaa ja saada androgeenista
riippuvaisten elinten painot. Androgeenistd riippuvaisiin
elimiin kuuluvat kivekset, 1lis&kivekset, eturauhanen ja
rakkularauhaset. Edullisessa menetelmdssd tehokkuuden mit-
taamiseksi LHRH-rakenne formuloidaan alunaan ja injektoi-
daan rottiin. Tamad menetelmd@ on esitetty yksityiskohtai-
sesti esimerkeissa.

Toinen t&m&n keksinndn ndkékohta tarjoaa kayttdon
rokotekoostumuksen, joka kadsittdd immunologisesti tehok-
kaan madran yhtd tai useampaa t&d@mén keksinndn mukaista
peptidid ja farmaseuttisesti hyvaksyttdvén kantaja-aineen.
Tdllaisia rokotekoostumuksia kadytetddn menetelmissad hedel-
madttbémyyden indusoimiseksi tai eturauhasen 1liikakasvun,
androgeeneistd riippuvaisen karsinooman, eturauhaskar-
sinooman, kiveskarsinooman, endometrioosin, hyvénlaatuis-
ten kohdun kasvaimien, toistuvien toiminnallisten munasar-
jakystojen, (wvakavan) premenstruaalisyndrooman hoidossa,
samoin kuin estrogeenista riippuvaisten rintasy®pien eh-
k8isyssd tai hoidossa.

Ndin ollen naita peptidejad voidaan formuloida roko-
tekoostumukseksi kd@yttamdlld adjuvantteja, farmaseuttises-
ti hyvdksyttdvid kantajia tai muita aineosia, joita kdyte-
td8n tavallisesti rokotekoostumuksissa. T&allaiset formu-
loinnit ovat alan tavanomaiset taidot omaavalle helposti
méddritettavissd, ja niihin kuuluvat koostumukset vdlitdnta
vapautumista varten ja pitkitettyada vapautumista varten,
esim. mikrokapselointi. N&itd rokotteita wvoidaan antaa

milla tahansa tavanomaisella tavalla, joihin kuuluvat sub-
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kutaaninen, oraalinen, intramuskulaarinen tai muu parente-
raalinen tai enteraalinen antoreitti. Samoin rokotteet
voidaan antaa yhtend annoksena tai jakaa moniin annoksiin
antamista varten. Immunisointiaikataulut ovat alan ammat-
tilaisen helposti m&&ritettéviss&d. Esimerkiksi adjuvant-
teihin tai emulgointiaineisiin, joita voidaan kaytt&da tas-
s8 keksinndssd, kuuluvat aluna, epdtdydellinen Freundin
adjuvantti, liposyyni, saponiini, skvaleeni, L121, emulsi-
geeni ja ISA 720, samoin kuin muut tehokkaat adjuvantit ja
emulgointiaineet, joita on kuvattu taulukoissa 7 - 9.
Edullisessa suoritusmuodossa adjuvantit/emulgointiaineet
ovat aluna, ep&dtdydellinen Freundin adjuvantti, liposyynin
ja saponiinin yhdistelmd, skvaleenin ja L121:n yhdistelm&
tai emulsigeenin ja saponiinin yhdistelm&.

Tdmé&n keksinndén mukaiset rokotekoostumukset sisdl-
tdvdt immunologisesti tehokkaan mddrdn yhtd tai useampaa
LHRL:ta sisdltavdd peptidid ja farmaseuttisesti hyvaksyt-
tdvidn kantajan. Tdllaiset koostumukset annosyksikkomuodos-
sa voivat sis8lt&8 noin 0,5 pg:sta noin 1 mg:aan kutakin
peptidid kiloa ruumiinpainoa kohti. Kun anto tapahtuu mo-
nena annoksena, annosyksikk&muoto jaetaan sopivasti oikei-
siin mé&driin annosta Kkohti.

Rokotteet, jotka sisdltédvidt sekoituksen kahdesta
tai useammasta t&mdn keksinndén mukaisesta peptidista, 1li-
sddvat immunologista tehokkuutta suuremmassa populaatiossa
ja tarjoavat n&in ollen kayttddn paremman immuunivasteen
LHRH:ta vastaan. Esimerkiksi peptidien A, F ja H sekoitus
on hyddyllinen. Edulliseen sekoitukseen kuuluvat peptidit
18, 19, K ja H; toiseen kuuluvat 32, 19, K ja H. Muita
immuunivastetta stimuloivia synteettisia peptidi-im-
munogeenejd LHRH:ta vastaan saavutetaan muuntamalla lipo-
peptideiksi, jotta tuotetaan sisddnrakennettu adjuvantti-
vaikutus mahdollisille rokotteille. Immuunivastetta syn-
teettisille LHRH-peptidi-immunogeeneille voidaan parantaa

antamalla ne pidatettyind O'Haganin et al. kuvaaman tyyp-
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pisiin biologisesti hajoaviin mikropartikkeleihin tai nii-
den pinnalle. (1991) Vaccine 9: 768 - 771. Immunogeenit
voidaan kapseloida adjuvantin kanssa tai ilman sit&d, mu-
kaanluettuna kovalenttisesti kiinnittynyt Pam,Cys (katso
esimerkistd8 15), ja t&llaiset mikropartikkelit voidaan
antaa immuunivastetta stimuloivan adjuvantin, kuten Freun-
din epdtdydellisen adjuvantin tai alunan kanssa. Mikropar-
tikkelit toimivat immuunivasteen tehostajina immunogeeni&
vastaan ja tarjoavat ajan suhteen kontrolloidun vapautumi-
sen yl1l8 pidetyille tai ajoittaisille vasteille, oraalista
antoa varten ja paikallista antoa varten (O'Hagan et al.,
Eldridge et al. (1991) Molec. Immunol. 28: 287 - 294).

Vield yksi té&mén keksinndn n&kdkohta koskee mene-
telmdsd veressd kiertédvien LHRH-tasojen aktiivisuuden v&-
hentdmiseksi tai suppressoimiseksi nisdkkdidssd antamalla
yhta tai useampaa ndistd peptideistd nisdkkddlle tiettyna
ajanjaksona ja olosuhteissa, jotka ovat riittévat indusoi-
maan toiminnallisia ‘vasta-aineita, jotka ovat mainittua
LHRH:ta vastaan suunnattuja. LHRH-tasojen suppressiota
voidaan k&yttd& indusoimaan hedelm&ttomyyttd suppressoi-
malla spermatogeneesid tai ovulaatiota. Samoin toiminnal-
listen, veressd kiertdvien LHRH-tasojen suppressio on te-
hokasta hoidettaessa eturauhasen liikakasvua, androgee-
neistd riippuvaista karsinoomaa, eturauhaskarsinoomaa,
kiveskarsinoomaa, endometrioosia, hyvdnlaatuisia kohdun
kasvaimia, toistuvia toiminnallisia munasarjakystoja tai
(vakavaa) premenstruaalisyndroomaa tai estrogeenista riip-
puvaisia rintakasvaimia (tdllaisten rintakasvaimien hoi-
toon kuuluu niiden ehkdisy). Eldimilld toiminnallisen
LHRH:n verenkierrossa olevien tasojen vaimentaminen on
hyddyllistd karjun merkkien (boar taint) vahentdmisessa
sicilla, koirien ja kissojen kastroimisessa immunologises-
ti ja orien kuohitsemisessa.

Seerumin LHRH: ta voidaan m&a&rittaa radioim-

munoanalysilld (RIA), entsyymiin liitetyn immunoadsorben-
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tin analyysilld (EIA) tai muilla tavanomaisilla menetel-
milla. LHRH:n vastaiset vasta-aineet mddritelldsn RIA:lla
(katso esimerkki 2) tai EIA:lla. Seerumin testosteroni
mddritetdsdn RIA:1la. Alan tavanomaiset taidot omaava voi
madrittdd LHRH:n aktiivisuuden suppressoimiseksi tai va-
hentédmiseksi tarvittavan rokoteannoksen. T&llaiset koos-
tumukset annosyksikkomuodossa voivat sisdltdd noin 0,5
pg:sta noin 1 mg:aan kutakin peptidid kiloa ruumiinpainoa
kohti. Kun anto tapahtuu monena annoksena, annosyksikko-
muoto jaetaan sopivasti oikeisiin mddriin annosta kohti.

Erityisemmin t&m& keksintd tarjoaa kayttdon mene-
telmén hedelm&ttomyyden indusoimiseksi nisdkk&dédsséd anta-
malla nditd rokotekoostumuksia nisdkkddlle tai karjalle
tiettyn8 ajanjaksona ja olosuhteissa, jotka tuottavat he-
delmdttdémén tilan nis&kkadlle tai karjalle. Tédssd kaytet-
tynd hedelmattomalla tilalla tarkoitetaan sitd tilaa, jos-
sa hedelmdittyminen on estynyt. Hedelmdttomyyttad voidaan
maarittda alalla tunnetuilla menetelmill&d, esim. arvioi-
malla spermatogeneesid tai ovulaatiota, samoin kuin koe-
eldintulosten tilastollisella tarkastelulla. Hedelmdtto-
myyden indikaattoreihin koirailla kuuluu seerumin testos-
teronin véheneminen l1&8helle kastraatiotasoja. Koostumukset
annosyksikkOmuodossa voivat sisdlt88 noin 0,5 pg:sta noin
1 mg:aan kutakin peptidid kiloa ruumiinpainoa kohti. Kun
anto tapahtuu monena annoksena, annosyksikkomuoto jaetaan
sopivasti oikeisiin mdariin annosta kohti.

Samoin ta&mad keksintd koskee menetelmdd androgeenis-
ta riippuvaisen karsinooman hoitamiseksi antamalla n&ita
rokotekoostumuksia nisdkkddlle tiettynd ajanjaksona Jja
olosuhteissa, jotta saadaan aikaan karsinooman taantuminen
tal estetddn karsinooman (lis&-) kasvu. Koostumukset an-
nosyksikkoémuodossa voivat sisdltdd noin 0,5 pg:sta noin 1
mg:aan Kkutakin peptidid kiloa ruumiinpainoa kohti. Kun
anto tapahtuu monena annoksena, annosyksikkodmuoto jaetaan

sopivasti oikeisiin m8&riin annosta kohti.
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Peptidit, joilla on mdar&atty B-solun tai sytotoksi-
sen T-solun epitooppi ja sitd vialittoémdsti reunustavat
sekvenssit, tarjoavat olennaisen komponentin synteettisen
peptidi-immunogeenin tuottamiselle. Tarvittavia lisikom-
ponentteja, Kkuten tehokkaita auttaja-T-soluepitooppeja,
joiden taytyy olla l&snd tarjoamaan tdysimittaisen im-
muunivasteen, joka on vdlttdmdtdn saamaan aikaan halutun
biologisen vaikutuksen, ei kuitenkaan voida sisdllytt&aa
tdllaisiin sekvensseihin. Universaalin synteettisen im-
muunistimulaattorin lis&&minen huonosti antigeeniseen pep-
tidi-immunogeeniin tarjoaa tehokkaan ratkaisun t&dlle on-
gelmalle. Universaali immuunistimulaattori, joka liitetty-
nd mihin tahansa peptidiin tai proteiiniin (ts. peptidi-
hapteeniin), joka sisdltdad joko B-solun ja/tai sytotoksi-
sen T-lymfosyytin (CTL) epitooppeja, saa aikaan voimakkai-
ta immuunivasteita kytkettyd peptidid tai proteiinia vas-
taan. Universaali immuunistimulaattori k&sittdd satunnai-
sen auttaja-T-solu- (T,)-epitoopin, joka herdttdd immuuni-
vasteen kytkettyad peptidi& vastaan erilaisia HLA-fenotyyp-
pejd ilmentdvédn heterogeenisen populaation jadsenissd (ku-
ten tdssd edempdnd on md&ritelty) ja Yersinian invasiini-
proteiinista perdisin olevan adjuvanttipeptidisekvenssin,
joka kykenee sitoutumaan spesifisesti CD4'- ja CD8'-lymfo-
syytteihin (kuten tédssd edempdnd on mddritelty). Lisdksi
immuunistimulaattorissa voi olla lipidiosa tai varautunei-
ta aminochappojdanndksid, jotka toimivat lisdten immuunis-
timulaattorin sitoutumisaffiniteettia biologisiin membraa-
neihin. Kohteena oleva peptidihapteeni voi o0lla itsen
(oma) molekyyli, ja siten ei-immunogeeninen ilman muun-
telua, kuten LHRH, jota immuunistimulaattorin antamisen
jédlkeen voidaan k&dyttdada syodvdn tai muiden ei tarttuvien
sairauksien hoitamiseksi. Peptidihapteeni voi samoin olla
B-soluepitooppi, joka edustaa neutraloivia determinantteja

tai CTL-epitooppipeptidejé virus-, bakteeri- tai parasiit-
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tipatogeenistd, ké8ytettédvidksi rokotteena tai immunotera-
piassa.

Suurimman mahdollisen kattavuuden aikaansaamiseksi,
mik8 tarkoittaa suurinta mahdollista immuunivasteiden m3&-
ré88 geneettisesti vaihtelevassa populaatiossa (esim. niin
laajapohjaista vastetta kuin mahdollista), synteettiset
peptidit sisdltdvat invasiinidomeenin, satunnaisen T,-epi-
toopin ja B-soluepitoopin (tai CTL-epitoopin) voidaan se-
koittaa yhteen ja formuloida adjuvantin ja rokotten kanto-
aineen kanssa. Vaihtoehtoisesti, mieluummin kuin pepti-
diseoksia, peptidikirjastoja (ts. SSAL:ia), jotka edusta-
van satunnaista T,-epitooppia ja/tai B-solu- tai CTL-epi-
tooppia, syntetoidaan keksinntn mukaisiksi peptideiksi ja
formuloidaan rokotteen antamista varten. Tdmd teknologia,
ts. SSAL, tarjoaa huomattavan edun sekd yksinkertaistaen
valmistusta ettd parantaen tuotettavaa immunologista kat-
tavuutta, verrattuna yksinkertaisiin peptidiseoksiin kay-
tettdvaksi immunogeeneina.

Keksinndén mukaiset synteettiset peptidit tehd&dan
automatisoidulla kemiallisella synteesilld, kuten edelld
on kuvattu.

T&médn keksinndén mukaisia spesifisid peptidihap-
teeneja kuvataan jadljempdnd sairauksien yhteydessd, jotka
voidaan parantaa immuunivasteilla t&dllaisia peptideja vas-
taan tai tédllaisten peptidien tarjoamalla immunoterapial-
la.

Insuliinista riippumattoman diabeteksen hoito amy-
liiniin pohjautuvalla immunoterapialla

Amyliinin on 37 aminohappoj&&nntksen sisaltdvd pep-
tidihormoni, jota B-solut tuottavat Langerhansin saarek-
keissa (Snake, et al 1988, J. Biol. Chem. 263:17243 -
17246). Se tuotetaan 89 aminohapon prepropeptidind, joka
pilkotaan proteolyyttisesti, jotta luodaan molekyylin kyp-
sd8, aktiivinen muoto, joka amidoidaan karboksipd&sta pilk-

komisprosessin aikana (Cooper, et al., 1989, Biochim.
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Biophys. Acta. 1014: 247 - 258). Kypsédn amyliinin Cys 2:n
ja Cys 7:n valissd8 on disulfidisidos. T&ydellistd biolo-
gista aktiivisuutta varten tarvitaan sekd@ karboksiter-
minaalinen amidij&&nnds ettd disulfidisidos (Cooper, et
al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 7763 - 7766).
Amyliini eritet&d&n yhdessd insuliinin kanssa haimasta ja
ne sdidtelevat yhdessd glukoosin aineenvaihduntaa ja hiili-
hydraattienergiavarastojen tuotantoa aineenvaihduntarei-
tissd, joka tunnetaan Corin kiertona, ja joka yhdistaa
juovikkaan lihaksen, maksan ja rasvakudoksen. P&dasiassa
insuliini ajaa tamd&n kierron etenemishaaraa, ts. juovik-
kaiden lihasten glukoosin ottoa verestda ja sen konversiota
glykogeeniksi. Amyliini s&8&telee pddasiassa kaanteista
haaraa, ts. lihaksen glykogeenin pilkkoutumista laktaatik-
si, joka on glykoneogeneesin ja glykogeenin tuotannon
substraatti maksassa. Amyliinin vallitseva wvaikutus on
olla insuliinin nonkompetitiivinen vastavaikuttaja
luustolihaksissa ja maksassa, kun taas tamd peptidihormoni
ei estd insuliinin toimintaa rasvakudoksessa.

Amyliinin ylituotanto liittyy insuliinista riippu-
mattomaan diabetes mellitukseen (NIDDM), ja johtuu amylii-
nin Kertymisestd B-soluihin liukenemattoman amyloidin muo-
dossa. Yli 2 % USA:n vdestOsta kdrsii tastad tilasta, mika
tarkoittaa, ettd pitkdlti yli 5 miljoonaa ihmistd on ny-
kyisin sen vaivaama. Amyloidin kertyminen haimaan on my®s
tila, joka liittyy ik&@antymiseen, ja vanhuksilla, joilla
on tadm& tila, saattaa olla , tai voi olla olematta ilmei-
sid oireita. Korkeat amyliinitasot veressd johtavat jouk-
koon biologisia seuraamuksia, joihin kuuluvat: glukoosin
stimuloima insuliinin tuotanto haimassa inhiboituu, insu-
liinin stimuloiman glukoosin oton ja sen liitt&misen gly-
kogeeniksi juovikkaissa lihaksissa taso vdhenee, ts. insu-
liiniresistenssi, joka johtuu glykogeenisyntetaasiaktiivi-
suuden inhibitiosta, glykogenolyysi lisdantyy juovikkaissa

lihaksissa, mita valittda glykogeenifosforylaasin konver-
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sio inaktiivisesta aktiiviseen muotoonsa, insuliinin aihe-
uttama inhibitio glukagonin aikaansaamaan glukoosin vapau-
tumiseen voitetaan, laktaatin vapautuminen juovikkaasta
lihaksesta ja sen liittyminen glukoosiin maksassa lisdén-
tyy ja insuliinin aikaansaama maksan glukoosin ulosvir-
tauksen inhibitio estyy. N&in ollen amyliinin yliekspres-
sion tédrkein ominaisuus (amyloidin kertymisen ohella) on
se, ettd vereen Kkertyy suuria mddrid glukoosia, mikd voi
johtaa liikalihavuuteen sen yhtend jdlkitilana, koska glu-
koosin otto ja triglyseridien muodostus rasvakudoksessa ei
inhiboidu olosuhteissa, joissa amyliinia on ylim8&rin.
Kroonisen NIDDM:n pitk&n aikavé&lin seuraus on saarekkeiden
B-solujen toiminnan vdheneminen amyloidin kertymisen vuok-
si, mik&@ vdhentdd sekd toiminnallisen amyliinin ettd insu-
liinin tuottoa. Krooninen NIDDM voi johtaa pysyvadn liika-
jannitykseen, kudoksen hapenpuutteeseen, sokeuteen ja li-
sd8ntyneisiin tapauksiin, joissa seuraa koko elimist&dn
liittyvd infektio ja jasenen menetys.

Glukoosin aineenvaihduntaan liittyvén roolinsa 1li-
sdksi amyliini matkii kalsitoniinigeenin vapauttavan pep-
tidin (CGRP) vaikutusta toimimalla myds verisuonia laajen-
tavana aineena. Amyliini esimerkiksi aiheuttaa lyhytaikai-
sen epdnormaalin matalan verepaineen annettuna intravenaa-
lisesti. N&diden kahden molekyylin homologia-aste on
aminohappotasolla noin 50 %. Kumpikin on 37 aminohappo-
jédédnnostad pitkd, niissd on disulfidisilta cys 2:n ja cys
7:n vdlills, ja ne ovat amidoituja karboksip&dstédédn. Di-
sulfidisiltaa ja karboksiterminaalista amidointia tarvi-
taan sekd amyliinin ettd CGRP:n taydellistd biologista
aktiivisuutta varten. Kuitenkin riippumatta siitda, etta
amyliini ja CGRP muistuttavat toisiaan l8heisesti, CDRP on
noin 100 kertaa aktiivisempi verisuonia laajentavana ai-
neena kuin amyliini. Amyliini on rakenteellisesti saman-
kaltainen my®s kalsitoniinien kanssa. Silla on samanlaisia

toimintoja ndidenkin molekyylien kanssa. Esimerkiksi kun
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jompaa kumpaa annetaan aivoihin, kumpikin suppressoi ruoan
nauttimista, ja kumpikin s&&telee luunsy®jédsolujen (oste-
oklastien) suorittamaa luiden resorptiota ja seerumin kal-
siumtasoja. Kalsitoniini on j&lleen kuitenkin v&hint&an
suuruusluokan tehokkaampi n8issd@ toiminnoissa kuin amylii-
ni.

J&ljempénd esitetddn erityisid esimerkkejd univer-
saalin synteettisen immuunistimulaattorin sidoksesta amy-
liiniin niin, ettd& vasta-ainevasteet suuntautuvat t&h&n
peptidihormoniin. Amyliinin toiminnan inhiboiminen nostat-
tamalla selektiivinen immunivaste sitd vastaan aiheuttaa
sen ylituotantoon liittyvédn patologisen tilan, nimitt&in
NIDDM:n parantumisen.

Gastriinin ylituotantoon liittyvien peptisten haa-
vojen ja syOpien hoito gastriiniin perustuvalla immunote-
rapialla

Gastriini on hyvin karakterisoitu gastronitestinaa-
linen hormoni, jonka puhdistus ja kemiallinen karakte-
risointi saavutettiin ensimmdisen kerran vuonna 1964 (Gre-
gory et al., 1964, Nature 204: 931 -~ 933). Gastriini tuo-
tetaan ensin 101 aminohappa pitké&dn& prekursorimolekyyling,
joka tunnetaan preprogastriinina. Preprogastriini koostuu
seuraavista osista, aminopaastéa karboksip&&dhan: 21
aminohappoa pitk&8 signaalisekvenssi, 33 j&&nndstd pitka
vdlipeptidi, 34 jaannésta pitkd "iso gastriini" ("big
gastrin") molekyyli, Gastriini,,, jota seuraa 9 j&&nndksen
sekvenssi karboksip&d&ssa. Signaalisekvenssi pilkotaan
preprogastriinirungosta sen tunkeutumisen aikana endoplas-
makalvostoon, tuottaen progastriinin. Trypsiinin kaltainen
pilkkominen poistaa sitten valipeptidin progastriinin
aminopddstd ja 6 karboksiterminaalista j&&nndstd pilkotaan
myds samanlaisessa prosessissa (Shields ja Blobell, 1978,
J. Biol. Chem. 253: 3753 - 3756). Jdljelle j&&neessd pep-
tidissd, jota nimitetd8&n glysiinilld pidentyneeksi gast-

riiniksi, on sekvenssi Gly-Arg-Arg karboksipadssddn. Nama
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kolme jdanndstad poistetaan sen jalkeen ja ison gastriinin
tai gastriini,,:n KkKarboksip&&n jd&nnds Phe amidoidaan
(Eipper, et al., 1985, 116: 2497 - 2504). Lopuksi pilko-
taan karboksip&&n 17 aminohappoj&&nndstd, jotta saadaan
gastriini,, (Dockray, et al., 1975, Nature 243: 770 - 772).
Noin puolet prosessoiduista gastriini34- ja 17-molekyy-
leistd, jotka havaitaan mahanportin sopessa ja pohjukais-
suolessa, on sulfatoitu ainoasta tyrosiinijdannoksesta
(Andersen, 1984, Scand. J. Clin. Lab. Invest. Suppl. 168:
5 - 24).

Gastriinilla on useita tdrkeita toimintoja, joista
kaksi tdrkeint& on gastriinihapon erityksen stimulointi ja
solujen kasvun stimulointi maha-suolikanavassa. Hormoni
esiintyy vdhintddn kahtena molekyylimuotona, "G,," ja "G;;"
(katso taulukko 11, SEQ ID NO:t 69 ja vastaavasti 74),
jotka on nimetty aminohappojdidnnésten ("AA") lukum&didrin
mukaan kussakin molekyylissd, kuten edelld on kuvattu.

Vaikka G;,:n ja G,;:n ajatellaan olevan yht& voimak-
kaita molaariselta pohjalta hapon vapautumisen stimuloiji—
na, G,, vastaa todenndkéisemmin gastrointestinaalisen lima-
kalvon kasvun stimuloinnista ja perushappamuuden yll&pi-
dosta mahassa. G;;, on p#dasiallinen muoto, jota esiintyy
ruoansulatusjaksojen vdlilld. G,,:n puoliintumisaika seeru-
missa on noin Kkuusinkertainen G,,:&8&8n verrattuna (40 mi-
nuuttia versus 6 minuuttia), ja sitd tuotetaan sekd mahas-
sa ettd pohjukaissuolessa. Sitd vastoin G,, on gastriinin
stimuloiman hapon erityksen p&dasiallinen aiheuttaja ate-
rioiden jdlkeen, mik& vastaa karkeasti 60 - 70-prosent-
tista gastriinin vdlittam&std hapon vapautumisesta.

Gastriinihappoa tuotetaan erilaistuneissa mahan
soluissa, parjietaalisoluissa. Parietaalisoluja voidaan
stimuloida eritté&mddn happoa asetylkoliinilla, hista-
miinilla ja gastriinilla, spesifisten reseptorien akti-

voinnin jdlkeen kuhunkin n&distd yhdisteistd sitoutuvien
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parietaalisolujen pinnalla. Naistd stimulaattoreista te-
hokkain on gastriini,,.

Mahahapon ylenmd&rédisen erityksen tiedetdidn olevan
keskeinen tekijd peptisten haavojen aiheuttamassa sai-
raudessa, jota esiintyy kahtena muotona, pohjukaissuolen
haavoina ja mahahaavoina. Antasidivalmisteet ovat yleises-
ti kaytetty menetelmd@ haavojen hoidossa. Antasidikdsitte-
lyt ainoastaan neutraloivat mahahapon sen tuotannon jal-
keen, eivdtkd ne ole riittdvan hoitavia, koska ne eivit
kykene vaikuttamaan hapon tuotannon l&hteeseen.

Nykyiset l&hestymistavat peptisten haavojen kont-
rolloimiseksi ja hoitamiseksi keskittyvat sellaisten lddk-
keiden suunnitteluun, jotka inhiboivat yhden tai useamman
stimulaattoriyhdisteen kykyéa heréttéa hapon tuotanto tai
eritys. Kaikkein tehokkain l&8dkeryhmd, joka on kehitetty
tdhdn kdyttddn, on ollut H2-antogonistit (esim. Tagamet ja
Zantac), jotka tukkivat histamiinin H2 -reseptorit mahan
parietaalisoluissa ja inhiboivat hapon eritystd. Nama
ladkkeet kuitenkin edellyttavat suhteellisen suuria annok-
sia padivittidisessd k&8ytdssd ja voivat indusoida useita ei-
toivottuja sivuvaikutuksia. Niissd tapauksissa, joissa H2-
antagonistit ovat parantaneet haavoja, uusiutumisia ilme-
nee melkein 100 %:ssa hoidettuja yksil&itd vuoden kuluessa
hoidon lopettamisesta. Ei ole ldydetty yht&8n menestykse-
kdstd antagonistia inhiboimaan peptidihormoni gastriinin
toimintaa.

Paitsi ettd gastriini on tehokkain parietaalisolu-
jen hapon erityksen stimuloija, se myds edistdd pak-
susuolen karsinooman, mahan karsinooman ja mahan kar-
sinoidien kasvua. Toinen peptidihormoni, joka on raken-
teellisesti 1l&heinen gastriinille, on kolekystokiniini
(CCK). CCK stimuloi haiman karsinoomien ja keuhkojen pie-
nisolusydpien kasvua. Lisdksi tiettyjen maha-suolikanavan
sybpien, apudoomien, on havaittu tuottavan &idrimmidisen

suuria madrid gastriinia, kun taas joidenkin aivolisidkkeen
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kasvaimien on my®s havaittu tuottavan suuria ma&aria
CCK:ta. Apudoomien aiheuttama ylenmddr&dinen gastriinin
tuotanto stimuloi happoa erittdvan mahan epiteelin hypert-
rofiaa, mikd johtaa ylenmd&&radiseen mahahapon eritykseen,
peptisiin haavoihin ja neoplastisiin muutoksiin epiteelis-
sd. Haimasolujen ylenmd&rédisen kroonisen CCK:n stimulaati-
on on osoitettu indusocivan haiman hypertrofiaé, hyper-
plasiaa ja tiettyj& esimaligneja muutoksia.

Nykyiset gastriinin tai sille ldheisen CCK:n stimu-
loimien kasvainten hoidot, ja gastriinia tai CCK:ta tuot-
tavien kasvainten hoidot k&sittavat pddasiassa sytpdkudok-
sen kirurgisen pienent@misen. Té&md l&hestymistapa on jat-
kuvasti menestyksetdn tai ei riittdvd, monissa tapauksissa
kasvaimia ei voida paikallistaa, tai ne ovat anatomisissa
kohdissa, joissa ei voi operoida. Useimmissa tapauksissa
ndmd kasvaimet eivdt reagoi hyvin sateilytys- tai kemote-
rapiahoitoihin. Tarvitaan kipedsti uusia hoitotapoja kor-
vaamaan nykyiset menettelyt.

Terapeuttinen menetelmd nadiden maha-suolihormonien
(esim. gastriini,,, gastriini,, ja CCK) biologisen aktiivi-
suuden neutraloimiseksi selektiivisesti tarjoaisi tehok-
kaan tavan kontrolloida tai estd3d patologisia muutoksia,
jotka kohtuvat ylenmddrdisestd hormonin tuotosta. Joko
aktiivisella immunisoinnilla tai ennalta muodostettujen
vasta-aineiden passiivisella antamisella  indusoitujen
gastriinin vastaisten vasta-aineiden aikaansaama gast-
riinitasojen kontrollointi on looginen l&hestymistapa tdal-
laisten gastriiniin liittyvien sairauksien vé&dliintulolle.
Monet ovat tehneet tdllaisia yrityksid viimeisten kahden
vuosikymmenen aikana ilman suurempaa menestystda (Jaffe,
B.M., et al., 1971, "Gastrin resistance following im-
munizations to the C-terminal tetrapeptide amide of gast-
rin, Surgery 69: 232 - 238: Jaffe, B.M., et al., 1970,
"Inhibition of endogenous gastrin activity by antibodies

to the carboxyl terminal tetrapeptide amide of gastrin”,
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Gastroenterology 58: 151 - 156: Jaffe et al., 1969, "Inhi-
bition of endogenous gastrin activity by incubation with
antibodies to the C-terminal tetrapeptide of gastrin. Sur-
gery 65: 5633 - 639 ja Gevas, P.C. et al. EPO 380 230 "Im-
munogens against gastrin peptides”), suurimmaksi osaksi
johtuen kohdesuunnatun gastriinireaktiivisuuden puutteesta
ja johtuen riitt&mdttdmésti suunniteltujen gastriini-im-
munogeenien huonosta immunogeenisuudesta.

Tarjotaan kdyttddn erityisisd esimerkkejéd universaa-
lin synteettisen immuunistimulaattorin liitt&@misestd gast-
riiniin ja sen fragmentteihin niin, ettd her&tetddn selek-
tiivisid vasta-ainevasteita t&mén peptidihormonin eri koh-
tia vastaan. N&m8 spesifiset gastriinin kanssa reagoivat
vasta-aineet voivat neutraloida selektiivisesti hormoni-
peptidin biologisia aktiivisuuksia ja muita patologisia
tiloja. Gastriinin spesifinen inhibitio tai poistaminen
luomalla tehokkaita gastriinin vastaisia ja CCK:n kanssa
ristireaktiivisia vasta-aineita tarjoaa menetelman
gastriinin tai CCK:n stimuloimien kasvainten hoitamiseksi
ja niiden kasvainten hoitamiseksi, jotka ylituottavat jom-
paa kumpaa hormonia. T&ssd8 keksinndssd kuvattu immunotera-
peuttinen l&hestymistapa on ei-invasiivinen, ei edellytéa
useita toistuvia hoitoja, ei vahingoita normaalia kudosta,
ja siten aiheuttaa vahemmé@n sivuvaikutuksia.

Mahahaavojen, kasvainten ja keuhkosydvdn hoito
gastriinia vapauttavaan peptidiin perutuvalla immunotera-
pialla

Gastriinia vapauttava peptidi (GRP) on 27 aminohap-
pojddnndstd sisdltdvd hormoni, joka on johdettu 138
aminohappojadnndstd pitkastd prepromolekyylistd@ (Spindel,
et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 19 - 23). GRP
on nisdkdshomologi sammakkoeldinten bombesiinille (McDo-
nald et al. 1979, Biochem. Biophys. Res. Commun. 90: 227
-233). Se on kaikkialla 18snd oleva hormoni, joka havai-

taan ruoansulatuskanavassa, hermojdrjestelmdssd ja keuh-
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kotiehyessd. Ruoansulatuskanavassa se sddtelee ruoansula-
tuskanavan hormoneja, jocihin kuuluvat gastriini;, ja gast-
riini,, (McDonald, et al., 1983, Regul. Pept. 5: 125 -
137). Sama hormoni s&dtelee keskushermostossa hypotermiaa
ja hypoglykemiaa (Tache ja Brown, 1982, Trends Neurosci.
5: 431 - 433). GRP on keuhkoissa keuhkojen neurocendo-
kriinisoluissa (Moody, et al., 1981, Science 214: 1246
-1248) ja sen on havaittu olevan tdrked neuroendo-
kriinisolujen hyperplasian merkki (Aguayo, et al., 1989,
J. Clin. Invest. 84: 1105 - 1113)., Se on myds merkittédva
autokriininen kasvutekijd keuhkojen pienisolukarsinoomil-
le, ja sen vuoksi tarke&d vAliintuloterapioiden kohde keuh-
kosyovan hoitamiseksi (Mulshine, et al., 1991, Oncology 5:
25 - 33). Sen vuoksi GRP:n immuunisddtely sitd@ wvastaan
suunnattujen vasta-aineiden induktion kautta, immunisoi-
malla universaalilla synteettiselld immuunistimulaattoril-
la, joka on liitetty hormoniin, tarjoaa tehokkaan hoidon
mahahaavoille ja -kasvaimille, samoin kuin keuhkosyotvdlle.

Jaljemp&nd tarjotaan kdyttddn erityisid esimerkkeja
universaalin synteettisen immuunistimulaattorin liittami-
sestd GRP:hen ja sen fragmentteihin niin, ettd@ her&tet&an
vasta-ainevasteita mahdollistamaan tehokas GRP:hen perus-
tuva immuuniterapia.

Allergian hoito IgE-CH4-perustaisella immuunitera-
pialla

IgE-valitteisten allergisten vasteiden, kuten ast-
man ja heindnuhan hoito desensitisaatiolla tai hyposensi-
tisaatiolla on ollut tunnettua ja kaytdnnéssd sovellettua
tdmaAn vuosisadan alusta l&dhtien Noon L. (1911) Lancet,
i:1572 - 1573). Rajoituksiin t&llaiselle allergeeniin pe-
rustuvalle immunoterapialle kuuluvat vaikeudet tunnistaa
asiaankuuluva allergeeni ja allergeenin kdytdstd, kun se
on tunnistettu, toistuvasti aiheutuvat vastareaktiot
(Maailman terveysjdrjestd ja Immunologisten seurojen kan-

sainvdlinen liitto (International Union of Immunological
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Societies), tydryhm@raportti: Current status of allergen
immunotherapy (1989) Lancet, i:259 - 261). Muihin hocitoi-
hin allergian helpottamiseksi kuuluvat terapeuttiset yh-
disteet allergisista reaktioista vastuussa olevan, soluis-
sa tapahtuvan tapahtumasarjan estamiseksi. Valitettavasti
antihistamiinien esto toimii hyvin mythddn tapahtumasar-
jassa, ja siten saa aikaan ainocastaan viivdstyneen ja
osittaisen helpotuksen, ja kortikosteroidit toimivat liian
aikaisin tapahtumasarjassa ja aiheuttavat ei-toivottavan
laajan immunosuppression. Ndiden kahden yhdisteluokan k&y-
tostd saadut tulokset osoittavat vield lisdd tarpeen ke-
hittdda hoitomodaliteetti inhiboimalla allergisia vasteita
IgE-tasolla. T&m& voi olla mahdollista joko inhiboimalla
sen synteesid, kuten hankalassa desensitisaatiomenetelméds-
sd tehddan, tai estamdllad IgE:n stimuloiva vaikutus syodt-
tdsoluihin ja basofiileihin.

Stanworth et al. (Stanworth D.R., Kings M, Roy PD,
et al. (1979) Biochem. J., 180: 665 - 668; Stanworth D.R.
(1984) Mol. Immunol., 21: 1183 - 1190; Stanworth D.R., ja
Bint DS. (1986) Mol. Immunol., 23: 1231 - 1235, 1986; Bint
DS, ja Stanworth D.R. (1987) Eur. J. Immunol., 17: 437 -
440; Stanworth D.R. (1988) Mol. Immunol. 25: 1213 - 1215
raportoivat ihmisen IgE:n Fc CH4-alueelle paikallistetun
kohdan tunnistuksesta, joka kohta osallistuu immunologi-
seen kidynnistysprosessiin.

Stanworth et al. osoittivat vield, ettd immunotera-
piaa on mahdollista tarjota potilaille, joilla on IgE-va-
litteisid allergisia reaktioita (Stanworth D.R., Jones VM,
Lewin IV, ja Nayyar S. (1990) Lancet, 336: 1279 - 1281;
Jones V, Lewin IV, Nayyar S, ja Stanworth D.R. GB patent-
tihakemus 9013478.4) k&dyttdmdlla peptideihin perustuvaa
rokotetta. Spesifisemmin, IgE-CH4-dekapeptidi, jolla on
sekvenssi Lys-Thr-Lys-Gly-Ser-Gly-Phe-Phe-Val-Phe-NH, (SEQ
ID NO: 79), jonka oli aikaisemmin osoitettu olevan l1&helld

IgE:n rakennekohtaa, joka osallistui IgE:n aiheuttamaan
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sybttosolujen ja basofiilien aktivaatioon, kytkettiin kan-
tajaproteiineihin, kuten avaimenreik&kotilon  hemosy-
aniiniin (KLH) ja k&8ytettiin immunogeenind. Eldinten im-
muuniseerumin, joka saatiin tdllaisista immunisoinneista,
havaittiin vdhentdvdn hieman dekapeptidien indusoimaa his-
tamiinien vapautumista rotan peritoneaalisista syot-
tbsoluista tiitteristd@ riippuvalla tavalla. N&iden im-
muuniseerumien inhiboiva aktiivisuus varmistettiin viela
passiivisten ihoanafylaksiatestien (PCA) avulla in vivo
olosuhteissa, joissa annettiin monta allergeenia.

Suurin heikkous n#&issd prototyyppisissd "IgE-CH4-
peptidi"-rokotteissa on heikko immunogeenisyys, sisdsyn-
tyinen ongelma, joka liittyy melkein kaikkiin itse-anti-
geeneihin. Tdss8 keksinndssd tarjotaan kdayttdon spesifisia
esimerkkejd universaalin synteettisen immuunistimulaatto-
rin liittd@miseksi IgE:n CH4-peptidiin niin, ettd voidaan
luoda tehokkaita vasta-aineita, jotka on suunnattu t&ata
IgE:ss& olevaa aktivaatiokohtaa vastaan, ja jotka puoles-
taan estévat IgE:n stimuloivan toiminnan sydttdsoluissa ja
basofiileissd, johtaen siten allergian tehokkaaseen hoi-
toon.

Muita peptidihapteeneja ja hoitoja

Chlamydia trachomatis on obligaatti intrasellulaa-

rinen bakteeri, joka infektoi sukupuolitiehyiden ja silm&n
limakalvojen pintaa. Serologisen reaktiivisuuden perus-

teella C. trachomatiksesta on olemassa viisitoista eri-

laista merkityksellistd serovarianttia. N&md serovariantit
ryhmitell&dn niiden p&8&dasiallisten sairauden oireiden pe-
rusteella, joihin kukin liittyy, silmd@sairauteen tai tra-
koomaan liittyvaan ryhmd@adn kuuluessa serovariantit B, Ba,
A ja C, seksuaalisesti tarttuvaan sairauteen liittyv&dan
ryhmddn kuuluessa serovariantit D, E, F, G, H, I, J & K,
ja lymfogranuloma venereumiin liittyvddn ryhmd&n kuuluessa
serovariantit L;, L, & L, (Murdin, et al., 1993, Infect. Im-
mun. 61: 4406 - 4414). C-trachomatiksen aiheuttama infek-
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tio sindnsid ja yhdessd Neisseria gonorrhean kanssa on vas-

tuussa yli puolista naisten diagnostisciduista lantion
tulehdussairaustapauksista (PID) tai salpingiitista. Joka
vuosi yli miljoona naista Yhdysvalloissa saa diagnoosin
PID:std ja hedelmd@ttdmyys on odotettavissa oleva seuraus
vli 25 %:1le tapauksista (Washington, et al., 1987, J. 2aAm.
Med. Assoc. 257: 2070 - 2072). Sukuelintiehyiden sairauden

lisdksi C. trachomatis on estettdviss& olevan sokeutumisen

(ts. trakooman) pddasiallinen syy maailmassa. Nykyisin yli
10 miljoonaa ihmistd on t&mdn tilan sokeuttama pysyvidsti
(Su ja Caldwell, 1992, J. Exp. Med. 175: 227 - 235).

C. trachomatiksen elinkierto sisdlt&dd kaksi vaih-

toehtoista muotoa. Tarttumismuoto, elementary body (EB)
joka on ekstrasellulaarinen, ei replikoituva, tiivis, iti-
6n kaltainen organismin infektoiva muoto ja lis&&ntymis-
muoto, reticulate body (RB) on intrasellulaarinen vegeta-
tiivinen muoto, joka tuottaa EB:it&. Infektiosykli alkaa
EB:iden kiinnittymiselld alttiin isanndn soluihin. T&h&n
prosessiin liittyy epédspesifisida wvarausvuorovaikutuksia,
joita seuraa spesifinen reseptori-ligandi-sitoutuminen
EB:n ja is@nnén solumembraanin v&lill&. Varausvuorovaiku-
tuksia vdlittdd Chlamydian tadrkein ulkomembraaniproteiini
(MOMP), kun taas bakteerin spesifistd kiinnittymisprote-
iinia (ts. proteiinia, joka liittyy is&nné&n solun resepto-
rin tunnistukseen) ei ole vield tunnistettu (Stephens,
1993, Infect. Agents Dis. 1: 279 - 293).

Ensimmdisen akuutin infektiovaiheen jdlkeen, jonka
aikana EB:t leviavat, sairaus etenee krooniseksi patolo-
giaksi, johon solun lymfoproliferatiiviset vasteet suurel-
ta osin liittyvat (Morrison et al. 1989, J. Exp. Med. 169:
663 - 675; Morrison et al., 1989, J. Exp. Med. 170: 1271 -
1283; Taylor, et al., 1990, Infect. Immun. 58: 3061 -
3063). N&in ollen suurimpaan osaan sairauden patologiasta

liittyvdt immuunivasteet klamydiaproteiineja vastaan, eika
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patogeenin replikaatio sindnsd. T&m&n kroonisen wvaiheen
aikana on harvinaista eristdd/tunnistaa EB:td tai RB:tA&.

Rokotesuunnittelu kohdistuu EB:n kiinnittymisen
hdiritsemiseen alttiisiin soluihin, koska RB on luokse-
pddsematdn ja Chlamydia-proteiineja ei ekspressoida infek-
toituneiden solujen pinnalla. Sen vuoksi EB:n padasialli-
nen membraaniproteiini (MOMP) on ollut hyvin tutkittu.
MOMP on pinta-EB:iden pinnan dominantti immunogeeni, va-
littdd EB:n Kiinnittymistd soluihin ja MOMP:in vastaiset
vasta-aineet eivat liity patologiaan. MOMP:in immuunido-
minantit kohdat koostuvat neljédstd pinnalla esilléd olevas-
ta muuntelevasta domeenista (VDI-IV), liitettynd ei-vari-
oivilla alueilla (Cheng, et al., 1992, Infect. Immun. 60:
3428 - 3432). MOMP:ia tai MOMP:in spesifistd tarkeidi muun-
televaa domeenia vastaan herdtetyt wvasta-aineet voivat
tukkia EB:n alussa tapahtuvan vuorovaikutuksen alttiin
isdntdsolun membraanin kanssa ja estdd infektion (Caldwell
et al., 1987, Infect. Immun. 55: 93 - 98; Taylor, et al.,
1988, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 29: 1847 - 1853; Su ja
Caldwell, 1991, Infect. Immun. 59: 2843 - 2845). Siksi ro-
kotteen, joka on suunniteltu maksimoimaan immuunivasteet
suurta joukkoa MOMP:in immunogeenisi&d, muuntelevia domee-
neja vastaan, odotetaan olevan laajalti tehokas. T&m& ro-
kote tarjotaan kaytt6o6n 1liittdmédlld universaaliin synteet-
tiseen immuunistimulaattoriin, +tai peptideihin, jotka
edustavat MOMP:in muuntelevia domeeneja.

Maailman terveysjérjestd arvioi, ettd 14 miljoonaa
ihmistd& on nykyisin HIV-1l:n infektoima. Lis&ksi WHO arvi-
oi, ettd vuoteen 2 000 mennessd, 40-miljoonaa ihmistd on
saanut HIV-l-tartunnan (Centers for Disease Control,
1991). HIV-infektion luonnonhistoria antaa olettaa, etta
kdyté&nndssd kaikki HIV:n infektoimat ihmiset etenevédt lo-
pulta asymptomaattisesta infektiosta sairaalloisuuteen ja
kuolemaan, joka liittyy AIDS:iin. Huolimatta maailmanlaa-

juisista investoinneista ehkdisy- ja valistuskampanjoihin,
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HIV-infektioiden madrd on yh& kasvamassa useilla maailman
alueilla. Julkisen terveydenhuollon kannalta turvallisen
ja tehokkaan rokotteen kehitté@minen, joka suojaa HIV-in-
fektiolta ja sairaudelta, t&8ytyy olla Kkansainvdlisesti
etusijalla.

Useat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd neutraloi-
vat vasta-aineet, joilla on riittédva tiitteri, ja jotka on
suunnattu gpl20:n V3-domeenia vastaan, suojaavat simpans-
seja altistumasta HIV-l:1lle (Berman et al., 1990, Nature
345: 622 -~ 625; Girard et al., 1991, Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 88: 542 - 546; Emini et al., 1992, Nature 355: 728 -
730). Mik&an t&hédn mennessad tunnistettu HIV-1l:n domeeni ei
ole yhtd tehokas kuin V3 heradttd&m8@dn suojaavia vasta-aine-
vasteita, ndin ollen V3 on tunnettu tdrkeimp&nd neutra-
loivana domeenina (PND). V3-domeeni sisdltdd lineaarisen
aminohappojuosteen, joka vd8littdd elintdrkeitd tapahtumia,
joita wvaaditaan viruksen tunkeutumiseksi alttiisiin so-
luihin, ja jota vastaan virusta neutraloivat vasta-aineet
on suunnattu. Sen vuoksi universaali synteettinen im-
muunistimulaattori, joka on liitetty synteettiseen pepti-
disekvenssiin, joka vastaa V3-PND:td, voi tehdd mahdolli-
seksi vasta-ainevasteet V3:a ja siten HIV:td vastaan. J&al-
jemp&nd esitetty esimerkki kuvaa rakennetta, joka on t&ar-
ked immunogeeni sisallytettdvdksi tehokkaaseen HIV-1l-ro-
kotteeseen.

Seuraavat esimerkit kuvaavat lis#a keksintoa.

Esimerkki 1

Rottien immunisaatio lineaarisilla ja oktameerisil-
la LHRH:ta sisdltdvilla peptideilla

A. Immunogeenin valmistus: Peptidit A-E (taulukko
1) ja kaikki muut peptidit syntetoitiin kayttam&lla kiin-
tedfaasisynteesistrategiaa, jossa kdytetddn tavanomaista
F-moc-kemiaa, Applied Biosystems Peptide Synthesizer, mal-
1i 430A tai 431, valmistajan ohjeiden mukaisesti. Kiytet-

tiin Di(Fmoc)-a, € NH2 suojattua lysiini&, kaksinkertaisi-
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na konsentraatioina kunkin kytkenn&n lis8kierroksen 3j&l-

keen, heptalysyyliytimen (K, KK tai K,,) synteesid varten.
Kun haluttu peptidi oli tdysin rakennettu, hartsi k&sitel-
tiin TFA:1la (trifluorietikkahappo) tavanomaisten menette-
lytapojen mukaisesti peptidin pilkkomiseksi hartsista ja
suojaavien ryhmien eston poistamiseksi aminohappojen si-
vuketjuista. Vapaa peptidi puhdistettiin sen jélkeen
HPLC:1148 ja karakterisoitiin biokemiallisesti, aminohappo-
analyysilla.

Peptidien rakenne aminop&&std karboksyylip&&dh&n on
seuraava: peptidi A on lineaarinen peptidi, jossa on kolme
domeenia: 3 lysiinij&dnndstda (3K), hepatiitti B:n pinta-
antigeenin auttaja T-soluepitooppi (HB, T, -epitooppi) ja
LHRH. Peptidi& A edustaa siten kaava 3KHB,Th-LHRH. Peptidi
B on oktameerinen peptidi, jonka kussakin haarassa on kak-
si LHRH:n kopiota. Haarat ovat kiinnittyneet heptalysyyli-
ytimeen, jolla on HB_,Th-epitooppi kiinnittyneend C-ter-
minaaliseen hé&dntd&nsd. Peptidid B edustaa siten kaava

( LHRH-LHRH ) 4-K,4;,-HB,Th. Peptidi C, jota edustaa (LHRH-LHRH-

LHRH ) -K 4;,~HB,Th, on samanlainen kuin peptidi B, paitsi
ettd haarassa on kolme kopiota LHRH:sta. Peptidi D, (LHRH-
HB_Th)g-K,4;,~AA, on oktameerinen peptidi, jonka jokaisessa

haarassa on yksi LHRH-domeeni ja yksi HB_ Th-domeeni. Haa-
rat ovat kiinnittyneet heptalysyyliytimeen, jolla on kaksi
alaniinijadnndstd (AA) kiinnittyneend C-terminaaliseen ly-
siiniinsd. Peptidi E, (LHRH-LHRH-HB,Th);-K ,,.-~AA, on okta-

meerinen peptidi, jonka jokaisessa haarassa on kaksi LHRH-

ydin

domeenia ja yksi HB_,Th-domeeni. Haarat ovat kiinnittyneet
heptalysyyliytimeen, jolla on kaksi alaniinijdd@nndsta
kiinnittyneend C-terminaaliseen lysiiniins&. N&diden pepti-
dien todelliset sekvenssit on esitetty taulukossa 1.
Immunisaatioita varten, jotka annettiin viikoilla O
ja 2, 600 pg kutakin peptidid liuotettiin 3 ml:aan adju-
vanttiliuosta, jossa oli of 0,2 % Tween 80:tda, 2,5 % Plu-
ronic L 121:t&, 0,9 % NaCl:a (TP). Liuosta sadilytettiin
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4 °C:ssa, kunnes se kaytettiin ja vorteksoitiin 3 - 5 mi-
nuuttia ennen injektiota. Kukin rotta sai 100 pg injektio-
ta kohti 0,5 ml:ssa. Immunisaatiota varten annettuna vii-
kolla 5 Freundin t&ydellisessd8 adjuvantissa, 4 mg kutakin
peptidid@ liuotettiin 2 ml:aan 0,9-prosenttista NaCl:a ja
emulgoitiin samalla m&8&rdlld Freundin tdydellistda adju-
vanttia. Kukin rotta sai 500 pg injektiota kohti.

B. Immunisaatioaikataulu ja seerumin kerddminen:

Sukukypsét koiraspuoliset Sprague-Dawley-rotat (n =
5) immunisoitiin subkutaanisesti (s.c.). Tehosteinjektiot
annettiin s.c. viikoilla 2 ja 5. Verta otettiin viikoilla
3, 6, 7 ja 11 rotista, jotka o0li injektoitu peptideilli A,
B ja C tai viikoilla 3, 6, 7, ja 8 rotista, jotka oli in-
jektoitu peptideilld D ja E.

Veren ottaminen keskimm@isestd hadntdvaltimosta teh-

tiin injektoimalla rottiin 1 ml natriumpentobarbitalia

(64,8 mg/ml; Anthony Products Co., Accadia CA) laimennet-

tuna 1:10 0,9-prosenttisessa NaCl:ssa annettuna intraperi-
toneaalisesti. Hanndt pidettiin 48 °C:ssa + 0,5 °C vedessi
2 minuuttia ja hierottiin nopeasti paperipyyhkeilla (ts.
lypsettiin). Veri kerattiin valittémasti 5 ml ruiskuun,
joka oli varustettu 23 gaugen neulalla. Tyypillisesti saa-
tiin 3 - 4 ml verta. Seerumi Ker&ttiin sentrifugoimalla 25
min 3 000 rpm. Seerumi jaettiin 300 pl:n tilavuuksiin ja
sitd sdilytettiin jaadytettynd ennen kaytttd analyyseissi,.

Esimerkki 2

Peptidien A - E immunogeeninen ja terapeuttinen te-
hokkuus '

" A. Analyysimenetelmit ja elinten painojen miirityk-
set:

Kunkin seerumindytteen anti-LHRH-tiitteri mddritet-
tiin RIA:1la (Ladd et al. (1988) Am. J. Reprod. Immunol.
17: 121 - 127). Antiseerumi laimennettiin 1:100 (V:V)
l-prosenttiseen seerumin albumiiniin (BSA), pH 7,4. Sama

miard laimennettua seerumia lis&dttiin 100 pl:aan [**°1]-
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LHRH:ta, joka o©li 1laimennettu 1l-prosenttiseen BSA:han
niin, ettd se sisdlsi noin 15 000 cpm:&8a 5,25 pg:téa
LHRH:ta kohti (New England Nuclear Company, Boston, MA).
Liuosta inkuboitiin yli y®én huoneenl&dmmdsséd ja vasta-ai-
neeseen sitoutunut LHRH saostettiin 400 pl:1la 25-prosent-
tista polyetyleeniglykolia (MW 8 000) 0,01 M fosfaatilla
puskuroidussa suolaliuoksessa (PBS), pH 7,6 ja 200 pl:ssa
5 mg/ml naudan gammaglobuliinia PBS:ssd. Vasta-ainetiitte-
rit on ilmaistu nmooleina jodattua LHRH:ta sitoutuneena
litraa seerumia kohti.

Seerumin testosteronitasot mddritettiin kdyttédmalla
RIA-testipakkausta Diagnostic Productsilta (Los Angeles,
CA) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Pienin havaitsemista-
so testosteronille oli alueella 0,01 - 0,03 nmol/1l. Kukin
nayte analysoitiin rinnakkaisena.

Viikolla 11 (peptidit A - C) tai viikolla 8 (pepti-
dit D ja E) alkuinjektion jadlkeen rotat tapettiin ylian-
nostuksella hiilidioksidia. Suurin mahdollinen ma&ra& verta
otettiin talteen vartalosta. Androgeeneista riippuvaiset
sukuelimet (kivekset, lisdkivekset, eturauhanen ja rakku-
larauhaset) irrotettiin kustakin rotasta, kuivattiin pape-
ripyyhkeelld ja punnittiin.

B. Tulokset:

Viiden rotan ryhmdt immunisoitiin peptideilla A -
E. Tutkimuksen aikana mitattiin anti-LHRH-tiitterit ja
testosteronitasot kustakin rotasta. Koejakson pd&tteeksi
eldimet lopetettiin ja saatiin androgeenista riippuvaisten
elinten painot. Kunkin rotan anti-LHRH-tiitteri, testoste-
ronitaso ja kivesten paino tappoajankohtana on esitetty
taulukossa 2. Yhteenveto ndistd tuloksista on esitetty
taulukossa 3 yhdessd muiden androgeenista riippuvaisten
elinten keskim@ardisten painojen kanssa.

Peptidilld A immunisoidut rotat tuottivat vasta-
aineita LHRH:ta vastaan mddritettynd RIA:1la. Yksik&din
muilla peptideilld (esim. B, C, D ja E) immunisoiduista
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rotista ei tuottanut minkd&nlaisia merkitsevid vasta-aine-
tiittereitd LHRH:ta vastaan. Keskimddr&inen anti-LHRH-
tiitteri (nmol/1l) viikolla 11 (peptidit A - C), viikolla 8
(peptidit D ~ E) ja kontrollirotissa on esitetty taulukos-
sa 3. Keskim8drd@inen anti-LHRH-tiitteri 5-rotalle, jotka
immunisoitiin peptidilla A, oli 1,94 nmol/l, kun taas mui-
hin ryhmiin kuuluvien rottien tiitterit olivat alueella
0,48 - 0,73 nmol/l. Keskimd&@rdiset androgeeneista riippu-
vaisten elinten painot n&distd eldinryhmistd on esitetty
taulukossa 3 ja kuvattu graafisesti kuviossa 1. Peptidilli
A immunisoiduissa rotissa ndkyi merkitsevd elinten painon
vdheneminen (noin 40 %) verrattuna kontrolliel&dimiin.
Tulokset osoittavat, ettd@ LHRH:n l&sndolo peptidin
C-péddssd on tehokkaampi stimuloimaan vasta-ainetuotantoa
ja samanaikaista androgeeneista riippuvaisten elinten pai-
nojen pienenemistd. T&ss&d suhteessa peptidilld A on C-~ter-
minaalinen LHRH-domeeni, kun taas tehottomilla peptideills
B - E on N-terminaaliset tai sis&diset kopiot LHRH:sta.
Vaikka androgeeneista riippuvaisten elinten paino-
jen keskim@&drdinen pieneneminen aleneminen A k&sitellyilli
rotilla verrattuna peptideilld B - E kéasiteltyihin rottiin
ja kontrollirottiin oli merkitsevd, tdma aleneminen johtui
dramaattisesta pienenemisestd, jota esiintyi kolmella vii-
destda eldimestd. Ndin ollen ryhmd@n A rotat luokiteltiin
reagoijiin ja reagoimattomiin, ja tuiokset analysoitiin
uudelleen. Reagoijien ja reagoimattomien androgeenista
riippuvaisten elinten keskim&&raiset painot, jotka on esi-
tetty kuviossa 2, kuvaavat graafisesti suurta eroa nididen
kahden ryhmdn vdlilla. Reagoijaeldinten seerumin testoste-
ronitasot olivat muuttumattomat (taulukko 2). Kuviossa 3
esitetddn kdanteinen vuorovaikutus anti-LHRH-tiittereiden
ja kivesten painon wv&lilla. Suhde on samanlainen muille

androgeenistd riippuvaisten elinten painoille.



10

15

20

25

30

54

Esimerkki 3

Immunisaatio lineaarisella peptidillad, joka sisdl-
t3i4 hinkuyskdtoksiinin Th-epitoopin

Peptidi F (PT,Th-LHRH, taulukko 4) syntetoitiin ja
puhdistettiin, Kkuten esimerkiss&8 1 on Kkuvattu. Peptidi
valmistettiin immunisaatiota varten Kuten esimerkissd 1 on
kuvattu, paitsi ettd adjuvantti oli O, 5-prosenttinen alu-
na. Immunisaatiot tehtiin s.c. Sprague-Dawley-rotille vii-
koilla O, 2 ja 4. Anti-LHRH-tiittereiden, testoste-
ronitasojen ja androgeeneista riippuvaisten elinten paino-
jen madritykset tehtiin ja ne analysoitiin kuten esimer-
kissd 2 on kuvattu. Yksitoista viikkoa alkuimmunisaation
jélkeen kivekset, lisdkivekset, eturauhanen ja rakkula-
rauhaset olivat merkitsevdasti pienemmdat kuin kontrol-
lieldimistd saadut (kuvio 4).

Esimerkki 4

Peptidiseokset anti-LHRH-vasteen indusoimiseksi
laajoissa populaatioissa

Sekoitukset tehokkaista synteettisistd LHRH-pepti-
deistd formuloidaan kombinaatioina, jotta saadaan laajalti
tehokkaat rokotteet. Peptidit A, F ja H (taulukko 1 ja
taulukko 4) on valmistettu, kuten esimerkissd 1 on kuvattu
ja yhdistetty seokseksi immunisoitavaksi sukukypsiin koi-
raspuolisiin rottiin viikoilla O, 3 ja 6. Primaarinen in-
jektio on Freundin tdydellisessd adjuvantissa ja tehoste-
injektiot ovat Freundin ep&tdydellisessd adjuvantissa.
Verta otetaan viikoilla 0, 3, 6, 9 ja 11. Eldimet tapetaan
viikolla 11 elinten painojen ma&rityksis varten. Tulokset
on analysoitu ja arvioitu kuten esimerkissd 2 on kuvattu.

Esimerkki 5

Peptidin A riippuvuus annoksesta

Peptidi A, 3K-HB,T,-LHRH syntetoitiin kuten esimer-
kissd 1 on kuvattu. T&mdn peptidin tehokkuus testattiin

alla esitetyn koesuunnitelman mukaisesti:
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Koesuunnitelma:

Immunogeeni: peptidi A

Kontrollit: muuntamaton LHRH & adjuvanttiryhmat

Annos: 100 tai 500 pg immunisaatiota kohti

Antotapa: intramuskulaarinen

Adjuvantti: Freundin tdydellinen/ep&dtdydellinen

Aikataulu: viikko O (FCA), 3 ja 6 (IFA)

Laji: 8 sukukypsdd koiraspuolista Sprague-Dawley-
rottaa/ryhma

Analyysi: LHRH-spesifinen vasta-aine, seerumin tes-
tosteroni, LH- ja FSH-tasot, kivesten suhteellinen koko
kdsin koettelemalla

Nekropsia: 10 viikon kuluttua, m&&ritettiin kives-
ten painot, eturauhasen + rakkularauhasten painot, lis&aki-
vesten painot

Tulokset:

Immunisoiduista ja kontrollirotista ottiin
ajoittain verindytteet. N&iden n&dytteiden serumista ana-
lysoitiin peptidille A spesifisen vasta-aineen, LHRH:lle
spesifisen vasta-aineen ja seerumin testosteronin 1l&sni-
olo. 10 viikon jdlkeen eldimet tapettiin ja tutkittavat
elimet, joihin kuuluvat kivekset ja eturauhaset ja rakku-
larauhaset, irrotettiin ja punnittiin. Rotat, joilta oli
poistettu hypofyysi, sis8llytettiin kokeeseen positiivisi-
na kontrolleina. Viikolla 3 (ensimmdisen tehosteannoksen
p8ivand) tehtiin havainnot mé&dritettdvistd LHRH-spesifi-
sistd vasta-ainetiittereistd ja merkitsevd ndaiden tiitte-
reiden nousu saavutettiin tehosteimmunisaatioilla (kuvio
5). Vasta-ainetiitterit md8aritettiin radioimmunoanalyysil-
1. N&8md tulokset osoittavat, etta kéaytetyn antigeenin
maard oli saturoivilla tasoilla, koska mit&d3n merkitsevié
eroja ei ollut 100 pg:n tai 500 pg:n annosten herdttamien
vasteiden valill&. Kuviossa 6 esitetddn voimakas korrelaa-
tio LHRH:ta wvastaan suunnatun seerumin vasta-aineen 1li-

sddntymisen ja seerumin testosteronin vdhenemisen vdlilla
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(samanaikainen dramaattinen sek& LH:n ettd& FSH:n vdhenemi-
nen havaittiin myds). Viikolla 5 (primaarisen immunisaati-
on jdlkeen) ilmeni kymmenkertainen seerumin testosteronin
vdheneminen ja wviikolla 8 seerumin testosteroni oli kast-
raatiotasolla (vahemman kuin 0,5 nmol/1) kaikilla eldimil-
1. Kuviossa 7 esitetdé&n LHRH-immunisaatiolla aikaansaadun
seerumin testosteronin v&hent@misen biologinen wvaikutus.
100 pug:n annoksella peptidida A immunisoitujen eldinten
kivesten koko oli merkitsevdsti pienentynyt kokeen loppuun
mennessd (viikko 10). Kivesten koon pieneneminen n&illéa
eldimilld oli jopa suurempaa kuin vaikutus, joka saatiin
aivolisdkkeen poistolla (ts. ryhmd, joilta oli poistettu
hypofyysi). Vaikka asiaa ei testattu pariuttamalla, kives-
ten tila (mukaanluettuna histopatologinen tutkimus) antoi
olettaa, ettd jokainen eldin, joka oli immunisoitu pepti-
dilla A, oli toiminnallisesti steriili ennen kokeen paat-
tamistada. Eturauhasten painot (kuvio 8) ovat yhtépitavat
tulosten kanssa, jotka saatiin kiveksill&d, ts. immunisaa-
tio peptidilld A sai aikaan eturauhasen merkittdvis sur-
kastumista. Missd&n méarityksessd ei havaittu merkitsevaa
vaikutusta yksin LHRH:1lla tehdyll& immunisaatiolla osoit-
taen, ettd satunnaisten auttaja-T-soluepitooppien liittéd-
minen huonoihin immunogeeneihin tarjoaa tavan stimuloida
voimakas immuunivaste n&itd immunogeeneja vastaan. Johto-
pdatodkset:

1. Hbs T,-epitooppi indusoi tehokkaat vasta-ainevas-
teet LHRH:ta wvastaan.

2. Vasta-aine peptidid A vastaan neutraloi tehok-
kaasti LHRH-aktiivisuutta rokotetuissa eldimissé&.

3. LHRH-inhibitio 0li riittavad vahentdmd&dn seerumin
testosteronia kastraatiotasoille.

4. Immunisaatio peptidilla A sai aikaan halutut
biologiset vaikutukset, ts. eturauhasen ja kivesten dra-

maattisen surkastumisen.
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Esimerkki 5A

Muiden tehokkaiden Th:LHRH-rakenteiden tunnistus ja
testaus

Tehokkaat Th:LHRH-rakenteet

Tulokset peptidilla A on toisinnettu samalla taval-
la joukossa eri tutkimuksia, kokonaistehokkuuden (elimen
painon vdhenemistd kdytetdsdn pddtepisteend) ylittdessid 95
%. Sellaisen jadrjestelmdn perustamiseksi, joka mittaisi
luotettavasti eri "T,-epitooppi:LHRH"-rakenteiden suhteel-
lista tehokkuutta tai sen puuttumista, me muunsimme im-
munisaatiomenettelyd. Alkukokeet LHRH-rakenteilla asettui-
vat kahteen erilliseen ryhmdan arvioituna esimerkissd 5
kuvatulla menettelytavalla (ts. Freundin adjuvantin koos-
tumusten anto intramuskulaarisesti). Rakenteista joko
puuttui tehokkuus, eivé&tkd ne aiheuttaneet mit&an merkit-
sevdd elinten painon vdhenemistd, tai ne olivat taydelli-
sen- tehokkaita ja matkivat peptidilld A saatuja tuloksia,
tehden mahdottomaksi selvitt&& tehokkaiden ehdokkaiden
paremmuusjidrjestystd. Ndin ollen edelld kuvatun menettely-
tavan muunnos, ts. subkutaaninen antotapa verrattuna ehdo-
kaspeptidikoostumusten intramuskulaariseen antoon, mahdol-
listi paremmuusjérjestyksen ma&drittamisen. Esimerkiksi
peptidin A anto subkutaanisesti FCA/IFA:ssa lievensi vas-
teita tatd peptidid kohtaan niin, ettd arviolta 30 %, ver-
rattuna enempddn kuin 95 % eldimistd, reagoi riittavasti,
jotta niiden kivesten ja eturauhasen surkastuminen tapah-
tui.

Siispad samat mdarédt eri T, :LHRH-rakenteita (vastaten
100 ug:aa peptidid A) formuloitiin edella kuvatulla taval-
la, mutta annettiin subkutaanisesti viikoilla 0, 3 ja 6.
Testattujen peptidien sekvenssit on esitetty taulukossa 5
ja tulokset useista eri kokeista on koottu taulukkoon 6.
Peptidi A liitettiin kuhunkin tutkimukseen positiivisena
kontrollina normalisoimaan tuloksia eri kokeiden v&lilla.

Kuten on esitetty, peptidit, jotka herdttivdt merkitsevia
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anti-LHRH-vasta-ainetiittereitd, aiheuttivat immunisoitu-
jen eldinten seerumin testosteronitasojen laskemisen alle
kastraatiotasojen, ja aiheuttivat kivesten painojen mer-
kitsevd8 pienenemist&. Tulokset kokeista, jotka tehtiin

taulukon 6 tuottamiseksi, esitetddan seuraavissa esimer-

keissi.
Esimerkki 6
Peptidin 18, HBsAg T,-epitoopin tehokkuus:
LHRH-rakenne, joka sisdlsi glysiinividlikkeen (spa-
cer)

Peptidi 18 on 30 aminohappoj&&ndsta pitkd synteet-
tinen peptidi, joka on organisoitunut nelj&ddn lineaariseen
domeeniin, aminopddstd karboksyylipasahidn seuraavasti: 3
lysiinijd&nndstd (K,;), hepatiitti-B-viruksen auttajaepi-
tooppi,s.;; (HBBsAg-T,), glysiiniv&like (GG) ja LHRH. Pepti-
did 18 edustaa siten kaava K,: HBsAg T,: GG: LHRH. N&in
ollen peptidin 18 rakenne erocaa peptidin A rakenteesta
vksinkertaisesti Gly-Gly valisekvenssin lisdykselld autta-
jaepitoopin ja LHRH:n v&lille. Seuraavassa kuvataan ana-
lyysi peptidin 18 tehokkuudesta formuloituna Freundin ad-
juvanttiin ja annettuna subkutaanisesti. Koesuunnitelma on
sama kuin esimerkissd 5, jollei toisin ole esitetty.

Koesuunnitelma:

Immunogeeni: peptidi A tai peptidi 18 (ts. eri ryh-
misséd)

Annos: 100 pg peptidi& A, peptidid 18 molaarisena
ekvivalenttina 100 ug:lle peptidia A

Annostapa: subkutaaninen

Adjuvantti: Freundin tédydellinen/epédtdydellinen

Laji. 6 sukukypsd@& koiraspuolista Sprague-Dawley-
rottaa/ryhma.

Tulokset:

Kaksi viikkoa toisen tehosterokotuksen jdlkeen (ts.
viikolla 8) b6:ssa 6 eldimestd, jotka saivat peptidia 18,
ilmenivdt anti-LHRH-tiitterit, jotka olivat suuremmat kuin
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1 nmooli/1 (kuvio 9). Nama korkeat vasta-ainetasot pidet-
tiin y118 Kkaikissa eldimissd, kunnes koe lopetettiin
(viikko 10). Sitda vastoin, ainoastaan 2:ssa 6 eliimests,
jotka oli immunisoitu peptidill& A, ilmenivdt anti-LHRH-
vasta-aine tiitterit, jotka olivat suuremmat kuin 1 nmoo-
1i/1 viikolla 10 (kuvio 10). Erot LHRH-spesifisissd vasta-
ainetiittereissd kahden ryhmdn v&1ill& heijastuivat myGs
verenkierrossa olevan testosteronin tasoon ndissd eldimis-
sda. Viikolla 10 (kun eldimet tapettiin), 5:ssd 6 eldimes-
td, jotka saivat peptidid 18, ilmeni seerumin testosteroni
kastraatiotasoilla (kuvio 11), kun taas 1:113 6 elaimests,
jotka saivat peptidid A, oli té&m&n hormonin taso kastraa-
tiotasolla (kuvio 12). Elinten dissektio wviikolla 10
osoitti, ettd 5:118 6 eldimestd, jotka saivat peptidia 18,
olivat eturauhaset merkitsevasti surkastuneet (kuvio 13),
kun taas ainoastaan 1:118 6 el&dimestd, jotka saivat pep-
tidida A, oli surkastunut eturauhanen.

Johtopddtékset:

1. Peptidi 18 oli tehokas her&tt&m&&n haluttua bio-
logista vastetta, ts. LHRH-spesifisen vasta-aineen ilmen-
tymistd, seerumin testosteronin vdhenemistd ja asiaan kuu-
luvaa elinten surkastumista.

2. Gly-Gly-vdlisekvenssin insertio T,~epitoopin ja
LHRH:n valiin paransi immuunivastetta peptidia kohtaan,
kuten voidaan ndhdd peptidilla 18 saatujen tulosten ver-
tailusta peptidilld A saatuihin.

Esimerkki 7

Peptidin 19, tuhkarokkoviruksen satunnaisen T,-epi-
toopin: LHRH-rakenteen tehokkuus

15 j&&nndksen domeeni tuhkarokkoviruksen (MV) F-
glykoproteiinista 1liitettiin LHRH-sekvenssiin automa-
tisoidulla synteesilld tuottamaan peptidi 19. Peptidi 19
on organisoitu kolmeen lineaariseen domeeniin, aminopdésta
karboksyylipddhdn seuraavasti: tuhkarokkoviruksen auttaja-
epitooppi (MVF; T,), glysiinivdlike (GG) ja LHRH. Peptidié
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19 edustaa siten kaava MVF, T,: GG: LHRH. T&m& peptidi for-
muloitiin Freundin adjuvanttiin ja annettiin subkutaani-
sesti, kuten alla on kuvattu. Koesuunnitelma on sama kuin
esimerkissd& 5, paitsi jos toisin on esitetty.

Koesuunnitelma:

Immunogeeni: peptidi 19

Annos: molaariset ekvivalentit 100 pg:1lle peptidia

Antotapa: subkutaaninen

Adjuvantti: Freundin t&ydellinen/epédtdydellinen

Laji. 6 sukukyps&sd koiraspuolista Sprague-Dawley-
rottaa/ryhma

Tulokset:

Kahden viikon p#3dstd toisen tehosteimmunisaation
antamisesta (viikolla 8), merkitsevdt LHRH-spesifisen vas-
ta-aineen tiitterit havaittiin 4:ssd& 6 eldimestd, jotka
oli immunisoitu (kuvio 14). LHRH-vasta-ainetiittereissa
ilmeni vaatimatonta lis&ddntymistd viikkojen 8 ja 10 v&lil-
14 ja lisdksi yksi aluksi reagoimattomista eldimistd (rot-
ta nro 726) alkoi ilmentdd merkitsevda anti-LHRH-vasta-
ainetasoa t&mdn ajanjakson kuluessa. Kuviossa 15 osoite-
taan jdlleen voimakas positiivinen korrelaatio merkitse-
vien LHRH-vasta-ainetasojen ja seerumin testosteronin va-
1i11l&. Neljdlla eldimelld, jotka ilmensivdt anti-LHRH-
tiittereitd, jotka olivat suuremmat kuin 2 nmol/l viikolla
8, olivat seerumin testosteronitasot alle 0,5 nmol/1l wvii-
kon 8 jdlkeen, ja n&md@ tasot pysyivdt ylld koko viikon 10
(kuvio 15a). Lopuilla eldimistd, joilla oli matalammat
LHRH-vasta-ainetiitterit, ndytti olevan v&hentyneet tes-
tosteronitasot, mutta ei kastraatiotasolle (kuvio 15b).
Seerumin testosteronin merkitsevd vdheneminen alle kast-
raatiotason aiheutti odotettua kivesten vakavaa surkastu-
mista, kuten kuviossa 16 on esitetty. Eturauhasen atro-
piasta havaittiin samoin olennaisesti samanlainen tulos
(kuvio 17). Peptidille 19 enemm&n Kkuin 65 % testatuista

eldimistd ilmensi testosteronin kastraatiotasoja ja kives-
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ten ja eturauhasen vakavaa atropiaa (té&ssd "muunnetussa”
menetelm&ssad. Annettuna intramuskulaarisesti esimerkin 5
menetelmdn mukaisesti, enemmé&n kuin 95 % eldimistd ilmensi
asiaan kuuluvaa elinten surkastumista 10 viikon kuluttua.
Peptidistd 19 kertyneet tulokset osoittavat, ettd LHRH-
vasta-ainetiitterit, jotka ovat enemm&n kuin 2 nmol/1,
aiheuttavat seerumin testosteronin putoamisen kastraatio-
tasoihin (alle 0,5 nmol/l), mikd johtaa sekd kivesten ettad
eturauhasen surkastumiseen). LHRH-spesifisten vasta-aine-
tiittereiden té&ytyy nousta 1 - 2 wviikon ajaksi, jotta
niilld olisi haluttu vaikutus, nimittdin elinten surkastu-
minen. Tamdn perusteella on todenndkdistd, ettd rotta nro
726 olisi saavuttanut testosteronin kastraatiotasot, jos
tutkimusta olisi pidennetty yli 10 viikon kestoajan.

Kivesten painon vdheneminen on looginen lopputulos
seulontakokeille, koska kivesten surkastuminen on etu-
rauhasen surkastumisen ehdoton ennustaja: eturauhasen ku-
tistuminen edeltdd kivesten painon pienenemistd (ts. etu-
rauhasen yllapitdminen on voimakkasti riippuvainen testos-
teronista, minkd vuoksi seerumin testosteronin eliminaatio
aiheuttaa eturauhasen nopean kutistumisen, mitd vasta sit-
ten seuraa kivesten surkastuminen); kivesten poistaminen
on vdhdistd verrattuna monimutkaiseen leikaukseen, joka
vaaditaan eturauhasen ja siihen liittyvien rakkularauhas-
ten poistamiseen, ja kivesten yksinkertainen muoto verrat-
tuna eturauhaseen ja rakkularauhasiin, tekee kivesten pai-
non madrittadmisestd tarkemman.

Johtopdatokset:

1. peptidi 19 on tehokas (ts. tuottaa seerumin tes-
tosteronin ja kivesten ja eturauhasen painojen merkitsevéan
vdhenemisen) annettuna Freundin adjuvantissa.

2. Peptidikoostumuksen subkutaaninen anto mahdol-
listaa keinot luokittaa immunogeenin tehokkuutta.

3. Peptidi 19 on tehokkaampi kuin peptidi A.
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Esimerkki 8

Peptidin K, hinkuyskdtoksiinin satunnaisen T, ,-epi-
toopin:LHRH-rakenteen tehokkuus

24 aminohappojd&nndstd pitkd T, -epitooppi hinkuyskd-
toksiinista liitettiin LHRH:hon automatisoidulla syntee-
sillad, jotta muodostui peptidi K. T&md peptidi on jarjes-
tynyt kahteen lineaariseen domeeniin, aminopddstd karbok-
syylipd8h&n seuraavasti: hinkuysk&toksiinin auttajaepi-
tooppi T,2 (PT, T,) ja LHRH. Peptidi& K edustaa siten kaava
PT, T,: LHRH. Tamdn peptidin tehokkuus testattiin kayttéa-
m&lld samaa menetelmdd kuin peptidien 18 ja 19 analyysille
on kuvattu (esimerkit 6 ja 7 edelld). Koesuunnitelma on
sama kuin esimerkissd 5, jollei toisin ole esitetty.

Koesuunnitelma:

Immunogeeni: peptidi K

Annos: molaariset ekvivalentit 100 ug:lle peptidid

A,
Antotapa: subkutaaninen
Adjuvantti: Freundin tdydellinen/epatdaydellinen
Laji. 6 sukukypsdad koiraspuolista Sprague-Dawley-
rottaa/ryhméa

Nekropsia: 10 viikon kuluttua, md&ritettiin kives-
ten painot.

Tulokset:

Kuviossa 18 esitetdan LHRH-spesifisten vasta-ainei-
den tiitterit, joita peptidi&8 K subkutaanisesti saaneet
eldimet ilmensivadt. Kaksi eldintd ilmensi merkitsevia
LHRH~spesifisi8 vasta-ainetiittereitd (suurempi kuin 4
nmol/1l) wviikon 8 j&lkeen, kaksi valitasoja (1,5 - 2,0
nmol/1l) ja kaksi eldaintd ei ilmentanyt olennaisesti mitaan
vastetta. J&lleen ilmeni odotettu korrelaatio anti-LHRH-
tiittereiden ja seerumin testosteronitasojen vdlilld. Kah-
della eldimelld, joilla oli korkeat vasta-ainetiitterit,
seerumin testosteroni oli kastraatiotasolla viikon 8 j&l-

keen, ja se pysyi tdlld tasolla kokeen lopettamiseen saak-
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ka (kuvio 19a). Rotta nro 793 ilmensi LHRH-vasta-ainetiit-
tereitd, jotka olivat suurempia kuin 2 nmol/l viikolla 10,
ja sen testosteroni oli kastraatiotasolla t&ssd vaiheessa.
Rotalla nro 791, jonka LHRH-vasta-ainetiitterit olivat 1,6
nmol/1l madritettynd viikolla 10 (kuvio 18), testosteroni-
tasot saavuttivat kastraatiorajan t&nd ajankohtana (kuvio
19b). LHRH-vasta-aineita korkeita tasoja ilmentdvilla
eldimillad (kuvio 18) oli merkitsevdsti surkastuneet kivek-
set wviikolla 10 (kuvio 20). Rotan nro 791 kivesten paino
vdheni jonkin verran, ja seerumin testosteronitasojen ki-
netiikan perusteella on erittdin todenndkdista, ettd elin-
ten surkastuminen olisi ollut merkitsevda, jos nekropsia
olisi tehty wviikon 11 jalkeen.

Vaihtelu reaktioissa peptidid K vastaan heijastaa
todennakbisimmin geneettisid eroa t&8h&n tutkimukseen kdy-
tetyssd ulkosiitoisessa rottapopulaatiossa, ja madrittelee
eldinten vdlisid eroja niiden kyvyssd@ tunnistaa tehokkaas-
ti tdh&n LHRH-rakenteeseen sisdllytetty T,-epitooppi. T&mé
tulos tukee rakenteiden seosten kdyttdmistd, jotka sisdlta-
vat erilaisia satunnaisia T,-epitooppeja, saamaan aikaan
yhtédlaiset tehokkaat vasteet populaatioissa, jotka ilmen-
tédvat vaihtelevia HLA-haplotyyppejé.

Johtopddtdokset:

1. Peptidi K on tehokas (ts. saa aikaan merkitsevan
seerumin testosteronin vdhenemisen ja kivesten painon va-
henemisen) annettuna Freundin adjuvantissa.

2. Peptidikoostumuksen anto subkutaanisesti tarjoaa
keinot luokitella immunogeenin tehokkuutta.

3. Satunnaiset T,-rakenteet kykenevdt eri tasoisiin
tehokkuuksiin tarkasteltuna geneettisesti heterogeenisissa
populaatioisssa.

4, Peptidin K tehokkuus on suunnilleen sama kuin

peptidilla A saavutettu.
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Esimerkki 9

Peptidin H, tetanustoksiinin satunnainen T,~epitoop-
pi:LHRH-rakenteen tehokkuus

27 aminohapon pituinen peptidi joka k&dsitti 15
aminohapon T,-epitoopin tetanustoksiinista sijoitettuna
ldhelle aminopd&td ja ennen LHRH-sekvenssid, syntetoitiin
kayttden tavanomaista automatisoitua synteesitekniikkaa.
Tamd peptidi, peptidi H on, organisoitu kolmeen lineaari-
seen domeeniin, aminopéddstéd karboksyylipddhdn seuraavasti:
2 lysiinij&&nndsté (K,), tetanustoksiini~auttaja-T-soluepi-
tooppi 1 (TT, T,) ja LHRH. Seuraavassa kuvataan peptidin H
tehokkuuden analyysid formuloituna Freundin adjuvanttiin
ja annettuna subkutaanisesti. Koesuunnitelma on sama kuin
esimerkissd 5, jollei toisin esitetd.

Koesuunnitelma:

Immunogeeni: peptidi H

Annos: molaarinen ekvivalentti 100 upg:lle pepti-

dia A
Antotapa: subkutaaninen
Adjuvantti: Freundin t&ydellinen/epédtdydellinen
Laji: 5 sukukyps&d koiraspuolista Sprague-Dawley-
rottaa/ryhmé.

Nekropsia: viikolla 10, mddritetdan kivesten painot

Tulokset:

Kuviossa 17 esitetédé&n peptidin H kapasiteetti ai-
heuttaa LHRH-spesifisten vasta-aineiden tuotanto. Viikon 8
jélkeen (kaksi viikkoa toisen tehosteannon jalkeen) 4
elaintd 5:std8 ilmensi anti-LHRH-vasta-ainetiittereitad,
jotka olivat suurempia kuin 2,0 nmol/l. Viikon 10 j&lkeen
viides el&in ilmensi LHRH-vasta-aineita, joiden mddrd oli
suurempi kuin 1,0 nmol/l. Viikolla 8 kaikissa eldimissé
ilmeni merkitsevd seerumin testosteronitasojen aleneminen,
ja viikon 10 j&dlkeen seerumin testosteroni oli kastraatio-
tasolla kaikilla eldimilla (kuvio 22). Viikolla 10 elaimet
tapettiin ja tarvittavat elimet punnittiin. Nelj&dlla vii-
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destd8 rotasta oli dramaattisesti surkastuneet kivekset
(kuvio 23). Viidennelli el&imelld, rotalla nro 103, oli
merkitsevdsti surkastuneet kivekset, mutta ne olivat hie-
man suuremmat kuin muiden peptidid H saavien eldinten ki-
vekset. Tamd8 vastaa tamédn eldimen ekspressoimien anti-
LHRH-vasta-aineiden matalampia tasoja (kuvio 21).

Johtopddtokset:

1. Peptidi H on tehokas (ts. aiheuttaa seerumin
testosteronin ja kivesten ja eturauhasen painojen merkit-
sevdn vdhenemisen) annettuna Freundin adjuvantissa.

2. Peptidikoostumuksen anto subkutaanisesti mahdol-
listaa keinot luokittaa immunogeenin tehokkuutta.

3. Peptidi H on merkitsevésti tehokkaampi kuin pep-
tidi A.

Esimerkki 10

Immunogeenisekoitus annettuna Freundin adjuvantissa

‘Monen erilaisen T,-epitooppi:LHRH-rakenteen suhteel-
listen tehokkuuksien selvitt&minen (esimerkit 5 - 10, tau-
lukko 6) mahdollistaa edustavien peptidien valinnan im-
munogeenisekoitukseen. Yksittdiset rakenteet, joissa on T,
tuhkarokkoviruksen F:stéd, hepatiitti B:n pinta-antigeenis-
ta, jaykkakouristustoksiinista ja hinkuyské&toksiinista im-
munogeenisekoituksessa ovat osoittanet tehokkuutta (tau-
lukko 6) ja ne ovat epdyhtendisid, tarjoten suurimman mah-
dollisen peittd@vyyden geneettisesti monimuotoisessa popu-
laatiossa. Sitd paitsi, koska n&ma T,-epitoopit ovat lésna
aikaisemmin annetuissa rokotteissa, ne tarjoavat kdyttdon
mahdollisuudet ensivasteille. J&aljemp&nd olevat esimerkit
osoittavat kohteena olevien elinten nopean surkastumisen,
kun kaytet&d&n sekoitussovellutusta. Koesuunnitelma on sama
kuin esimerkissd 5, jollei toisin ole esitetty.

Koesuunnitelma:

Immunogeeni: sekoitus (Hbs T,:LHRH + MV, T, :LHRH +
PT, T,:LHRH + TT,T,: LHRH)
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Annos: molaarisesti sama m&&ra kutakin, 100 pg pep-
tidid A vastaava m&ari

Antotapa: subkutaaninen

Adjuvantti: Freundin tédydellinen/epdtdydellinen

Laji: 6 sukukypsdd8 koiraspuolista Sprague-Dawley-
rottaa/ryhma

Nekropsia: 10 viikolla, md&ritettiin kivesten pai-
not.

Tulokset:

T,:LHRH-rakenteiden seos annettiin subkutaanisesti
Freundin adjuvantissa esimerkeissd 6 - 9 edelld kuvatuilla
tavoilla. Kuten kuviossa 24 on esitetty, nopeat ja tehok-
kaat anti-LHRH-vasta-ainevasteet havaittiin kaikisssa
eldimissd. Viikon 5 jdlkeen, ts. kaksi viikkoa ensimmidisen
tehosteimmunisaation jdlkeen ja ennen toista tehostetta, 5
eldaintd kuudesta ilmensi LHRH-spesifisid vasta-ainetiitte-
reitd, jotka olivat riittavdt vdhentdmidadn seerumin testos-
teronitasoja alle sen, joka vaaditaan kastraatioon. Vasta-
ainetiitterien merkitsevd nousu saavutettiin kaikille
elaimille toisen tehosteimmunisaation jdlkeen. Seerumin
testosteronitasot laskivat alle v8himm&ism&&rédn, joka vaa-
ditaan kastraatioon viidennen ja kahdeksannen viikon wvé&-
1i113 primaarisen immunisaation jalkeen ja pysyivdt ndissé
tasoissa kokeen loppuun saakka (kuvio 25). T&ma seerumin
testosteronin huomattava vdheneminen aiheutti merkitsevia
kivesten surkastumista joka eldimelle ma&ritettynd viikol-
la 10 (kuvio 26). Tamd& koe osoittaa ne edut, joita im-
munogeenisekoitus tarjoaa (vertaa kuviota 26 kuvioihin 16,
20 ja 23). Haluttu lopputulos savutetaan kaikille eldimil-
le verrattuna muutamaan. Vasteiden yhdenmukaisuuden lisdk-
si vasteiden nopeus ja intensiteetti 1lisdantyivéat, Kkun
sekoitus annettiin yksittdisten komponenttien sijasta

(vertaa kuviota 24 kuvioihin 14, 18 ja 21).
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Johtopaatdkset:

1. T,:LHRH -immunogeenien sekoitus on tehokkaampi
kuin mik&&n yksittdinen peptidi sekoituksessa.

2. Immunogeenisekoitus on t&dysin tehokas (enemmén
kuin 95 % eldimistd ilmensi haluttuja ominaisuuksia) tuot-
tamaan halutun vaikutuksen, ts. asiaankuuluvien elinten
surkastumisen.

Esimerkki 11

Alunaan formuloitu immunogeenisekoitus

Ihmisen eturauhassy®dvédn hoitoa varten on valttama-
ténta saavuttaa samanlaiset elimen painon alenemiset kayt-
tam&lla rokotekoostumusta, joka on hyvédksyttavissa kaytet-
tdvaksi ihmisille. Sen vuoksi T,:LHRH-rakenteiden sekoituk-
sen, jonka adjuvanttina oli alumiinihydroksidi, testat-
tiin. Seuraava on yhteenveto tdsta kokeesta. Koesuunnitel-
ma on sama kuin esimerkissd 5, jollei toisin esiteti.

Koesuunnitelma

Immunogeeni: Sekoitus (HBs T,:LHRH + MV, T,:LHRH +
PT, T,:LHRH + TT,T,:LHRH)

Annos: 250 Mg, molaarisesti yht& suuri maadrd kuta-

kin

Antotapa: intramuskulaarinen

Adjuvantti: alumiinihydroksidi

Aikataulu: viikot 0, 2 ja 4

Laji: 5 sukukypsdd koiraspuolista Sprague-Dawley-
rottaa/ryhméa

Nekropsia: viikolla 10, md&ritetdan kivesten painot

Tulokset:

Viikolla 8 kokeen aloittamisen jdlkeen hvaittiin
merkittavia LHRH-spesifisid vasta-ainetiittereita kaikissa
eldimissd, kolmen eldimen tiitterit olivat yli 2 nmol/l ja
kahden tiitterit olivat wvalilla 1,5 - 2,0 nmol/l (kuvio
27). Viikkoon 10 mennessd 4:n eldimen 5:std LHRH-vasta-
ainetiitterit olivat yli 2 nmol/l. T&nd& ajankohtana 4

elaintd 5:std ilmensi seerumin testosteronia kastraatiota-
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solla (kuvio 28) ja samoilla neljidllsd eldimelld oli mer-
kitsevidsti surkastuneet eturauhaset (kuvio 29). Viidennel-
14 eldimelld, nro 231, ilmeni huomattavaa, vaikka epédtdy-
dellistd@ eturauhasen painon vdhenemistd verrattuna ryhmén
toisiin eldimiin. Sen eturauhasen paino on yhteneva vahen-
tyneiden, vaikka m&&dritett&dvien seerumin testosteronin
tasojen kanssa tédssd eldimessd kokeen lopussa. Tama on
ensimmdinen koskaan esitetty raportti, jossa haluttu bio-
loginen wvaikutus (nimitt8in seerumin testosteronin eli-
minaatio ja eturauhasen huomattava surkastuminen) saatiin
aikaan immunisoimalla LHRH-rakenteilla alunassa. Kaikissa
muissa tapauksissa, joita t&hdn mennessd on kirjallisuu-
dessa kuvattu, yritykset ké@ytt&a alunaa LHRH-perustaisille
immunogeeneille ovat epdonnistuneet, ja vaatineet reakto-
geenisten koostumusten (ts. Freundin adjuvantin) k&ytta-
mistd tuottamaan halutut vaikutukset.

Alunaan perustuvan koostumuksen vdhentynyt tehok-
kuus (kuvio 28) verrattuna samaan immunogeenisekoitukseen
Freundin adjuvantissa (kuvio 25) ilmeni haluttujen reakti-
oiden ajoituksen viivdstymisend. T&t& osoittaa rotta nro
228 (kuvio 29), jolla oli surkastunut eturauhanen, mutta
normaali kivesten paino viikolla 10. On mahdollista, etta
tdlla eldimelld olisi ollut surkastuneet kivekset, jos
koetta olisi jatkettu 10 viikon jalkeen. Sita vastoin jo-
kaisella eldimelld, joka sai Freundin adjuvantti -pohjais-
ta koostumusta, o0li surkastuneet kivekset viikkoon 10 men-
nessa (kuvio 26).

Johtopddtokset:

1. Synteettisten epdyhtendisten T,: LHRH -peptidira-
kenteiden sekoittaminen tarjoaa tehokkaan immunoterapeut-
tisen LHRH-rokotteen.

2. Tamd immunogeenisekoitus voidaan formuloida alu-
nan kanssa (Yksi harvoista kaikkein turvallisimmista adju-

vanteista, jotka on hyvaksytty kdytettdvdksi ihmisille) ja
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saada halutut biologiset wvaikutukset, ts. asiaankuuluvien
elinten surkastuminen.

Esimerkki 12

Keinotekoisen T, -epitooppi SSAL:LHRH-rakenteen te-
hokkuus

Peptidi 38 (jota kutsutaan mySs peptidi SSALl:ksi)
on peptidikirjasto, jossa degeneroitunut T, -sekvenssi, teh-
ty tuhkarokkoviruksen F,:n T,-epitoopin mukaiseksi, on lii-
tetty LHRH:hon. Tamd@ peptidi on organisoitu kolmeen line-
aariseen domeeniin, aminop&dstd karboksyylip&&hdn seuraa-
vasti: rakenteellinen synteettinen antigeenikirjasto, jota
edustaa synteettinen auttaja-T-soluepitooppi (SSAL T,),
glysiiniv&like (GG) ja LHRH. Peptidid 38 voi sen wvuoksi
merkitd kaavalla SSALL T,: GG: LHRH, ja se on analoginen
peptidille 19 (ts. MVF, T,: GG: LHRH:1lle).

Peptidin 38 sekvenssi on, kuten taulukossa 5 on
esitetty. Peptidi SSALl: SSAL T,1:GG: LHRH (SSAL T, 1MV_,
T,:n johdannainen).

Tamd peptidikirjasto koostuu seoksesta noin 5,24 x
10° erilaista sekvenssii, joista tdsmdllistd tuhkarokkovi-
ruksen T,l-epitooppia edustaa ainoastaan yksi ndistd sek-
vensseistd. Gly-vdlike ja LHRH ovat muuntelemattomia kir-
jaston sekvensseissé.

Peptidissd@ SSAL1 oleva degeneroitunut auttaja-T-
soluepitooppi mallinnetaan satunnaisen auttaja-T-soluepi-
toopin mukaan, joka on tunnistettu tuhkarokkoviruksen F-
proteiinista, edustaen jaanndksid 288 - 302 F-proteiinis-
ta, ja jolla on seuraava aminohapposekvenssi, LSEIKGVIVHR-
LEGV. Kirjaston sekvenssi rakennettiin k&yttamalla t&ata
sekvenssiid templaattina. Varaukselliset jadanndkset Glu (E)
ja Asp (D) 1lis&ttiin asemaan 1 lisddmd@dn amfipaattisen
helikaalisen epitoopin hydrofobista pintaa ympardiviaa va-
rausta. Tadmd pinta koostuu jadnndksistd asemissa 2, 5, 8,
9, 10 ja 16. Satunnaisiin epitooppeihin yleisesti liitty-

vdt hydrofobiset ja&nnokset 1lisdttiin ndihin asemiin.
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Rothbardin sekvenssi on asemissa 6 - 10 prototyyppisesséd
sekvenssissd8 ja sen luonne sdilytetddn kaikissa sekvens-
seissd kirjastossa. Sekvenssit, jotka eivdt noudata s&&n-
t6ad 1, 4, 5, 8, alkavat j&da&nndksestda 5 prototyyppisessi
sekvenssissd ja ne sdilyvadt samoin kaikissa sekvensseissa.

Peptidi 38 valmistettiin kemiallisella synteesilld
kayttden tavanomaisia tekniikoita, jotka ovat alalla hyvin
tunnettuja, kuten kiinte&dfaasisynteesireittid, jonka ensin
esitti Merrifield. Monen aminohapon kytkentd tietyssd ase-
massa tehd&an tarjoamalla haluttuja aminohappoja seoksena
oikeissa suhteissa, kuten kaava esittdd. Esimerkiksi ase-
missa 2, 5, 8, 9, 10, 13 ja 15 N-pddstd, kussakin vastaa-
vassa Kytkentdvaiheessa kdytettiin sama madrs suojattua N°-
aminoryhm&a, Leu (L), Ile (I), Val (V) ja PHE (F), yhden
suojatun aminohapon asemasta. Jos se on valttédmdtonta,
aminohappojen suhde seoksessa voi vaihdella, jotta varmis-
tetaan ndiden aminohappojen erilainen kytkent&tehokkuus.
Synteesin lopuksi peptidikirjastot pilkottiin yksitt&in
tavanomaisten menetelmien mukaisesti, jotta vapautettiin
vapaat peptidiseokset. Koesuunnitelma on sama kKuin esimer-
kissada 5, jollei toisin esitetad.

Koesuunnitelma:

Immunogeeni: peptidi 38 tai peptidi 19 (eri ryhmis-

sd)

Annos: 400 mg kutakin peptidid

Antotapa: intramuskulaarinen

Aikataulu: viikolla O (FCA), 3, ja 6 (IFA)

Laji: 5 sukukyps&éd koiraspuolista Sprague-Dawley-
rottaa/ryhma

Nekropsia: viikolla 10, m8&ritet&&n kivesten painot

Tulokset:

Kuusi viikkoa kokeen perustamisen jadlkeen (ts. 2
viikkoa ensimmdisen tehosteimmunisaation jdlkeen ja vadlit-
tomdsti ennen toista tehostetta), 4 eldintd viidestda, jot-

ka saivat peptidid 38, ilmensi seerumin testosteronia
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kastraatiotasolla. Viikolla 8 seerumin testosteroni oli
kastraatiotasoclla 5 eldimelld 5:std. Kivesten tunnustelu
kdsin tand ajankohtana osoitti, ettd 4 eladimella, joilla
seerumin testosteroni oli hyvin vdhdinen viikolla 6, oli
myds surkastuneet elimet. Sitd vastoin ainoastaan 1 elédin
5:std, jotka immunisoitiin peptidilld 19, ilmensi seerumin
testosteronitasoja kastraatiotasolla viikkoon 6 mennessd,
loppujen ollessa normaalilla alueella, ja tamd luku ei
muuttunut wviikolle 8 ehdittédessd. Viikkoon 8 mennesséa
eldin, joka sai peptidid 19, ja jolla oli vahdiset m&i3rat
testosteronia viikolla 6, oli kdsin koeteltaessa surkastu-
neet kivekset.

Johtopdidtokset:

l. T,-epitooppikirjasto on osoittanut merkitsevaa
tehokkuutta aiheuttaen seerumin testosteronin vdhenemisen
kastraatiotasoille kaikissa eldimisséd, jotka saivat pepti-
dia 38.

2. T,-epitooppikirjastopeptidi on tarjonnut, mita
vksi peptidi-immunogeeni, joka kdsittdi satunnaisen T,-epi-
toopin liitettynd LHRH:hon, ei voi tarjota, ts. kattavan
tehokkuuden kaikissa ulkosiittoisen populaation jasenissa.

Esimerkki 13

LHRH-immunogeenien muuntelu lisdd monistamaan vas-
ta-aineen induktio: invasiinidomeenin lisd&minen

T-solujen aktivaatio voidaan myds saavuttaa
LHRH:1la, joka on 1liitetty kovalenttisesti spesifiseen
fragmenttiin patogeenisen bakteerin Yersinia spp. in-
vasiiniproteiinista. On syntetoitu peptidi 32, jossa in-
vasiiniproteiinin domeeni on liitettynd HBs T, -epitoop-
pi:LHRH-rakenteeseen (ts. Inv,;;.;, + peptidi 18). Peptidi
32 on organisoitu viiteen lineaariseen domeeniin, amino-
pdédsta karboksyylipddhdn seuraavasti: invasiinin T-solus-
timulaattori (Inv), glysiinivdlike (GG), hepatiitti B:n
pinta-antigeenin auttaja-T-soluepitooppi (HBsAg T,1), gly-
siinivadlike (GG) ja LHRH. Peptidid 32 edustaa siten kaava:
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Inv: GG: HBsAg T,l1: GG: LHRH. Seuraavassa tarjotaan spesi-
finen esimerkki huomattavasta tehokkuudesta, jota in-
vasiinidomeenin lisdaminen antaa LHRH-immunogeenille. Koe-
suunnitelma on sama kuin esimerkissd 5, jollei toisin esi-
teta.

Koesuunnitelma

Immunogeeni: peptidi 32

Annos: 100 pg annosta kohti

Antotapa: subkutaaninen

Adjuvantti: alumiinihydroksidi

Laji: 5 sukukyps&@d koiraspuolista Sprague-Dawley-
rottaa/ryhma

Nekropsia: viikolla 10, kivesten painojen ma&ritys

Tulokset:

Kuviossa 30 esitetdd@n LHRH-spesifiset vasta-aine-
tiitterit, joita peptidilld 32 immunisoidut rotat tuotti-
vat. Merkittdvat tiitterit saavutettiin ensimmdisen tehos-
teimmunisaation jdlkeen (viikolla 3), ja ne jatkoivat nou-
sua seuraavan tehosteimmunisaation j&dlkeen viikolla 6.
Viikolla 8, 4 eldintd 5:std ilmensi LHRH-vasta-ainetiitte-
reitda, jotka olivat yli 2 nmol/l. Kontrollieldimet, jotka
0li immunisoitu Inv,,; ,5,: LHRH-rakenteella, josta puuttui T,-
epitooppi, eivat tuottaneet mddritettdavid tasoja LHRH-spe-~-
sifistd vasta-ainetta. Seerumin testosteronitasot (kuvio
31) putosivat huimaavasti el8imiss&d, jotka reagoivat pep-
tidiin 32, ja wviikolla 8 testosteronitasot olivat alle
kastraation kynnysarvon. Seerumin testosteroni ndissé
eldimissd pysyi alle mitattavuuden kokeen loppuun saakka.
Kuten kuvassa 32 esitetddn, dramaattinen elinten surkastu-
minen saavutettiin nelj&lle reagoivalle eldimelle. Pepti-
dilla 18 (HBs T,: GG: LHRH; invasiinidomeeni puuttuu) im-
munisoitujen kontrolliel&@inten kivekset olivat muuttumat-
tomat ta&m&n kokeen lopussa (ts. viikolla 10). Tamd@ tulos
on erityisen tédrked, koska invasiinia sisdltdva LHRH-pep-

tidi oli formuloitu alunaan ja annettu subkutaanisesti.
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Aikaisemmat tutkimukset LHRH:1la, joka oli liitetty suuri-
molekyylipainoisiin kantajamolekyyleihin, esim. tetanus-
ja difteriatoksiineihin, wvaativat formulointia Freundin
tdydelliseen adjuvanttiin tai johonkin muuhun reaktogeeni-
seen adjuvanttiin, saavuttamaan mink&&nlaista merkitsevdd
tehokkuustasoa.

Johtopddtokset:

1. Invasiinifragmentti tarjoaa merkittdvén paran-
nuksen immuunivasteeseen T,:LHRH-rakenteita vastaan.

2. Aluna oli riittdvad adjuvantti peptidille 32.

3. Peptidi 32 kykenee aiheuttamaan elinten surkas-
tumista.

Esimerkki 14

Peptidid 32 sisdltdvdn LHRH-immunogeenisekoituksen
tehokkuus

Tehtiin koe, jossa testattiin esimerkeissd 10 ja 11
kuvatun immunogeenisekoituksen tehokkuutta, paitsi ettéa
HBs T,: GG: LHRH -rakenne korvattiin peptidilld 32. T&amén
esimerkin menettelytavat ovat samanlaiset kuin esimerkissé
11 kdytetyt. Kuten edelld, eldimet saivat 100 pg peptidia
alunassa, annettuna wviikoilla 0, 3 ja 6. Kuten kuvio 33
osoittaa, tuotettiin nopeita ja tehokkaita anti-LHRH-vas-
ta-ainevasteita reaktiona immunisaatioon invasiini-frag-
mentin sisdltdvalld sekoituksella formuloituna alunan
kanssa. Viikon 8 jédlkeen 6 el&dintd 6:sta peptidia 32 si-
sdltavasd sekoitusta saaneesta eldimestd ilmensi seerumin
testosteronitasoja (kuvio 34), jotka olivat kastraation
kynnysarvon alle (ts. vd3hemm&n kuin 0,5 nmol/l). Sitd vas-
toin 4 eldimelld 6:sta ekvivalentin annoksen yksinomaan
peptidia 32 alunassa saaneista o0li testosteroni kastraa-
tiotasolla. Nam& tulokset antavat olettaa, ettd@ mikad ta-
hansa geneettinen muuntelu, joka 1liittyy reaktioihin in-
vasiinifragmenttiin, voitetaan antamalla se sekoituksessa,
joka sisdltdd eri T,-rakenteita. Kuviossa 35 esitetdan ki-
vesten painot kokeen lopussa (viikolla 10). Viidell& el&di-
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melld 5:std peptidid 32 sisdltdvad immunogeenisekoitusta
saaneesta eldimestd ilmeni merkitsevdd elinten surkas-
tumista ja histologisessa tutkimuksessa ne olivat toimin-
nallisesti steriileja.

Invasiini,;z_,;, liitettynd HBs T,:GG:LHRH:hon tuottaa
peptidin 32, liitettyn&d MV, T, :GG:LHRH:hon tuottaa peptidin
33, liitettynd PT,T,:GG:LHRH:hon tuottaa peptidin 34, 1lii-
tettynd TT,T,:GG:LHRH:hon tuottaa peptidin 35, liitettyné
TT,T,:GG:LHRH:hon tuottaa peptidin 36 ja 1liitettyna
TT,T,:GG:LHRH:hon tuottaa peptidin 37. Esimerkit, jotka
suunniteltiin arvioimaan peptidien 32 - 37 tehokkuutta
yksin ja yhdistelm&@nd, on tehty t&mdn esimerkin ja esimer-
kin 13 mukaisesti.

Esimerkki 15

Kovalenttisella sidoksella Pam,Cys:iin aikaansaatu
LHRH-immunogeenin parantunut tehokkuus

HBsAg T,: GG: LHRH -peptidi& muunnettiin vield li-
sd8mdlld lipidiosa Pam,Cys. Lipidijd&nnds liitettiin kova-
lenttisesti peptidin 18 aminopddhé&n ennen sen pilkkomista
hartsista, jota kdytettiin peptidin synteesissd. Sen vuok-
si tadm&@ muunnettu peptidi on organisoitu nelj&&n lineaari-
seen domeeniin, aminopddstd karboksyylipddhdn seuraavalla
tavalla: tripalmitoyyli-S~glyserolikysteiini (Pam,Cys),
hepatiitti B pinta-antigeenin satunnainen auttaja-T-so-
luepitooppi (HBsAg T,), glysiiniv&like (GG) ja LHRH. T&téa
peptidid edustaa seuraava Kkaava: Pam,Cys: HBsAg T,: GG:
LHRH. Lipidilld muunnettu peptidi formuloitiin stabiiliin
lipidiemulsioon, Liposyyniin (soijapavun ja saflorin emul-
goitujen 6ljyjen seos) ja annettiin subkutaanisesti Spra-
gue-Dawley-rotille. Kaytetty annos oli molaarinen ekviva-
lentti 100 ug:1lle peptidia 18 annettuna viikoilla 0, 3 ja
6. Toinen ryhmd el&imid sai muuntamatonta peptidia 18 100
pg:n annoksina wviikoilla 0, 3 ja 6. 10 wviikkoa kokeen
aloituksen jdlkeen tehtiin ELISA-analyysi immunisoiduista

elaimistd otetulle seerumille. 5 eldintd 5:std& Pam,Cys:
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HBsAg: GG: LHRH:1lla immunisoiduista eléd&imist& ilmensi mer-
kitsevésti peptidin 1B vastaisia vasta-aineita (OD > 0,5
laimennuksella 1:100). Sitd vastoin yksikd&n muuntamatto-
malla peptidilld 18 immunisoiduista eldimistd ei ilmenta-
nyt vasta-aineita t&l1ld tasolla. Sen vuoksi kovalenttinen
lipidilisdys tarjoaa tehokkaan tavan tehostaa immuunivas-
teita.

Esimerkki 16

Peptidin A anto mikropartikkeleissa

Saadaan tehokkaita immuunivasteita kun LHRH-im-
munogeeni suljetaan 10 pm:n tai pienempiin mikropartikke-
leihin ja annetaan subkutaanisesti tai intramuskulaarises-
ti. Makrofaagit ottivat tehokkasti n&itd pienid mikropar-
tikkeleita mahdollistaen antigeenin tehokkaan ilment&mi-
sen.

Peptidida A sis&dltavat mikropartikkelit valmistet-
tiin poly(laktidi-ko-glykolidi )kopolymeeristid, kuten US-
sarjanumerossa 201 524, hakemispdivd 25.2.1994 on esitet-
ty.

Steriili (vesi O6ljysséd)vedessd-emulsio valmistet-
tiin seuraavalla tavalla: synteettisen peptidin A 1, 5-pro-
senttinen w/w vesiliuos valmistettiin viemdlld peptidili-
uos steriilin 0,2 um:n suodattimen l&pi. Polymeeri liuo-
tettiin dikloorimetaaniin konsentraationa 4,0 % w/w; 200 g
tdtd liuosta lisdttiin 20 g:aan peptidiliuosta ja sekoi-
tettiin homogenisoijalla (malli STD 1, Silverson Machiens,
East Longmeadow, MA, 2,54 cm:n putkimainen paa, 13 000
rpm, 4 min). Kun vesi 6ljyssd -emulsio oli muodostettu,
600 g 10-prosenttista w/w 1liuosta polyvinyylialkoholia
lis&dttiin siihen ja sekoitettiin homogenisoijalla (13 000
rpm, 6 min). Muodostui stabiili (vesi 06ljyssé)vedessa-
emulsio, ja se siirrettiin 2 1 suodatuspulloon. Dikloori-
metaani haihdutettiin sekoittamalla magneettisekoittajassa
16 tuntia huoneenldmmdssd. Haihdutuspulloon johdettiin

steriilia ilmaa 0,2 pm suodattimen 1l&pi ja 4 cm emulsion
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vldpuolelle asennettiin kaasudispersioputki. Kun dikloori-
metaani haihtui, se poistettiin pullosta ilmavirralla,
joka kulki pullon sivuhaaran 1&pi. Ilma/dikloocrime-
taaniseos kuljetettiin kuivan j&d#dasetonin kylm&ansaan di-
kloorimetaanin kondensoimiseksi. Dikloorimetaanin haihdu-
tus oli t&ydellinen 16 tunnin kuluttua ja erillisid par-
tikkeleita o0li muodostunut. Partikkelit otettiin talteen
polyvinyylialkoholiliuoksesta sentrifugoimalla, pesemdlléa
steriililld vedelld ja lyofilisoimalla 24 tuntia, jotta
tuotettiin kuiva jauhe. Partikkelikoko on vdhemm&n kuin 10
pm. Immuunivasteet mikropartikkelista peptidida A wvastaan
arvioitiin rotissa kokeessa, joka on kuvattu alla, ja jos-
ta on esitetty yhteenveto taulukossa 7. Koesuunnitelma on
sama kuin esimerkiss& 5, jollei toisin esitets.

Koesuunnitelma

Immunogeeni: peptidi A (HBsAg T,: LHRH, ilman vali-
kettd) nopeasti vapauttavissa mikropartikkeleissa (1:1
polylaktidi:ko-glykolidi)

Annos: 100 pg peptidi& A annosta kohti

Antotapa: subkutaaninen

Adjuvantti: koemuuntuja

Laji: 6 sukukyps&8 koiraspuolista Sprague-Dawley-
rottaa/ryhmé

Nekropsia: viikolla 10, m&&ritettiin kivesten pai-
not

Tulokset:

Mikropartikkelinen peptidi A sai aikaan merkitsevaa
LHRH-spesifisen vasta-aineen tuotantoa ja dramaattista
kivesten surkastumista 2 eldimessd 6:sta. Kun annettiin
sama m&drd peptidid& A formuloituna alunaan samalla taval-
la, yksik&8&n eldimistd ei osoittanut merkitsevdd elinten
painon v&henemistd. N&din ollen mikropartikkelit olivat
tehokkaampia kuin aluna aiheuttamaan haluttuja vaikutuk-
sia, ts. nousseita LHRH-vasta-ainetiittereitd, seerumin

testosteronin eliminaatiota ja elinten surkastumista. Mik-
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ropartikkeliannostelu on hyvin vertailukelpoinen tehockkuu-
teen, jota liukoisen peptidin A Freundin adjuvantissa an-
nettuna osoittaa, se aiheutti elinten surkastumista 3:1lle
elaimelle 6:sta. Vertailun wvuoksi, kuten esimerkissd 6 on
esitetty, yksinkertaisesti lisddmédlld glysiinivdlikesek-
venssit (joita on peptidisséd 18) HBsAg T,: LHRH -rakentee-
seen, paransi immunogeenisyyttd merkitsevdsti; 6 eldimella
6:sta peptidid 18 FCA:ssa/IFA:ssa saaneesta eldimestd oli
surkastuneet kivekset.

Peptidilld A ladattujen mikropartikkelien sekoit-
tamisen eri adjuvantti/emulsiokoostumuksiin wvaikutukset
tutkittiin. Kuten taulukosta 7 voidaan ndhd&, tietyt koos-
tumukset, jotka sisdltdvat Liposyynid + saponiinia ja
skvaleenia + L121:td (4 eldimelld 6:sta kussakin ryhmasta
oli surkastuneet kivekset) ndyttdvat parantavan im-
muunivasteita, jotka her&tetddn mikropartikkelista pepti-
did A vastaan. Liposyyni on soijapapudljy- ja saflonidljy-
emulsio, joka on valmistettu ihmisten intravenaalista
ruokkimista varten, saponiini on vesiliukoinen uute Quil
A:sta, skvaleeni on metaboloitava eldindljy, jota on tes-
tattu aikaisemmin ihmisill& rokotekantajana ja L121 on
kolmiosainen polymeeri, joka on osoittautunut tehokkaaksi
ihmisten sy®6péterapiakokeissa. 100-prosenttinen tehokkuus
saavutettiin peptidilld A ladatuilla mikropartikkeleilla,
jotka o0li formuloitu emulsigeeniin + saponiiniin. Emulso-
geenin on adjuvantti, joka on hyvaksytty Kkdytettavaksi
ravintoeldimille, ja tata koostumusta (ts. im-
munogeenisekoitus emulsigeenissa + saponiinissa) wvoidaan
kdyttdd8 lemmikkieldinten ehkdisyrokotteena tai 'karjun
merkin' kasittelyyn.

Formuloidaan polylaktidi-ko-glykolidi-mikropartik-
keleita, jotka sisdltdvdt immunogeenisekoituksen, ja tes-
tataan niiden immuunitehoa t&mén esimerkin mukaisesti.
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Esimerkki 17

T,:LHRH:n tehokkuus annettuna emulsioina

T,-epitooppi: LHRH -immunogeenejd on tunnistettu ja
luokiteltu niiden tehokkuuden mukaan (taulukko 6) kayttden
tavanomaista Freundin tdydellistd/epataydellistad im-
munisaatioprotokollaa. Namd& tulokset ovat mahdollistaneet
joukon erilaisia T,-rakenteita valinnan formuloitavaksi
immunogeenisekoitukseen. T&md sekoitus, kytkettynd alu-
naan, on osoittanut merkitsevdda tehokkuutta (esimerkki
11). Invasiinidomeenin lisdys on parantanut ndiden LHRH-
rakenteiden immunogeenisyyttda niin, ettd yhden in-
vasiiniepitoopin sisdltdva peptidi osoittaa merkitsevaa
tehokkuutta annettuna alunassa (esimerkki 13). Invasiinia
sisaltavad rakenne herdttdd myds poikkeuksellisia ja yhden-
mukaisia reaktioita, kun se on immunogeenisekoituksen kom-
ponenttina (esimerkki 14).

Immunoterapeuttisten immunogeenien mikropartikke-
liannon emulsiokoostumuksissa lis&ksi on arvioitu liukoi-
sen immunogeenin adjuvantti/emulsiopohjaisia koostumuksia.
Jadlleen kaytettiin peptidia A tarjoamaan keinot vertailla
eri koostumusten suhteellisia tehokkuuksia. Arvioidut eri
adjuvantti/emulsioyhdistelmdt on luetteloitu taulukossa 8.
Taulukossa 8 esitetdédn, mitkd@ adjuvantti/emulsioyhdistel-
mit ovat sopivia kadytettdviksi ihmisille tai eldimille.
Mukaan otettiin joitakin reaktogeenisemmistd adjuvanteista
(esim. Freundin epéatdaydellinen), jotka on hyvaksytty kay-
tettidviksi sybpdpotilaille. Eldimet immunisoitiin viikoil-
la 0, 3 ja 6 100 pg:lla peptidid A esitetyissd koostumuk-
sissa annettuna subkutaanisesti. Merkitsevdid tehokkuutta,
yvyhtd hyvdd tai parempaa kuin Freundin tdydelliselld ad-
juvantilla saavutettu, saatiin aikaan joillakin n&dista

koostumuksista, esim. emulsigeeni + L121 ja ISA 720.
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Esimerkki 18

Invasiinia sisdltdvén peptidisekoituksen tehokkuus
ainutlaatuisissa emulsiokoostumuksissa

Adjuvanttikoostumuksia, jotka paransivat peptidin A
tehokkuutta verrattuna alunapohjaiseen koostumukseen,
esim. IFA, ISA 720, ISA 51, Detox, Liposyn + Avridine,
skvaleeni + L121, MPL + TDE, emulsigeeni + DDA ja emulsi-
geeni + L121, ké&ytettiin sitten esimerkiss& 14 Kkuvatun
peptidid 32 sisdltavédn sekoituksen valmistamiseen. Ndiden
eri koostumusten tehokkuuden testauksen tuloksista on esi-
tetty yhteenveto taulukossa 9. Merkitsevad tehokkuutta
(md&ritettynd seerumin testosteronitasoina alle kastraati-
on kynnysarvon viikolla 8 100 %:1la el&dimistd ja surkas-
tuneet kivekset 100 %:1la eldimistd viikolla 10) havait-
tiin usealle adjuvanteista. N&md havainnot osoittavat voi-
man, jota tehokkaan immunogeenin, nimitt&in T,-epitooppi:
LHRH -sekoituksen, joka sis&dlt&& invasiinidomeenin, yhdis-
tdminen tehokkaisiin ja turvallisiin emulsiokoostumuksiin
tuottaa.

Esimerkki 19

Universaali synteettinen immuunistimulaattori-amy-
liini-rakenteiden tehokkuus

Peptidit 92 - 94 (peptidi ID nro 92 - 94) syntetoi-
daan k&yttdm&lld tavanomaisia Fmoc-synteesimenettelyiti.
HPLC:118 tehdyn puhdistuksen jdlkeen peptidien yhtendisyys
ja autenttisuus mddritetd&n massaspektrometria-analyyseil-
1. Kunkin synteettisen peptidirakenteen tehokkuus midri-
tetddn yksittdin ja rakenteiden sekoituksena immunisoimal-
la koe-el&imi& koesuunnitelman mukaisesti:

Immunogeeni: peptidit 92 - 94 yksitt&ain

peptidit 92 - 94 yhdessi
Annos: molaarisesti ekvival. 100 pg:1lle peptidia 92
Antotapa: subkutaaninen

Adjuvantti: Freundin tdydellinen/epdtdydellinen
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Aikataulu: viikclla 0, peptidi Freundin tédydelli-
sessd, viikoilla 3 ja 6, peptidi Freundin epé&tdydellisessé

Laji: 5 naaraspuolista Sprague-Dawley-rottaa kussa-
kin ryhmdssi

Kontrolli: yksi ryhm&, sai ainoastaan adjuvanttia

Verindytteet: otettiin viikoilla O, 3, 6 ja 10 pri-
maarisen immunisaation j&dlkeen

Nekropsia: viikolla 10, eristettiin haimat.

Immunisoiduilta eldimilt& otetuista verindytteista
erotetusta seerumista testataan amyliinille spesifiset
vasta~aineet tavanomaisella ELISA-analyysilld. Taysipi-
tuista amyliinipeptidi@ kaytetddn mikrotiitterilevyjen
peittédmiseen ja testataan laimennussarja kustakin seeru-
mindytteestd tiittereiden m&&ritt&miseksi. ELISA-positii-
visissa seerumeissa olevien amyliinille spesifisten vasta-
aineiden kapasiteetti estdd amyliinin v&littdm&& glukoosin
oton inhibitiota mddritetddn insuliinin stimuloiman glyko-
geenin synteesille tehdyllad analyysilld in situ, kuvanneet
Cooper et al. (1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 7763 -
7766). Lyhyesti esitettynd&, soleus-lihassdikeita valmis-
tetaan paastolla oelvista koiraspuolisista Wistar-rotista
ja pidetddn muunnetussa Krebs-Ringer-bikarbonaattipusku-
rissa. Lyhyen inkuboinnin (30 min.) j&lkeen lihassdikeet
siirret&sn uusiin puskuriliuoksiin, jotka sisaltavat [UY]-
glukoosia ja laimennussarjoihin t8ysipituista amyliinipep-
tidia, jota on aikaisemmin imkuboitu ELISA-positiivisten
rottien seerumissa. Yhden tunnin inkuboinnin j&alkeen m&&-
ritetdan glykogeeniin liittyneen [U'*]-glukoosin m#ira li-
haskudoksessa. Kontrollindytteet, amyliini, jota on inku-
boitu tavallisessa suolaliuoksessa ja amyliini, jota on
inkuboitu adjuvanttikontrollieldinten seerumissa, sisdlly-
tetddn myds. Vasta-aineet, jotka kykenevdt estdmddn amy-
liinin toiminnallisen aktiivisuuden, estdvdt amyliinin
aiheuttaman inhibition insuliinin stimuloimalle glukoosin

otolle lihassyihin.
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Kokeen p&attyessd (ts. wviikolla 10) eldimet tape-
taan ja niiden haimat poistetaan. Kudossektioista né&isté
elimistd arvioidaan amyliinin lasndolo kéyttamé&lld pepti-
dihormonille spesifist& immunohistokemiallista vdrjays-
menetelmdd (Westermark et al., 1987, Diabetologia 30:
887 - 892). Niiden synteettisten immunogeenien, jotka in-
hiboivat merkitsevdsti inhiboivat amyliinin toimintaa ja
estdvat amyliinin kertymistd saarekkeiden soluihin, tehok-
kuus testataan rottamallissa kdytt&m&lla ihmisille hyvak-
syttdvia adjuvantteja.

Esimerkki 20

Universaalisten synteettisten immuunistimulaattori-
gastriinirakenteiden tehokkuus

Peptidit 95 - 100 (peptidit ID NO: 95 - 100) synte-
toidaan kdyttdm&lld tavanomaisia Fmoc synteesimenetelmid.
Puhdistuksen HPLC:11d jalkeen peptidien yhtendisyys ja
aitous madritetddn massaspektrofotometri-analyyseilla.
Kunkih synteettisen peptidirakenteen tehokkuus mddritetdidn
yksittdin ja rakenteiden sekoituksena immunisiomalla koe-
eldimid koesuunnitelman mukaisesti:

Immunogeeni: peptidit 95 - 100 yksitt&din

peptidit 95 - 100, yhdessia

Annos: molaarisesti sama mdaard kuin 100 pg peptidia
95

Antotapa: subkutaaninen

Adjuvantti: Freundin t8ydellinen/epdtaydellinen

Aikataulu: O viikkoa, peptidi Freundin t&dydellises-
sd, 3 ja 6 viikkoa, peptidi ep&tdydellisessd Freundin ad-
juvantissa

Laji: 5 naaraspuolista Sprague-Dawley-rottaa ryhm&a
kohti

Kontrolli: yksi ryhm&, sai ainoastaan adjuvanttia

Verindytteet: otettiin O, 3, 6 ja 10 viikkoa pri-

maarisen immunisaation jdlkeen
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Tulokset:

Immunisciduilta ja kontrollirotilta otetaan ajoit-
tain verindytteet. Ndistd ndytteistd valmistetusta seeru-
mista analysoidaan Gastriini ,-, Gastriini,,-, ja CCK-spesi-
fiset vasta-aineet.

Kdytetddn kahta analyysityyppid osoittamaan anti-
gastriini-vasta-aineita: kiinte&n faasin entsyymiin 1ii-
tetty immunosorbenttianalyysi (ELISA) ja nestefaasin radi-
oimmunoanalyysi (RIA).

ELISA:a kaytetddn seulottaessa gastriinia,,, gast-
riinia,, ja CCK:ta vastaan nostatettujen antiseerumien
reaktiivisuutta tai ristireaktiivisuutta. RIA:a kdytetddn
kvantitoimaan seerumin vasta-ainetasoja kustakin im-
munisoidusta eldimestd antamalla samojen mddrien seerumia
reagoida kunkin ndistd hormoneista kanssa antigeenin sito-
miskapasiteetin madrittédmiseksi, ilmaistuna pg:oina hormo-
nia sitoutuneena mikrolitraan antiseerumia (pg/pl).-

ELISA tehd&&n p&dllystamdllad polystyreeniset 96
kaivon levyt 1 pg:lla/ml peptidejd gastriini,,, gastriini,,
tai CCK. Antiseerumin testaamiseksi k&dytetddn laimennus-
sarjoja, madrittdmdaan seerumin tiittereiden loppupisteet.

RIA:ssa 0,1, 1,0 tai 10,0 pl:n mddradt antiseerumia
inkuboidaan !*®I:114 leimatulla gastriini,,:114, gast-
riini,;;:118 tai CCK:lla. Antiseerumia inkuboidaan leimattu-
jen hormonien kanssa 2 tuntia, mitd seuraa hormoni-vasta-
ainekompleksien saostus 25-prosenttisella polyetyleenigly-
kolilla. Kunkin antiseerumin antigeenin sitomiskapasitee-
tit md&dritetddn saostuneen vastaavan radioaktiivisen hor-
monin maarasta.

ELISA- tai RIA-positiivisissa seerumeissa olevien
gastriinin kanssa reaktiivisten vasta-aineiden kapasiteet-
ti neutraloida gastriinin happoa stimuloivaa aktiivisuutta
in vivo mddritetddn kdyttdmalla kostutettujen rotanmahojen
menetelmd&, jonka kuvasivat Gevas, P. C. et al, EP-patent-
tihakemus 380 230, 1991. Lyhyesti, gastriinilla tai gast-
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riini-anti-gastriinikompleksilla hapon erityksen indusoi-
miseksi injektoidut rotat valmistellaan kirurgisesti maha-
eritteiden kerddmistd varten. Yleisen anestesian alaisena
ja trakeostomian jdlkeen rottiin asetetaan kanyyli ruoka-
torven ja pohjukaissuolen ldpi, mahdollistamaan mahan jat-
kuva perfuusio O,9-prosenttisella suolaliuoksella. Mahan
perfuusionestettd ker&t&dn ajoittain ja kustakin valistad
titrataan happomé&dréndytteet neutraloimalla emédkselléd
(NaOH). M&&ritetddn hapon tuoton nousu ja kokonaism&&ra
kokeen keston aikana ja valittomasti kunkin Kkédsittelyn
j&lkeen.

Mahahapon tuottoa lasketaan prosentteina suurimmas-
ta mahdollisesta hapon tuotosta = 100 x (An-An/Amax-Ab),
jossa An = kussakin ndyteenottovidlissd tuotetun hapon mai-
rd (madritettynd titraatiolla NaOH:illa), Amax = suurin
mahdollinen mahahapon vapautuminen ndytteenottovalisséa
stimulaation jdlkeen ja Ab = annetun stimulaation ajankoh-
tana ollut mahahapon perustaso. ELISA- tai RIA-positiivi-
sissa seerumeissa olevien gastriinin kanssa reagoivien
vasta-aineiden kapasiteetti neutralisoida gastriinin kas-
vaimia stimuloivaa aktiivisuutta in vitro mdadritetdsn im-
muuniseerumin kyvyll& inhiboida gastriinin indusoimaa pak-
susuolen karsinoomasolulinjan lisd&ntymisreaktiota miaidri-
tettynd [H’]-tymidiinin liittymisells.

Esimerkki 21

Universaalisten synteettinen immuunistimulaatto-
ri GRP -rakenteiden tehokkuus

Peptidit 101 - 102 (peptidi ID NO: 101 - 102) syn-
tetoidaan kdyttdm&llad tavanomaisia Fmoc-synteesimenetel-
mid. HPLC:118 tehdyn puhdistuksen j&dlkeen peptidien yh-
tendisyys ja aitous madritetddn massaspektrofotometriana-
lyyseilld. Kunkin synteettisen peptidirakenteen tehokkuus
mddritetddan yksittdin ja rakenteiden sekoituksena im-

munisiomalla koe-eldimid koesuunnitelman mukaisesti:
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Immunogeeni: peptidit 101 ja 102 yksittdin

peptidit 101 ja 102 yhdessi

Annos: molaarisesti sama m&d&rd kuin 100 pg peptidia
101

Antotapa: subkutaaninen

Adjuvantti: Freundin tdydellinen/epdtédydellinen

Aikataulu: O viikkoa, peptidi Freundin tdydellises-
sd, 3 ja 6 viikkoa, peptidi epédtdydellisessd Freundin ad-
juvantissa

Laji: 5 naaraspuolista Sprague-Dawley-rottaa ryhmaa
kohti

Kontrolli: yksi ryhmd, sai ainoastaan adjuvanttia

Verindytteet: otettiin 0, 3, 6 ja 10 viikkoa pri-
maarisen immunisaation jdlkeen

Immunisoiduista eldimistd otetuista verindytteista
erotellusta seerumista testataan gastriinia wvapauttavalle
peptidille (GRP9 spesifisten vasta-aineiden maara  ta-
vanomaisella ELISA-analyysilla. Taysipituista GRP-peptidia
kaytetddn mikrotiitterilevyjen pdédllystamiseen ja kustakin
seerumindytteestd testataan laimennussarjat tiittereiden
madrittémiseksi.

ELISA-positiivisissa seerumeissa olevien GRP-spesi-
fisten vasta-aineiden kapasiteetti inhiboida GRP:n v&alit-
tamadsd kasvainten kasvun induktiota mddritetd&n GRP:n in-
dusoiman, valittujen karsinoomasolulinjojen jakaantumis-
reaktioiden analyysillad in vitro [H?]-tymidiinin otolle.

Esimerkki 22

Universaalisten synteettinen immuunistimulaattori-
IgE-CH4-rakenteiden tehokkuus

Peptidit 103 - 104 (peptidit ID NO: 103 - 104) syn-
tetoidaan kadyttdm&alla tavanomaisia Fmoc-synteesimenetel-
mi&. HPLC:113 tehdyn puhdistuksen jdlkeen peptidien yh-
tendisyys ja aitous mddritetddn massaspektrofotometriana-
lyyseilld. Kunkin synteettisen peptidirakenteen tehokkuus
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madritetddn yksitt8in ja rakenteiden sekoituksena im-
munisiomalla koe-eldimi& koesuunnitelman mukaisesti:

Immunogeeni: peptidit 103 ja 104 yksittédin

peptidit 103 ja 104 yhdessa

Annos: molaarisesti sama m&3rad kuin 100 pg peptidia
103

Antotapa: subkutaaninen

Adjuvantti: Freundin tdydellinen/epdtdydellinen

Aikataulu: 0 viikkoa, peptidi Freundin tdydellises-
sd, 3 ja 6 viikkoa, peptidi epatdydellisessda Freundin ad-
juvantissa

Laji: 5 naaraspuolista Sprague-Dawley-rottaa ryhmad
kohti

Kontrolli: yksi ryhmd, sai ainoastaan adjuvanttia

Verindytteet: otettiin 0O, 3, 6 ja 10 viikkoa pri-
maarisen immunisaation j&dlkeen

Immunisoiduista eldimistd otetuista verindytteista
erotellusta seerumista testataan IgE-CH4-spesifisten vas-
ta-aineiden mddrd tavanomaisella ELISA-analyysill&. IgE
CH4 -peptidia (SEQ ID NO: 79) k&dytetdan mikrotiitterilevy-
jen pddllystdmiseen ja kustakin seerumindytteestd testa-
taan laimennussarjat niilld tiittereiden m8&ritté&miseksi.

ELISA-positiivisissa seerumeissa olevien IgE-CH4-
spesifisten vasta-aineiden kapasiteetti inhiboida IgE CH4
~-peptidin suoraa histamiinin vapauttamistoimintaa rotan
peritoneaalisissa sydttSsoluissa testataan, kuten Stan-
worth D, R, et al. (Lancet 1990, 336: 1279 - 1281) ovat
kuvanneet. N&itd positiivisia seerumeita testataan vield
analyyseissd in vivo, jotta ma&ritetdd@n seerumin kyky in-
hiboida sinistymisreaktiota rotan passiivisen kutaanisen
anafylaksian analyysissa, jonka ovat kuvanneet Stanworth
D. R. et al. (Lancet 1990, 336: 1279 - 1281).
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Esimerkki 23

Universaalisten synteettinen immuunistimulaattori-
Chlamydia trachomatisin MOMP-rakenteiden tehokkuus

Peptidit 105 - 114 (peptidit ID NO: 105 - 114) syn-

tetoitiin kéyttden tavanomaista Fmoc-synteesimenetelmis.

kukin universaalinen immuunistimulaattori - C. trachomati-

sin MOMP -peptidirakenne formuloitiin, yksin ja yhdistel-
mdnd, ja injektoitiin koe-eldimiin suhteellisten im-
munogeenisyyksien madrittédmiseksi kEyttdmdlld seuraavaa
koejadrjestelya:

Immunogeeni: peptidit 105 - 114 yksittdin

peptidit 105 - 114 yhdessa

Annos: molaarisesti sama m38&ra kuin 100 pg peptidia
107

Antotapa: intraperitoneaalinen

Adjuvantti: Freundin tdydellinen/epdtdydellinen

Aikataulu: 0 viikkoa, peptidi Freundin t&ydellises-
sd, 3 ja 6 viikkoa, peptidi ep&dtdydellisessd Freundin ad-
juvantissa

Laji: 5 naaraspuolista Dunkin-Hartley-marsua (450 -
500 grammaa) ryhmd&& kohti

Kontrolli: yksi ryhmd, sai ainoastaan adjuvanttia

Verindytteet: otettiin viikoilla 0, 5, 8 ja 12

Immunisoiduista eldimistd otetuista verindytteista
erotellusta seerumista testataan MOMP:in muuntelevalle
domeenille spesifisten vasta-aineiden mddra tavanomaisella
ELISA-analyysilla. Yksittdiset mikrotiitterilevyt pdadallys-
tetddn synteettisillad peptideilld, jotka edustavat MOMP:in
muuntelevia domeeneja I - IV, joista puuttuu universaali
immuunistimulaattori, kukin eri levyille. Kustakin im-
munisoidusta eldimestad perdisin olevan seerumin laimennus-
sarjat testataan niilld anti-MOMP-peptidi-vasta-aineiden
tiitterien mddrittédmiseksi. ELISA:ssa positiivisten seeru-
mien kapasiteetti sitoutua puhdistettuihin elementary bo-

deihin (EB:ihin), jotka edustavat kukin eri C. trachomatis
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-serovarianttia (A - L3), joilla mikrotiitterilevyt on
pdidllystetty). EB:itd sitovista positiivisista seerumeista
testataan sitten niiden kapasiteetti estd83 alttiiden nisa-
kdssolujen infektoituminen viljelmissd kaikilla merkityk-
sellisilld C. trachomatis -serovarianteilla (Su et al.,
1990, Infect. Immun. 58: 1017 - 1025). Niiden synteettis-

ten immunogeenien, jotka osoittavat merkitsevda kykya he-

rattédsd C. trachomatista neutraloivia vasta-aineita, tehok-

kuus testataan marsuissa kdyttden adjuvantteja, jotka ovat
hyvidksyttédviad Kkaytettavdksi ihmisille. Peptidien ka-
pasiteetti estdd infektiota in vivo arvioidaan kayttamalla
hiiren salpingitis-mallia (Tuffrey et al., 1992, J. Gen.
Microbiol. 138: 1707 - 1715) tai cynomolgus-apinan silmén
altistusmallia (Taylor, et al., 1988, Invest. Opthalmol.
Vis. Sci. 29: 1847 - 1853).

Esimerkki 24

Universaalisen immuunistimulaattori-HIV-1 V3 PND
-rakenteen tehokkuus

Peptidi 115 (SED ID NO: 115) syntetoitiin kéytta-
malld tavanomaista Fmoc-synteesimenetelmdd. Rakenteen te-
hokkuus her&ttdd HIV-1:t& neutraloivia vasta-aineita koe-
eldimissd md8dritetddn seuraavan koesuunnitelman mukaises-
ti:

Immunogeeni: peptidi

Annos: 100 pg immunisaatiota kohti

Antotapa: subkutaaninen

Adjuvantti: Freundin tédydellinen/eptdydellinen

Aikataulu: viikolla O, peptidi Freundin t&dydelli-
sessd adjuvantissa, viikolla 4, peptidi Freundin ep&atay-
dellisessd adjuvantissa

Laji: 5 naaraspuolista Dunkin-Hartley marsua (450 -
500 grammaa) ryhm&& kohti

Kontrolli: yksi ryhm& sai ainoastaan adjuvanttia

Verindytteet: otettiin viikoilla O, 4 ja 8
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Immunisoiduista eldimistd otetuista verindytteistad
erotellusta seerumista testataan anti-v3 PND vasta-ainei-
den lasndolo tavanomaisella ELISA-analyysilld. Monomeeri-
std versiota V3 PND:std, joka el ole liitettynd synteetti-
seen immuunistimulaattoriin, kidytetddn ELISA-mikrotiitte-
rilevyjen pddllystédmiseen, ja Kunkin seerumindytteen lai-
mennussarjat testataan niill8 ELISA-tiittereiden m&8ritté-
miseksi. Positiivisista nadytteistada testataan niiden kapa-
siteetti neutraloida HIV-1l-kantaa MN in vitro kdyttédm&lla
solusitkospesdkkeiden pienenemisanalyysid (Wang et al.,
1991, Science 245: 285). Niistad seerumeista, jotka kykene-
vat neutraloimaan laboratorioon sopeutuneen kannan HIV-1,,
infektiokykyd, testataan niiden kyky estdd lajitelman
kenttdviruskantoja aiheuttama primaaristen lymfosyyttien
infektio (White Scharf et al., 1993, Virology 192: 197 -
206).
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Taulukko 1

Peptidien R - E aminohapposekvenssit

Peptidi

SEQ ID
NO.

Aminohapposekvenssit

A

10

Lys-Lys-Lys-Phe-Phe-Leu-Leu-Thr-Arg—Ile-
Leu-Thr-Ile-Pro-Gln-Ser-Leu-Asp-Glu-His-
Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly

[Glu~-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-
Gly~-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-
Gly-]4~Lys,~Lys,~Lys-Phe-Phe-Leu-Leu-Thr-
Arg-Ile-Leu-Thr-Ile-Pro-Gln-Ser-Leu-Asp

[Glu~His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-
Gly- Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-~
Pro-Gly- Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-
Arg-Pro-Gly-),-Lys,~Lys,~Lys-Phe-Phe-Leu-
Leu-Thr-Arg-Ile-Leu-Thr-Ile-Pro-Gln-Ser-
Leu-Asp

[Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-

Gly- Phe-Phe-Leu-Leu-Thr-Arg-Ile-Leu-
Thr-Ile-~Pro-Gln-Ser-Leu-Asp-Met],~Lys,—
Lys,-~Lys-Ala-Ala

[Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-
Gly~ Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-
Pro-Gly- Phe-~Phe-Leu~Leu-Thr-Arg-Ile-
Leu-Thr-Ile-Pro-Gln-Ser-Leu-Asp-Met],-
Lys,~Lys,-Lys-Ala-Ala o
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Taulukko 2

Immunogeenisyys ja terapeuttinen teho immunisaation jdl-

keen peptideilld A - E rotissa

Peptidi a-LHRH* Testosteroni® Kivekset® P+SV*
A 3,93 <0,01 0,4 0,2
2,55 <0,01 0,4 0,3
2,06 <0,01 0,6 0,2
0,72 5,3 1,8 1,8
0,42 2,1 1,7 1,8
B 0,53 14,0 1,7 1,7
0,51 16,5 1,7 1,6
0,49 12,6 1,7 1,6
0,45 4,6 1,6 1,7
0,42 10,5 1,7 2,2
c 0,78 5,6 1,6 2,3
0,45 12,3 1,8 1,6
0,41 3,9 2,1 1,6
0,41 5,3 1,6 1,8
0,39 11,2 1,7 1,8
D 1,44 2,6 1,7 2,1
0,44 3,6 1,7 1,3
0,43 2,3 1,6 2,0
0,39 2,1 1,7 1,6
0,39 2,8 1,4 2,1
E 1,69 <0,01 1,4 2,0
0,66 0,9 1,5 1,9
0,51 3,3 1,2 1,9
0,40 4,0 1,6 2,0
0,40 13,9 1,3 0,9
*nmol/1

*kivesten paino grammoina

‘eturauhasen ja rakkularauhasten (P + SV) paino grammoina
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Taulukko 3
Keskimddrdiset anti-LHRH-tiitterit ja androgeeneista riip-
puvaisten elinten painot rotilla, jotka oli immunisoitu

peptideilld A - E

a~-LHRH Kivekset  Lis#kives P+SV ®

Peptidi® (nmol/L) (9) (9) (9)
A 1,94 1,0 0,4 0,9
B 0,48 1,7 0;6 1,8
c 0,49 1,8 0,6 1,8
D 0,62 1,6 0,6 1,8
E 0,73 1,4 0,6 1,7
Kontrolli 0,45 1,6 0,7 2,0

®*Kutakin peptidis injektoitiin 5 rottaan
Lyhenteet: P + SV, eturauhanen ja rakkularauhaset
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Taulukko 4

i

Peptidi SEQ ID No.

Sekvenssi

F (PT,Th-LHRH) 11

G (PT,Th~LHRH) 12

o]

(TT,Th-LHRH) 13

H

(TT,Th-LHRH) 14

J (TT,Th-LHRH) 15

K (PT,Th-LHRH) 16

L (MV Th-LHRH) 17

Lys-Lys~-Leu-Arg-Arg-Leu-Leu-Tyr-
Met~Ile-Tyr-Met-Ser-Gly-Leu-Ala-
Val-Arg-Val-His-Val-Ser-Lys-Glu-
Glu-Gln-Tyr-Tyr-aAsp-Tyr-Glu-His-
Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly

Tyr-Met-Ser-Gly-Leu-Ala-Val-Arg~
Val-His-Val-Ser-Lys-Glu-Glu-Glu-

His—Trp-Ser—Tyr;Gly—Leu-Arg-Pro—Gly

Lys-Lys~Gln-Tyr-Ile-Lys-Ala-Asn-
Ser~-Lys-Phe-Ile-Gly-Ile-Thr-Glu-
Leu-Glu~His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-
Arg-Pro-Gly
Lys-Lys-Phe-Asn-Asn-Phe-Thr-vVal-
Ser-Phe-Trp-Leu-Arg-Val-Pro-Lys-
Val-Ser-Ala-Ser-His-Leu-Glu~-His~-
Trp-Ser-Tyr—-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly

Tyr-Asp-Pro-Asn-Tyr-Leu-Arg-Thr-
Asp-Ser-Asp-Lys-Asp-Arg-Phe-Leu-
Gln-Thr—Met-Val-Lys-Leu—Phe—Asn-
Arg-Ile-Lys-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-
Gly-Leu-Arg-Pro-Gly

Gly-Ala-Tyr-Ala-Arg-Cys—-Pro-Asn-
Gly-Thr-Arg-Ala-Leu-Thr-Val-Ala-
Glu-Leu-Arg-Gly-Asn-Ala-Glu-Leu-
Glu-His~-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-
Pro-Gly

Leu~Ser-Glu-Ile-Lys-Gly~Val-Ile-
Val-His-Arg-Leu-Glu-Gly-Val-Glu-

His-Trp~Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly
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Taulukko 5
Keksinndén mukaiset peptidit

Peptidi
SEQ ID NO: Sekvenssi*
18 KKKFFLLTRILTIPQSLDG
(HB,T,~GG-LHRH) GEHWSY
GLRPG
19 LSEIXKXKGVIVHRLEGVGG
(MV, T, -GG~LHRH) EHWSYGLRPG
20 LSEIXGVIVHRLEGVLSET
RLEGVGGEHW YGUL PG
21 GILESRGIKARTITH DTES
{MV,T,-GG-LHRH) YGGEHW
SYGLRPG
22 KKWVRDIIDDFTNESSQKT
(TT,T,-GG-LHRH) GGEHWS
YGLRPG
23 KKDVSTIVPYIGPALNIVG
(TT,T,~GG-LHRH) GEHWSY
GLRPG
24 ALNIWDRFDVFCTLGATTG
(CTT,~GG-LHRH) YLKGNS
GGEHWSYGLRPG
25 DSETADNLEKTVAALSILYP
(DT, T,-GG-LHRH) GIGCGG
EHWSYGLRPG
26 EEIVAQSIALSSLMVAQATI
(DT,T,-GG-LHRH) PLVGEL
VDIGFAATNFVESCGGEHW
SYGLRPG
27 DIEKKIAKMEKASSVFNVYV
(PFT,-GG-LHRH) NSGGEH
WSYGLRPG
28 KWFKTNAPNGVDEXKIRIGSG
(SMT,-GG-LHRH) EHWSYG
LRPG
29 GLOQOGKIADAVEKAKGGGEHW
(TraT,T,~GG~LHRH) SYGLRPG
30 GLAAGLVGMAADAMYVEDYVN
(TraT,T,-GG~LHRH) GGEHWSYGLRPG
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Peptidi

Sekvenssi

SEQ ID NO:

31

By
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Ot >
>0
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MHA
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]
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32
(Inv-GG-HB,T,~GG-LHRH)

(I <
om
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U]
(o JU)
> >
RO
< K
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x>
Moo
0uxa
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R
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33
(Inv-GG-MV,T,~GG-LHRH)
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(Inv-GG-PT,T,~GG-LHRH)
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QO3
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35
(Inv-GG-TT,T,~GG-LHRH)
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36
(Inv-GG-TT,T,~GG~LHRH)
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37
(Inv-GG-TT,~GG-LHRH)
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o
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(SSAL1~GG-LHRH)®

EHWSYGLRPG

a )4
HH D> R

(o F B )

HH D>

RHP> K
HH P> R
4

HH P> R
D R
e 3 04 fx
HHP> K
444
L4
Ly

39
(SSAL2-GG-LHRH)"®

25

GGEHWSYGLRPG
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Peptidi
SEQ ID NO: Sekvenssi
40 TAKSKKFPSYTATYQPFGG
(Inv-GG~SSAL3-GG-LHRH)"®
DLSELXKGLLLHKLEG L~
EI DIR III RID I
v v VVvy A \'
F F FFPF F F
GGEHWSYGLRPG
41 TAKSKKFPSYTATYQPFGG
(Inv-GG~SSAL4-GG-LHRH)®
KXKKLFLLTXLLTLPGQSTLD-
RRRIKII R1II I L IR
vV VvV vy Vv I A
F FF FF F F F
\'

“Sekvenssit on esitetty standardin mukaisesti yksikirjai-
misilla aminohappokoodeilla.

*Yksinkertaisuuden vuoksi kirjaston kussakin asemassa ole-
vat aminohapot on merkitty p&dketjun alle. Muuntelematto-
mat aminohapot on mé&dritelty molaarisella arvolla yksi, ja
muuntelevat aminohapot lis&tddn synteesin aikana ekvimo-
laarisessa suhteessa riippuen varianttien lukumd&rasta
siind asemassa, ts. jos asemassa on 2 aminohappoa, kumpaa-
kin 1lis&td&n suhteessa 0,5 verrattuna muuntelemattoman
madrdédn, 3 aminohapolle suhde on 0,33, 4 aminohapolle suh-

de on 0,25, 5 aminchapolle suhde on 0,20 jne.
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Taulukko 6

T,:LHRH -synteettisten peptidien tehokkuus

a-LHRH Ab* Védhentynyt

Peptidi® Seq ID No. T,-epitooppi S.T.t gi:ﬁ::i?‘

A 10 HBs 45 40 35/90

18 18 HBs 100 85 65795

19 19 MV, T, 85 85 80/95

K 16 PT, T, 65 50 35/90

13 ™, T, 100 100 95/~

1 14 TT, T, 80 60 40/~

22 22 TT, T, - - -/95

23 23 TT, T, - - -/95
LHRH None 0 - 0 0

"kaikissa tapauksissa el&dimet saivat ekvimolaariset mdarat
peptidia, vastaten 100 pg:aa peptidid A. Peptidi annettiin
subkutaanisesti viikolla (CFA:ssa) ja viikoilla 3 ja 6
(IFA:ssa).

PNiiden el&inten osuus prosentteina, joiden LHRH~-spesifi-
set vasta-ainetiitterit olivat 1,0 nmol/l tai suuremmat.
°Niiden eldinten osuus prosentteina, joiden seerumin tes-
tosteronitasot olivat alle 0,5 moolia/l.

INiiden eldinten osuus prosentteina, joiden kivesten pai-
nojen keskiarvot olivat vdhemm&n kuin 10 % adjuvanttikont-
rolliryhmien kivesten painoista. Ensimmdinen luku on eldi-
mistd, jotka saivat peptidid subkutaanisesti; toinen luku

on eldimistd, jotka saivat peptidid intramuskulaarisesti.
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Taulukko 7
HBsAg T,: LHRH:n antamisen mikropartikkeleissa tehokkuus

Koostumus* a-LHRH Ab* RvVdhent.S.T.® Kiv. surkast.®
Detox €5 15 15
Skvaleeni + L121 85 65 65
FCA/ IFA S0 0 0
IFA/ IFA 15 0 (]
Aluna 15 15 15
Liposyyni 0 0 Y
Liposyyni + 65 35 "~ 35
avridiini

Liposyyni + 50 1] 0
L121

Liposyyni + 85 65 65
saponiini

Emulsigeeni 858 50 50
Emulsigeeni + 85 65 65
DDA-

Emulsigeeni + 100 100 100
saponiini

Suolaliuos 35 35 35
Vapaa peptidi 20 0 0
alunassa® '
Vapaa peptidi 60 40 40
. FCA/IFA*:ss4

*Sprague-Dawley-rotille annettiin 100 pg peptidid A suljet-
tuna nopeasti wvapauttaviin mikropartikkeleihin viikoilla
0, 3 ja 6. Kaikki immunisaatiot tehtiin subkutaanisesti.
Tulokset on esitetty niiden eldinten prosentuaalisina
osuuksina, joilla ilmeniv&dt osoitetut reaktiot 14 viikkoa
tutkimuksen alkamisen jalkeen.
"LHRH-spesifisten vasta-aineiden tiitterit 1,0 nmol/l tai
enemman.

‘Seerumin testosteronitasot alle 0,5 nmol/l.
‘Kivesten painot vahemmsn kuin 10 % adjuvantti-kontrolli-
ryhmien jdsenten kivesten painoista.
‘Peptidi A annettiin liukosessa muodossaan sidottuna alu-
naan.
‘Peptidi A annettiin liukoisessa muodossaan formuloituna
Freundin adjuvanttiin.
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Taulukkko 8

HBs T,: LHRH:n tehokkuus emulsiokoostumuksissa

Koostumus* a-LHRH AL® Vdhent. g.T.? Kiv. surkast.*
FCA/ IFA 80 80 60
IFA/ IFA* 80 60 40
DETOX* 60 20 o]
MPL* 60 40 o
MPL+TDE® 40 o o}
DEAE-dekstraani® 20 0 0
Liposyyni® 0 0 0
Liposyyni + B0 40 40
avridiinit®

Liposyyni + 0 0 0
L121®

ISA 51 60 40 40
ISA 720* 80 60 60
Emulsigeeni® 60 60 40
Emulsigeeni + 60 40 40
DDA*

Emulsigeeni + 0 0 0
saponiini®*

Emulsigeeni + 100 80 80
Li121*

Emulsigeeni + .60 20 20
F127*

Emulsigeeni + 60 40 40
MDP*

L121+TWEEN* 60 40 40
Aluna® 20 0 0

1
Sprague-Dawley-rotille annettiin 100 pg peptidid I formuloituna edelld esitettyihin emulsioihin
viikollla O, 3 ja 6. Kaikkl immunisaatiot tehtiin subkutaanisesti. Tulokset on esitetty niiden

eldinten prosentuaalisina osuuksina, joilla ilmenivdt osoitetut reaktiot 10 viikkoa tutkimuksen

alkamisen jdlkeen.
LHRH-spesifisten vasta-aineiden tiitterit 1,0 nmoolia/l tai enemmén.

Seerumin testosteronitasot alle 0.5 nmoolia/l.
4 Kivesten painot vihemmidn kuin 10 % adjuvantti-kontrolliryhmien jdsenten kivesten painoista.

2Eldimissd kdytettdvit adjuvantit
Ihmisissd kidytettdavat adjuvantit
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Taulukko 9
Peptidid 32 sisdltdvdn T,: LHRH -immunogeenisekoituksen
tehokkuus
Koostumus® a-LHRH Ab® Vahent. S.T.° Kiv. surkast.®
FIA 100 100 100
DETOX 100 100 100
MPL+TDE 100 100 65
MPL . 100 35 15
Skvaleeni + 100 85 85
L121
Isa 51 100 85 80
ISA 720 100 85 85
Liposyyni + 100 100 100
avridiini
Emulsigeeni 100 85 : 65
Emulsigeeni + 100 100 100
DDA
Emulsigeeni + 100 100 85
Li21
Aluna 100 100 , 100
cocktail w/o 65 35 35

pept.32 IFA*:ssd

*Sprague-Dawley-rotille annettiin 100 pg sekoitusta, joka
koostui ekvimolaarisista m8&8ristd seuraavia: Inv: GG:
HBsAg T,: GG: LHRH (peptidi 32) + MV F T,1: GG: LHRH + PT
T,2: LHRH + TT T,1: LHRH viikoilla O, 3 ja 6. Kaikki im-
munisaatiot tehtiin intramuskulaarisesti. Tulokset on il-
moitettu prosentteina niistd8 eldimistd8, joilla ilmeni
osoitetut reaktiot 10 viikkoa kokeen aloittamisen j&lkeen.
> LHRH-spesifisten vasta-aineiden tiitterit 1,0 nmol/l tai
enemman.

° Seerumin testosteronitasot alle 0,5 nmol/l.

¢ Kivesten painot vadhemm&#n kuin 10 $ adjuvantti-kontrolli-
ryhmien jasenten kivesten painoista.

¢ Samojen peptidien sekoitus ilman peptidia 32 (molaarises-
ti ekvivalenttina méddrand peptidiid 32 sisdltivédn sekoituk-
sen kanssa) formuloitiin IFA:an ja annettiin samanlaisella
tavalla kuin edella.
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Taulukko 10
Esimerkkeji universaalisista synteettisistd immunostimu-

laattoreista, joissa on GG-vdlikkeet

Sekvenssi

Peptidi
SEQ ID NO:

FGGFF

(o' L)
FYR )
=a
<
[TR%]
> O
0 A
Ay
(P 2]
M
N
nm
S
< -
=

(Inv-GG~HB,T,~GG)

55
(Inv-GG-MV,T,~GG)

10

nouy
®eo
<
K

56
(Inv-GG-PT,T,~-GG)

00
ke O
ot
> 1
=
< H
=0
>
0 &
M
2
M A
¥
v X
M H
<>

57

ATYQFGGI KK
ESSQKTGG

FPSYT
DDFTN

K K
II

TAKS
WVRD

58
(Inv~-GG~TT,T,-GG)

15

TYQFGGIK KK
LNIVGG

T A
P A

FORL

59
(Inv-GG-TT,T,~GG)

60
(GG-HB,T,~GG~-Inv)

61
(GG-MV,,T,~GG-Inv)

20

62
(GG-PT,T,-GG~Inv)

63
(GG-TT,T,~GG-Inv)

25

64
(GG=TT,T,~GG-Inv)

65
(GG-TT,~GG-Inv)

30
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Taulukko 11

Esimerkkejd peptidihapteeneista

Peptidi :

SEQ ID NO: Sekvenssi

66 KCNTATCATQRLAN LVHSS
Human Amylin NNFGAILSSTNVGSNT Y-amide

67 KCNTATCATQRLAN LVHSS
Ihmisen amyliinin N-fragmentti

68 SSNNFGA LSSTNYV SNTY
Ihmisen amyliinin C-fragmentti

€9 QLGPQGP HLVADP KKQGP
Gastriini,, WL EEEEE YGWMDF

70 QLGPQGP HLVADP KKQGP
Gastriini,, WL

71 QLGPQGP HLVADP KK Q
Gastriini,,

72 QLGPQGP H
Gastriini,,

73 QLGPQGP PPP
Gastriini,,

74 QGPWLEEEEEAYGW DF
Gastriini,

75 QGPWLEEEEERY
Gastriini,,

76 QGPWLEEE
Gastriini,,

77 VPLPAGGGTVLTKM PRGNH
GRP (gastriinia WAVGHLM

vapauttava peptidi)

78 GNHWAVGHLM
GRP 10

79 KTKGSGFFVF

IgE CH4



10

15

20

25

30

80
Chlamydia trachomatis
MOMP VDI (serovar A
c,H,I,J3,K & L3)®

81
Chlamydia trachomatis
MOMP VDI (serovar B,
Ba,D,E,L1 & L2)*

82
Chlamydia rachomatis
MOMP VDI (serovar F
& G)®

83
Chlamydia trachomatis
MOMP VDII (serovar A,
c,H,I,J3,K & L3)*

84 .
Chlamydia trachomatis
MOMP VDII (serovar B,
Ba & L2)*

85
Chlamydia trachomatis
MOMP VDII (serovar D,
E,F,G & L1)*

B6
Chlamydia trachomatis
MOMP VDIV (serovar A,
B,Ba,D,E,I,L1 & L2)"

<»rAn

(=

ts X010

(ol ¥]
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87 LAEAILDVTTLNPTIAGEKGS
Chlamydia trachomatis VTPVV I T c T
MOMP VDIV (srovar C, K A
F,G,H,J,K,L3)"

VASGSENELARA
ASANTDGDTIS
G Q

88 KGYVGAEFPLDITAGTERAAT G-
Chlamydia trachomatis T K L ALIS D
MOMP VDIII (serovar A, Q N
B,Ba,C,D,E,F,G,H,I,L1
& L3)® T KD

A

89 KGYVGAEFPLDLKAGTDGVTG-
Chlamydia trachomatis '

MOMP VDIII (serovar L2) T K D

90 [ESVQINCTRPNYNKREKRIHIG
HIV-1 MN PND PGRAFYTTKNMKIKGG

91 NNNDDSYIPSAEKILEFVKDQ

Plasmodium berghei

“Sekvenssit on esitetty standardin mukaisesti yksikirjai-
misilla aminohappokoodeilla.

*Yksinkertaisuuden vuoksi kirjaston kussakin asemassa ole-
vat aminohapot on merkitty p&ddketjun alle. Muuntelematto-
mat aminohapot on mddritelty molaarisella arvolla yksi, ja
muuntelevat aminohapot lisdtd8n synteesin aikana ekvimo-
laarisessa suhteessa riippuen varianttien lukum3&dristi
siind asemassa, ts. jos asemassa on 2 aminohappoa, kumpaa-
kin lisdtd@an suhteessa 0,5 verrattuna muuntelemattoman
mddr&ddn, 3 aminohapolle suhde on 0,33, 4 aminohapolle suh-

de on 0,25, 5 aminohapolle suhde on 0,20 jne.
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Taulukko 12

laattori-peptidihapteeni"rakenteista

Esimerkkeji "universaalisista synteettisistd immunostimu-

Peptidirakenne Sekvenssi

92 (SEQ ID NO:92) KCNTATCATQRLANPFLVHS
ihmisen amyliini- SNNFGAILSSTNVGSNTYG
GG~HBsT, -GG-1Inv GFFLLTRILTIPQEQSLDGGT
(No:66-60) AKSKKFPSYTATYQF

93 (SEQ ID NO:93) KCNTATCATQRLANFLVHS
ihmisen amyliinin SGGFFLLTRILTIPQSLDG
N-frag.-GG-HBsT,. GTAKSKKFPSYTATYQF
GG-Inv (No:67-60)

94 (SEQ ID NO:94) TAKSEKEKFPSYTATYQFGGTF
Inv-GG-HBST,~-GG—~ FLLTRILTIPQSLDGGHSS
‘ihmisen amyliinin NNFGAILSSTNVGSNTY
C-frag. (No:54-68)

95 (SEQ ID NO:95) QLGPQGPPHLVADPSKKQG
gastriini, -GG- PWLEEEEEAYGWMDF FGGTFF
HBsT,-GG-Inv LLTRILTIPQSLDGGTAKS
(No:69-60) KKFPSYTATYQF

96 (SEQ ID NO:96) QLGPQGPPHLVADPSKKQG
gastriini, N-frag.- PWULGGFFLLTRILTIPQSL
GG-HBsT,~-GG-Inv DGGTAKSEKIKFPSYTATYQF
(No:70-60)

S7 (SEQ ID NO:97) QLGPQGPPHLVADPSEKKQG
gastriini, N-frag.- GFFLLTRILTIPQSLDGGT
GG-HBsT,~GG~-Inv AKSKKFPSYTATYQF
(No:71-60)

98 (SEQ ID NO:98) QLGPQGPPHGGFFLLTRTIL
gastriini, N-frag.- TIPQSLDGGTAKS XKFPSY
GG-HBs-T,-GG-Inv TATYQF

(No:72-60)

99 (SEQ ID NO:99) TAKSKKFPSYTATYQFGGTF
Inv-GG-HBsT,-GG-gast- FLLTRILTIPQSLDGGQG?P
riini,, (No:54-74) WLEEEEERAYGWMDTF

100 (SEQ ID NO:100) TAKSKKFPSYTATYQFGGTF
Inv-GG-HBsT,-GG-gast- FLLTRILTIPQSLDGGQGTP
riini,,N-fragmentti WLEEEEERY

(No:54-75)

101 (SEQ ID NO:101) VPLPAGGGTVLTKMYPRGN
gastriinia vapaut- HWAVGHLMGGFFLLTRILT
tava peptidi HBsT, - IPQSLDGGTAKSEK K FPSYT
GG~Inv (No:77-60 ATYQTF
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102 (SEQ ID N0:102) TAKSKKF TAT QFGGTF
Inv-GG~-HBs-GG- FLLTRTIL QS L GGGNH
gastriinia vapaut- WAVGHLM
tava peptidi 10
(No:54-78)
103 (SEQ ID NO:103) KTKGSGF GGF LLTRI
IgE CH4-GG-HBST,~GG- LTIPQSL TAKSKKFPS
Inv (No:79-60) YTATYQF
104 (SEQ ID NO:104) TAKSKKTF TAT QFGGF
Inv-GG-HBsST,~GG- FLLTRIL QSL GGKTK
IgECH4 (No:54-79) GSGFFVF
105 (SEQ ID NO:105) EFQMGAA SDT GLQND-
Chlamydia E N VED E K
trachomatis MOMP K A s
VDI-GG~-HBsT,-GG-Inv R
(No:80-60)
PTTNVAR FLL RILTG-
vVa
KV
IPQSLD AKS KFPS Y-
TAT QF
106 (SEQ ID NO:106) EFQMGAK TTG A AAP S-
Chlamydia D AD ST T
trachomatis MOMP S s v
VDI-GG-HBsST,~GG-Inv
(No:81-60) TLTARGG LTR LTIZPQ-
C
SLDGGTA KFP YTAT Y-
QF
107 (SEQ ID NO:107) EFE GERA ASG TTSTL
Chlamydia
trachomatis MOMP S KL ERG LT ILTIP
VDI-GG-HBST,~GG~Inv
(No:B82-60) QS L GGT KKF SYTAT
YQF




10

15

20

25

106

108 (SEQ ID NO:108) FGTKTQSSNFNTAKLYV N T-
Chlamydia KATS D NIF I
trachomatis MOMP Y G A
VDII-GG-HBsST,~GG-Inv D
(No:83-60) X
ALNQAVVGGFFLLTRI T I-
DR
E
PQSLDGGTAKSKIKTFPS T A~
TYQF
109 (SEQ ID NO:109) F NNENQTKVSNSAFYV N M-
Chlamydia . D HAT DGTL
trachomatis MOMP K
VDII-GG-HBsT,~-G-Inv
(No:84-60) SLDQSVVGGFFLLTRI T I-
P Q LDGGTAKSKKTPFPS T A-
Q F -
110 (SEQ ID NO:110) FGDNENQKTVEKAESVEP M S-
Chlamydia GV ASKPATNATI vV Q
trachomatis MOMP TQ KD
VDII-GG-HBST,~GG~Inv T
(No:85-60) .
FDQSVVGGFFLLTRIL I P~
L N
QSLDGGTAKSK KFPSY A T-
YQF
111 (SEQ ID NO:111) SATAIFDTTTLHNPTTIA A A G-
Chlamydia L ETVL V K
trachomatis MOMP KP
VDIV-GG-HBsT,-GG-Inv
(No:86-60) DVKTSAEGQLGGGP FTFL T R-
T VAG N E A
E S N
ILTIPQSLDGGTAKSK F P-
S ATYQTF
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112 (SEQ ID N0O:112) LAEAILDVTTLNPTIAGK
Chlamydia VTPVV I T c
trachomatis MOMP K
VDIV-GG-HBsT,~GG~Inv
(No:87-60) SVVASGSENELAGGFFLL
T ASANTDGDTIS
A G Q
RILTIPQSLDGGTAZKSI KK
PSYTAT QF
113 (SEQ ID NO0O:113) KGYVGA FPLDITAGTEHRB
Chlamydia T K L ALIS D
trachomatis MOMP Q N
VDIII-GG-HBsT, -GG~
Inv (No:88-60) TGTKDGGFFLLTRILTTIP
A

S L

QF

114 (SEQ ID NO:114) K G
Chlamydia TG
S L

QF

»HO

KAGT G
RILT P
PS YT T

U3
OR<
NnoU®
3oy
> 0w
xmh
0 =y
el o
ol allv)
o3

trachomatis MOMP
VDIII-GG-HBST,~GG-
Inv (No:89-60)

115 (EsV
HIV-1 MN PND-HBsST,- AFY
GG-Inv (No:90-60) LTR

KKFPF

KO <
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SEQUENCE LISTING

{1) GENERAL INFORMATION:

(1) APPLICANT: Ladd, Anna
Wang, Chang Yi
Zamb, Timothy

(ii) TITLE OF INVENTION: Immunogenic LHRH peptide constructs and
synthetic universal immune stimulators for vaccines

(1i1i) NUMBER OF SEQUENCES: 114

(iv) :CORRESPONDENCE ADDRESS:
(A) ADDRESSEE: SCULLY, SCOTT, MURPHY & PRESSER
(B) STREET: 400 Garden City Plaza
(C) CITY: Garden City
(D) STATE: NY
(E) COUNTRY: USA
(F) ZipP: 11530

(v) COMPUTER READABLE FORM:
(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk
(B) COMPUTER: 1BM PC compatible
(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25

(vi) CURRENT APPLICATION DATA:
(A) APPLICATION NUMBER:
(B) FILING DATE:
(C) CLASSIFICATION:

(viii) ATTORNEY/AGENT INFORMATION:
(A) NAME: GROLZ, EDWARD W.
(B) REGISTRATION NUMBER: 33,705
(C) REFERENCE/DOCKET NUMBER: 9284

(ix) TELECOMMUNICATION INFORMATION:
(A) TELEPHONE: (516) 742-4343
(B) TELEFAX: (516) 742-4366

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:1:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 10 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(1i) MOLECULE TYPE: peptide
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1:

Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
1 5 10

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:2:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 15 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:2:

Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asp
1 5 10 15

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 28 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:3:

Lys Lys Leu Arg Arg Leu Leu Tyr Met Ile Tyr Met Ser Gly Leu Ala
1 5 10 15

Val His Val Ser Lys Glu Glu Gln Tyr Tyr Asp Tyr
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:4:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 17 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:4:

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

Leu

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:5:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 22 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:5:

Lys Lys Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu Arg Val Pro Lys
1l 5 10 15

Val Ser Ala Ser His lLeu
20

(2) INFORMATION FOR. SEQ ID NO:6:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 15 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:6:

Tyr Met Ser Gly Leu Ala Val Arg Val His Val Ser Lys Glu Glu
1 5 10 15

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:7:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 27 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:7:

Tyr Asp Pro Asn Tyr Leu Arg Thr Asp Ser Asp Lys Asp Arg Phe Leu



111
1 5 10 i5

Gln Thr Met Val Lys Leu Phe Asn Arg Ile Lys
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:8:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 24 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:8:

Gly Ala Tyr Ala Arg Cys Pro Asn Gly Thr Arg Ala Leu Thr Val Ala
1 5 10 15

Glu Leu Arg Gly Asn Ala Glu Leu
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:9:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 15 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:9:

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

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:10:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 28 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:10:

Lys Lys Lys Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser



112
1 5 10 15

Leu Asp Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:11:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 38 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:11:

Lys Lys Leu Arg Arg Leu Leu Tyr Met Ile Tyr Met Ser Gly Leu Ala
1 5 10 15

Val His Val Ser Lys Glu Glu Gln Tyr Tyr Asp Tyr Glu His Trp Ser
20 25 30

Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
35 :

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:12:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 25 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:12:

Tyr Met Ser Gly Leu Ala Val Arg Val His Val Ser Lys Glu Glu Glu
1 5 10 15

His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:13:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 27 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:13:

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

Leu Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:14:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 32 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:14:

Lys Lys Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu Arg Val Pro Lys
5 10 15

Val Ser Ala Ser His Leu Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25 30
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:15:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 37 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:15:

Tyr Asp Pro Asn Tyr Leu Arg Thr Asp Ser Asp Lys Asp Arg Phe Leu
10 -15%

Gln Thr Met Val Lys Leu Phe Asn Arg Ile Lys Glu His Trp Ser Tyr
20 25 30

Gly Leu Arg Pro Gly
35

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:16:



(1)

(ii)

(xi)

Gly Ala
1

Glu Leu

Pro Gly
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SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 34 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:16:

Tyr Ala Arg Cys Pro Asn Gly Thr Arg Ala Leu Thr Val Ala
5 10 15

Arg Gly Asn Ala Glu Leu Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg
20 25 30

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:17:

(1)

(ii)

(xi)

Ser Glu
1

His Trp

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 25 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:17:

Ile Lys Gly Val Ile Val His Arg Leu Glu Gly Val Leu Glu
5 10 15

Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:18:

(1)

(ii)

(xi)

Lys Lys

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 30 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:18:

Lys Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser
5 10 .15
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Leu Asp Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25 . 30

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:19:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 27 amino acids

(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:19:

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

Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:20:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 42 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:20:

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

Ser Glu Ile Lys Gly Val Ile Val His Arg Leu Glu Gly Val Gly Gly
20 25 30

Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
35 40

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:21:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 32 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:21:

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

Thr Glu Ser Tyr Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25 30

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:22:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 31 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:22:

Lys Lys Trp Val Arg Asp Ile Ile Asp Asp Phe Thr Asn Glu Ser Ser
10 15

Gln Lys Thr Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25 30

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:23:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 30 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:23:

Lys Lys Asp Val Ser Thr Ile Val Pro Tyr Ile Gly Pro Ala Leu Asn
. S 10 15
Ile Val Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly

20 25 30

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:24:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 37 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear
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(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:24:

Ala Leu Asn Ile Trp Asp Arg Phe Asp Val Phe Cys Thr Leu Gly Ala
1 5 10 15

Thr Thr Gly Tyr Leu Lys Gly Asn Ser Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr
20 25 30

Gly Leu Arg Pro Gly
35

({2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:25:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 35 amino acids
(B) TYPE: amino aciaq
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:25:

Asp Ser Glu Thr Ala Asp Asn Leu Glu Lys Thr Val Ala Ala Leu Ser
1 5 10 15

Ile Leu Pro Gly Ile Gly Cys Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu
20 25 30

Arg Pro Gly
35

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:26:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 51 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:26:

Glu Glu Ile Val Ala Gln Ser Ile Ala Leu Ser Ser Leu Met Val Ala
1 5 10 15

Gln Ala Ile Pro Leu Val Gly Glu Leu Val Asp Ile Gly Phe Ala Ala
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20 25 30

Thr Asn Phe Val Glu Ser Cys Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu
35 40 45

Arg Pro Gly
50

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:27:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 33 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(%i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:27:

Asp Ile Glu Lys Lys Ile Ala Lys Met Glu Lys Ala Ser Ser Val Phe
1 5 10 15

Asn Val Val Asn Ser Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro
20 25 30

Gly

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:28:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 29 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(%i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:28:

’Lys Trp Phe Lys Thr Asn Ala Pro Asn Gly Val Asp Glu Lys Ile Arg
1 5 10 15

Ile Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:29:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 26 amino acids
(B) TYPE: amino acid
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(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:29:

Gly Leu Gln Gly Lys Ile Ala Asp Ala Val Lys Ala Lys Gly Gly Gly
1 5 10 15

Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:30:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 31 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:30:

Gly Leu Ala Ala Gly Leu Val Gly Met Ala Ala Asp Ala Met Val Glu
1 5 10 15

Asp Val Asn Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25 30

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:31:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 32 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:31:

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

Asn Ala Asn Lys Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25 30

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:32:
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(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 45 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:32:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
1 5 10 15

Gly Gly Phe Phe lLeu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu
20 25 30

Asp Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
35 40 45

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:33:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 45 amino acids
(B) TYPE: amino ‘acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:33:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
1 5 10 15

Gly Gly Leu Ser Glu Ile Lys Gly Val Ile Val His Arg Leu Glu Gly
20 25 30

Val Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
35 40 45

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:34:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 54 amino acids

(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:34:



121

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
10 15

Gly Gly Gly Ala Tyr Ala Arg Cys Pro Asn Gly Thr Arg Ala Leu Thr
20 25 30

Val Ala Glu Leu Arg Gly Asn Ala Glu Leu Gly Gly Glu His Trp Ser
35 40 45

Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
50

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:35:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 47 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:35:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
10 15

Gly Gly Lys Lys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile
25 30

Thr Glu Leu Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
35 40 45

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:36:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 49 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:36:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
1 10 15

Gly Gly Lys Lys Trp Val Arg Asp Ile Ile Asp Asp Phe Thr Asn Glu
20 25 30

Ser Ser Gln Lys Thr Gly Gly Glu His Trp Sef Tyr Gly Leu Arg Pro
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35 40 45

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:37:

(1)

(xi)

Thr Ala
1

Gly Gly

Leu Asn

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 48 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:37:

Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
5 10 15

Lys Lys Asp Val Ser Thr Ile Val Pro Tyr Ile Gly Pro Ala
20 25 30

Ile Val Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
35 40 45

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:38:

(1)

(ix)

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 28 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 1
(D) OTHER INFORMATION: /note= "D0.50;E0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 2
(D) OTHER INFORMATION: /note="1.0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 4
(D) OTHER INFORMATION: /note= "E0.50;D0.50"

FEATURE:
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(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 5
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;10.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 6
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.50;R0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 9
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE: '
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 10
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 12
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.50;R0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 13
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 14
(D) OTHER INFORMATION: /note= "E0.50;D0.50"

(ix) FEATURE:

(A) NAME/KEY: Modified-site

(B) LOCATION: 16

(D) OTHER INFORMATION: /note="10.25;10.25;V0.25;F0.25"
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:38:

Asp Leu Ser Glu Leu Lys Gly Leu Leu Leu His Lys Leu Glu Gly Leu
1 5 10 15

Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:39:



(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

124

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 30 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 1
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.50;K0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 2 :
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.50;R0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 3
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.50;R0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 4
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 5
(D) OTHER INFORMATION: /note= "F0.34;K0.33;R0.33"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 6
{D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 7
(D) OTHER INFORMATION: /note="10.25;I0.25;V0.25;F0.25"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 9
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.50;R0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 10
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

FEATURE:



(ix)

(ix)

(1x)

(ix)

(xi)

Lys Lys
1

Leu Asp
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(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 11
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I10.25;V0.25;F0.25"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 13
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

’

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 15
(D) OTHER INFORMATION: /note=
"00.20;L0.20;10.20;F0.20V0.20"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 17
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 18
(D) OTHER INFORMATION: /note="DO0.50;R0.50"

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:39:

Lys Leu Phe Leu Leu Thr Lys Leu Leu Thr Leu Pro Gln Ser
5 10 15

Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
20 25 30

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:40:

(1)

(ii)

(ix)

(ix)

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 46 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 19
(D) OTHER INFORMATION: /note="D0.50;E0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 20
(D) OTHER INFORMATION: /note="10.25;I0.25;V0.25;F0.25"
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(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) ILLOCATION: 22
(D) OTHER INFORMATION: /note="E(0.50;D0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 23
(D) OTHER INFORMATION: /note="10.25;I0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/REY: Modified-site
(B) LOCATION: 24
(D) OTHER INFORMATION: /note—"xo 50;R0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 26
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;10.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 27
(D) OTHER INFORMATION: /note="10.25;10.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 28
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 30
(D) OTHER INFORMATION: /note="K0.50;R0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 31
(D) OTHER INFORMATION: /note="10.25;I0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 32
(D) OTHER INFORMATION: /note="E0.50;DO0.50"

(ix) FEATURE:

(A) NAME/KEY: Modified~site

(B) LOCATION: 34

(D) OTHER INFORMATION: /note="L10.25;I0.25;V0.25;F0.25"
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:40:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr G1ln Phe
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1 5 10 15

Gly Gly Asp Leu Ser Glu Leu Lys Gly Leu Leu Leu His Lys Leu Glu
20 25 30

Gly Leu Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
35 40 45

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:41:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 48 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 19
(D) OTHER INFORMATION: /note="K0.50;R0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 20
(D) OTHER INFORMATION: /note="K0.50;R0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 21
(D) OTHER INFORMATION: /note="K0.50;R0.50"

(ix) FEATURE: :
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 22
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 23
(D) OTHER INFORMATION: /note="F0.34;K0.33;R0.33"%

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 24
(D) OTHER INFORMATION: /note="10.25;I0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 25
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
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(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 27
(D) OTHER INFORMATION: /note="K0.50;R0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 28
(D) OTHER INFORMATION: /note="10.25;I0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE: S
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 29
(D) OTHER INFORMATION: /note="L0.25;I0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 31 :
(D) OTHER INFORMATION: /note="10.25;X0.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 33
(D) OTHER INFORMATION: /note=
"Q00.20;L0.20;10.20;F0.20;V0.20"

(ix) FEATURE: :
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 35. .
(D) OTHER INFORMATION: /note="10.25;10.25;V0.25;F0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 36 .
(D) OTHER INFORMATION: /note="D0.50;R0.50"

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:41:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
1 10 15

Gly Gly Lys Lys Lys Leu Phe Leu Leu Thr Lys Leu Leu Thr Leu Pro
20 , 25 . 30

Gln Ser Leu Asp Gly Gly Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly
35 40 45

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:42:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear
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(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:42:

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

Thr Glu Ser Tyr
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:43:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 17 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:43:

Trp Val Arg Asp Ile Ile Asp Asp Phe Thr Asn Glu Ser Ser Gln Lyé
1 5 10 15

Thr

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:44:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 16 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:44:

Asp Val Ser Thr Ile Val Pro Tyr Ile Gly Pro Ala Leu Asn Ile Val
1 5 10 15

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:45:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 25 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear
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(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:45:

Ala Leu Asn Ile Trp Asp Arg Phe Asp Val Phe Cys Thr Leu Gly Ala
1 5 10 15

Thr Thr Gly Tyr Leu Lys Gly Asn Ser
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:46:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 23 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:46:

Aép Ser Glu Thr Ala Asp Asn Leu Glu Lys Thr Val Ala Ala Leu Ser
1 5 10 15

Ile Leu Pro Gly Ile Gly Cys
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:47:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 39 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(x1i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:47:

Glu Glu Ile Val Ala G1ln Ser Ile Ala Leu Ser Ser Leu Met Val Ala
1 5 10 15

Gln Ala Ile Pro Leu Val Gly Glu Leu Val Asp Ile Gly Phe Ala Ala
20 25 30

Thr Asn Phe Val Glu Ser Cys
35

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:48:
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(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 21 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:48:

Asp Ile Glu Lys Lys Ile Ala Lys Met Glu Lys Ala Ser Ser Val Phe
1 5 10 15

Asn Val Val Asn Ser
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:49:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 17 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:49:

Lys Trp Phe Lys Thr Asn Ala Pro Asn Gly Val Asp Glu Lys Ile Arg
1 5 10 15

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:50:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 14 amino acids

(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:50:

Gly Leu Gln Gly Lys Ile Ala Asp Ala Val Lys Ala Lys Gly
1 5 10

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:51:



132

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 19 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:51:

Gly Leu Ala Ala Gly Leu Val Gly Met Ala Ala Asp Ala Met Val Glu
1 5 10 15

Asp Val Asn

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:52:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(1ii) MOLECULE TYPE: peptide

(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:52:

Ser Thr Glu Thr Gly Asn Gln His His Tyr Gln Thr Arg Val Val Ser
1 S 10 15

Asn Ala Asn Lys
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:53:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 16 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:53:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
1 5 10 15

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:54:
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(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 35 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:54:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
1 5 10 15

Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu
20 25 30

Asp Gly Gly
35

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:55:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 35 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:55:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
1 5 10 15

Gly Gly Leu Ser Glu Ile Lys Gly Val Ile Val His Arg Leu Glu Gly
20 25 30

Val Gly Gly
35

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:56:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 43 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:56:
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Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
5 10 15

Gly Gly Ala Tyr Ala Arg Cys Pro Asn Gly Thr Arg Ala Leu Thr
20 25 30

Ala Glu Leu Arg Gly Asn Ala Glu Leu Gly Gly
35 40

INFORMATION FOR SEQ ID NO:57:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 37 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:57:

Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
S 10 ) 15

Gly Lys Lys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile
20 25 30

Glu Leu Gly Gly
35

INFORMATION FOR SEQ ID NO:58:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 39 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:58:

Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
5 10 : 15

Gly Lys Lys Trp Val Arg Asp Ile Ile Asp Asp Phe Thr Asn Glu
20 25 30

Ser Gln Lys Thr Gly Gly
35

INFORMATION FOR SEQ ID NO:59:
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(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 38 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:59:

Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
5 10 15

Gly Lys Lys Asp Val Ser Thr Ile Val Pro Tyr Ile Gly Pro Ala
20 25 30

Asn Ile Val Gly Gly
35

INFORMATION FOR SEQ ID NO:60:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 35 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(1i) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:60:

Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu
5 10 15

Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr
20 25 30

Gln Phe
35

INFORMATION FOR SEQ ID NO:61:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 35 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:61:
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Giy Gly Leu Ser Glu Ile Lys Gly Val Ile Val His Arg Leu Glu Gly
1 5 10 15

Val Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr
20 25 30

Tyr Gln Phe
35

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:62:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 43 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:62:

Gly Gly Gly Ala Tyr Ala Arg Cys Pro Asn Gly Thr Arg Ala Leu Thr
5 10 15

val Ala Glu Leu Arg Gly Asn Ala Glu Leu Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys
20 25 30

Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
35 40

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:63:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 37 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:63:

Gly Gly Lys Lys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile
5 10 15

Thr Glu Leu Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr
20 25 30

Ala Thr Tyr Gln Phe
35

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:64:
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(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(2) LENGTH: 39 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ IDP NO:64:

Gly Gly Lys Lys Trp Val Arg Asp Ile Ile Asp Asp Phe Thr Asn Glu
1 5 10 15

Ser Ser Gln Lys Thr Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser
20 25 30

Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
35

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:65:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 38 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:65:

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

Leu Asn Ile Val Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr
20 25 30

Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
35

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:66:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 37 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:66:
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Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15

Val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn Val
20 25 ' 30

Gly Ser Asn Thr Tyr
35

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:67:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:67:

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
. 5 10 15

Val His Ser Ser
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:68:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 19 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:68:

Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn Val Gly Ser
1 5 10 15

Asn Thr Tyr

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:69:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 34 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear
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(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:69:

Gln Leu Gly Pro Gln Gly Pro Pro His Leu Val Ala Asp Pro Ser Lys
1 5 10 15

Lys Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met
20 25 30

Asp Phe

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:70:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 22 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:70:

Gln Leu Gly Pro Gln Gly Pro Pro His Leu Val Ala Asp Pro Ser Lys
1 5 10 15

Lys Gln Gly Pro Trp Leu
20

(2) INFORMATION'FOR SEQ ID NO:71:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 18 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:71:

Gln Leu Gly Pro Gln Gly Pro Pro His Leu Val Ala Asp Pro Ser Lys
1 5 10 15

Lys Gln

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:72:
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(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 9 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:72:

Gln Leu Gly Pro Gln Gly Pro Pro His
1 5

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:73:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 11 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

"(x1i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID N0:73§
Gln Leu Gly Pro Gln Gly Pro Pro Pro Pro Pro
1 5 10
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:74:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 17 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:74:

Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met Asp
1 5 10 15

Phe

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:75:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 12 amino acids
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(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:75:

Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr
1 5 10

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:76:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 8 amino acids

(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:76:

Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu
1 5

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:77:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 27 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:77:

Val Pro Leu Pro Ala Gly Gly Gly Thr Val Leu Thr Lys Met Tyr Pro
1 5 10 15

Arg Gly Asn His Trp Ala Val Gly His Leu Met
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:78:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 10 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear
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(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:78:

Gly Asn His Trp Ala Val Gly His Leu Met
1 5 10

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:79:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 10 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:79:

Lys Thr Lys Gly Ser Gly Phe Phe Val Phe
1 5 10

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:80:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 26 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 7
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.50;E0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 11
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.25;N0.25;K0.25;R0.25"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 13
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.34;V0.33;A0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 14
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.50;E0.S50"
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FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 15
(D) OTHER INFORMATION: /note= "G0.50;D0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 17
(D) OTHER INFORMATION: /note= "Q0.34;E0.33;S0.33"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 18
(D) OTHER INFORMATION: /note= “NO.50;K0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 21
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.34;V0.33;K0.33"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 22
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.34;A0.33;V0.33"

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:80:

Gln Met Gly Ala Ala Pro Thr Thr Ser Asp Thr Ala Gly Leu
5 10 15

Asp Pro Thr Thr Asn Val Ala Arg
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:81:

(1)

(ii)

(ix)

(ix)

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 24 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 6
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.50;D0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 11
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.34;A0.33;50.33"
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(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 12
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.34;D0.33;S50.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 15
(D) OTHER INFORMATION: /note= “A0.50;5S0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 16
(D) OTHER INFORMATION: /note= “A0.34;T0.33;V0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 19
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.50;T0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 21
(D) OTHER INFORMATION: /note= "“L0.50;C0.50"

(x1i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:81:

Glu Phe Gln Met Gly Ala Lys Pro Thr Thr Thr Thr Gly Asn Ala Ala
1 5 10 15

Ala Pro Ser Thr Leu Thr Ala Arg
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:82:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 25 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(1ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:82:

Glu Phe Glu Met Gly Glu Ala Leu Ala Gly Ala Ser Gly Asn Thr Thr
1 5 10 15

Ser Thr Leu Ser Lys Leu Val Glu Arg
20 25
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:83:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 26 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 6
(D) OTHER INFORMATION: /note= "Q0.50;K0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 7
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.34;A0.33;Y0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.50;T0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 9
(D) OTHER INFORMATION: /note=
“"NO0.20;50.20;G0.20;D0.20;K0.20"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 11
(D) OTHER INFORMATION: /note= "NO.50;D0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 14
(D) OTHER INFORMATION: /note= "KO0.50;N0.S50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 15
(D) OTHER INFORMATION: /note= "L0.50;I0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 16
(D) OTHER INFORMATION: /note= "V0.50;F0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 19
{D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.34;I0.33;A0.33"
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(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 22
{D) OTHER INFORMATION: /note= "N0.50;D0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 23
(D) OTHER INFORMATION: /note= "Q0.34;R0.33;E0.33"

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:83:

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

Pro Asn Thr Ala Leu Asn Gln Ala Val Val
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:84:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 24 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 3
(D) OTHER INFORMATION: /note= "NO.50;D0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 7
(D) OTHER INFORMATION: /note= "“Q0.50;H0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.50;A0.50"%

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 9
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.50;7T0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 12
(D) OTHER INFORMATION: /note= "NO0.50;D0.50"
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(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 13
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.50;G0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 14 '
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A(0.34;T0.33;K0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 15
(D) OTHER INFORMATION: /note= "F0.50;L0.50"

(x1i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:84:

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

Asn Met Ser Leu Asp Gln Ser Val Val
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:85:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 25 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 4
(D) OTHER INFORMATION: /note= "N0.50;G0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: §
(D) OTHER INFORMATION: /note= "E0.50;V0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 7
(D) OTHER INFORMATION: /note= "Q0.50;A0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
{B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.34;S0.33;T0.33"
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(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)
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FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 9
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 10
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 11
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 12
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 13
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 14
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 15
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 18
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 19
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 20
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 21
(D) OTHER INFORMATION: /note=

"T0.34;K0.33;Q0.33"
"V0.50;P0.50"
"KOtSO;AO.SO"
"A0.34;T0.33;K0.33"
"E0.25;N0.25;D0.25;T0.25"
"S0.50;A0.50"
"V0.50;I0.50"

"MO.50;V0.50"

"s0.50;Q0.50"

"F0.50;L0.50"

"D0.50;N0.50"
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:85:

Phe Gly Asp Asn Glu Asn Gln Lys Thr Val Lys Ala Glu Ser Val Pro
1 5 10 15

Asn Met Ser Phe Asp Gln Ser Val Val
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:86:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 30 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 1
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.50;L0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 3
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.34;E0.33;K0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 4
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.34;T0.33;P0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 5
(D) OTHER INFORMATION: /note= "I0.50;V0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 6
(D) OTHER INFORMATION: /note= "F0.50;L0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.50;V0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 18
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.50;K0.50"
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(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 20
(D) OTHER INFORMATION: /note= "D0.34;T0.33;E0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 22
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.50;V0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 23
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.34;A0.33;S0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 24
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.34;G0.33;N0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 27
(D) OTHER INFORMATION: /note= "G0.50;N0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 28
(D) OTHER INFORMATION: /note= "Q0.50;E0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 30
(D) OTHER INFORMATION: /note= "G0.50;A0.50"

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:86:

Ser Ala Thr Ala Ile Phe Asp Thr Thr Thr Leu Asn Pro Thr Ile Ala
1 5 10 15

Gly Ala Gly Asp Val Lys Thr Ser Ala Glu Gly Gln Leu Gly
20 25 30

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:87:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 31 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(1i) MOLECULE TYPE: peptide
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(ix)

(ix)

(ix)
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FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 3
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 4
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 5
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 6
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 16
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 18
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 20
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 22
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 23
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 24
(D) OTHER INFORMATION: /note=

"E0.34;T0.33;K0.33"

"A0.50;P0.50"

"I0.50;V0.50"

"L0.50;V0.50"

"V0.50;10.50"

"A0.50;T0.50"

"K0.50;C0.50"

"S0.34;T0.33;A0.33"

"V0.50;A0.50"

"A0.34;50.33;G0.33"

"S0.50;A0.50"
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(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 25
(D) OTHER INFORMATION: /note= "GO0.50;N0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 26
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.50;T0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 27
(D) OTHER INFORMATION: /note= "E0.50;DO.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 28
(D) OTHER INFORMATION: /note= "N0.50;GO0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 29
(D) OTHER INFORMATION: /note= "E0.34;D0.33;Q0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 30
(D) OTHER INFORMATION: /note= "L0.50;I0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 31
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.50;S0.50"

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:87:

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

Gly Lys Gly Ser Val Val Ala Ser Gly Ser Glu Asn Glu Leu Ala
20 25 30

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:88:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 24 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide
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(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 1
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.50;T0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 6
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.34;K0.33;Q0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: /note= "F0.50;L0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 11
(D) OTHER INFORMATION: /note= "D0.34;A0.33;N0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 12
(D) OTHER INFORMATION: /note= "I0.50;L0.50"

(ix) FEATURE®
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 13
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.50;I0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 14
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.50;S0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 17
(D) OTHER INFORMATION: /note= "E0.50;D0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 24
(D) OTHER INFORMATION: /note= "D0.50;A0.50"

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:88:

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

Glu Ala Ala Thr Gly Thr Lys Asp
20



154

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:89:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 24 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(x1i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:89:

Lys Gly Tyr Val Gly Ala Glu Phe Pro Leu Asp Leu Lys Ala Gly Thr
i S 10 15

Asp Gly Val Thr Gly Thr Lys Asp
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:90:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 32 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:90:

Glu Ser Val Gln Ile Asn Cys Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys
1 5 10 15

Arg Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr Lys Asn Met
20 25 30

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:91:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:91:

Asn Asn Asn Asp Asp Ser Tyr Ile Pro Ser Ala Glu Lys Ile Leu Glu
1 5 10 15
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Phe Val Lys Gln
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:92:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 55 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:92:

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15

Val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro
35 40 45 50

Gln Ser Leu Asp Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr
55 60 65

Ala Thr Tyr G1ln Pphe
70

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:93:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 55 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:93:

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15

Val His Ser Ser Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile
20 25 30

Pro Gln Ser Leu Asp Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser
35 40 45

Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
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50 55
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:94:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 33 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:94:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
1 10 15

Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu
20 25 30

Asp Gly Gly His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr
35 40 45

Asn Val Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:95:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 63 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:95:

' Gln Leu Gly Pro Gln Gly Pro Pro His Leu Val Ala Asp Pro Ser Lys Lys
1 5 10 15

Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met Asp Phe
20 25

Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asp
35 40 45

Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln
50 60 65
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(2) INFORMATION FOR SEQ 1D NO:96:

(1)

(ii)

(xi)

Gln Leu
1

Lys Gln

Thr Ile

Pro Ser
50

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 57 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:96:

Gly Pro Gln Gly Pro Pro His Leu Val

5 10

Gly Pro Trp
20 25

Pro Gln Ser
35 40

Thr Tyr Gln Phe
55

Tyr Thr Ala

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:97:

(1)

Gln Leu
1

‘Lys Gln

Ser Leu

Ala Thr
50

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 53 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

SEQUENCE DESCRIPTION:

Gly Pro Gln Gly Pro Pro His Leu Val

5 10

Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile

20 25

Asp Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys Lys

35 40

Tyr Gln Phe

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:98:

Leu Gly Gly Phe Phe Leu

Leu Asp Gly Gly Thr Ala

SEQ ID NO:97:

Ala Asp

Leu Thr

Lys Ser
45

Ala Asp

Leu Thr

Phe Pro
45

Pro Ser Lys
15

Arg Ile Leu
30

Lys Lys Phe

Pro Ser Lys
156

Ile Pro Gln
30

Ser Tyr Thr
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(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 44 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:98:

Gln Leu Gly Pro Gln Gly Pro Pro His Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr
1 5 10 15

Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asp Gly Gly Thr Ala Lys Ser
20 25 30

Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
35 40

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:99:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 50 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:99:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr G1ln Phe
1 5 10 15

Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu

20 25 30
Asp Gly Gly G1ln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp
35 40 45
Met Asp Phe

50

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:100:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 45 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide
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(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr
1 10

Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu
20 25

Asp Gly Gly Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu
40

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:101:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 62 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:

Val Pro Leu Pro.Ala Gly Gly Gly Thr Vval
1 10

Arg Gly Asn His Trp Ala Val Gly His Leu
20 25

Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser
35 40

Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala
50 55

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:102:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 43 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr
1 10

Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu

100:

Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
15

Thr Ile Pro Gln Ser Leu
30

Glu Glu Glu Ala Tyr
45

101:

Leu Thr Lys Met Tyr Pro
15

Met Gly Gly Phe Phe Leu
30

Leu Asp Gly Gly Thr Ala
45

Thr Tyr Gln Phe
60

102:

Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
15

Thr Ile Pro Gln Ser Leu
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20 25 30

Asp Gly Gly Gly Asn His Trp Ala Val Gly His Leu Met
35 40 45

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:103:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 45 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:103:

Lys Thr Lys Gly Ser Gly Phe Phe Val Phe Gly Gly Phe Phe Leu Leu
1 5 10 15

Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asb Gly Gly Thr Ala Lys
20 25 30

Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe .
35 40 45

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:104:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 33 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:104:

Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
1 5 10 15

' Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu
20 25 30

Asp Gly Gly Lys Thr Lys Gly Ser Gly Phe Phe Val Phe
35 | 40 45
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:105:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 63 amino acids



(ii)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)
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(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 7
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 11
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 13
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 14
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 15
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 17
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 18
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified~site
(B) LOCATION: 21
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 22
(D) OTHER INFORMATION: /note=

"A0.50;E0.50"

"S0.25;N0.25;K0.25;R0.25"

"T0.34;V0.33;A0.33"

"A0.50;E0.50"

"G0.50;D0.50"

"Q0.34;E0.33;S0.33"

"NO.50;K0.50"

"70.34;V0.33;K0.33"

"T0.34,;A0.33;V0.33"

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:105:
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Glu Phe Gln Met Gly Ala Ala Pro Thr Thr Ser Asp Thr Ala Gly Leu

1

5 10

15

Gln Asn Asp Pro Thr Thr Asn Val Ala Arg Gly Gly Phe Phe Leu Leu

20 25

30

Thr Arg Ile Leu Thr Gly Gly Ile Pro Gln Ser Leu Asp Gly Gly Thr

35 40

45

Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe

50

55

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:106:

(1)

(ii)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 59 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 6
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 11
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 12
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 15
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 16
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 19
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site

60

"A0.50;D0.50"

"T0.34;A0.33;50.33"

"T0.34;D0.33;S0.33"

"A0.50;S0.50"

"A0.34;T0.33;V0.33"

"S0.50;T0.50"
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(B) LOCATION: 21
(D) OTHER INFORMATION: /note= "L0.50;CO0.50"

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:106:

Glu Phe Gln Met Gly Ala Lys Pro Thr Thr Thr Thr Gly Asn Ala Ala
1 5 10 15

Ala Pro Ser Thr Leu Thr Ala Arg Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg
20 25 30

Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asp Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys
35 40 45

Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
50 55

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:107:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 60 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:107:
Glu Phe Glu Met Gly Glu Ala Leu Ala Gly Ala Ser Gly Asn Thr Thr
1 5 10 15

Ser Thr Leu Ser Lys Leu Val Glu Arg Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr
20 25 30

Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asp Gly Gly Thr Ala Lys Ser
35 40 45

Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
50 55 60

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:108:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 61 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site



(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)
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(B) LOCATION: 6
(D) OTHER INFORMATION: /note= "Q0.50;K0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 7
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.34;A0.33;Y0.33"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.50;TO0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 9
(D) OTHER INFORMATION: /note=
"NO.20;50.20;G0.20;D0.20;K0.20"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 11
(D) OTHER INFORMATION: /note= "N0.50;D0.50"

FEATURE: ,
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 14
(D) OTHER INFORMATION: /note= "KO0.50;N0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 15
(D) OTHER INFORMATION: /note= "L0.50;I0.50"%

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 16
(D) OTHER INFORMATION: /note= "V0.50;F0.50"

FEATURE:

(A) NAME/KEY: Modified-site

(B) LOCATION: 19 ,

(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.34;I0.33;A0.33"
FEATURE: :

(A) NAME/KEY: Modified-site

(B) LOCATION: 22

(D) OTHER INFORMATION: /note= "NO.50;D0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 23
(D) OTHER INFORMATION: /note= "Q0.34;R0.33;E0.33"
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:108:

Phe Gly Thr Lys Thr Gln Ser Ser Asn Phe Ash Thr Ala Lys Leu Val
1 5 10 15

Pro Asn Thr Ala Leu Asn Gln Ala Val Val Gly Gly Phe Phe Leu Leu
20 25 30

Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asp Gly Gly Thr Ala Lys
35 40 45

Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
50 55 60

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:109:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 57 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 3
(D) OTHER INFORMATION: /note= "NO.50;D0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 7
(D) OTHER INFORMATION: /note= "Q0.50;HO0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.50;A0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 9
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.50;T0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 12
(D) OTHER INFORMATION: /note= "NO0.50;D0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 13
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.50;G0.50"
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(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 14
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.34;T0.33;K0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 15
(D) OTHER INFORMATION: /note= "F0.50;L0.50"

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:109:

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

Pro Asn Met Ser Leu Asp Gln Ser Val Val Gly Gly Phe Phe Leu Leu
20 25 30

Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asp Gly Gly Thr Ala Lys
. 35 40 45

Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Gln Phe
50 55

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:110:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 60 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 4
(D) OTHER INFORMATION: /note= "N0.50;G0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 5
(D) OTHER INFORMATION: /note= "E0.50;V0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 7
(D) OTHER INFORMATION: /note= "Q0.50;A0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.34;S0.33;T0.33"



(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

Jix)

(ix)
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FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 9
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 10
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 11
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 12
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 13
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 14
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 15
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 18
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 19
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 20
(D) OTHER INFORMATION: /note=

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 21
(D) OTHER INFORMATION: /note=

"T0.34;K0.33;Q0.33"

"V0.50;P0.50"

"KO.50;A0.50"

"A0.34;T0.33;K0.33"

"E0.25;N0.25;D0.25;T0.25"

"S0.50;A0.50"

"V0.50;10.50"

"M0.50;V0.50"

"S0.50;Q0.50"

"F0.50;L0.50"

"DO.50;N0.50"
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:110:

Phe Gly Asp Asn Glu Asn Gln Lys Thr Val Lys Ala Glu Ser Val Pro
1 S 10 15

Asn Met Ser Phe Asp Gln Ser Val Val Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr
20 25 30

Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asp Gly Gly Thr Ala Lys Ser
35 40 45

Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
50 55 60

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:111:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 65 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 1
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.50;L0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 3 _
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.34;E0.33;K0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 4
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.34;T0.33;P0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 5
(D) OTHER INFORMATION: /note= "I0.50;V0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 6
(D) OTHER INFORMATION: /note= "F0.50;L0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: :  /note= "T0.50;V0.50"



(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(xi)

Ser Ala
1

Gly Ala

Phe Phe

Gly Thr
50
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"A0.50,;K0.50"

"D0.34;T0.33;E0.33"

"K0.50;V0.50"

"T0.34;A0.33;S0.33"

"S0.34;G0.33;N0.33"

"G0.50;N0.50"

"Q0.50;E0.50"

"G0.50;A0.50"

FEATURE:

(A) NAME/KEY: Modified-site

(B) LOCATION: 18

(D) OTHER INFORMATION: /note=
FEATURE:

(A) NAME/KEY: Modified-site

(B) LOCATION: 20

(D) OTHER INFORMATION: /note=
FEATURE:

(A) NAME/KEY: Modified-site

(B) LOCATION: 22

(D) OTHER INFORMATION: /note=
FEATURE:

(A) NAME/KEY: Modified-site
" (B) LOCATION: 23

(D) OTHER INFORMATION: /note=
FEATURE:

(A) NAME/KEY: Modified-site

(B) LOCATION: 24

(D) OTHER INFORMATION: /note=
FEATURE:

(A) NAME/KEY: Modified-site

(B) LOCATION: 27

(D) OTHER INFORMATION: /note=
FEATURE:

(A) NAME/KEY: Modified-site

(B) LOCATION: 28

(D) OTHER INFORMATION: /note=
FEATURE:

(A) NAME/KEY: Modified-site

(B) LOCATION: 30

(D) OTHER INFORMATION: /note=
SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:111:

Thr Ala Ile Phe Asp Thr Thr Thr Leu Asn Pro Thr Ile Ala

5 10

15

Gly Asp Val Lys Thr Ser Ala Glu Gly Gln Leu Gly Gly Gly

20 25

30

Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asp Gly

35 40

45

Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln

55

60
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Phe
65

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:112:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 66 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 2
(C) OTHER INFORMATION: /note=

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 3
(D) OTHER INFORMATION: /note=

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 4
(D) OTHER INFORMATION: /note=

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 5
(D) OTHER INFORMATION: /note=

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 6
(D) OTHER INFORMATION: /note=

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: /note=

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 16
(D) OTHER INFORMATION: /note=

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 18
(D) OTHER INFORMATION: /note=

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 20
(D) OTHER INFORMATION: /note=

A0.50;V0.50

"E0.34;T0.33;K0.33"

"A0.50;P0.50"

"I0.50;VD0.50"

"L0.50;V0.50"

"V0.50;10.50"

"A0.50;T0.50"

"K0.50;C0.50"

"S0.34;T0.33;A0.33"



171

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 22
(D) OTHER INFORMATION: /note= "V0.50;A0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 23
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.34;S0.33;G0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 24
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.50;A0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 25
(D) OTHER INFORMATION: /note= "G0.50;N0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 26
(D) OTHER INFORMATION: /note= "S0.50;T0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 27
(D) OTHER INFORMATION: /note= "E0.50;D0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 28
(D) OTHER INFORMATION: /note= "NO0.50;G0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 29
(D) OTHER INFORMATION: /note= "E0.34;D0.33;Q0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 30
(D) OTHER INFORMATION: /note= "L0.50;I0.50"

(ix) FEATURE:

(A) NAME/KEY: Modified~-site

(B) LOCATION: 31

(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.50;50.50"
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:112:

Leu Ala Glu Ala Ile Leu Asp Val Thr Thr Leu Asn Pro Thr Ile Ala



1 5 i0 i5

Gly Lys Gly Ser Val VvVal Ala Ser Gly Ser Glu Asn Glu Leu Ala Gly
20 25 30

Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asp
35 40 45

Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys Lys Phe Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr
50 55 60

Gln Phe
65

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:113:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 59 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 1
(D) OTHER INFORMATION: /note= "K0.50;TO0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
 (B) LOCATION: 6
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.34;K0.33;Q0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 8
(D) OTHER INFORMATION: /note= "F0.50;L0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 11
(D) OTHER INFORMATION: /note= "D0.34;A0.33;N0.33"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 12
(D) OTHER INFORMATION: /note= "I0.50;L0.50"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 13
(D) OTHER INFORMATION: /note= "T0.50;I0.50"



(ix)
(ix)

(ix)

(xi)

Lys Gly
1
Glu Ala

Ile Leu

Lys Phe
50
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FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 14
(D) OTHER INFORMATION: /note= "A0.50;S0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 17
(D) OTHER INFORMATION: /note= "EO0.50;D0.50"

FEATURE:
(A) NAME/KEY: Modified-site
(B) LOCATION: 24
(D) OTHER INFORMATION: /note= "DO0.50;A0.50"

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:113:

Tyr Val Gly Ala Glu Phe Pro Leu Asp Ile Thr Ala Gly Thr
5 10 15

Ala Thr Gly Thr Lys Asp Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg
20 25 30

Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asp Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys
35 40 45

Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
55

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:114:

(1)

(ii)
(xi)
"Lys Gly
1
Asp Gly
Ile Leu

Lys Phe
50

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 59 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:114:

Tyr Val Gly Ala Glu Phe Pro Leu Asp Leu Lys Ala Gly Thr
5 10 15

Val Thr Gly Thr Lys Asp Gly Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg
20 25 30

Thr Ile Pro Gln Ser Leu Asp Gly Gly Thr Ala Lys Ser Lys
35 40 45

Pro Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Gln Phe
55
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Patenttivaatimukset

1. Peptidi, joka stimuloi immuunivastetta LERH:ta
vastaan nisdkkédédssd, tunnettu siitd, ettd se ké&-
sittdd auttaja-T-soluepitoopin (Th) ja luteinisocivaa hor-
monia wvapauttavan hormonin (LHRH), jolloin mainittu LHRH
on mainitun peptidin karboksyylip&dassi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen peptidi, t un -
nettu siit8, ettd mainittua peptidid edustaa kaava
(A),-(Th),-(B),-LHRH, jossa A on toisista riippumatta amino-
happo, a-NH,, tripalmitoyylikysteiini, rasvahappo, invasii-
nidomeeni tai vastaavan invasiinidomeenin immunostimuloiva
analogi; B on aminohappo; kukin Th on toisista riippumatta
aminohapposekvenssi, joka k&sitt&& auttaja-T-soluepitoo-
pin, tai sen immuunivastetta tehostava analogi tai seg-
mentti; LHRH on luteinisoivaa hormonia wvapauttava hormoni
tai sen immunogeeninen analogi; n on yhdestd noin Kym-
meneen, m on yhdestd noin neljddn ja o on nollasta noin
kymmeneen.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen peptidi, t u n -
nettu siitd, ettd immunisaatio mainitulla peptidilld
kykenee saamaan aikaan seerumin testosteronin vdhenemisen
alle 10 %:iin normaaliarvoista.

4., Patenttivaatimuksen 2 mukainen peptidi, t un -
nettu siitd, ettd immunisaatio mainitulla peptidilla
aiheuttaa eturauhasen surkastumista tai estdd sen kasvua.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen peptidi, t un -
nettu siitd, ettd mainitun peptidin aminohapposek-
venssi on SEQ ID NO: 1.

6. Patenttivaatimuksen 2 mukainen peptidi, t un -
nettu siitd, ettd mainitun Th:n aminohapposekvenssi
vélitaan mistd tahansa SEQ ID NO:ista 2 - 9 tai 42 - 52,

tai niiden analogista tai segmentistd.
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7. Patenttivaatimuksen 2 mukainen peptidi, t un -
nettu siitd, ettd mainitun peptidin aminohapposek-
venssi on mikd tahansa SEQ ID NO:ista 10 - 41.

8. Patenttivaatimuksen 2 mukainen peptidi, t un -
nettu siitd, ettd vadhintdan yksi A on invasiinidomee-
ni.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen peptidi, t un -
nettu siitd, ettd n on 4 ja A on a-NH,, invasiinido-
meeni, glysiini ja glysiini t&8ss8 jdrjestyksesséi.

10. Patenttivaatimuksen 2 tai 9 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainitun invasiinidomeenin
sekvenssi on SEQ ID NO: 53.

11. Peptidi, tunnet tu siitd, ettd sen ami-
nohapposekvenssi on SEQ ID NO: 10, 13, 16, 18, 19, 32 tai
38.

12. Rokotekoostumus, t unnet tu siitda, ettéd
se kdsittdd immunologisesti tehokkaan m&&r&n patenttivaa-
timuksen 1, 2, 7, 8 tai 11 mukaista peptidid ja farmaseut-
tisesti hyvadksyttdvan kantajan.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen rokotekoostu-
mus, tunnettu siitd, ettd mainittu immunologisesti
tehokas mddrd mainittua peptidid on noin 0,5 pg - noin
1 mg kilogrammaa ruumiinpainoa kohti annosta kohti.

14. Menetelmd hedelmdttdomyyden indusoimiseksi ni-
sgkkaidlle, tunnettu siitd, ettd menetelmidssada an-
netaan mainitulle nisdkkddlle patenttivaatimuksen 12 mu-
kaista rokotekoostumusta aikana, joka on riittdva tuotta-
maan hedelmd&ttomdn tilan mainitulle nisakk&idlle.

15. Menetelmd LHRH:n aktiivisuuden suppressoimisek-
si nisdkkddssd, tunnet tu siita, ettd menetelmassid
annetaan mainitulle nisdkkddlle minkd tahansa patenttivaa-
timuksista 1, 2, 7, 8 tai 11 mukaista peptidi& ajanjakso,
joka on riittévad pienentdmdn mainitun LHRH:n tasoja seeru-

missa.
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16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd mainittu LHRH-aktiivisuuden
suppressio on eturauhasen liikakasvun, androgeenista riip-
puvaisen karsinooman, eturauhaskarsinooman, kiveskarsinoo-
man, endometrioosin, hyvanlaatuisten kohdun kasvainten,
toistuvien toiminnallisten munasarjakystojen, (vakavan)
premenstruaalisyndrooman tai estrogeeneista riippuvaisten
rintakasvaimien hoitamiseksi; estrogeenistd riippuvaisen
rintasybvén estdmiseksi tai hedelmdttdmyyden indusoimisek-
si.

17. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelm&,
tunnettu siitd, ettd mainittu LHRH-aktiivisuuden
suppressio on 'karjun merkin' v&hentédmiseksi sioista, koi-
rien tai kissojen kastroimiseksi immunologisesti tai orien
kuohitsemiseksi.

18. Peptidikoostumus, t unne t t u siita, etta
se ké&sittda kahden tai useamman patenttivaatimuksen 1, 2,
7, 8 tai 11 mukaisen peptidin seoksen.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd mainittu seos kédsittdd yhdis-
telmdn peptideistd, joiden aminohapposekvenssit ovat SEQ
ID NOt: 13, 16, 18 ja 19.

20. Patenttivaatimuksen 18 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd mainittu seos kdsittdd yhdis-
telm&n peptideistd, joiden aminohapposekvenssit ovat SEQ
ID NOt: 13, 16, 19 ja 32.

21. Noin 30:sta noin 90:88n aminohapon pituinen
synteettinen peptidi, t unne t tu siitd, ettd se ké&-
sittédd immunostimuloivan invasiinidomeenin, auttaja-T-solu
(Th) -epitoopin ja peptidihapteenin.

22, Patenttivaatimuksen 21 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainittu peptidi stimuloi
immuunivasteen mainittua peptidihapteenia wvastaan.

23. Patenttivaatimuksen 21 tai 22 mukainen peptidi,

tunnettu siitd, ettd mainitun invasiinidomeenin
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aminohapposekvenssi on SEQ ID NO: 53 tai mainittua sek-
venssid vastaava immunostimuloiva analogi.

24. Mink&8 tahansa patenttivaatimuksista 21 - 23
mukainen peptidi, tunnettu siitd8, ettd mainitun
T,-epitoopin aminohapposekvenssi valitaan mistd tahansa SEQ
ID NO:ista 2 - 9, 42 - 52 tai mainittua sekvenssii vastaa-
vasta immuunivastetta tehostavasta analogista tai segmen-
tists.

25. Mink3 tahansa patenttivaatimuksista 21 - 24
mukainen peptidi, tunnet<ttu siita, ettd mainitun
peptidihapteenin aminohapposekvenssi valitaan mistd tahan-
sa SEQ ID NO:ista 1, 66 - 91 tai mainittua sekvenssii vas-
taavasta immunogeenisest& analogista.

26. Mink& tahansa patenttivaatimuksista 21 - 25
mukainen peptidi, tunnettu siitd, ettd mainitun
peptidin aminopddhan on kovalenttisesti sidottuna (A),,
jolloin A on toisista riippumatta aminohappo, a-NH,, tri-
palmitoyylikysteiini tai rasvahappo; ja n on yhdestd noin
kymmeneen.

27. Mink& tahansa patenttivaatimuksista 21 - 26
mukainen peptidi, tunnettu siitd, ettd8 mainittu
invasiinidomeeni, mainittu T,~-epitooppi ja mainittu pepti-
dihapteeni ovat aminchapporyhmi#d, jotka ovat kovalentti-
sesti yvhteen liitetyt missd tahansa jarjestyksessd, joka
sdilyttdsd olennaisesti immunoreaktiivisyyden, ja vdlikkeen
(B), ollessa minkd tahansa kahden mainituista ryhmist& v&-
lissd, jolloin B on itsendisesti mik& tahansa aminohappo
ja o on nollasta noin kymmeneen.

28. Patenttivaatimuksen 27 mukainen peptidi,
tunnettu siitid, ettd o on kaksi ja B on glysiini
ja glysiini.

29. Patenttivaatimuksen 21 tai 22 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainitun peptidin aminohap-
posekvenssi on mikd tahansa SEQ ID NO:ista 92 - 114 tai
peptidi 115.
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30. Patenttivaatimuksen 22 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainittu peptidihapteeni on
amyliini tai sen immunogeeninen analogi.

31. Patenttivaatimuksen 30 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainitun peptidihapteenin
aminohapposekvenssi on mikd@ tahansa SEQ ID NO:ista 66 -
68.

32. Patenttivaatimuksen 22 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainittu peptidihapteeni on
gastriini,,, gastriini,, tai niiden immunogeeninen analogi.

33. Patenttivaatimuksen 32 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainitun peptidihapteenin
aminohapposekvenssi on mik& tahansa SEQ ID NO:ista 69 -
76.

34. Patenttivaatimuksen 22 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainittu peptidihapteeni on
gastriinia vapauttava peptidi tai sen immunogeeninen ana-
logi.

35. Patenttivaatimuksen 34 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainitun peptidihapteenin
aminohapposekvenssi on mik& tahansa SEQ ID NO:ista 77 tai
78.

36. Patenttivaatimuksen 22 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainittu peptidihapteeni on
peptidi IgE-molekyylin CH4-domeenista tai sen immunogeeni-
nen analogi.

37. Patenttivaatimuksen 36 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainitun peptidihapteenin
aminohapposekvenssi on SEQ ID NO: 79.

38. Patenttivaatimuksen 22 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainittu peptidihapteeni on

Chlamydia trachomatisin pddasiallisen ulkomembraaniprote-

iinin (MOMP) muunteleva domeeni (VDI-IV) tai sen immuno-

geeninen analogi.
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39. Patenttivaatimuksen 38 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainitun peptidihapteenin
aminohapposekvenssi on mik#3 tahansa SEQ ID NO:ista 80 -
89.

40. Patenttivaatimuksen 22 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd peptidihapteeni on HIV V3:n
piddasiallinen neutraloiva domeeni tai sen immunogeeninen
analogi.

41. Patenttivaatimuksen 40 mukainen peptidi,
tunnettu siitd, ettd8 mainitun peptidihapteenin
aminohapposekvenssi on SEQ ID NO: 90.

42. Rokotekoostumus, t unne t tu siitd, ettd
se kdsittdd8 immunologisesti tehokkaan m&&rdn patenttivaa-
timuksen 30 - 41 mukaista peptidid ja farmaseuttisesti

hyvdksyttdvdn kantajan.
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