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KIRJELDUS

LEIUTISE VALDKOND

(0001) Kéesolev leiutis kisitleb iildiselt inimese uudse tsiitokiini, mida siin tdhistatakse kui

interleukiin 17A/F (IL-17A/F), identifitseerimist ja eraldamist.

LEIUTISE EELDUS

(0002) Muude toimete hulgas on rakuvilistel valkudel tihtis roll hulkraksete organismide
moodustumises, diferentseerumises ja sdilitamises. Tiiipiliselt juhitakse paljude liksikute rak-
kude saatust, néiteks prolifereerumist, migreerumist, diferentseerumist ning vastasmoju teiste
rakkudega, teabega, mis périneb teistest rakkudest ja/v3i vahetust keskkonnast. Seda teavet
antakse tihti edasi sekreteeritavate poliipeptiididega (néiteks mitogeensete faktorite, elumus-
faktorite, tsiitotoksiliste faktorite, diferentseerumisfaktorite, neuropeptiidide ja hormooni-
dega), mida omakorda vdetakse vastu ja tdlgendatakse mitmesuguste rakuliste retseptorite
vOi membraaniseoseliste valkudega. Harilikult 1abivad need sekreteeritavad poliipeptiidid voi
signaalmolekulid rakulise sekretsiooniraja, et jdouda oma toimekohta rakuvélises keskkonnas.

(0003) Sekreteeritavatel valkudel on mitmesuguseid toostuslikke rakendusi, sealhulgas ravi-
mite, diagnostiliste agensite, biosensorite ja bioreaktoritena. Enamus kéesolevalt kattesaada-
vatest ravimvalkudest, nagu tromboliiiitilised agensid, interferoonid, interleukiinid, eriitro-
poetiinid, kolooniat stimuleerivad faktorid ja mitmesugused muud tsiitokiinid, on sekretee-
ritavad valgud. Nende retsptoritel, milleks on membraanivalgud, on samuti potensiaal ravi-
vOi diagnostiliste agensitena.

(0004) Muude toimete hulgas vdib rakuvilistel valkudel olla téhtis roll hulkraksete organis-
mide moodustumises, diferentseerumises ja sdilimises. Tiitipiliselt juhitakse paljude liksikute
rakkude saatust, nditeks prolifereerumist, migreerumist, diferentseerumist ning teiste rakku-
dega vastasmoju, teabega, mis parineb teistest rakkudest ja/vdi vahetust keskkonnast. Seda
teavet kantakse tihti iile sekreteeritavate poliipeptiididega (nditeks mitogeensete faktorite,
elumusfaktorite, tsiitotoksiliste faktorite, diferentseerumisfaktorite, neuropeptiidide ja hor-
moonidega), mida omakorda voetakse vastu ja tolgendatakse mitmesuguste rakuliste retsep-
torite vOi membraaniseoseliste valkude poolt. Sellised membraaniseoselised valgud ja raku-

lised retseptorid hdlmavad, nendega piirdumata, tsiitokiinide retseptoreid, retseptorkinaase,
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retseptorfosfataase, rakk-rakk vastasmdjudesse kaasatud retseptoreid ja rakulisi adhesiinimo-
lekule, nagu selektiinid ja integriinid. Naiteks rakkude kasvu ja diferentseerumist regulee-
rivate signaalide transduktsiooni reguleeritakse osaliselt mitmesuguste rakuliste valkude fos-
fortitilimisega. Valgu tiirosiinkinaasid, mis on seda toimingut kataliiiisivad ensiitimid, voivad
toimida ka kasvufaktorite retseptoritena. Naited holmavad fibroblasti kasvufaktori retseptorit
ja narvi kasvufaktori retseptorit.

(0005) Sarnaselt sekreteeritavate valkudega on membraaniseoselistel valkudel ja retseptor-
molekulidel mitmesuguseid toostuslikke rakendusi, sealhulgas ravim- ja diagnostiliste agen-
sitena. Naiteks vdib retseptor-immunoadhesiine rakendada raviagensitena retseptori-ligandi
vastasmojude tokestamiseks. Membraaniseoselisi valke v3ib rakendada ka asjakohase retsep-
tori-ligandi vastasmdju voimalike peptiidsete voi viikese molekuliga inhibiitorite skriini-
miseks.

(0006) Toostuses ja akadeemilises sfadris on tehtud joupingutusi uute natiivsete sekretee-
ritavate valkude ja natiivsete retseptorite voi membraaniseoseliste valkude identifitseerimi-
seks. Paljud joupingutused keskenduvad inimese rekombinantsete DNA-kogude skriinimi-
sele, et identifitseerida uudseid sekreteeritavaid valke kodeerivaid jirjestusi. Skriinimismee-
todite nditeid on kirjanduses kirjeldatud (vaadake nditeks Klein et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
93:7108-7113 (1996); US patent nr 5536637).

(0007) Sellega seoses késitleb kdesolev leiutis interleukiin-17 (IL-17) perekonda, mille puhul
on nididatud seost immuunvahendatud ja poletikulise haigusega, kuuluvate uudsete sekretee-
ritavate poliipeptiidide identifitseerimist. Immuunseoselised ja pdletikulised haigused on
kiillaltki keerukate, tihti mitmeti omavahel iihendatud bioloogiliste radade, mis normaalse
fiisioloogia puhul on iiliolulised reageerimiseks vigastusele vdi kahjustusele, algatavad taas-
tumise vigastusest vOi kahjustusest ning seadistavad kaasasiindinud ja omandatud immuun-
suse voororganismide vastu, ilming voi tagajiarg. Haigus vOi patoloogia ilmneb, kui need
normaalsed flisioloogilised rajad pdhjustavad lisavigastuse voi —kahjustuse, mis on otseselt
seotud vastuse intensiivsusega, on ebanormaalse reguleerimise voi lilemédirase stimuleerimise
tagajarg, reaktsioon organismi enda vastu voi nende kombinatsioon.

(0008) Kuigi nende haiguste teke hdlmab tihti paljude etappidega radasid ning tihti holmab
see paljusid erinevaid bioloogilisi silisteeme/radasid, voib kriitlises punktis, mis iihes voi

enamas nendest radades esineb, sekkumisel olla leevendav voi ravitoime. Ravisekkumine
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vOib ilmneda kahjuliku protsessi/raja antagonismina voi kasuliku protsessi/raja stimuleeri-
misena.

(0009) Paljud immuunseoselised haigused on tuntud ja neid on ulatuslikult uuritud. Sellised
haigused holmavad immuunvahendatud pdletikulisi haigusi (nagu reumatoidartriit, immuun-
vahendatud neeruhaigus, maksa-sapihaigused, pdletikuline soolehaigus (inflammatory bowel
disease - IBD), proriaas ja astma), mitte-immuunvahendatud pdletikulisi haigusi, nakkushai-
gusi, immuunpuudulikushaigusi, kasvajaid jne.

(0010) T-liimfotsiitidid (T-rakud) on imetaja immuunvastuse oluline koostisosa. T-rakud tun-
nevad dra antigeene, mis on seotud organismi enda molekuliga, mida kodeeritakse peamise
koesobivuskompleksi (major histocompatibility complex - MHC) geenidega. Antigeen voib
koos MHC-molekulidega olla esitletud antigeeni esitlevate rakkude pinnal, viirusega nakatu-
nud rakkudel, vdhirakkudel, siiratud rakkudel jne. T-raku siisteem kdrvaldab need muutunud
rakud, mis kujutavad ohtu peremees-imetaja tervisele. T-rakud hdolmavad T-abistajarakke ja
tsiitotoksilisi T-rakke. Pérast antigeeni esitleval rakul oleva antigeeni-MHC-kompleksi dra-
tundmist prolifereeruvad T-abistajarakud ulatuslikult. T-abistajarakud sekreteerivad ka erine-
vaid tsiitokiine, néiteks liimfokiine, millel on keskne roll B-rakkude, tsiitotoksiliste T-rak-
kude ja mitmesuguste muude, immuunvastuses osalevate rakkude aktiveerimises.

(0011) Nii humoraalse kui rakuvahendatud immuunvastuste puhul on keskne siindmus
T-abistajarakkude aktiveerumine ja klonaalne ekspansioon. T-abistajaraku aktiveerumine
algatatakse T-raku retseptori (T cell receptor - TCR) — CD3 kompleksi vastasmojuga anti-
geeni-MHC kompleksiga, mis on antigeeni esitleva raku pinnal. See vastasmdju vahendab
biokeemiliste siindmuste kaskaadi, mis indutseerib puhkeseisundis oleva T-abistajaraku sise-
nemise rakutsiiklisse (lilemineku GO-st G1) ning selle tulemuseks on IL-2 ja monikord IL-4
korge afiinsusega retseptori ekspresseerumine. Aktiveeritud T-rakk areneb 1dbi proliferee-
rumise ja diferentseerumise tsiikli médlurakkudeks voi efektorrakkudeks.

(0012) Lisaks TCR-ga vahendatud signaalidele hdlmab T-rakkude aktiveerumine ka kaassti-
muleerimist, mis indutseeritakse antigeeni esitleva raku poolt vabastatavate tsiitokiinide voi
antigeeni esitleva raku ja T-raku membraaniseoseliste molekulide vastasmdjuga. On néida-
tud, et tstitokiinid IL-1 ja IL-6 pakuvad kaasstimuleerimissignaali. Lisaks on antigeeni esit-
leva raku pinnal ekspresseeruva molekuli B7 ja T-raku pinnal ekspresseeruvate molekulide

CD28 ja CTLA-4 vahelisel vastasmdjul T-rakku aktiveeriv toime. Aktiveerunud T-rakkudel
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on ekspresseeritavate rakuliste adhesioonimolekulide, nagu ICAM-1, integriinid, VLA-4,
LFA-1, CD56 jne, arv suurenenud.

(0013) T-raku prolifereerumine liimfotsiilitide segakultuuris voi liimfotsiilitide segareakt-
sioonis (mixed lymphocyte reaction — MLR-is) on iihendi immuunsiisteemi stimuleeriva
vOime viljakujunenud ilming. Paljude immuunvastuste puhul infiltreeruvad pdletikuga seo-
tud rakud kahjustuse voi nakatumise kohta. Migreeruvad rakud vdivad olla neutrofiilid, eosi-
nofiilid, monotsiiiidid voi liimfotsiitidid, mida vdib méadrada haigestunud kudede histoloogi-
lise uuringuga; Current Protocols in Immunology, toim. John E. Coligan, 1994, John Wiley
& Sons, Inc.

(0014) Immuunseoselisi haigusi voib ravida, surudes maha immuunvastuse. Neutraliseerivate
antikehade, mis inhibeerivad immunostimuleeriva aktiivsusega molekule, kasutamine voiks
olla kasulik immuunvahendatud ja podletikuliste haiguste ravis. Molekule, mis inhibeerivad
immuunvastust, voib rakendada (valke otseselt voi antikeha agonistide kasutamise kaudu), et
inhibeerida immuunvastust ning leevendada sellega immuunseoselist haigust.

(0015) Interleukiin-17 (IL-17) on T-rakupdhine pdletikku soodustav molekul, mis stimuleerib
epiteeli- ja endoteelirakke ning fibroblaste tootma muid pdletikulisi tsiitokiine ja kemokiine,
sealhulgas IL-6, IL-8, G-CSF ja MCP-1 (vaadake Yao, Z. et al., J. Immunol., 122(12):5483-
5486 (1995); Yao, Z. et al., Immunity, 3(6):811-821 (1995); Fossiez, F. et al., J. Exp. Med.,
183(6): 2593-2603 (1996); Kennedy, J. et al., J. Interferon Cytokine Res., 16(8):611-7
(1996); Cai, X. Y. et al., Immunol. Lett, 62(1):51-8 (1998); Jovanovic, D. V. et al., J.
Immunol., 160(7):3513-21 (1998); Laan, M. et al., J. Immunol., 162(4):2347-52 (1999);
Linden, A. et al., Eur. Respir. J., 15(5):973-7 (2000) ja Aggarwal, S., Gurney, A. L., J.
Leukoc. Biol., 71(1):1-8 (2002)). IL-17 on samuti siinergiline teiste tsiitokiinidega, mille hul-
gas on TNF-a ja IL-1p, et edasi indutseerida kemokiinide ekspresseerimist (Chabaud, M. et
al., J. Immunol., 161(1):409-14 (1998)). Interleukiin-17 (IL-17) on pleiotroopsed bioloogi-
lised aktiivsused erinevatele rakutiiiipidele. IL-17-el on ka vdime indutseerida ICAM-1
ekspressiooni pinnal, T-rakkude prolifereerumist ning inimese CD34 -eellasrakkude kasvu ja
diferentseerumist neutrofiilideks. IL-17 on seostatud ka luu metabolismiga ning on pakutud,
et sellel on oluline roll patoloogilistes seisundites, nagu reumatoidartriit ja luuimplantaatide
1ddvenemine, mida iseloomustab aktiveeritud T-rakkude esinemine ja TNF-a tootmine (Van
Bezooijen et al., J. Bone Miner. Res., 14:1513-1521 (1999)). Leiti, et reumatoidartriidiga

patsientide siinoviaalkoest parinevad aktiveeritud T-rakud sekreteerisid suuremas koguses
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IL-17 kui rakud, mis périnesid tervetest indiviididest vOi osteoartriidiga patsientidest
(Chabaud et al., Arthritis Rheum., 42:963-970 (1999)). Pakuti, et see pdletikku soodustav
tsiitokiin panustab aktiivselt siinoviaalkoe pdletikku reumatoidartriidi korral. Niib, et IL-17
panustab reumatoidartriidi patoloogiasse veel {ihe mehhanismiga, mis on erinev selle pole-
tikku soodustavast rollist. Naiteks on ndidatud, et IL-17 indutseerib osteoklasti diferent-
seerumise faktori (osteoclast differentation factor — ODF-1) mRNA ekspressiooni osteoblas-
tides (Kotake et al., J. Clin. Invest., 103:1345-1352 (1999)). ODF stimuleerib eellasrakkude
diferentseerumist osteklastideks, mis on luustumisse kaasatud rakud. Kuna reumatoidart-
riidiga patsientide liigesevedelikus on IL-17 tase mirkimisvairselt suurenenud, siis néib, et
IL-17 poolt indutseeritava osteoklasti moodustumisel on otsustav roll luustumisel reumatoid-
artriidi puhul. Arvatakse ka, et IL-17-el on votmeroll kindlate teiste autoimmuunhiirete
puhul, nagu hulgiskleroos (Matusevicius et al., Mult. Scler., 5:101-104 (1999); Kurasawa, K.
et al., Arthritis Rheu., 43(11):2455-63 (2000)) ja psoriaas (Teunissen, M. B. et al., J. Invest.
Dermatol., 111(4):645-9 (1998); Albanesi, C. et al., J. Invest. Dermatol., 115(1):81-7 (2000)
ja Homey, B. et al., J. Immunol., 164(12):6621-32 (2000)) puhul.

(0016) Lisaks on niidatud, et rakusisese signaalimisega stimuleerib IL-17 Ca*" sissevoolu ja
cAMP vihenemist inimese makrofaagides (Jovanovic et al., J. Immunol., 160:3513 (1998)).
IL-17-ga toodeldud fibroblastides indutseeritakse NF-kB aktiveerimine (Yao et al.,
Immunity, 3:811 (1995), Jovanovic et al., supra), samas kui IL-17-ga to6deldud makrofaa-
gides aktiveeritakse NF-kB ja mitogeeniga aktiveeritavad valgukinaasid (Shalom-Barek et
al., J. Biol. Chem., 273:27467 (1998)). Lisaks on IL-17-¢ jdrjestusel sarnasus imetaja tsiito-
kiinisarnase faktoriga 7, mis on hdlmatud luu ja kohre kasvu. Muud valgud, millega IL-17-¢
jarjestusel on sarnasus, on inimese embriiopédrane interleukiinisarnane faktor (embryo-derived
interleukin-related factor - EDIRF) ja interleukiin-20.

(0017) IL-17—e laiaulatuslike toimetega kooskdlas on leitud, et raku pinnal paiknev IL-17
retseptor on laialdaselt ekspresseeritud paljudes kudedes ja rakutiilipides (Yao et al.,
Cytokine, 9:794 (1997)). Inimese IL-17 retseptori (IL-R-1) aminohapete jirjestuse (866 ami-
nohapet) pohjal on ennustav {ithe membraani ldbiva domeeniga ja pika, 525 aminohappe
pikkuse rakusisese domeeniga valk ning see retseptori jrjestus on unikaalne ega ole sarnane
mistahes retseptoritega tsiitokiinide/kasvufaktorite retseptorite perekonnast. See on seotud
sarnansuse puudumisega IL-17 enda ja muude tuntud valkude vahel, osutades, et IL-17 ja

selle retseptor voivad olla osa signaalvalkude ja —retseptorite uudest perekonnast. On néi-
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datud, et IL-17 aktiivsust vahendab seondumine oma unikaalse rakupinna-retseptoriga (mida
siin tdhistatakse kui inimese IL-17R), kusjuures eelnevate uuringutega on néidatud, et T-rak-
kude iithendusse viimine IL-17 retseptorpoliipeptiidi lahustuva vormiga inhibeeris PHA, kon-
kanavaliin A ja TCR-vastase monokloonse antikehaga indutseeritavat T-raku prolifereerumist
ja IL-2 tootmist (Yao et al., J. Immunol., 155:5483-5486 (1995)). Seetdttu on oluline huvi
identifitseerida ja iseloomustada uudseid poliipeptiide, millel on homoloogia tuntud tsiitokii-
niretseptoritega ning spetsiifiliselt IL-17-e retseptoriga.

(0018) Kéesolevalt tunnustatakse interleukiin-17 tsiitokiinide kujuneva perekonna prototiilip-
litkkmena. Inimese ja teiste imetajate genoomide suuremahuline sekveneerimine on esile too-
nud IL-17-ga selgelt sarnaseid valke kodeerivaid geene, méératletes sellega tsiitokiinide uue
perekonna. Inimestel ja hiirtel on perekonnas IL-17 vdhemalt 6 liiget, sealhulgas IL-17B,
IL-17C, IL-17D, IL-17E ja IL-17F ning lisaks uudsed retseptorid IL-17RH 1, IL-17RH2,
IL-17RH3 ja IL-17RH4 (vaadale tillitist WO01/46420, mis on avaldatud 28. juunil 2001).
Uhe sellise IL-17-liikme (mida tihistatakse IL-17F) puhul on niidatud seondumist inimese
IL-17 retseptoriga (IL-17R-ga) (Yao et al., Cytokine, 9(11):794-800 (1997)). Esialgne ise-
loomustamine viitab, et sarnaselt IL-17-ga on nendel uuena identifitseeritud molekulidest
mitmel voime moduleerida immuunfunktsiooni. Mitme sellise faktori puhul identifitseeritud
voimsad podletikulised toimed ning tekkivad seosed oluliste haigustega inimestel viitavad, et
neil valkudel véivad olla markimisvairsed rollid pdletikulistes protsessides ja need vdivad
pakkuda voimalusi ravisekkumisteks.

(0019) Inimese IL-17F-1 kodeeriv geen paikneb IL-17-¢ kdrval (Hymowitz, S. G. et al.,
Embo J., 20(19):5332-41 (2001)). IL-17 ja IL-17F on 44% aminohapete samasus, samas kui
perekonna IL-17 teistel litkmetel on vdiksem, 15-27% aminohapete samasus, mis viitab, et
IL-17 ja IL-17F moodustavad perekonnas IL-17 eristuva alamriihma (Starnes, T. et al., J.
Immunol., 167(8):4137-40 (2001); Aggarwal, S., Gurney, A. L., J. Leukoc. Biol., 71(1):1-8
(2002)). Néib, et IL-17F-il on IL-17-ga sarnased bioloogilised toimed ning see on vdimeline
soodustama IL-6, IL-8 ja GM-CSF-i tootmist véiga erinevatest rakkudest. Sarnaselt IL-17-ga
on see voimeline indutseerima kdhremaatriksi vabastamist ja inhibeerima uue kdhremaatriksi
stinteesi (vaadake fillitist US-2002-0177188-A1, mis on avaldatud 28. novembril 2002).
Seega voib IL-17F sarnaselt IL-17-ga potensiaalselt panustada pdletikuliste hdirete patoloo-
giasse. Hiljuti tdheldasid need autorid, et T-rakkudes indutseeritakse interleukiin-23 (IL-23)
toimel nii IL-17 kui IL-17F (Aggarwal, S. et al., J. Biol. Chem., 278(3):1910-4 (2003)).
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Téhelepanek, et IL-17 ja IL-17F-il on sarnane kromosomaalne paiknemine ja mérkimis-
vddrne jirjestuse sarnasus ning lisaks ka tdhelepanek, et IL-17 ja IL-17F nédivad olevat
indutseeritavad samas rakupopulatsioonis vastusena spetsiifilisele stiimulile, on toonud kaasa
inimese uue, IL-17 ja IL-17F-i kovalentsest heterodimeerist koosneva tsiitokiini (mida siin
téhistatakse IL-17A/F) identifitseerimise. Inimese IL-17A/F on selgelt uus tsiitokiin, mis
eristub inimese IL-17-st ja IL-17F-ist nii valgu struktuuri kui rakupdhistes aktiivsusanaliiii-
sides. Kasutades standardina inimese puhastatud rekombinantset 1L-17A/F-i, to6tati vélja
inimese IL-17A/F-1 spetsiifiline ELISA. Kasutades seda spetsiifilist ELISA-t tuvastati
inimese IL-17A/F-i indutseeritud ekspresseerumine, mis kinnitab, et looduslikult toodetakse
IL-17A/F-i kultiveeritavatest, inimese aktiveeritud T-rakkudest. Seega on IL-17A/F selgelt
uus tsiitokiin, mis on tuvastatav inimese eraldatud ja aktiveeritud T-rakkude loodusliku
saadusena ning mille rekombinantne vorm on valgu struktuuri pohjal ja rakupdhistes ana-
liitisides iseloomustatud kui erinev ja eristuv sarnastest tsiitokiinidest. Seega pakuvad ja
identifitseerivad need uuringud uudse immuunstimulaatori (st IL-17A/F-i), mis vdib vdimen-
dada immuunsiisteemi toimet vastusena konkreetsele antigeenile, mis eelnevalt vdib olla
immunoloogiliselt inaktiivne. Sellisena on sellel uuena identifitseeritud immuunstimulaatoril
olulised kliinilised rakendused. Seega voiks see uudne tsiitokiin IL-17A/F voi selle agonistid
leida praktilist rakendust immuunstimulaatorina ning samas on eeldatav, et molekulid, mis
inhibeerivad IL-17A/F-i aktiivsust (antagonistid), leiavad praktilist rakendust siis, kui on soo-
vitud immuunvastuse inhibeerimine, nagu see on autoimmuunhaiguste puhul. Spetsiifiliselt
voiks selle uue tsiitokiini vastastel antikehadel, mis jdljendavad (agonist-antikehad) voi
inhibeerivad (antagonist-antikehad) IL-17A/F-i immunoloogilisi aktiivsusi, olla raviomadu-
sed. Samuti voiks ravirakendustes olla potensiaal vdikestel molekulidel, mis toimivad seda

uudset tsutokiini inhibeerides.

LEIUTISE KOKKUVOTE

A. Teostused

(0020) Kiesolev leiutis késitleb kompositsioone ja meetodeid, mis on kasutatavad, et diag-

noosida ja ravida immuunseoselisi haigusi imetajatel, sealhulgas inimestel. Kéesolev leiutis

pohineb valkude (sealhulgas agonist- ja antagonist-antikehade), mis stimuleerivad voi inhi-
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beerivad immuunvastust imetajatel, identifitseerimisel. Immuunseoselisi haigusi voib ravida,
surudes maha voi voimendades immuunvastust. Molekulid, mis voimendavad immuunvas-
tust, stimuleerivad antigeenivastast immuunvastust voi suurendavad selle voimekust. Mole-
kule, mis stimuleerivad immuunvastust, voib kasutatada raviks siis, kui immuunvastuse voi-
mendamine oleks kasulik. Alternatiivselt voib molekule, mis suruvad maha immuunvastust
ning norgestavad voi vihendavad antigeenivastast immuunvastust (nditeks neutraliseerivaid
antikehasid), kasutada raviks, kui immuunvastuse ndrgendamine oleks kasulik (nditeks
poletiku puhul). Vastavalt sellele on kéesoleva leiutise kohased IL-17A/F-poliipeptiidid ja
nende antagonistid, nagu on maéératletud patendindudluses, samuti kasutatavad arstimite ja
ravimite valmistamiseks immuunseoseliste ja pdletikuliste haiguste raviks. Spetsiifilise eri-
pira kohaselt vdivad need arstimid ja ravimid sisaldada IL-17A/F-poliipeptiidi voi selle anta-
gonisti, nagu on maératletud patendinoudluses, ravivalt toimivat kogust koos farmatseutiliselt
vastuvoetava kandjaga. Eelistatavalt on see segu steriilne.

(0021) Lisateostuses kisitleb leiutis IL-17A/F-poliipeptiidi agonistide v3i antagonistide iden-
tifitseerimise meetodit, mis hdlmab IL-17A/F-poliipeptiidi ithendusse viimist kandidaatmole-
kuliga ning nimetatud IL-17A/F-poliipeptiidiga vahendatava bioloogilise aktiivsuse jdlgimist.
Eelistatavalt on IL-17A/F-poliipeptiid natiivse jarjestusega IL-17A/F-poliipeptiid. Eelistata-
valt on IL-17A/F-i agonist vdi antagonist IL-17A/F-vastane antikeha.

(0022) Veel tiihes teostuses késitleb leiutis ainekompositsiooni, mis sisaldab IL-17A/F-polii-
peptiidi voi selle poliipeptiidiga seonduvat antagonist-antikeha segatuna kandja voi abi-
ainega. Uhe eripira kohaselt sisaldab kompositsioon poliipeptiidi vdi antikeha ravivalt toimi-
vas koguses. Kui kompositsioon sisaldab immunostimuleerivat molekuli, siis on see kompo-
sitsioon kasutatav: a) et vdoimendada pdletikuga seotud rakkude infiltreerumist seda vajaval
imetajal koesse; b) immuunvastuse stimuleerimiseks ja voimendamiseks seda vajaval ime-
tajal; c) seda vajaval imetajal T-liimfotstiiitide prolifereerumise suurendamiseks vastusena
antigeenile; d) T-limfotsiiiitide aktiivsuse stimuleerimiseks voi e) vaskulaarse ldbilaskvuse
suurendamiseks. Kui kompositsioon sisaldab immunoinhibeerivat molekuli, siis on see kom-
positsioon kasutatav: a) et vihendada podletikuga seotud rakkude infiltreerumist seda vajaval
imetajal koesse; b) immuunvastuse inhibeerimiseks ja vihendamiseks seda vajaval imetajal;
c¢) T-limfotsiilitide aktiivsuse vihendamiseks voi d) seda vajaval imetajal T-limfotsiiiitide

prolifereerumise vihendamiseks vastusena antigeenile. Kompositsioon voib sisaldada aktiiv-
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set lisakoostisainet, mis vOib olla nditeks lisaantikeha vai tsiitotoksiline voi keemiaraviagens.
Eelistatavalt on kompositsioon steriilne.

(0023) Veel iihes teostuses késitleb leiutis seda vajaval imetajal immuunseoselise héire
ravimise meetodit, mis hdlmab sellele imetajale IL-17A/F-poliipeptiidi, selle agonisti voi
selle antagonisti ravivalt toimiva koguse manustamist. Eelistatava eripdra kohaselt valitakse
immuunseoseline héire rithmast, mis koosneb jirgnevatest: slisteemne eriitematoosne luupus,
reumatoidartriit, osteoartriit, juveniilne krooniline artriit, spondiiloartropaatiad, siisteemne
skleroos, idiopaatilised podletikulised miiopaatiad, Sjérgeni siindroom, siisteemne vaskuliit,
sarkoidoos, autoimmuunne hemoliiiitiline aneemia, autoimmuunne trombotsiitopeenia, tii-
reoidiit, diabeet, immuunvahendatud neeruhaigus, kesk- ja perifeerse nirvisiisteemi demiieli-
niseerivad haigused, nagu hulgiskleroos, idiopaatiline demiieliniseeriv poliineuropaatia voi
Guillaini-Barré’i siindroom ja krooniline pdletikuline demiieliniseeriv poliineuropaatia, mak-
sa-sapihaigused, nagu nakkuslik voi autoimmuune krooniline aktiivne hepatiit, esmane sapi-
tsirroos, granulomatoosne hepatiit ja skleroseeruv kolangiit, pdletikuline soolehaigus, glutee-
nitundlik enteropaatia ja Whipple tdbi, autoimmuunsed voi immuunvahendatud nahahai-
gused, mille hulgas on naha villtdved, mitmekujuline eriiteem ja kontaktdermatiit, psoriaas,
allergilised haigused, nagu astma, allergilime nohu, atoopiline dermatiit, toidu suhtes iili-
tundlikkus ja ndgestdbi, immunoloogilised kopsuhaigused, nagu eosinofiilne kopsupdletik,
idiopaatiline kopsufibroos ja iilitundlikkusega seotud kopsupdletik, siirdamisega seotud hai-
gused, sealhulgas transplantaadi hiilgamine ja transplantaadi peremehevastane haigus.

(0024) Leiutise veel iihes teostuses pakutakse eraldatud antikeha, mis spetsiifiliselt seondub
mistahes eespool vdi allpool kirjeldatava IL-17A/F-poliipeptiidiga. Valikuliselt, nagu on
maidratletud patendindudluses, on antikeha monokloonne antikeha, humaniseeritud antikeha,
antikeha fragment voi iliheahelaline antikeha. Antikeha inhibeerib voi neutraliseerib IL-
17A/F-poliipeptiidi aktiivsust (antagonist-antikeha). Eelistatavalt on antikeha monokloonne
antikeha, millel eelistatavalt on komplementaarsust méérava piirkonna (complementarity
determining region — CDR-1) jddgid, mis on inimesest erineva péritoluga, ning inimese raa-
mistikpiirkonna (framework region — FR-1) jadgid. Antikeha voib olla mérgistatud ning see
voib olla immobiliseeritud tahkele toendile. Lisaeripdra kohaselt on see antikeha antikeha
fragment, monokloonne antikeha, iiheahelaline antikeha voi idiotiilibivastane antikeha.
(0025) Leiutisega voib pakkuda eraldatud Fab-fragmenti, mis on vdimeline seonduma IL-

17A/F-ga, mida kodeeritakse nukleotiidjirjestusega, mis kodeerib sellist aminohapete jirjes-
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tust, nagu on kirjeldatud siin eespool. Fab-fragmendi tootmist on samuti siin kirjeldatud,
kusjuures need toimingud hdlmavad sobivat kodeerivat nukleiinhappemolekuli sisaldavat
vektorit sisaldava peremeesraku kultiveerimist nimetatud Fab-fragmendi ekspresseerimiseks
sobivates tingimustes ning nimetatud Fab-fragmendi kogumist rakukultuurist.

(0026) Veel iihes teostuses késitleb kdesolev leiutis kompositsiooni, mis sisaldab patendi-
ndudluses kirjeldatud IL-17A/F-vastast antikeha segatuna farmatseutiliselt vastuvdetava
kandjaga. Uhe eripira kohaselt sisaldab kompositsioon antikeha ravivalt toimivas koguses.
Eelistatavalt on kompositsioon steriilne. Kompositsiooni voib manustada vedela ravimpre-
paraadi vormis, millele vdib olla lisatud sdilitusaineid, et saavutada pikendatud siilivus sta-
biilsena. Alternatiivselt voib antikeha olla monokloonne antikeha, antikeha fragment, huma-
niseeritud antikeha voi iiheahelaline antikeha.

(0027) Lisateostuses kasitleb leiutis tootmisartiklit, mis hdlmab:

(a) ainekompositsiooni, mis sisaldab IL-17A/F-poliipeptiidi v3i antagonist-antikeha, mis
seondub spetsiifiliselt patendindudluses méaratletud nimetatud poliipeptiidiga;

(b) nimetatud kompositsiooni sisaldavat mahutit; ning

(c) nimetatud mahutile kinnitatud etiketti voi nimetatud mahutiga kaasnevat pakendi
infolehte, millel néidatakse nimetatud IL-17A/F-poliipeptiidi voi selle agonisti voi
antagonisti kasutamine immuunseoselise haiguse raviks; kompositsioon voib sisalda-

da IL-17A/F-poliipeptiidi voi selle agonisti vOi antagonisti ravivalt toimivas koguses.

(0028) Siin kirjeldatakse imetajal immuunseoselise haiguse diagnoosimise meetodit, mis
holmab IL-17A/F-poliipeptiidi kodeeriva geeni ekspressioonitaseme tuvastamist (a) imetajast
saadud koerakkude kontrollprooviga proovis ning (b) teadaoleva sama tiilipi normaalse koe
rakkude kontrollproovist, kusjuures kontrollprooviga vorreldes korgem voi madalam ekspres-
sioonitase testitavas proovis nditab immuunseoselise haiguse esinemist imetajal, kellelt testi-
tav kude saadi.

(0029) Veel iihes teostuses késitleb leiutis imetajal immuunhaiguse diagnoosimise meetodit,
mis holmab (a) imetajalt voetud koerakkude testitava proovi iithendusse viimist IL-17A/F-
vastase antikehaga ning (b) testitavas proovis antikeha ja IL-17A/F-poliipeptiidi vahelise
kompleksi moodustumise tuvastamist; kusjuures nimetatud kompleks nditab nimetatud hai-

guse esinemist voi puudumist. Tuvastamine on kvantitatiivne ning see teostatakse vordlevalt,
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jalgides kompleksi moodustumist tuntud sama tiilipi normaalse koe rakkude kontrollproovis.
Testitavas proovis moodustuvate komplekside suurem kogus niditab immuunhaiguse esine-
mist vOoi puudumist imetajal, kellelt testitavad koerakud voeti. Eelistatavalt on antikehal
tuvastatav margis. Kompleksi moodustumist voib jélgida niiteks valgusmikroskoopia, voolu-
tslitomeetria, fluorimeetria voi muude tehnika tasemes tuntud meetoditega. Harilikult voe-
takse testitav proov indiviidilt, kellel kahtlustatakse immuunsiisteemi puudulikkust voi eba-
normaalsust.

(0030) Veel iihes teostuses pakutakse leiutises IL-17A/F-poliipeptiidi proovis esinemise
midramise meetodit, mis holmab rakkude testitava proovi, mis arvatakse sisaldavat IL-
17A/F-poliipeptiidi, eksponeerimist IL-17A/F-vastasele antikehale ning nimetatud antikeha
nimetatud rakuprooviga seondumise médramist. Eelistatavalt sisaldab proov rakku, mis arva-
takse sisaldavat IL-17A/F-poliipeptiidi, ning antikeha seondub rakuga. Antikeha on eelista-
tavalt margistatud ja/vai seotud tahkele toendile.

(0031) Veel iihes teostuses voib leiutis kdsitleda immuunseoselise haiguse diagnoosikomp-
lekti, mis sisaldab sobivalt pakituna IL-17A/F-vastast antikeha ja kandjat. Eelistatavalt sisal-
dab komplekt juhiseid antikeha kasutamiseks IL-17A/F-poliipeptiidi esinemise tuvastami-
seks. Eelistatavalt on kandja farmatseutiliselt vastuvdetav.

(0032) Veel iihes teostuses voib leiutis kdsitleda diagnoosikomplekti, mis sisaldab sobivalt
pakituna IL-17A/F-vastast antikeha. Eelistatavalt sisaldab komplekt juhiseid IL-17A/F-polii-
peptiidi tuvastamiseks.

(0033) Veel iihes teostuses késitleb leiutis imetajal immuunseoselise haiguse diagnoosimise
meetodit, mis holmab IL-17A/F-poliipeptiidi esinemise voi puudumise tuvastamist koerak-
kude testitavas proovis, mis saadakse nimetatud imetajalt, kusjuures IL-17A/F-poliipeptiidi
esinemine vOi puudumine nimetatud testitavas proovis nditab immuunseoselise haiguse esi-
nemist nimetatud imetajal.

(0034) Veel iihes teostuses kasitleb leiutis IL-17A/F-poliipeptiidi agonisti identifitseerimise

meetodit, mis holmab:

(a) rakkude tihendusse viimist skriinitava testitava tihendiga tingimustes, mis on sobiv
rakulise vastuse, mis harilikult indutseeritakse IL-17A/F-poliipeptiidiga, indutseerimi-

seks; ning
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(b) nimetatud rakulise vastuse miiramist, et miérata, kas testitav {ihend on tShus agonist,
kusjuures nimetatud rakulise vastuse indutseerimine niitab, et nimetatud testitav tihend

on tohus agonist.

(0035) Veel lihes teostuses kasitleb leiutis iihendi, mis on vdimeline inhibeerima IL-17A/F-
poliipeptiidi aktiivsust, identifitseerimise meetodit, mis hdlmab kandidaatiihendi tihendusse
viimist IL-17A/F-poliipeptiidiga tingimustes ja aja jooksul, mis on piisavad, et voimaldada
nende kahe koostisosa vastasmoju, ning miadramist, kas IL-17A/F-poliipeptiidi aktiivsust
inhibeeritakse. Eelistatavalt on kandidaatiihend vo6i IL-17A/F-poliipeptiid immobiliseeritud
tahkele toendile. Eelistavalt on immobiliseerimata koostisosal tuvastatav margis. Eelistatavalt

hélmab meetod jargmisi etappe:

(a) rakkude ja skriinitava testitava tihendi tihendusse viimine IL-17A/F-poliipeptiidi juu-
resolekul tingimustes, mis on sobivad rakulise vastuse indutseerimiseks, mis harilikult
indutseeritakse IL-17A/F-poliipeptiidiga, ning

(b) nimetatud rakulise vastuse indutseerimise tuvastamine, et méérata, kas testitav ithend

on tohus antagonist.

(0036) Veel iihes teostuses pakutakse leiutises tihendit, mis inhibeerib IL-17A/F-poliipeptiidi
ekspressiooni rakkudes, mis tavapéraselt ekspresseerivad seda poliipeptiidi, identifitseerimise
meetodit, kusjuures see meetod hdolmab rakkude ithendusse viimist testitava iihendiga ning
madramist, kas IL-17A/F-poliipeptiidi ekspressiooni inhibeeritakse. Eelistatavalt hdlmab

meetod jargmisi etappe:

(a) rakkude ja skriinitava testitava iihendi tihendusse viimine IL-17A/F-poliipeptiidi juu-
resolekul tingimustes, mis on sobivad IL-17A/F-poliipeptiidi ekspresseerumiseks, ning

(b) nimetatud poliipeptiidi ekspressiooni inhibeerimise médramine.

(0037) Veel iihes teostuses kasitleb leiutis immuunseoselise haigusega imetajal selle im-
muunseoselise haiguse ravimise meetodit, mis holmab (a) IL-17A/F-poliipeptiidi kodeeriva
voi (b) IL-17A/F-poliipeptiidi antagonist-antikeha kodeeriva nukleiinhappemolekuli, nagu on

madratletud patendindudluses, manustamist imetajale. Eelistatavas teostuses on see imetaja
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inimene. Veel iihes eelistatavas teostuses manustatakse nukleiinhapet in vivo geeniraviga.
Eelistatavas lisateostuses sisaldub nukleiinhape vektoris, enam eelistatatvalt adenoviirus-,
adenoseoselise viiruse, lentiviirus-, voi retroviirusvektoris.

(0038) Leiutises voib pakkuda rekombinantset viirusosakest, mis sisaldab olemuslikult pro-
mootorit, (a) IL-17A/F-poliipeptiidi voi (b) IL-17A/F-poliipeptiidi vastast antagonist-anti-
keha, nagu on méératletud patendindudluses, kodeerivat nukleiinhapet ning signaaljérjestust
poliipeptiidi sekreteerimiseks rakust, kusjuures viirusvektor on seotud viiruse struktuursete
valkudega. Eelistatavalt parineb signaaljirjestus imetajalt, nagu on selline, mis périneb na-
tiivsest IL-17A/F-poliipeptiidist.

(0039) Veel iihes lisateostuses voib leiutis késitleda ex vivo tootmiseks moeldud rakku, mis
sisaldab retroviiruse struktuurseid valke ekspresseerivat nukleiinhappekonstruktsiooni, ning
mis sisaldab ka olemuslikult promootorit, (a) IL-17A/F-poliipeptiidi voi (b) IL-17A/F-polii-
peptiidi vastast antagonist-antikeha, nagu on méératletud patendindudluses, kodeerivast nuk-
leiinhappest ning poliipeptiidi rakust sekreteerimiseks signaaljirjestusest koosnevat retrovii-
rusvektorit, kusjuures nimetatud tootev rakk pakib retroviirusvektori, seostades selle rekom-
binantsete retroviirusosakeste tootmiseks struktuursete valkudega.

(0040) Siin kirjeldatakse imetajas pdletikuga seotud rakkude veresoonkonnast koesse infilt-
reerumise voimendamise meetodit, mis hdlmab (a) IL-17A/F-poliipeptiidi vai (b) IL-17A/F-
poliipeptiidi agonist-antikeha manustamist nimetatud imetajale, kusjuures imetajas vdimen-
dub pdletikuga seotud rakkude veresoonkonnast koesse infiltreerumine.

(0041) Veel iihes lisateostuses kasitleb leiutis imetajal pdletikuga seotud rakkude veresoon-
konnast koesse infiltreerumise vihendamise meetodit, mis holmab (a) IL-17A/F-poliipeptiidi
voi (b) IL-17A/F-poliipeptiidi antagonist-antikeha, nagu on méératletud patendindudluses,
manustamist nimetatud imetajale, kusjuures imetajal viheneb pdletikuga seotud rakkude
veresoonkonnast koesse infiltreerumine.

(0042) Siin kirjeldatakse imetajal T-liimfotsiilitide aktiivsuse suurendamise meetodit, mis
hdlmab (a) IL-17A/F-poliipeptiidi voi (b) IL-17A/F-poliipeptiidi agonisti manustamist nime-
tatud imetajale, kusjuures imetajal suureneb T-liimfotsiilitide aktiivsus.

(0043) Veel iihes lisateostuses voib leiutis késitleda imetajal T-liimfotsiiiitide aktiivsuse vé-
hendamise meetodit, mis hdlmab (a) IL-17A/F-poliipeptiidi vdi (b) IL-17A/F-poliipeptiidi
antagonist-antikeha, nagu on méératletud patendindudluses, manustamist nimetatud imeta-

jale, kusjuures imetajal viheneb T-liimfotsiiiitide aktiivsus.
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(0044) Siin kirjeldatakse imetajal T-liimfotsiiiitide prolifereerumise suurendamise meetodit,
mis hdlmab (a) IL-17A/F-poliipeptiidi voi (b) IL-17A/F-poliipeptiidi agonisti manustamist
nimetatud imetajale, kusjuures imetajal suureneb T-liimfotsiiiitide prolifereerumine.

(0045) Veel iihes lisateostuses kisitleb leiutis imetajal T-liimfotstiiitide prolifereerumise
vihendamise meetodit, mis hdlmab (a) IL-17A/F-poliipeptiidi voi (b) IL-17A/F-poliipeptiidi
antagonist-antikeha, nagu on méératletud patendindudluses, manustamist nimetatud imeta-
jale, kusjuures imetajal viheneb T-liimfotsiiiitide prolifereerumine.

(0046) Veel iihes lisateostuses kisitleb leiutis 1L-17A/F-poliipeptiidi voi selle agonist- voi
antagonist-antikeha, nagu on madiratletud patendindudluses, voi IL-17A/F-vastase antikeha
kasutamist ravimi valmistamiseks IL-17A/F-poliipeptiidile voi selle antagonistile (nditeks IL-
17A/F-vastasele antikehale) reageeriva seisundi ravimiseks. Leiutis voib kisitleda IL-17A/F-
poliipeptiidi voi selle antagonist-antikeha, nagu on maédratletud patendindudluses, kasuta-
miset degeneratiivse kohrehédire ravimise meetodis.

(0047) Veel iihes lisateostuses késitleb leiutis imetajal degeneratiivse kohrehdire ravimise
meetodit, mis holmab IL-17A/F-poliipeptiidi voi selle antagonist-antikeha, nagu on maérat-
letud patendindudluses, ravivalt toimiva koguse manustamist nimetatud imetajale, kellel on
nimetatud héire.

(0048) Veel iihes lisateostuses késitleb leiutis komplekti, mis sisaldab IL-17A/F-poliipeptiidi
vOi selle antagonist-antikeha, nagu on médratletud patendindudluses, segatuna farmatseu-
tiliselt vastuvdetava kandjaga, nimetatud kompositsiooni sisaldavat mahutit ning nimetatud
mahutile kinnitatud etiketti, millel ndidatakse nimetatud kompositsiooni kasutamist degene-

ratiivse kohrehdire ravis.

B. Lisanduvad teostused

(0049) Kiesoleva leiutise muudes teostustes pakutakse leiutises eraldatud nukleiinhappe-
molekuli, mis sisaldab IL-17A/F-poliipeptiidi kodeerivat nukleiinhapet.

(0050) Uhe eripdra kohaselt sisaldab eraldatud nukleiinhappemolekul nukleotiidjérjestust,
millel on vdhemalt umbes 80% nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt
umbes 81% nukleiinhappejirjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 82% nukleiin-
happejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 83% nukleiinhappejarjestuse sama-

sus, alternatiivselt vihemalt umbes 84% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt va-
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hemalt umbes 85% nukleiinhappejirjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 86%
nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 87% nukleiinhappejérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 88% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 89% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 90%
nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 91% nukleiinhappejérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 92% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 93% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 94%
nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 95% nukleiinhappejérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 96% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 97% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vahemalt umbes 98%
nukleiinhappejdrjestuse samasus ning alternatiivselt vihemalt umbes 99% nukleiinhappe-
jarjestuse samasus (a) IL-17A/F-poliipeptiidi kodeeriva DNA-molekuliga, nagu on méérat-
letud patendindudluses.

(0051) Siin kirjeldatakse eraldatud nukleiinhappemolekuli, mis sisaldab nukleotiidjirjestust,
millel on vdhemalt umbes 80% nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt
umbes 82% nukleiinhappejirjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 83% nukleiin-
happejérjestuse samasus, alternatiivselt vidhemalt umbes 84% nukleiinhappejérjestuse sama-
sus, alternatiivselt vihemalt umbes 85% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vé-
hemalt umbes 86% nukleiinhappejirjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 87%
nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 88% nukleiinhappejérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 89% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 90% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 91%
nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 92% nukleiinhappejérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 93% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 94% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 95%
nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt vdhemalt umbes 96% nukleiinhappejérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 97% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 98% nukleiinhappejérjestuse samasus ning alternatiivselt vihemalt umbes
99% nukleiinhappejirjestuse samasus (a) DNA-molekuliga, mis sisaldab siin avaldatud téis-
pikka IL-17A/F-poliipeptiidi cDNA kodeerivat jérjestust, siin avaldatud IL-17A/F-poliipep-

tiidi, millel puudub signaalpeptiid, kodeerivat jérjestust voi tdispika aminohapete jirjestuse
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mistahes muu, spetsiifiliselt mairatletud siin avaldatud fragmendi kodeerivat jérjestust; voi
(b) DNA-molekulile (a) komplementaarse jérjestusega.

(0052) Siin kirjeldatakse eraldatud nukleiinhappemolekuli, mis sisaldab nukleotiidjarjestust,
millel on vdhemalt umbes 80% nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt
umbes 81% nukleiinhappejirjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 82% nukleiin-
happejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 83% nukleiinhappejarjestuse sama-
sus, alternatiivselt vdhemalt umbes 84% nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 85% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 86%
nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 87% nukleiinhappejérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 88% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 89% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 90%
nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 91% nukleiinhappejérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 92% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 93% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vahemalt umbes 94%
nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 95% nukleiinhappejérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 96% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 97% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 98%
nukleiinhappejdrjestuse samasus ning alternatiivselt vihemalt umbes 99% nukleiinhappe-
jérjestuse samasus (a) DNA-molekuliga, mis kodeerib seda kiipset poliipeptiidi, mida kodee-
ritakse inimese mistahes valgu cDNA-ga, mida hoiustatakse ATCC-s, nagu on siin avaldatud;
voi (b) DNA-molekulile (a) komplementaaarse jérjestusega.

(0053) Siin kirjeldatakse IL-17A/F-poliipeptiidi kodeeriva jérjestuse fragmente vdi nendega
komplementaarseid jérjestusi, mida vOib kasutada niiteks hiibridiseerimissondidena, IL-
17A/F-poliipeptiidi fragmentide kodeerimiseks, kodeerides valikuliselt IL-17A/F-vastase
antikeha seondumiskohta sisaldavat poliipeptiidi, v0i antisenss-oligonukleotiidsondidena.
Sellised nukleiinhappefragmendid on tavaliselt viahemalt 20 nukleotiidi pikad, alternatiivselt
vihemalt umbes 30 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 40 nukleotiidi pikad,
alternatiivselt vdhemalt umbes 50 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 60 nuk-
leotiidi pikad, alternatiivselt vdhemalt umbes 70 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vdhemalt
umbes 80 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 90 nukleotiidi pikad, alternatiiv-
selt vihemalt umbes 100 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 110 nukleotiidi

pikad, alternatiivselt vdhemalt umbes 120 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vdhemalt umbes
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130 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 140 nukleotiidi pikad, alternatiivselt
vihemalt umbes 150 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 160 nukleotiidi pikad,
alternatiivselt vihemalt umbes 170 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 180
nukleotiidi pikad, alternatiivselt vidhemalt umbes 190 nukleotiidi pikad, alternatiivselt viahe-
malt umbes 200 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vdhemalt umbes 250 nukleotiidi pikad,
alternatiivselt vdhemalt umbes 300 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 350
nukleotiidi pikad, alternatiivselt vidhemalt umbes 400 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vahe-
malt umbes 450 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vdhemalt umbes 500 nukleotiidi pikad,
alternatiivselt viahemalt umbes 600 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 700
nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 800 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihe-
malt umbes 900 nukleotiidi pikad ning alternatiivselt vihemalt umbes 1000 nukleotiidi pikad,
kusjuures selles kontekstis tdhendab mdiste “umbes”, et nimetatud nukleotiidjirjestuse pik-
kus on pluss vo1 miinus 10% nimetatud pikkusest. Olgu margitud, et 1L-17A/F-poliipeptiidi
kodeeriva nukleotiidjérjestuse uudseid fragmente vOib kindlaks méérata tavapdrasel viisil,
joondades IL-17A/F-poliipeptiidi kodeeriva nukleotiidjirjestuse muu tuntud nukleotiidjirjes-
tusega, kasutades millist tahes paljudest histi tuntud programmidest jarjestuse joondamiseks
ning maéérates kindlaks, milline poliipeptiidi kodeeriv nukleotiidjirjestuse fragment (frag-
mendid) on uudne (uudsed). Siin peetakse vdimalikuks kdiki selliseid nukleotiidjirjestusi,
mis kodeerivad poliipeptiide. Samuti peetakse vdimalikuks nende nukleiinhappemolekuli
fragmentidega kodeeritavaid poliipetiidi fragmente, eelistatavalt neid IL-17A/F-poliipeptiidi
fragmente, mis sisaldavad IL-17A/F-vastase antikeha seondumiskohta.

(0054) Siin kirjeldatakse ka eraldatud IL-17A/F-poliipeptiidi, mida kodeeritakse mistahes
eraldatud nukleiinhappejarjestustega, mis on identifitseeritud siin eespool.

(0055) Kindla eripdra kohaselt késitleb leiutis eraldatud IL-17A/F-poliipeptiidi, mis sisaldab
aminohapete jérjestust, millel on vdhemalt umbes 80% aminohapete jdrjestuse samasus,
alternatiivselt vahemalt umbes 81% aminohapete jérjestuse samasus, alternatiivselt vahemalt
umbes 82% aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vdhemalt umbes 83% amino-
hapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 84% aminohapete jéirjestuse sama-
sus, alternatiivselt vihemalt umbes 85% aminohapete jérjestuse samasus, alternatiivselt vihe-
malt umbes 86% aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 87% ami-
nohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 88% aminohapete jirjestuse

samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 89% aminohapete jirjestuse samasus, alternatiivselt
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vihemalt umbes 90% aminohapete jarjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 91%
aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 92% aminohapete jérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 93% aminohapete jirjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 94% aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 95%
aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 96% aminohapete jérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 97% aminohapete jarjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 98% aminohapete jirjestuse samasus ning alternatiivselt vihemalt umbes
99% aminohapete jérjestuse samasus IL-17A/F-ga, millel on tdispikk aminohapete jérjestus,
nagu on madratletud patendindudluses.

(0056) Siin kirjeldatakse eraldatud IL-17A/F-poliipeptiidi, mis sisaldab aminohapete jérjes-
tust, millel on vihemalt 80% aminohapete jéirjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes
81% aminohapete jérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 82% aminohapete
jarjestuse samasus, alternatiivselt vdhemalt umbes 83% aminohapete jirjestuse samasus,
alternatiivselt vahemalt umbes 84% aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vahemalt
umbes 85% aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vdhemalt umbes 86% amino-
hapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 87% aminohapete jirjestuse sama-
sus, alternatiivselt vihemalt umbes 88% aminohapete jérjestuse samasus, alternatiivselt vihe-
malt umbes 89% aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vidhemalt umbes 90% ami-
nohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 91% aminohapete jirjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 92% aminohapete jirjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 93% aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 94%
aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 95% aminohapete jérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 96% aminohapete jarjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 97% aminohapete jarjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 98%
aminohapete jdrjestuse samasus ning alternatiivselt vihemalt umbes 99% aminohapete jar-
jestuse samasus aminohapete jdrjestusega, mida kodeeritakse inimese mistahes valgu
cDNA-ga, mida hoiustatakse ATCC-s, nagu on siin avaldatud.

(0057) Siin kirjeldatakse ka eraldatud IL-17A/F-poliipeptiidi, mis sisaldab aminohapete
jérjestust, mis annab vdhemalt umbes 80% positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 81%
positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 82% positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 83%
positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 84% positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 85%

positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 86% positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 87%
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positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 88% positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 89%
positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 90% positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 91%
positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 92% positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 93%
positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 94% positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 95%
positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 96% positiivse, alternatiivselt vihemalt umbes 97%
positiivse, alternatiivselt vahemalt umbes 98% positiivse ning alternatiivselt vihemalt umbes
99% positiivse skoori, kui vorreldakse siin avaldatud tdispika aminohapete jirjestusega IL-
17A/F-poliipeptiidiga, siin avaldatud aminohapete jérjestusega, millel puudub signaalpeptiid,
vOi tdispika aminohapete jirjestuse mistahes muu spetsiifiliselt méératletud fragmendiga, mis
siin on avaldatud.

(0058) Spetsiifilise eripédra kohaselt pakutakse leiutises eraldatud IL-17A/F-poliipeptiidi, mil-
lel pole N-terminaalset signaaljérjestust ja/voi algus-metioniini ning mida kodeeritakse nuk-
leiinhappejérjestusega, mis kodeerib sellist aminohapete jérjestust, nagu siin eespool on kir-
jeldatud. Siin on samuti kirjeldatud toiminguid selle poliipeptiidi tootmiseks, kusjuures need
toimingud hdolmavad sobivat kodeerivat nukleiinhappemolekuli sisaldavat vektorit sisaldava
peremeesraku kultiveerimist IL-17A/F-poliipeptiidi ekspresseerimiseks sobivates tingimustes
ning IL-17A/F-poliipeptiidi kogumist rakukultuurist.

(0059) Veel iihes teostuses kasitleb leiutis natiivse IL-17A/F-poliipeptiidi antagonist-anti-
kehasid, nagu on méairatletud patendindudluses.

(0060) Lisateostuses késitleb leiutis IL-17A/F-poliipeptiidi agonistide v4i antagonistide iden-
tifitseerimise meetodit, mis hdlmab IL-17A/F-poliipeptiidi ithendusse viimist kandidaatmole-
kuliga ning nimetatud IL-17A/F-poliipeptiidiga vahendatava bioloogilise aktiivsuse jalgimist.
Eelistatavalt on see IL-17A/F-poliipeptiid natiivne IL-17A/F-poliipeptiid.

(0061) Veel iihes lisateostuses kdsitleb leiutis ainekompositsiooni, mis sisaldab IL-17A/F-
poliipeptiidi voi IL-17A/F-poliipeptiidi anatagonist-antikeha, nagu on maéédratletud patendi-
ndudluses, kombineerituna kandjaga. Valikuliselt on see kandja farmatseutiliselt vastuvdetav
kandja.

(0062) Kiesoleva leiutise veel tliks teostus késitleb I1L-17A/F-poliipeptiidi voi selle antago-
nist-antikeha, nagu on maéératletud patendindudluses, kasutamist ravimi valmistamiseks IL-
17A/F-poliipeptiidile voi selle anatagonistile reageeriva seisundi ravimiseks.

(0063) Kéesoleva leiutise lisateostustes pakutakse mistahes siin kirjeldatud poliipeptiide ko-

deerivat DNA-d sisaldavaid vektoreid. Samuti pakutakse sellist vektorit sisaldavat pere-
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meesrakku. Néiteks voivad peremeesrakud olla CHO-rakud, E. coli rakud, parmirakud voi
bakuloviirusega nakatatud putukarakud. Lisaks pakutakse mistahes siin kirjeldatud poliipep-
tiidi tootmise toimingut, mis hdlmab peremeesrakkude kultiveerimist soovitud poliipeptiidi
ekspresseerimiseks sobivates tingimustes ning soovitud poliipeptiidi kogumist rakukultuurist.
(0064) Veel iihes teostuses pakutakse leiutisega kiméddrseid molekule, mis sisaldavad siin
kirjeldatud poliipeptiide, mis on liidetud heteroloogse poliipeptiidi vdi aminohapete jirjes-
tusega. Selliste kiméérsete molekulide ndited holmavad mistahes siin kirjeldatud poliipep-
tiide, mis on liidetud epitoobi margis-jarjestuse voi immunoglobuliini Fc-piirkonnaga.

(0065) Veel iihes teostuses pakutakse leiutises patendindudluses méadratletud antikeha, mis
seondub spetsiifiliselt mistahes IL-17A/F-poliipeptiididega, mida on kirjeldatud ees- voi
allpool. Valikuliselt on see antikeha monokloonne antikeha, humaniseeritud antikeha, anti-
keha fragment voi iiheahelaline antikeha.

(0066) Muudes teostustes pakutakse leiutises veel oligonukleotiidsonde, mis on kasutatavad
genoomsete ja cDNA-nukleotiidjérjestuste eraldamiseks vdi antisenss-sondidena, kusjuures

need sondid vdivad parineda mistahes eespool kirjeldatud nukleotiidjérjestustest.

JOONISTE LUHIKIRJELDUS
(0067)

Joonisel 1 on néidatud inimese uudse tsiitokiini IL-17A/F ekspresseerimine ja eraldamine.
Inimese 293-neerurakud transfekteeriti inimese IL-17 ja IL-17F kodeerivate cDNA-de
ekspressioonivektoritega eraldi vdi nende kombinatsiooniga, nagu on ndidatud joonistel 1A
ja 1B. Transfekteeritud rakkudelt périnev konditsioneeritud keskkond immuunsadestati (IS),
kasutades antikehasid, millel on voime tunda dra IL-17 (rajad 1-5) voi IL-17F-i (rajad 6-10),
nagu on ndidatud joonistel 1A ja 1B. Niidatud on Western blot analiiiis, mis niditab dimeer-
kompleksi IL-17A/F esinemist joonise 1A rajal 8 ja joonise 1B rajal 3. Dimeerkompleksi IL-
17A/F suurus on kooskdlas kovalentse heterodimeeri liigiga, mis sisaldab iihte IL-17 polii-
peptiidahelat ja iihte IL-17F poliipeptiidahelat.

Joonisel 2 on ndidatud rekombinantse IL-17A/F-1 puhastamine. Joonisel 2A on ndidatud IL-
17A/F-i esialgsest S-Sepharose-kolonnis fraktsioneerimisest périnevate valgufraktsioonide
hdobedaga viarvitud SDS-PAGE geel. Fraktsioonid 31 ja 32 sisaldavad valku, mille umbes
33 kD suurune ndiv molekulmass vastab IL-17A/F-le. Joonisel 2B on niidatud IL-17A/F-i
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lisapuhastuse, milleks kasutati kromatograafiat Vydac C4 kolonniga, tulemused. Néidatud on
elueeritud valkude kromatogramm, mdddetuna 214 nm ja 280 nm juures. Joonisel 2C on
ndidatud, et puhastamiskolonnist Vydac C4 périneva puhastatud valgu IL-17A/F fraktsioonid
indutseerivad IL-8 tootmise TK-10 rakkudes.

Joonisel 3 on ndidatud IL-17A/F-i aminohapete jdrjestuse analiiiisi tulemused. Joonisel 3A on
ndidatud puhastatud IL-17A/F-i analiiiis mitteredutseerivas SDS-PAGE geelis. Lahutatud
valk kanti iile PVDF-membraanile ja virviti Comassie Blue virviga. Molekulmassi markerite
asendid on néidatud paremal pool. Joonisel 3B on ndidatud eraldatud IL-17A/F-i N-ter-
minaalse jérjestuse analiilisi tulemused (joonisel 3A néidatud voddi N-terminaalse jirjestuse
analiiiisiga tuvastatud aminohappejdédgid). Jarjestuse analiiiis toob vélja kaks N-terminaalset
jarjestust (vastavalt on jérjestus 1 tdhistatud kui SEQ ID NO: 1 ja jérjestus 2 on tdhistatud kui
SEQ ID NO: 2). Joonisel 3C on ndidatud inimese IL-17 aminohapete jarjestus (ndidatud nii
joonisel 3C kui joonisel 8 ning tihistatud kui SEQ ID NO: 3) ning inimese IL-17F-1 amino-
hapete jirjestus (ndidatud nii joonisel 3C kui joonisel 10 ning tdhistatud kui SEQ ID NO: 4).
IL-17 ja IL-17F-1 signaaljirjestused on alla joonitud. Jérjestused, mis on identsed IL-
17A/F-is esinevas kahes N-terminaalses peptiidjdrjestuses (SEQ ID NO: 1 ja SEQ ID NO: 2),
on ndidatud IL-17- ja IL-17F-poliipeptiidjirjestuses poolpaksu kirjaga.

Joonisel 4 on ndidatud IL-17A/F massispektromeetriline analiiiis. Joonisel 4A on skemaati-
liselt ndidatud aminohapete jérjestus koos heterodimeeri IL-17A/F (SEQ ID NO: 77) ahelate-
vahelise ja ahelasiseste disulfiidsidemetega. Disulfiidiithendustesse kaasatud tsiisteiinid on
téhistatud kuulikese (*) ja jddgi numbriga. Disulfiidsidemed on néidatud tsiisteiine {ihenda-
vate mustade joontega. Ahelatevahelisi disulfiidiithendusi moodustavad disulfiidsidemed on
esitatud poolpaksude mustade joontega. Joonisel 4B on skemaatiliselt nididatud IL-17A/F-i
triipsiiniga 10ikamisel eeldatavalt tekkivad IL-17A/F-peptiidfragmendid nr 1 ja nr 2, mis
sisaldavad IL-17-ahela ja IL-17F-ahela vahelisi disulfiidsidemeid (disulfiidsidemega IL-
17A/F-fragment nr 1 on tdhistatud kui SEQ ID NO: 7; disulfiidsidemega IL-17A/F-fragment
nr 2 on tdhistatud kui SEQ ID NO: 8). Neis fragmentides sisalduvad aminohapped on néi-
datud ja nummerdatud kummagi ahela algus-metioniini suhtes. Samuti on ndidatud nende
fragmentide, mida eeldatavalt voiks tdheldada massispektromeetriga, arvutuslikud ligikaud-
sed molekulmassid. Joonisel 4C on nididatud IL-17A/F-i peptiidikaart, mis saadi maatriks-
laser-desorptsiooni/ionisatsiooni lennuaja massispektromeetriaga (matrix-assisted laser

desorption/ionization time of flight mass spectrometry - MALDI-TOF-iga). Saadud peptiidi-
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kaardil on piigid (M + H)+ = 2420,12 Da ja 3410,60 Da, mis vastavad disulfiidsidemega
seotud peptiididele. Joonisel 4D on nididatud IL-17A/F redutseerimata proovide edasist ise-
loomustamist vedelikukromatograafia-elektropihustusionisatsiooni-massispekromeetriaga
(liquid-chromatography electrospray ionization ion trap mass spectrometry - LC-ESI-
MS-ga). loonkromatogrammid esindavad (iilalt alla) kogu ioonkromatogrammi, disulfiidside-
mega IL-17A/F-fragmendi nr 2 (M+2H)2+ ja disulfiidsidemega IL-17A/F-fragmendi nr 1
(M + 2H)3+ rekonstrueeritud ioonkromatogrammi (reconstructed ion chromatogram —
RIC-i). Téaheldati molemale heterodimeerile vastavaid piike, samas kui homodimeer-pep-
tiidide eeldatavate masside kohal ei tdheldatud keemilisest miirast eristuvaid piike.

Joonisel 5A on nididatud annusest soltuvad kdverad, kui vorreldi IL-17A/F, IL-17 ja IL-17F
poletikku soodustavat vastust. Ndidatud kontsentratsioonidega IL-17A/F, 1L-17 ja IL-17F
inkubeeriti TK-10 rakkudega 24 tundi. Néidati, et IL-17A/F-il on vdimas IL-8 indutseeriv
aktiivsus ning oluline aktiivsus ilmnes ka vihem kui nanomolaarsetel kontsentratsioonidel.
Joonisel 5B on nididatud annusest soltuvad koverad, kui vorreldi IL-6 indutseerimist IL-
17A/F, IL-17 ja IL-17F-ga. Néidatud kontsentratsioonidega IL-17A/F, IL-17 ja IL-17F inku-
beeriti TK-10 rakkudega 24 tundi. TK-10 rakkude konditsioneeritud keskkond koguti ja ana-
liisiti IL-6-ELISA-ga.

Joonisel 6 on ndidatud IL-17A/F-ga seonduvast Fab-ist parineva raske ahela varieeruva ala
piitkonna, mis sisaldab CDR-ide H1-H3, aminohapete jérjestus. Nédidatud on kolmekiimne
nelja (34) klooni (vastavalt jarjestused (SEQ ID NO: 9 kuni SEQ ID NO: 42), mis kodeerivad
antikeha raske ahela erinevaid jérjestusi, mis on voimelised seonduma IL-17A/F-ga, amino-
hapete ennustatava jarjestuse piirkonna joondus. Raske ahela kolm CDR-piirkonda (CDR-
H1, CDR-H2, CDR-H3) on viirutatud.

Joonisel 7 on nédidatud IL-17 natiivse jéarjestusega cDNA nukleotiidjirjestus (SEQ ID NO: 5).
Joonisel 8 on nédidatud aminohapete jarjestus (SEQ ID NO: 3), mis on tuletatud joonisel 7
nédidatud kodeerivast jérjestusest SEQ ID NO: 5.

Joonisel 9 on ndidatud IL-17F natiivse jdrjestusega cDNA nukleotiidjirjestus (SEQ ID
NO: 6).

Joonisel 10 on ndidatud aminohapete jarjestus (SEQ ID NO: 4), mis on tuletatud joonisel 9
ndidatud kodeerivast jérjestusest SEQ ID NO: 6.

Joonisel 11 on nididatud inimese T-rakkudest, mis olid aktiveeritud CD3-vastase / CD28-

vastase antikehaga, toodetud IL-17A/F-1 ELISA mddtmise tulemused.
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Joonisel 12 on ndidatud IL-17A/F-i ELISA mddtmise spetsiifilisus, ndidates, et kolm
paralleelselt analiiiisitud fraktsiooni, nr 31-33, sisaldasid ligikaudu vordsetes kogustes IL-

17A/F-1 (kontrollidena kasutati IL-17A-d ja IL-17F-1).

EELISTATAVATE TEOSTUSTE UKSIKASJALIK KIRJELDUS

I Méaératlused

(0068) “Natiivse jérjestusega IL-17A/F-poliipeptiid” hdlmab poliipeptiidi, millel on sama
aminohapete jdrjestus, kui vastaval loodusest périneval IL-17A/F-poliipeptiidil. Selliseid na-
tiivse jarjestusega IL-17A/F-poliipeptiide v3ib eraldada loodusest voi toota rekombinantsel
vOi siinteetilisel viisil. Spetsiifiliselt holmab madiste “natiivse jirjestusega IL-17A/F-polii-
peptiid” spetsiifilise IL-17A/F-poliipeptiidi looduslikult esinevaid kéarbitud voi sekreteeritud
vorme (nditeks rakuvilise domeeni jarjestust), looduslikult esinevaid variantseid vorme (nii-
teks alternatiivselt splaissitud vorme) ning selle poliipeptiidi looduslikult esinevaid alleelseid
variante. Leiutise erinevates teostustes on siin avaldatud natiivse jarjestusega IL-17A/F-polii-
peptiidid kiipsed vai tdispikad natiivse jarjestusega poliipeptiidid, mis holmavad aminohapete
tdispikka jérjestust, mis on nédidatud kaasatud joonistel. Joonistel on start- ja stoppkoodonid
ndidatud poolpaksus kirjas ning need on alla joonitud. Kuigi kaasnevatel joonistel on ndida-
tud, et avaldatud IL-17A/F-poliipeptiidid algavad metioniinijddgiga, mis siin on joonistel
téhistatud kui aminohappe asend 1, on siiski moeldav ja voimalik, et muid metioniinijadke,
mis paiknevad joonistel olevast aminohappe asendist 1 iiles- vdi allavoolu, voib kasutada IL-
17A/F-poliipeptiidide start-aminohappejdigina.

(0069) Siin avaldatud erinevate IL-17A/F-poliipeptiidide “signaalpeptiidide” ligikaudne paik-
nemine on ndidatud kéesolevas kirjelduses ja/voi kaasnevatel joonistel. Olgu siiski mérgitud,
et signaalpeptiidi C-terminaalne piir v3ib varieeruda, kuid kdige tdendolisemalt mitte enam
kui 5 aminohapet iikskdik kummas suunas signaalpeptiidi siin algselt médratletud C-termi-
naalsest piirist, sealjuures voib signaalpeptiidi C-terminaalse piiri identifitseerida vastavalt
kriteeriumitele, mida tehnika tasemes rakendatakse rutiinselt aminohapete jérjestuse sellist
tiilipi elemendi identifitseerimiseks (nditeks Nielsen et al., Prot. Eng., 10:1-6 (1997) ning von
Heinje et al., Nucl. Acids. Res., 14:4683-4690 (1986)). Lisaks tunnustatakse, et monel juhul

pole sekreteeritavalt poliipeptiidilt signaaljdrjestuse 1dikamine téiesti iihetaoline, andes tule-
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museks enam kui tihe sekreteeritud liigi. Kdesoleva leiutise kohaselt peetakse vdimalikuks
neid kiipseid poliipeptiide, milles signaalpeptiid on ldigatud mitte enam kui 5 aminohappe
kauguselt iikskdoik kummas suunas signaalpeptiidi siin algselt méératletud C-terminaalsest
piirist, ning neid kodeerivad nukleiinhappeid.

(0070) “IL-17A/F-poliipeptiidi variant” tdhendab aktiivset IL-17A/F-poliipeptiidi, nagu on
miiratletud ees- voi allpool, millel on vihemalt umbes 80% aminohapete jarjestuse samasus
siin avaldatud tdispika natiivse jarjestusega IL-17A/F-poliipeptiidjdrjestusega, siin avaldatud
IL-17A/F-poliipeptiidjarjestusega, millel puudub signaalpeptiid, voi tdispika IL-17A/F-polii-
peptiidjirjestuse mistahes muu siin avaldatud fragmendiga. Sellised IL-17A/F-poliipeptiidi
variandid hdolmavad néiteks IL-17A/F-poliipeptiide, milles tdispika natiivse aminohapete jar-
jestuse N- voi C-terminusse on lisatud voi sellest on eemaldatud iiks vdi enam aminohappe-
jaaki. Tavapdraselt on IL-17A/F-poliipeptiidi variandil vdhemalt umbes 80% aminohapete
jarjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 82% aminohapete jirjestuse samasus,
alternatiivselt vahemalt umbes 83% aminohapete jérjestuse samasus, alternatiivselt vahemalt
umbes 84% aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vdhemalt umbes 85% amino-
hapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 86% aminohapete jirjestuse sama-
sus, alternatiivselt vdhemalt umbes 87% aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 88% aminohapete jarjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 89%
aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 90% aminohapete jérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 91% aminohapete jirjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 92% aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 93%
aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 94% aminohapete jérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 95% aminohapete jarjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 96% aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 97%
aminohapete jdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 98% aminohapete jérjestuse
samasus and alternatiivselt vihemalt umbes 99% aminohapete jirjestuse samasus siin aval-
datud téispika natiivse jérjestusega IL-17A/F-poliipeptiidjdrjestuse, siin avaldatud IL-17A/F-
poliipeptiidjérjestusega, millel puudub signaalpeptiid, voi tdispika IL-17A/F-poliipeptiidjér-
jestuse mistahes muu siin avaldatud ja spetsiifiliselt méératletud fragmendiga. Harilikult on
variantsed IL-17A/F-poliipeptiidid vihemalt umbes 10 aminohappe pikkused, alternatiivselt
vihemalt umbes 20 aminohappe pikkused, alternatiivselt vihemalt umbes 30 aminohappe

pikkused, alternatiivselt vdhemalt umbes 40 aminohappe pikkused, alternatiivselt vihemalt
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umbes 50 aminohappe pikkused, alternatiivselt vihemalt umbes 60 aminohappe pikkused,
alternatiivselt vihemalt umbes 70 aminohappe pikkused, alternatiivselt vdhemalt umbes
80 aminohappe pikkused, alternatiivselt vihemalt umbes 90 aminohappe pikkused, alterna-
titvselt vidhemalt umbes 100 aminohappe pikkused, alternatiivselt vihemalt umbes 150 ami-
nohappe pikkused, alternatiivselt vihemalt umbes 200 aminohappe pikkused, alternatiivselt
vihemalt umbes 300 aminohappe pikkused véi pikemad.

(0071) ,,Aminohapete jirjestuse samasuse protsent (%) siin identifitseeritud IL-17A/F polii-
peptiidjdrjestuse suhtes on méiratletud kui aminohappe jédkide protsent kandidaatjirjestuses,
mis pérast jirjestuste joondamist ja vajadusel pdrast tiihikute sisestamist jirjestuste maksi-
maalse samasuse protsendi saavutamiseks on samasugused aminohappejdikidega 1L-17A/F-
spetsiifilises poliipeptiidjérjestuses, votmata jérjestuse samasuse osana arvesse konservatiiv-
seid asendusi. Joonduse aminohapete jirjestuse samasuse protsendi madramiseks voib saada
erinevatel tehnika tasemes tuntud viisidel, kasutades nditeks avalikult kéttesaadavat arvuti-
tarkvara, nagu BLAST, BLAST-2, ALIGN voi Megalign (DNASTAR) tarkvara. Eriala asja-
tundja voib méiirata joonduse mddtmiseks sobivad parameetrid, sealhulgas mistahes algo-
ritmi, mis on vajalik maksimaalse joonduse saavutamiseks vorrelduna tdispikkade jérjestuste
ulatuses. Siiski on siinsetel eesmirkidel aminohapete jérjestuste samasuse véértused (%) teki-
tatud, kasutades jdrjestuse vordluse arvutiprogrammi ALIGN-2, sealjuures on ALIGN-2
programmi ldhtekood on esitatud allpool tabelis 1. ALIGN-2 jérjestuse vordluse arvutiprog-
rammi autoridigus on kinnitatud firmale Genentech, Inc ning allpool tabelis 1 ndidatud ldhte-
kood koos kasutaja dokumentatsiooniga on sisse antud USA autoridiguse ametis, Washington
D. C., 20559, kus see on registreeritud USA autoridiguse registreerimisnumbriga
TXUS510087. ALIGN-2 programm on avalikult kéttesaadav firmast Genentech, Inc., South
San Francisco, California vOi koostatav ldhtekoodist, mida pakutakse allpool tabelis 1.
ALIGN-2 programmi vOiks koostada, kasutades operatsioonisiisteemi UNIX, eelistatavalt
versiooni digital UNIX V4. 0D. Koik jdrjestuse vordlemise parameetrid on mdéératud
ALIGN-2 programmiga ning ei varieeru.

(0072) Olukordades, kus ALIGN-2 rakendatakse aminohapete jarjestuse vordluseks, arvuta-
takse antud aminohapete jdrjestuse A aminohapete jirjestuse samasus (%) antud aminohapete
jarjestuse B suhtes, sellega vdi selle vastu (mida voib alternatiivselt viljendada kui antud
aminohapete jérjestus A, millel on vdi mis hdlmab kindlat protsenti aminohapete jirjestuse

samasust antud aminohapete jéarjestuse B suhtes, sellega voi selle vastu) jargnevalt:
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milles X on jérjestuse joondamise programmiga ALIGN-2 identsete {ihitatavustena arvesta-
tud aminohappejdékide arv A ja B joonduses selle programmiga ning Y on B-s olevate
aminohappejddkide koguarv. On mdistetav, et kui aminohapete jdrjestuse A pikkus pole
vordne aminohapete jirjestuse B pikkusega, pole A aminohapete jirjestuse samasuse protsent
B suhtes vordne B aminohapete jirjestuse samasuse protsendiga A suhtes. Aminohapete
samasuse protsendi selle meetodiga arvutamiste ndited on tabelis 2 ja 3, kus néidatakse, kui-
das arvutatakse aminohapete jirjestuse, mis on téhistatud kui ,,vordlusvalk®, aminohapete
jarjestuse samasuse protsenti hiipoteetilise huvipakkuva valgu suhtes; ,,vordlusvalk* esindab
poliipeptiidi aminohapete jarjestust, mille suhtes huvipakkuvat poliipeptiidi vorreldakse, ning
» X 5, Y ja “Z* esindavad igaiiks erinevaid hiipoteetilisi aminohappejiéke.

(0073) Kuni pole spetsiifiliselt sétestatud teisiti, saadakse kdik siin kasutatatvad aminohapete
jarjestuse samasuse protsentvairtused selliselt, nagu on kirjeldatud vahetult eelnevas 16igus
ning kasutades arvutiprogrammi ALIGN-2. Siiski vdib aminohapete jérjestuse samasuse
protsentvairtused saada ka selliselt, nagu kirjeldatakse allpool, ning kasutades arvutiprog-
rammi WU-BLAST-2 (Altschul et al., Methods in Enzymology 266:460-480 (1996)). Ena-
mus WU-BLAST-2 otsinguparameetritest on seatud vaikevairtustele. Need, mis ei ole seatud
vaikevédrtustele, see tdhendab kohandatavad parameetrid, seatakse jargnevatele vaartustele:
overlap span = 1, overlap fraction = 0,125, word threshold (T) = 11 ja scoring matrix =
BLOSUMS62. WU-BLAST-2 rakendamisel méiratletakse aminohapete jirjestuse samasuse
protsent, jagades (a) WU-BLAST-2-ga maéidratud thituvate identsete aminohappejiikide
arvu, mis on natiivsest poliipeptiidist parineva jarjestusega huvipakkuva poliipeptiidi amino-
hapete jarjestuses ning huvipakkuvas aminohapete vordlusjdrjestuses (st jdrjestuses, mille
suhtes huvipakkuvat poliipeptiidi vorreldakse ning mis voib olla variantne IL-17A/F-polii-
peptiid), (b) huvipakkuva poliipeptiidi aminohappejddkide koguarvuga. Nditeks viite “amino-
hapete jarjestust A hdlmaval poliipeptiidil on vihemalt 80% aminohapete jdrjestuse samasus
aminohapete jarjestusega B” puhul on vorreldav aminohapete jirjetus A huvipakkuva “vord-
lusvalgu” aminohapete jérjestus, ning aminohapete jirjestus B on huvipakkuva poliipeptiidi

aminohapete jérjestus.
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(0074) Samuti voib aminohapete jirjestuse samasuse protsenti médrata, kasutades jirjestuse
vordlemise programmi NCBI-BLAST?2 (Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402
(1997)). Jérjestuse vordlemise programmi NCBI-BLAST2 voib alla laadida aadressilt
http://www.ncbi.nlm.nih.gov v&i saada muul viisil riiklikust tervishoiuinstituudist (National
Institute of Health, Bethesda), MD. NCBI-BLAST?2 kasutab mitmeid otsinguparameetreid,
kusjuures koik need otsinguparameetrid, seatakse vaikevidirtustele, mis hdlmavad néiteks
jargnevaid: unmask = yes, strand = all, expected occurrences = 10, minimum low complexity
length = 15/5, multi-pass e-value = 0,01, constant for multi-pass = 25, dropoff for final
gapped alignment = 25 ja scoring matrix = BLOSUMG62.

(0075) Olukordades, mille puhul aminohapete jérjestuse vordlemiseks kasutatakse NCBI-
BLAST?2, arvutatakse antud aminohapete jdrjestuse A aminohapete hapete jérjestuse sama-
suse protsent antud aminohapete jirjestuse B suhtes, sellega voi selle vastu (mida alterna-
titvselt voib véljendada kui antud aminohapete jarjestust A, millel on voi mis hdlmab kindlat
aminohapete jirjestuse samasuse protsenti antud aminohapete jirjestuse B suhtes, sellega voi

selle vastu) jargnevalt:

100 X
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Y
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milles X on jirjestuse joondamise programmiga NCBI-BLAST?2 identsete iihitatavustena
arvestatud aminohappejiikide arv A ja B joonduses selle programmiga ning Y on B-s olevate
aminohappejdékide koguarv. On moistetav, et kui aminohapete jarjestuse A pikkus pole
vordne aminohapete jarjestuse B pikkusega, pole A aminohapete jérjestuse samasuse protsent
B suhtes vordne B aminohapete jérjestuse samasusega protsendiga A suhtes.

(0076) “Variantne IL-17A/F-poliinukleotiid” voi “variantne IL-17A/F-nukleiinhappejérjes-
tus” tdhendab nukleiinhappemolekuli, mis kodeerib allpool médratletud IL-17A/F-poliipep-
tiidi ning millel on umbes 80% nukleiinhappe jérjestuse samasus nukleiinhappe jérjestusega,
mis kodeerib siin avaldatud tdispikka natiivse jérjestusega IL-17A/F-poliipeptiidi, siin aval-
datud tdispikka natiivse jérjestusega IL-17A/F-poliipeptiidi, millel puudub signaalpeptiid, voi
siin avaldatud tdispika natiivse jarjestusega IL-17A/F-poliipeptiidi mistahes muud fragmenti.
Harilikult on variantsel IL-17A/F-poliinukleotiidil vihemalt umbes 80% nukleiinhappejérjes-
tuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 81% nukleiinhappejéirjestuse samasus, alter-

natiivselt vihemalt umbes 82% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt
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umbes 83% nukleiinhappejirjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 84% nukleiin-
happejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 85% nukleiinhappejarjestuse sama-
sus, alternatiivselt vdhemalt umbes 86% nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 87% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 88%
nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 89% nukleiinhappejérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 90% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 91% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 92%
nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 93% nukleiinhappejérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 94% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt
vihemalt umbes 95% nukleiinhappejérjestuse samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 96%
nukleiinhappejdrjestuse samasus, alternatiivselt vdhemalt umbes 97% nukleiinhappejérjestuse
samasus, alternatiivselt vihemalt umbes 98% nukleiinhappejirjestuse samasus ja alternatiiv-
selt vidhemalt umbes 99% nukleiinhappejérjestuse samasus nukleiinhappe jérjestusega, mis
kodeerib siin avaldatud tdispikka natiivse jérjestusega IL-17A/F-poliipeptiidi, siin avaldatud
ja tdispikka natiivse jérjestusega IL-17A/F-poliipeptiidi, millel puudub signaalpeptiid, voi
siin avaldatud tdispika natiivse jdrjestusega IL-17A/F-poliipeptiidi mistahes fragmenti.
Variandid ei holma natiivset nukleotiidjirjestust.

(0077) Harilikult on variantsed IL-17A/F-poliinukleotiidid vihemalt umbes 30 nukleotiidi
pikad, alternatiivselt vdhemalt umbes 60 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes
90 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vdhemalt umbes 120 nukleotiidi pikad, alternatiivselt
vihemalt umbes 150 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 180 nukleotiidi pikad,
alternatiivselt vdhemalt umbes 210 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vdihemalt umbes 240
nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 270 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihe-
malt umbes 300 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vahemalt umbes 450 nukleotiidi pikad,
alternatiivselt vihemalt umbes 600 nukleotiidi pikad, alternatiivselt vihemalt umbes 900
nukleotiidi pikad voi pikemad.

(0078) ,,Aminohapete jirjestuse samasuse protsent (%)” IL-17A/F-i kodeeriva nukleiinhap-
pejérjestuse suhtes, mis siin on identifitseeritud, on méératletud kui nukleotiidide protsent
kandidaatjérjestuses, mis pirast jdrjestuste joondamist ja vajadusel pirast tiihikute sisesta-
mist, et saavutada jirjestuste samasuse maksimaalset protsenti, on identsed nukleotiididega
IL-17A/F-i kodeerivas huvipakkuvas jérjestuses. Joonduse nukleotiidjirjestuse samasuse

protsendi médramiseks voib saada erinevatel tehnika tasemes tuntud viisidel, kasutades nii-
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teks avalikult kéttesaadavat arvutitarkvara, nagu BLAST, BLAST-2, ALIGN vo6i Megalign
(DNASTAR). Siiski on siinsetel eesmérkidel nukleiinhappejérjestuste samasuse vairtused
(%) tekitatud, kasutades jirjestuse vOrdlemise arvutiprogrammi ALIGN-2, kusjuures prog-
rammi ALIGN-2 ldhtekoodi pakutakse tabelis 1 allpool. Jdrjestuse vordlemise arvutiprog-
rammi ALIGN-2 autoridigus on kinnitatud firmale Genentech, Inc ning selle lahtekood koos
kasutaja dokumentatsiooniga on sisse antud USA autoridiguse ametis, Washington D. C.,
20559, kus see on registreeritud USA autoridiguse registreerimisnumbriga TXUS510087.
ALIGN-2 programm on avalikult kittesaadav firmast Genentech, Inc., South San Francisco,
California vdi koostatav ldhtekoodist, mida pakutakse tabelis 1 allpool. ALIGN-2 programmi
vOiks koostada, kasutades operatsioonisiisteemi UNIX, eelistatavalt versiooni digital UNIX
V4. 0D. Koik jérjestuse vordlemise parameetrid on méaédratud ALIGN-2 programmiga ning ei
varieeru.

(0079) Olukordades, mille puhul nukleiinhappejérjestuse vordlemisteks rakendatakse
ALIGN-2, arvutatakse antud nukleiinhappejérjestuse C aminohapete hapete jérjestuse sama-
suse protsent antud nukleiinhappejirjestuse D suhtes, sellega voi selle vastu (mida alterna-
titvselt voib véljendada kui antud aminohapete jarjestust A, millel on voi mis hdlmab kindlat
nukleiinhappejérjestuse samasuse protsenti antud nukleiinhappejérjestuse B suhtes, sellega

vOi selle vastu) jargnevalt:

100 x —

5

milles W on jérjestuse joondamise programmiga ALIGN-2 identsete iihitatavustena arvesta-
tud nukleotiidide arv C ja D joonduses selle programmiga ning Z on D-s olevate nukleo-
tiidide koguarv. On mdistetav, et kui nukleiinhappejarjestuse C pikkus pole vdrdne nukleiin-
happejérjestuse D pikkusega, pole C nukleiinhappejérjestuse samasuse protsent D suhtes
vordne D nukleiinhappejérjestuse samasusega protsendiga C suhtes. Nukleiinhappejarjestuse
samasuse protsendi arvutuste ndidetena on tabelites 4 ja 5 ndidatud, kuidas arvutada
“vordlus-DNA-na” tdhistatud nukleiinhappejirjestuse nukleiinhappejérjestuse samasusega
protsenti “IL-17A/F-1 DNA-na” tédhistatud nukleiinhappejérjestuse suhtes, kusjuures “IL-
17A/F-1 DNA” esindab hiipoteetilist huvipakkuvat nukleiinhappejérjestust ja “vordlus-DNA”

esindab nukleiinhappemolekuli, mille suhtes huvipakkuvat nukleiinhappemolekuli “IL-
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17A/F-1 DNA-d” vorreldakse, nukleiinhappejarjestust ning "N", "L" ja "V" esindavad igaiiks
erinevaid hiipoteetilisi nukleotiide.

(0080) Kuni pole spetsiifiliselt sitestatud teisiti, saadakse koik siin kasutatavad nukleiinhap-
pejérjestuse samasuse protsentvidrtused selliselt, nagu on kirjeldatud vahetult eelnevas 16igus
ning kasutades arvutiprogrammi ALIGN-2. Siiski vdib nukleiinhappejirjestuse samasuse
protsentviirtused saada ka selliselt, nagu kirjeldatakse allpool, ning kasutades arvutiprog-
rammi WU-BLAST-2 (Altschul et al., Methods in Enzymology 266:460-480 (1996)).
Enamus WU-BLAST-2 otsinguparameetritest on seatud vaikevéértustele. Need, mis ei ole
seatud vaikevairtustele, see tdhendab kohandatavad parameetrid, seatakse jargnevatele véar-
tustele: overlap span = 1, overlap fraction = 0,125, word threshold (T) = 11 ja scoring matrix
= BLOSUMG62. WU-BLAST-2 rakendamisel méératletakse nukleiinhappejirjestuse samasuse
protsent, jagades (a) WU-BLAST-2-ga méadratud iihituvate identsete nukleotiidide arvu, mis
on IL-17A/F-poliipeptiidi kodeeriva huvipakkuva nukleiinhappemolekuli, mille jirjestus
parineb natiivsest jérjestusega IL-17A/F-poliipeptiidi kodeerivast nukleiinhappest, nukleiin-
happejérjestuses ning huvipakkuvas vordlus-nukleiinhappemolekulis (st jéarjestuses, mille
suhtes IL-17A/F-poliipeptiidi kodeerivat huvipakkuvat nukleiinhappemolekuli vorreldakse
ning mis voib olla variantne IL-17A/F-poliinukleotiid), (b) IL-17A/F-poliipeptiidi kodeeriva
huvipakkuva nukleiinhappemolekuli nukleotiidide koguarvuga. Néiteks viite “nukleiinhap-
pejarjestust A hdlmaval eraldatud nukleiinhappemolekulil on vdhemalt 80% nukleiinhap-
pejérjestuse samasus nukleiinhappejérjestusega B” puhul, on nukleiinhappejiarjestus A huvi-
pakkuv vordlus-nukleiinhappemolekul ning nukleiinhappejérjestus B on IL-17A/F-poliipep-
tiidi kodeeriva huvipakkuva nukleiinhappemolekuli nukleiinhappejirjestus.

(0081) Samuti v3ib nukleiinhappejérjestuse samasuse protsendi méairata, kasutades jérjestuse
vordlemise programmi NCBI-BLAST2 (Altschul et al., Nucleic Acids Res., 25:3389-3402
(1997)). Jérjestuse vordlemise programmi NCBI-BLAST2 voib alla laadida aadressilt
http://www.ncbi.nlm.nih.gov voi saada muul viisil riiklikust tervishoiuinstituudist (National
Institute of Health, Bethesda), MD. NCBI-BLAST?2 kasutab mitmeid otsinguparameetreid,
kusjuures koik need otsinguparameetrid, seatakse vaikevairtustele, mis holmavad niiteks
jargnevaid: unmask = yes, strand = all, expected occurrences = 10, minimum low complexity
length = 15/5, multi-pass e-value = 0,01, constant for multi-pass = 25, dropoff for final
gapped alignment = 25 ja scoring matrix = BLOSUMG62.
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(0082) Olukordades, mille puhul jérjestuse vordlemisteks rakendatakse NCBI-BLAST2,
arvutatakse antud nukleiinhappejérjestuse C aminohapete hapete jirjestuse samasuse protsent
antud nukleiinhappejirjestuse D suhtes, sellega voi selle vastu (mida alternatiivselt voib vél-
jendada kui antud nukleiinhappejérjestust C, millel on vdi mis hdlmab kindlat nukleiinhappe-
jérjestuse samasuse protsenti antud nukleiinhappejdrjestuse D suhtes, sellega voi selle vastu)

jargnevalt:

100 x —

b

milles W on jérjestuse joondamise programmiga NCBI-BLAST?2 identsete iihitatavustena
arvestatud nukleotiidide arv C ja D joonduses selle programmiga ning Z on D-s olevate
nukleotiidide koguarv. On mdistetav, et kui nukleiinhappejarjestuse C pikkus pole vordne
nukleiinhappejérjestuse D pikkusega, pole C nukleiinhappejérjestuse samasuse protsent D
suhtes vordne D nukleiinhappejdrjestuse samasusega protsendiga C suhtes.

(0083) Teistes teostustes on variantsed IL-17A/F-poliinukleotiidid IL-17A/F-poliipeptiidi
kodeerivad nukleiinhappemolekulid, mis on voimelised hiibridiseeruma, eelistatavalt karmi-
des hiibridiseerimis- ja pesemistingimustes, siin avaldatud tdispikka IL-17A/F-poliipeptiidi
kodeerivate nukleotiidjérjestustega. Variantsed 1L-17A/F-poliipeptiidid vdivad olla sellised,
mida kodeeritakse variantse IL-17A/F-poliinukleotiidiga.

(0084) Siin avaldatud erinevate poliipeptiidide kirjeldamiseks kasutatuna tihendab “eral-
datud”, et poliipeptiid on identifitseeritud ja lahutatud ja/vdi kogutud selle loodusliku kesk-
konna koostisosast. Selle loodusliku keskkonna saastavad koostisosad on ained, mis tiiiipi-
liselt selle poliipeptiidi diagnostilisi v3i ravirakendusi héiriks, ning need hdlmavad ensiitime,
hormoone ning muid valgulisi ja mittevalgulisi lahustunud aineid. Eelistatavates teostustes
puhastatakse poliipeptiid (1) méédrani, mis on piisav, et saada vihemalt 15 N-terminaalse voi
sisemise aminohappejaddgi jarjestus, kasutades pdorlevate labadega sekvenaatorit, voi (2) ho-
mogeensuseni SDS-PAGE analiiiisis redutseerivates voi mitteredutseerivates tingimustes,
kasutades varvimist Coomassie Blue voi eelistatavalt hobedaga. Eraldatud poliipeptiid hol-
mab poliipeptiidi rekombinantsetes rakkudes in situ, kuna vdhemalt iihte 1L-17A/F-poli-
peptiidi loodusliku keskkonna koostisosa ei esine. Tavapéraselt valmistatakse eraldatud

poliipeptiid siiski vdhemalt iihe puhastamisetapiga.
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(0085) ,,Eraldatud* nukleiinhappemolekul, mis kodeerib IL-17A/F-poliipeptiidi, on nukleiin-
happemolekul, mis on identifitseeritud ja eraldatud vdhemalt iihest saastavast nukleiinhappe-
molekulist, millega see on tavapdraselt seotud poliipeptiidi kodeeriva nukleiinhappe loodus-
likus allikas. Eraldatud nukleiinhappemolekul, mis kodeerib poliipeptiidi, on teistsuguses
vormis voi seades kui see, milles seda leidub looduses. Seega on eraldatud nukleiinhappe-
molekulid eristatavad looduslikes rakkudes olevatest spetsiifilistest nukleiinhappemolekuli-
dest, mis kodeerivad poliipeptiidi. Siiski hdlmab eraldatud nukleiinhappemolekul, mis ko-
deerib poliipeptiidi, peptiidi kodeerivaid nukleiinhappemolekule, mis sisalduvad seda polii-
peptiidi tavapdraselt ekspresseerivates rakkudes, kus nukleiinhappemolekul on niiteks teist-
suguse kromosomaalse paiknemisega kui looduslikes rakkudes.

(0086) Maiste ,,kontrolljérjestused* tdhistab DNA jdrjestusi, mis on vajalikud toimivalt iihen-
datud kodeeriva jdrjestuse ekspresseerimiseks konkreetses peremeesorganismis. Néiteks hol-
mavad prokariiootidele sobivad kontrolljarjestused promootorit, vajadusel operaatorjirjestust,
ning ribosoomi sidumiskohta. Eukariiootsete rakkude puhul on tuntud promootorite, poliiade-
niitilimissignaalide ja enhanserite kasutamine.

(0087) Nukleiinhape on ,,toimivalt ithendatud* siis, kui see on paigutatud funktsionaalsesse
suhtesse mone teise nukleiinhappejérjestusega. Naiteks eeljirjestuse voi sekreteerimisliidri
DNA on poliipeptiidi DNA-ga toimivalt iithendatud siis, kui seda ekspresseeritakse eelval-
guna, mis osaleb poliipeptiidi sekreteerimises, promootor vdi enhanser on toimivalt ithenda-
tud kodeeriva jdrjestusega siis, kui see mdjutab jdrjestuse transkriptsiooni, voi ribosoomi
sidumiskoht on toimivalt ithendatud kodeeriva jérjestusega siis, kui see paikneb selliselt, et
hdlbustab translatsiooni. Uldiselt tihendab ,.toimivalt iihendatud®, et iihendatud DNA jirjes-
tused on kiilgnevad ning sekreteerimisliidri puhul on need kiilgnevad ja lugemisfaasis.
Enhanserid ei pea siiski olema kiilgnevad. Uhendamine teostatakse niiteks ligeerimisega
sobivates restrikteerimiskohtades. Kui selliseid kohti pole, kasutatakse kooskdlas tavapérase
praktikaga siinteetilisi oligonukleotiidadaptereid vdi -linkereid.

(0088) Hiibridiseerimisreaktsioonide “karmus” on eriala asjatundja poolt hdlpsalt médratav
ning iildiselt on see empiiriline arvestus, mis soltub sondi pikkusest, pesemise temperatuurist
ja soola kontsentratsioonist. Uldiselt vajavad pikemad sondid digeks paardumiseks korge-
maid temperatuure, samas kui lihemad sondid vajavad madalamaid temperatuure. Uldiselt
sOltub hiibridiseerumine denatureeritud DNA vdimest taaspaarduda siis, kui komplementaar-

sed ahelad esinevad keskkonnas, mille temperatuur on allpool ahelate sulamistemperatuuri.
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Mida suurem on soovitud homoloogsuse méér sondi ja hiibridiseeritava jarjestuse vahel, seda
kdrgem on suhteline temperatuur, mida v3ib kasutada. Sellest jareldub, et kdrgematel suhte-
listel temperatuuridel oleks kalduvus muuta reaktsioonitingimused karmimateks, samas kui
madalamad temperatuurid vdhendaks karmust. Hiibridiseerimisreaktsioonide karmusesse
puutuvaid lisa-liksikasju ja selgitusi vaadake teosest Ausubel et al., Current Protocols in
Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).

(0089) Siin mairatletuna voib “karme tingimusi” voi “vdga karme tingimusi” identifitseerida
jargnevalt: (1) madala ioonse jou ja kdrge temperatuuri rakendamine pesemiseks, nditeks
0,015 M naatriumkloriid / 0,0015 M naatriumtsitraat / 0,1% naatriumdodetsiiiilsulfaat 50 °C
juures; (2) denatureeriva agensi nagu formamiid rakendamine hiibridiseerimisel, néiteks 50%
(mahtu mahu kohta) formamiid ja 0,1% veise seerumalbumiin / 0,1% Ficoll / 0,1% polii-
viniiiilptirrolidoon / 50 mM naatriumfosfaatpuhver, pH 6,5, koos 750 mM naatriumkloriidi ja
75 mM naatriumtsitraadiga 42 °C juures; voi (3) 50% formamiid, 5-kordne SSC (0,75 M
NacCl, 0,075 M naatriumtsitraat), 50 mM naatriumfosfaat (pH 6,8), 0,1% naatriumpiirofos-
faat, 5-kordne Denhardti lahus, 16he niisa sonikeeritud DNA (50 pg/ml), 0,1% SDS ja 10%
dekstraansulfaat 42 °C juures pesemistega 42 °C juures 0,2-kordses SSC-s (naatriumklo-
riild/naatriumtsitraat) koos 50% formamiidiga 55 °C juures, millele jargneb viga karm pese-
mine EDTA-d sisaldavas 0,1-kordses SSC-s 55 °C juures.

(0090) “Moddukalt karmid tingimused” voib identifitseerida, nagu on kirjeldatud teoses
Sambrook et al., Molecular cloning: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor
Press, 1989, ning need holmavad pesemislahuse ja hiibridiseerimistingimuste (nditeks tempe-
ratuuri, ioonse jou ja SDS-i protsendi) kasutamist, mis on vdhem karmid kui eespool kirjel-
datud. Naiteks on mdddukalt karmideks tingimusteks iile 66 inkubeerimine 37 °C juures
lahuses, mis sisaldab 20% formamiidi, 5-kordset SSC-d (150 mM NaCl, 15 mM trinaat-
riumtsitraat), 50 mM naatriumfosfaati (pH 7,6), 5-kordset Denhardti lahust, 10% dekstraan-
sulfaati ja 20 mg/ml I6he niisa sonikeeritud ja denatureeritud DNA-d, ning millele jargneb
filtrite pesemine 1-kordses SSC-s umbes 37-50 °C juures. Eriala asjatundja teaks, kuidas
vastavalt teguritele, nagu proovi pikkus ja muu taoline, on vaja kohandada temperatuuri,
ioonset joudu jne.

(0091) Siin kasutatuna tihendab mdiste “epitoopmadrgistatud” kimédirset poliipeptiidi, mis
sisaldab IL-17A/F-poliipeptiidi, mis on liidetud “méirgispoliipeptiidiga”. Mirgispoliipeptiidil

on piisavalt jddke, et pakkuda epitoopi, mille vastu voib teha antikeha, ning see on veel
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piisavalt lithike, et mitte hiirida poliipeptiidi, millega see on liidetud, aktiivsust. Samuti on
margispoliipeptiid eelistatavalt kiillaltki unikaalne, sest selle vastasel antikehal praktiliselt ei
ole ristreaktsioone teiste epitoopidega. Uldiselt on sobivatel mirgispoliipeptiididel vihemalt
kuus aminohappejééki ja tavaliselt on neil umbes 8 kuni 50 aminohappejédéki (eelistatavalt
umbes 10 kuni 20 aminohappejaiki).

(0092) Siin kasutatuna tdhistab moiste “immunoadhesiin” antikehasarnaseid molekule, milles
on kombineeritud heteroloogse valgu (adhesiini) seondumisspetsiifilisus immunoglobuliini
konstantsete domeenide efektorfunktsioonidega. Struktuurselt hdlmavad immunoadhesiinid
soovitud seondumisspetsiifilisusega, mis erineb antikeha antigeeni dratundvast antigeeniseo-
selisest kohast (st see on “heteroloogne), aminohapete jérjestust ning immunoglobuliini
konstantse domeeni jirjestust. Tiiiipiliselt on immunoadhesiinmolekuli adhesiinosa aminoha-
pete pidev jdrjestus, mis hdlmab vidhemalt retseptori voi ligandi seondumiskohta.
Immunoadhesiinis oleva immunoglobuliini konstantse domeeni voib saada mistahes immu-
noglobuliinist, nagu on alamtiiiibid IgG,, 1gG,, IgGs voi IgGy, IgA (sealhulgas IgA; ja IgA,),
IgE, IgD voi IgM.

(0093) Maistet “antagonist” kasutatakse kdige laiemas tdhenduses ning see holmab mistahes
molekuli, mis osaliselt voi tdielikult tokestab, inhibeerib vOi neutraliseerib siin avaldatud
natiivse IL-17A/F-poliipeptiidi bioloogilist aktiivsust. Sarnasel viisil kasutatakse moistet
“agonist” kdige laiemas tdhenduses ning see hdlmab mistahes molekuli, mis jiljendab siin
avaldatud natiivse IL-17A/F-poliipeptiidi bioloogilist aktiivsust. Spetsiifiliselt hdlmavad
sobivad agonist- vOi antagonistmolekulid agonist- voi antagonist-antikehasid, antikeha frag-
mente, natiivsete IL-17A/F-poliipeptiidide fragmente v3i aminohapete jirjestuse fragmente,
peptiide, antisenss-oligonukleotiide, viikesi orgaanilisi molekule jne. IL-17A/F-poliipeptiidi
agonistide ja antagonistide identifitseerimise meetodid voivad hdlmata IL-17A/F-poliipeptiidi
ithendusse viimist kandidaat-agonistmolekuli vdi kandidaat-anatagonistmolekuliga ning iihe
vOi enama bioloogilise aktiivsuse, mis harilikult on seotud IL-17A/F-poliipeptiidiga, tuvasta-
tava muutuse modtmist.

(0094) Moiste "ravimine" tdhendab nii ravitootlust kui profiilaktilisi voi ennetavaid meet-
meid, kusjuures eesmirk on hoida dra voi aeglustada (vihendada) sihtmérgiks olevat pato-
loogilist seisundit voi hiiret. Ravi vajajad holmavad neid, kelle juba on héire ja lisaks neid,

kellel on soodumus hdéirele, voi neid, kellel hoitakse héiret éra.
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(0095) “Krooniline” manustamine tdhendab, vastupidiselt akuutsele viisile, agensi(te) manus-
tamist pideval viisil, sdilitades selliselt algse ravitoime (aktiivsuse) pikema aja jooksul.
“Vahelduv” manustamine on ravi, mida ei tehta jérjestikuselt katkestuseta vaid olemuselt on
see pigem tsiikliline.

(0096) Ravi seisukohast tdhendab "imetaja" mistahes looma, keda liigitakse imetajaks, hol-
mates inimesi, kodu- ja farmiloomi ning loomaaia-, spordis rakendatavaid voi lemmikloomi,
nagu koerad, hobused, kassid, veised, lambad, sead, kitsed, kiiiilikud jne. Eelistatavalt on see
imetaja inimene.

(0097) Manustamine “kombineerituna” iihe vdi enama lisa-raviagensiga hdolmab iiheaegset
(samaaegset) ja jarjestikust manustamist mistahes jérjekorras.

(0098) Siin kasutatuna hdlmavad “kandjad” farmatseutiliselt vastuvdetavaid kandjaid, abi-
aineid vOi stabilisaatoreid, mis kasutatavates annustes ja kontsentratsioonides pole toksilised
rakule vOi imetajale, kellele need eksponeeritakse. Tihti on fiisioloogiliselt vastuvoetav
kandja pH-d puhverdav vesilahus. Fiisioloogiliselt vastuvdetavate kandjate ndited holmavad
puhvreid, nagu fosfaat-, tsitraat- ja muude orgaaniliste hapete puhvrid, antioksiidante, seal-
hulgas askorbiinhapet, védikese molekuliga (vihem kui umbes 10 jidki) poliipeptiidi, valke,
nagu seerumi albumiin, Zelatiin voi immunoglobuliinid, hiidrofiilseid poliimeere nagu polii-
viniiiilpiirrolidoon, aminohappeid, nagu gliitsiin, glutamiin, asparagiin, arginiin voi liisiin,
monosahhariide, disahhariide ja muid siisivesikuid, sealhulgas gliikoosi, mannoosi voi dekst-
riine, kelaativaid agenseid nagu EDTA, suhkuralkohole, nagu mannitool v6i sorbitool, sooli
moodustavaid vastasioone nagu naatrium, ning/vOoi mitteioonseid surfaktante, nagu
TWEEN"", poliietiileengliikool (PEG) ja PLURONICS .

(0099) Moistet “antikeha” kasutatakse kdige laiemas tdhenduses ning spetsiifiliselt katab see
nditeks iiksikuid IL-17A/F-vastaseid monokloonseid antikehasid (sealhulgas agonist- antago-
nist- ja neutraliseerivaid antikehasid), IL-17A/F-vastase antikeha poliiepitoopse spetsiifilisu-
sega kompositsioone, poliikloonseid antikehasid, IL-17A/F-vastaseid iiheahelalisi antikehasid
ja IL-17A/F-vastaste antikehade fragmente (vaadake allpool) seni, kuni neil ilmneb soovitud
bioloogiline voi immunoloogiline aktiivsus. Siin kasutatakse moistet “immunoglobuliin” (Ig)
samas tdhenduses antikehaga.

(0100) "Eraldatud" antikeha on selline, mis on identifitseeritud ja eraldatud ning/vdi kogutud
selle loodusliku keskkonna koostisosast. Selle loodusliku keskkonna saastavad koostisosad

on materjalid, mis voivad héirida antikeha diagnostilisi voi ravirakendusi, ning need voivad
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hdlmata enstitime, hormoone ning muid valgulisi ja mittevalgulisi lahustunud aineid. Eelis-
tatavas teostuses puhastatakse antikeha (1) Lowry meetodil, méddratuna enam kui 95% ula-
tuses antikeha massi jérgi ning eelistatavamalt enam kui 99% ulatuses massi jargi, (2) mia-
rani, mis on piisav, et saada vihemalt 15 N-terminaalse voi sisemise aminohappejdagi jérjes-
tus, kasutades poodrlevate labadega sekvenaatorit, vai (3) homogeensuseni SDS-PAGE ana-
liitisis redutseerivates voi mitteredutseerivates tingimustes, kasutades Coomassie Blue virvi
vOi eelistatavalt hobedaga vérvimist. Eraldatud antikeha holmab antikeha rekombinantsetes
rakkudes in situ, kuna vihemalt lihte antikeha loodusliku keskkonna koostisosa ei esine.
Tavapiraselt valmistatakse eraldatud antikeha siiski vdhemalt {ihe puhastamisetapiga.

(0101) Pdhiline neljaahelaline antikehatlihik on heterotetrameer-gliikkovalk, mis koosneb
kahest identsest kergest (/ight - L) ahelast ja kahest identsest raskest (heavy — H) ahelast
(IgM-antikeha koosneb viiest pohilisest heterotetrameeriihikust koos J-ahelaks nimetatava
lisapoliipetiidiga, ning seega sisaldab see 10 antigeeniseoselist kohta, samas kui sekreteeri-
tavad IgA-antikehad vdivad poliimeriseeruda, et moodustuks poliivalentsed kogumid, mis
koosnevad 2-5 pdhilisest neljaahelalisest tihikust koos J-ahelaga). IgG-de puhul on neljaahe-
laline tihik iildiselt umbes 150000 daltoni suurune. Kumbki L-ahel on H-ahelaga seotud iihe
kovalentse disulfiidsidemega, samas kui kaks H-ahelat on iiksteisega seotud iihe voi enama
disulfiidsidemega, soltudes H-ahela isotiiiibist. Samuti on igas H- ja L-ahelas regulaarsed
ahelasisesed disulfiidsillad. Iga H-ahela N-terminuses on varieeruv domeen (Vy), millele
jargneb kolm konstantset domeeni (Cy) iga a- ja y-ahela puhul ning neli Cy-domeeni iso-
tiitipide p ja € puhul. Iga L-ahela N-terminuses on varieeruv domeen (Vy), millele jargneb
konstantne domeen (Cp) selle teises otsas. Vi on joondatud Vy-ga ning Cp on joondatud
raske ahela esimese konstantse domeeniga (Cyl-ga). Arvatakse, et konkreetsed aminohappe-
jadgid moodustavad liidese kerge ahela ja raske ahela varieeruvate domeenide vahel. Vy ja
V1 koos paardumine moodustab ilihe antigeeniseoselise koha. Antikehade erinevate klasside
struktuuride ja omaduste kohta vaadake niiteks teost Basic and Clinical Immunology, 8.
véljaanne, Daniel P. Stites, Abba I. Terr ja Tristram G. Parslow (toimetajad), Appleton &
Lange, Norwalk, CT, 1994, 1k 71 ja peatiikk 6.

(0102) Tuginedes konstantsete domeenide aminohapete jérjestustele, voib mistahes selgroog-
se looma liigist parineva L-ahela liigitada {ihte kahest selgelt eristuvast tiiiibist, mida nime-
tatakse k ja A. Soltuvalt raskete ahelate konstantse domeeni (Cy) aminohapete jérjestusest

voib immunoglobuliine liigitada erinevatesse klassidesse voi isotiilipidesse. Immunoglobu-
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liini klasse on viis: IgA, IgD, IgE, IgG ja IgM, millel on rasked ahelad, mida tdhistatakse
vastavalt a, 0, €, v ja pu. Klassid y ja a jaotatakse edasi alamklassideks, tuginedes suhteliselt
vidikestele erinevustele Cy jérjestuses ja funktsioonis, nditeks ekspresseeritakse inimestes
jargmisi alamklasse: IgGy, IgG,, IgGs, IgGy, IgA| ja IgA,.

(0103) Maiste ,,varieeruv* tdhendab tdsiasja, et antikehade varieeruvate domeenide kindlad
16igud erinevad ulatuslikult jérjestuse poolest. V-domeen vahendab antigeeniga seondumist
ning see méadratleb konkreetse antikeha spetsiifilisuse selle konkreetse antigeeni suhtes. Siiski
ei ole 110 aminohappe pikkuste varieeruvate domeenide ulatuses varieeruvus iihtlaselt jaotu-
nud. Selle asemel koosnevad V-piirkonnad suhteliselt mittevarieeruvatest, 15-30 aminohappe
pikkustest ning raamistikpiirkondadeks (FR-ideks) nimetatavatest aladest, mis on eraldatud
ilimalt varieeruvate, ,,hiipervarieeruvateks piirkondadeks* nimetatavate lithemate piirkonda-
dega, millest igaiihe pikkus on 9-12 aminohapet. Natiivsete raskete ja kergete ahelate variee-
ruvad domeenid sisaldavad igaiiks nelja FR-i, mis valdavalt votavad B-lehe konfiguratsiooni,
olles iihendatud kolme hiipervarieeruva piirkonnaga, mis moodustavad B-lehe struktuuriga
tthenduvaid ja monel juhul nendest osa moodustavaid linge. Iga ahela hiipervarieeruvad
piirkonnad on FR-de ldheduses tihedalt koos ning osalevad koos teise ahela hiipervarieeru-
vate piirkondadega antikehade antigeeniseoselise koha moodustumises (vaadake teost Kabat
et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5. viljaanne, Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)). Konstantsed domeenid ei ole otseselt
holmatud antikeha seondumisse antigeeniga, kuid neil on mitmesuguseid efektorfunktsioone,
nagu antikeha osalemine antikehasdltuvas rakuga vahendatud tsiitotoksilisuses (antibody
dependent cellular cytotoxicity — ADCC-s).

(0104) Siin kasutatuna tdhendab mdiste ,hiipervarieeruv piirkond“ antikeha aminohappe-
jadke, mis vastutavad antigeeni sidumise eest. Uldiselt hdlmab hiipervarieeruv piirkond ami-
nohappejiike ,.komplementaarsust mééravast piirkonnast ehk ,,CDR-ist* (nditeks jadkide
24-34 (L1), 50-56 (L2) ja 89-97 (L3) domeenis Vy ning 31-35 (H1), 50-65 (H2) ja 95-102
(H3) juures domeenis Vy; Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
5. viljaanne Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991))
ning/voi jadke ,hiipervarieeruvast lingust® (niiteks jadgid 26-32 (L1), 50-52 (L2) ja 91-96
(L3) domeenis V| ning 26-32 (H1), 53-55 (H2) ja 96-101 (H3) domeenis Vy; Chothia, Lesk,
J. Mol. Biol., 196:901-917 (1987)).



EE -EP 1641 822 B1
38

(0105) Moiste "monokloonne antikeha" tdhendab siin kasutatuna antikeha, mis on saadud
praktiliselt homogeensete antikehade populatsioonist, see tdhendab, et iiksikud antikehad,
millest populatsioon koosneb, on identsed, vilja arvatud voimalikud looduslikult esinevad
mutatsioonid, mida voib olla vihestes kogustes. Olles suunatud iiksiku antigeense koha vastu,
on monokloonsed antikehad véga spetsiifilised. Lisaks on erinevalt poliikloonsete antikehade
preparaatidest, mis sisaldavad erinevaid antikehasid, mis on suunatud erinevate determinan-
tide (epitoopide) vastu, iga monokloonne antikeha suunatud iihe determinandi vastu antigee-
nis. Lisaks spetsiifilisusele on monokloonsed antikehad kasulikud seetdttu, et neid voib siin-
teesida ilma muude antikehade saastuseta. Laiendit "monokloonne" ei tdlgendata selliselt, et
see nduaks antikeha tootmist mistahes konkreetse meetodiga. Niiteks vdib kéesoleva leiutise
kohaselt kasutatavaid monokloonseid antikehasid valmistada hiibridoomimeetodiga, mida
esimesena kirjeldati illitises Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), voi teha, kasutades
rekombinantse DNA meetodeid bakteriaalsete, eukariiootsete, looma- v0i taimerakkude
puhul (vaadake nditeks US patenti nr 4816567). ,,Monokloonseid antikehasid“ vdib eraldada
ka antikehade faagikogudest, kasutades meetodeid, mis on kirjeldatud iillitistes Clackson et
al., Nature, 352:624-628 (1991) ja Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991).

(0106) Siin hdlmavad monokloonsed antikehad ,.kiméérseid* antikehasid, milles osa raskest
ja/vdi kergest ahelast on identne vdi homoloogne vastava jéirjestusega antikehades, mis péri-
nevad konkreetsest liigist voi kuuluvad konkreetsesse antikeha klassi voi alamklassi, samas
kui iilejdédnud ahel on identne vdi homoloogne vastavate jarjestustega antikehades, mis pari-
nevad monest muust liigist voi kuuluvad monda muusse antikeha klassi voi alamklassi; lisaks
hdlmab see ka selliste antikehade fragmente seni, kuni neil on soovitud bioloogiline aktiivsus
(vaadake US patenti nr 4816567 ja {llitist Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
81:6851-6855 (1984)). Siin huvipakkuvad kimééirsed antikehad hdlmavad "primaaditud"
antikehasid, mis sisaldavad varieeruvas domeenis olevaid antigeeniseoselisi jarjestusi, mis
parinevad inimesest erinevast primaadist (nditeks vana maailma ahvist, inimahvist jne), ning
inimese konstantse piirkonna jérjestusi.

(0107) "Terviklik" antikeha on selline, mis sisaldab antigeeniseoselist varieeruvat piirkonda
ning lisaks Cp-domeeni ja raske ahela konstantseid domeene Cyl, Cy2 ja Cy3. Konstantsed
domeenid vdivad olla natiivse jarjestusega konstantsed domeenid (niiteks inimese natiivse
jarjestusega konstantsed domeenid) v3i nende aminohapete jdrjestuse variant. Eelistatavalt on

terviklikul antikehal iiks voi enam efektorfunktsiooni.
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(0108) "Antikeha fragmendid" hdlmavad osa terviklikust antikehast, eelistatavalt tervikliku
antikeha antigeeniseoselist voi varieeruvat piirkonda. Antikeha fragmentide ndited holmavad
Fab-, Fab'-, F(ab'),- ja Fv-fragmente, diakehasid, lineaarseid antikehasid (vaadake US patendi
nr 5641870 ndidet 2 ja iillitist Zapata et al., Protein Eng. 8(10): 1057-1062 (1995)), iiheahe-
lalisi antikehamolekule ning multispetsiifilisi antikehasid, mis on moodustatud antikeha frag-
mentidest.

(0109) Antikehade 16ikamine papaiiniga tekitab kaks identset antigeeniseoselist fragmenti,
mida nimetatakse "Fab”—fragmentideks, ning jargijadava "Fc”’-fragmendi, mille nimi peegel-
dab selle voimet hdlpsalt kristalluda. Fab-fragment koosneb terviklikust L-ahelast koos
H-ahela varieeruva piirkonna domeeni (Vy-ga) ja lihe raske ahela esimese konstantse domee-
niga (Cyl). Iga Fab-fragment on antigeeni sidumise mottes monovalentene, mis tdhendab, et
sellel on iiks antigeeniseoseline koht. Antikehade Idikamine pepsiiniga annab F(ab'),-frag-
mendi, mis koosneb {ildiselt kahest disulfiidsidemega seotud Fab-fragmendist, ning sellel on
divalentne antigeeni sidumise aktiivsus ja ikka veel vOime antigeeni ristsiduda. Fab'-frag-
mendid erinevad Fab-fragmentidest selle poolest, et neil on domeeni Cyl karboksiitermi-
nuses moni lisajddk, mis hdlmab iihte vOi1 enamat tsiisteiinijddki antikeha liigendpiirkonnast.
Fab'-SH on siin tdhistus Fab' jaoks, milles konstantse domeeni tsiisteiinijdédgil (jadkidel) on
vaba tioolriihm. Antikeha F(ab'),-fragmendid tehakse algselt Fab'-fragmentide paaridena,
mille vahel on liigendpiirkonna tsiisteiinid. Antikeha fragmentide muud keemilised sidumi-
sed on samuti tuntud.

(0110) Fc-fragment holmab molema H-ahela karboksiiterminaalseid osi, mis on omavahel
seotud disulfiidsidemetega. Antikehade efektorfunktsioonid médratakse jérjestustega Fc-piir-
konnas ning see piirkond on ka osa, mis tuntakse dra Fc-retseptoriga (FcR-ga), mida leidub
kondlates rakutiitipides.

(0111) “Fv” on antikeha minimaalne fragment, mis sisaldab tédielikku antigeeni dratundvat ja
—seoselist kohta. See fragment koosneb iihe raske ja lihe kerge ahela varieeruva piirkonna
domeeni tihedalt ja mittekovalentselt seotud dimeerist. Nende kahe domeeni voltimisest tule-
neb kuus hiipervarieeruvat lingu (3 lingu kummaski H- ja L-ahelas), mis pakuvad antigeeni-
seoselisi aminohappejédédke ja tagavad antikeha antigeeniga seondumise spetsiifilisuse. Siiski
on isegi liks varieeruv domeen (v3i Fv-st pool, mis sisaldab ainult kolme antigeenispetsiifilist
CDR-i) vdimeline tundma dra ja seonduma antigeeniga, kuigi madalama afiinsusega, kui

taielik seondumiskoht.
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(0112) "Uheahelalised Fv-d", liihendatult ka ,,sFv-d* vdi "scFv-d", on antikeha fragmendid,
mis sisaldavad antikeha domeene Vy ja Vi, kusjuures need domeenid on iithendatud iiheks
poliipeptiidahelaks. Eelistatavalt sisaldab sFv-poliipeptiid lisaks poliipeptiidlinkerit domee-
nide Vy ja Vi vahel, mis voimaldab sFv-fragmendil moodustada soovitud struktuuri anti-
geeni sidumiseks. Ulevaateks scFv kohta vaadake Pluckthun'i osa teoses The Pharmacology
of Monoclonal Antibodies, 113. kdide, toimetajad Rosenburg ja Moore, Springer-Verlag,
New York, lk 269-315 (1994); Borrebaeck 1995, allpool.

(0113) Moiste “diakehad” tdhendab antikeha viikesi fragmente, mis valmistatakse, konst-
rueerides sFv-fragmendid (vaadake eelnevat 16iku), millel Vy- ja Vi-domeenide vahel on
lithikesed linkerid (umbes 5-10 jddki) selliselt, et saavutatakse V-domeenide ahelatevaheline,
kuid mitte ahelasisene, paardumine ning selle tulemuseks on bivalentne fragment, mis tdhen-
dab kahe antigeeniseoselise kohaga fragmenti. Bispetsiifilised diakehad on kahe “ristuva”
sFv-fragmendi heterodimeerid, milles kahe antikeha Vy-ja Vi -domeenid esinevad erinevates
poliipeptiidahelates. Diakehasid on tdielikumalt kirjeldatud néiteks iillitistes EP 404, 097;
WO093/11161 ning Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

(0114) Inimesest erineva paritoluga (niiteks hiire) antikehade ,,humaniseeritud” vormid on
kimddrsed antikehad, mis sisaldavad minimaalselt inimesest erineva paritoluga antikehast
lahtuvat jérjestust. Suuremalt osalt on humaniseeritud antikehad inimese immunoglobuliinid
(retsipient-antikeha), milles retsipiendi hiipervarieeruva piirkonna jaagid on asendatud jééki-
dega inimesest erinevate liikide, nagu hiir, rott, kiiiilik voi inimesest erinev primaat, hiiper-
varieeruvast piirkonnast (doonorantikeha), millel on soovitud spetsiifilisus, afiinsus ja voime-
kus. Monel juhul on inimese immunoglobuliini raamistikupiirkonna (FR-1) jaigid asendatud
vastavate inimesest erineva pdritoluga jddkidega. Lisaks vdivad humaniseeritud antikehad
sisaldada jddke, mida ei leidu ei retsipient-antikehas ega doonorantikehas. Need muutused
tehakse, et veelgi parendada antikeha suutlikust. Uldiselt hdlmab humaniseeritud antikeha
praktiliselt vdhemalt iihte, tiitipiliselt kahte terviklikku varieeruvat domeeni, milles kdik voi
praktiliselt kdik hiipervarieeruvad lingud vastavad sellele inimesest erineva paritoluga immu-
noglobuliinile, ning kodik voi praktiliselt kdik FR-id on inimese immunoglobuliini jérjestu-
sega. Humaniseeritud antikeha sisaldab vajadusel vdhemalt osa immunoglobuliini, tliiipiliselt
inimese immunoglobuliini, konstantsest piirkonnast (Fc). Enamaid iiksikasju vaadake iilliti-
stest Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-329 (1988)
ja Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992).
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(0115) “Liigist soltuv antikeha”, niiteks inimese IgE vastane imetaja antikeha, on antikeha,
millel on tugevam seondumisafiinsus esimesest imetajaliigist parineva antigeeni suhtes, kui
selle antigeeni homoloogi suhtes, mis périneb teisest imetajaliigist. Harilikult liigist soltuv
antikeha “seondub spetsiifiliselt” inimese antigeeniga (st sellel on seondumisafiinsuse (Kd)
vidrtus mitte suurem kui 1 x 107 M, eelistatavalt mitte suurem kui 1 x 10® M ning enim
eelistatavalt mitte suurem kui 1 x 10 M), kuid sellel on selle antigeeni homoloogi, mis péri-
neb teisest, inimesest erinevast imetajaliigist, suhtes seondumisafiinsus, mis on vdhemalt um-
bes 50 korda voi vihemalt umbes 500 korda voi vdhemalt umbes 1000 korda véiksem kui
selle seondumisafiinsus inimese antigeeni suhtes. Liigist sdltuv antikeha voib olla milline
tahes antikeha erinevatest, eespool médratletud tiilipidest, kuid eelistatavalt on see humani-
seeritud voi inimese antikeha.

(0116) “IL-17A/F-ga seonduv oligopeptiid” on oligopeptiid, mis seondub, eelistatavalt spet-
siifiliselt, siin kirjeldatud IL-17A/F-poliipeptiidiga. 1L-17A/F-ga seonduvad oligopeptiidid
voivad olla keemiliselt siinteesitud, kasutades oligopeptiidide siinteesi tuntud metoodikat, voi
need vOib valmistada ja puhastada, kasutades rekombinatset tehnoloogiat. Tavaliselt on IL-
17A/F-ga seonduvad oligopeptiidid vidhemalt umbes 5 aminohapet pikad, alternatiivselt vihe-
malt umbes 6, 7, 8, 9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78,
79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 voi 100
aminohapet pikad voi pikemad, kusjuures sellised oligopeptiidid on vdoimelised seonduma,
eelistatavalt spetsiifiliselt, siin kirjeldatud IL-17A/F-poliipeptiidiga. IL-17A/F-ga seonduvaid
oligopeptiide voib liigse katsetamiseta identifitseerida, kasutades hésti tuntud meetodeid.
Sellega seoses voib markida, et sihtmérkpoliipetiidiga spetsiifiliselt seondumise vdimega
oligopeptiidide suhtes oligopeptiidikogude skriinimise meetodid on tehnika tasemes hésti
tuntud (vaadake nditeks US patente nr 5556762, 5750373, 4708871, 4833092, 5223409,
5403484, 5571689, 5663143; PCT publikatsioone nr WO84/03506 ja WO84/03564; Geysen
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 81:3998-4002 (1984); Geysen et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA., 82:178-182 (1985); Geysen et al., Synthetic Peptides as Antigens, 130-149
(1986); Geysen et al., J. Immunol. Meth., 102:259-274 (1987); Schoofs et al., J. Immunol.,
140:611-616 (1988), Cwirla, S. E. et al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378;
Lowman, H. B. et al., (1991) Biochemistry, 30:10832; Clackson, T. et al., (1991) Nature,
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352: 624; Marks, J. D. et al., (1991), J. Mol. Biol., 222:581; Kang, A. S. et al., (1991) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363 ja Smith, G. P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668).
(0117) “IL-17A/F-ga seonduv orgaaniline molekul” on siin miératletud oligopeptiidist voi
antikehast erinev orgaaniline molekul, mis seondub eelistatavalt spetsiifiliselt siin kirjeldatud
IL-17A/F-poliipeptiidiga. IL-17A/F-ga seonduvaid orgaanilisi molekule voi identifitseerida ja
keemiliselt siinteesida, kasutades tuntud metoodikat (vaadake niiteks PCT publikatsioone nr
WO00/00823 ja WO00/39585). IL-17A/F-ga seonduvad orgaanilised molekulid on harilikult
vihem kui 2000 daltoni suurused, alternatiivselt vihem kui 1500, 750, 500, 250 vo61 200 dal-
toni suurused, kusjuures selliseid orgaanilisi molekule, mis seonduvad eelistatavalt spetsiifi-
liselt siin kirjeldatud IL-17A/F-poliipeptiidiga, voib liigse katsetamiseta identifitseerida,
kasutades hésti tuntud meetodeid. Sellega seoses voib maérkida, et sihtmérkpoliipetiidiga
spetsiifiliselt sondumise voimega molekulide suhtes orgaaniliste molekulide kogude skriini-
mise meetodid on tehnika tasemes hésti tuntud (vaadake nditeks PCT publikatsioone nr
WO000/00823 ja WO00/39585).

(0118) Antikeha, oligopeptiid vdi muu orgaaniline molekul, “mis seondub” huvipakkuva
antigeeni, nditeks kasvajaseoselise poliipeptiidse sihtméarkantigeeniga, on selline, mis seon-
dub antigeeniga piisava afiinsusega nii, et see antikeha, oligopeptiid vdi muu orgaaniline
molekul on kasutatav diagnostilise ja/voi raviagensina suunamiseks seda antigeeni ekspres-
seerivale rakule vdi koele ning sellel ei ole mirkimisvéérseid ristreaktsioone muude valku-
dega. Sellistes teostustes on antikeha, oligopeptiidi vOi muu orgaanilise molekuli “mitte-
sihtmérk”-valguga seondumise méar vaiksem kui umbes 10% antikeha, oligopeptiidi voi muu
orgaanilise molekuli seondumisest oma konkreetse sihtmérkvalguga, médratuna fluorest-
sentsiga aktiveeritud rakkude sortimise (fluorescence activated cell sorting — FACS) analiiiisi
voi radioimmuunsadestamisega (RIA-ga). Antikeha, oligopeptiidi voi muu orgaanilise mole-
kuli sihtmdrkmolekuliga seondumisega seoses tdhendab mdiste “spetsiifiline seondumine”
voi “seondub spetsiifiliselt” voi “on spetsiifiline” konkreetse poliipeptiidsihtmérgi vai konk-
reetses poliipeptiidsihtmérgis oleva epitoobi suhtes seda, et scondumine on mdddetavalt eri-
nev mittespetsiifilisest vastasmojust. Niiteks vOib spetsiifilist seondumist moodta, méadrates
molekuli seondumise vordlevalt kontrollmolekuliga, mis on iildiselt sarnase struktuuriga,
kuid seondumisaktiivsuseta molekul. Naiteks voib spetsiifilise seondumise méérata konku-
reerimise kaudu sihtmaérgiga sarnase kontrollmolekuliga, kasutades niiteks mérgistamata

sihtmaérgi tilehulka. Sellisel juhul néitab spetsiifilist seondumist see, kui mérgistamata siht-
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margi ilehulk inhibeerib konkureerivalt maérgistatud sihtmérgi seondumist sondiga. Siin
kasutatuna v3ib madistet “spetsiifiline seondumine” vodi “seondub spetsiifiliselt” vdi “on spet-
siifiline” konkreetse poliipeptiidsihtmirgi voi konkreetses poliipeptiidsihtmérgis oleva epi-
toobi suhtes kohaldada niiteks molekulile, millel sihtmérgi suhtes on Kd-véértus vihemalt
umbes 10* M, alternatiivselt vihemalt umbes 10 M, alternatiivselt vihemalt umbes 10°° M,
alternatiivselt vihemalt umbes 107 M, alternatiivselt vihemalt umbes 10® M, alternatiivselt
vihemalt umbes 10 M, alternatiivselt vidhemalt umbes 101° M, alternatiivselt viahemalt
umbes 107! M, alternatiivselt vihemalt umbes 1072 M vdi viiksem. Uhes teostuses tihendab
“spetsiifiline seondumine” seondumist, mille puhul molekul seondub konkreetse poliipeptiidi
vOi epitoobiga konkreetses poliipeptiidis, ilma et see praktiliselt seonduks mistahes muu
poliipetiidi voi poliipeptiid-epitoobiga.

(0119) Antikeha, oligopeptiid voi muu orgaaniline molekul, mis “inhibeerib IL-17A/F-polii-
peptiidi ekspresseerivaid kasvajarakke”, voi “kasvu inhibeeriv”’ antikeha, oligopeptiid voi
muu orgaaniline molekul on selline, mille tulemusel sobivat IL-17A/F-poliipeptiidi ekspres-
seerivate voi lileekspresseerivate vihirakkude kasvu inhibeeridakse moddetavalt. Eelistatavad
kasvu inhibeerivad IL-17A/F-vastased antikehad, oligopeptiidid vdi orgaanilised molekulid
inhibeerivad IL-17A/F-i ekspresseerivate kasvajarakkude kasvu enam kui 20%, eelistatavalt
umbes 20% kuni 50% ning isegi enam eelistatavalt enam kui 50% (néiteks umbes 50% kuni
umbes 100%) vorreldes kontrolliga, milleks tiiiipiliselt on kasvajarakud, mida pole toddeldud
testitava antikeha, oligopeptiidi vdi muu orgaanilise molekuliga. Uhes teostuses vdib inhi-
beerimist moodta antikeha kontsentratsioonil umbes 0,1 kuni 30 pg/ml v6i umbes 0,5 nM kuni
200 nM kontsentratsioonil rakukultuuris, kus kasvu inhibeerimist médratakse 1-10 pdeva
parast kasvajarakkude eksponeerimist antikehale. Kasvajarakkude kasvu inhibeerimist in vivo
voib maéidrata mitmel viisil. Antikeha on in vivo kasvu inhibeeriv, kui IL-17A/F-vastase
antikeha manustamine koguses umbes 1 pg kuni umbes 100 mg iihe kilogrammi kehamassi
kohta anab tulemuseks kasvaja suuruse voi kasvajaraku prolifereerumise vihenemise ajava-
hemikus umbes 5 pédeva kuni 3 kuud, eelistatavalt umbes 5 kuni 30 pdeva pidrast antikeha
esimest manustamist.

(0120) Antikeha, oligopeptiid vdoi muu orgaaniline molekul, mis "indutseerib apoptoosi", on
selline, mis indutseerib programmeeritud rakusurma, nagu seda méiératakse anneksiin V
sidumise, DNA fragmenteerumise, raku kokkutdmbumise, endoplasmaatilise retiikulumi laie-

nemise, raku fragmenteerumise ja/vdoi membraanvesiikulite (mida nimetatakse apoptootilis-
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teks kehadeks) moodustumise jirgi. Rakk on tavaliselt selline, mis iileekspresseerib IL-
17A/F-poliipeptiidi. Eelistatavalt on rakk kasvajarakk, nditeks eesnddrme-, rinna-, munasar-
ja-, mao-, emaka limaskesta, kopsu-, neeru-, kdérsoole-, pdierakk. Apoptoosiga seotud raku-
liste siindmuste hindamiseks on mitmesuguseid meetodeid. Néiteks voib fosfatidiitilseriini
(phosphatidyl serine - PS) timberpaiknemist mddta anneksiini seondumise jargi, DNA frag-
menteerumist voib hinnata, visualiseerides fragmendid (DNA laddering), ning tuuma/kro-
matiini kondenseerumist koos DNA fragmenteerumisega voib hinnata hiipodiploidsete rakku-
de arvu mistahes suurenemise jargi. Eelistatavalt on apoptoosi indutseeriv antikeha, oligo-
peptiid vdi muu orgaaniline molekul selline, mis indutseerib apoptoosi, mille tulemusena
anneksiini seondumise analiilisis indutseeritakse anneksiini seondumine, mis on umbes 2-
kuni 50 korda, eelistatavalt umbes 5 kuni 50 korda ning enim eelistatavalt umbes 10 kuni 50
korda suurem kui té6tlemata raku puhul.

(0121) Antikeha "efektorfunktsioonid" tdhendavad bioloogilisi aktiivsusi, mis on omistatavad
antikeha Fc-piirkonnale (natiivse jérjestusega Fc-piirkonnale vdi Fe-piirkonna aminohapete
jarjestuse variandile) ning need varieeruvad koos antikeha isotiiiibiga. Antikeha efektorfunkt-
sioonide ndited holmavad Clq sidumist ja komplemendisdltuvat tsiitotoksilisust, Fc-retsep-
toriga seondumist, antikehasdltuvat rakuga vahendatud tsiitotoksilisust (ADCC-d), fagotsii-
toosi, rakupinna retseptorite (nditeks B-raku retseptori) mahareguleerimist ning B-raku akti-
veerimist.

(0122) ,,Antikehasoltuv rakuga vahendatud tsiitotoksilisus* ehk ,,ADCC* tdhendab tsiitotok-
silisuse vormi, mille puhul sekreteeritud Ig, mis on seondunud Fc-retseptoritele (FcR-dele),
mis esinevad kindlatel tsiitotoksilistel rakkudel (nditeks loomulikel tapjarakkudel (Natural
Killer — NK), neutrofiilidel ja makrofaagidel), voimaldab nendel tsiitotoksilistel efektorrak-
kudel seonduda spetsiifiliselt antigeeni kandva sihtmérkrakuga ning jargnevalt tappa siht-
markrakk tsiitokiinidega. Antikehad moodustavad tsiitotoksiliste rakkude ,,kde* ning need on
selliseks tapmiseks absoluutselt vajalikud. Peamised ADCC-d vahendavad rakud on NK-
rakud, mis ekspresseerivad ainult Fc,RIII, samas kui monotsiiiidid ekspresseerivad Fc,R1I,
Fc,RII ja Fc,RIIL. FcR ekspressioon vereloomerakkudes on kokku voetud iillitise Ravetch,
Kinet, Annu. Rev. Immunol., 9:457-92 (1991) tabelis 3 lehekiiljel 464. Huvipakkuva mole-
kuli ADCC-aktiivsuse hindamiseks voib teostada in vitrro ADCC-analiiiisi, nagu on kirjelda-
tud US patentides nr 5500362 voi 5821337. Sellisteks analiitisideks kasutatavad efektorrakud

holmavad perifeerse vere mononukleaarseid rakke (peripheral blood mononuclear cells —
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PBMC-id) ja loomulikke tapjarakke (NK-rakke). Alternatiivselt voi lisaks v3ib huvipakkuva
molekuli ADCC-aktiivsust hinnata in vivo, néiteks sellises loomamudelis, nagu on avaldatud
tillitises Clynes et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95:652-656 (1998).

(0123) Maoiste ,,Fc-retseptor* ehk ,,FcR* kirjeldab retseptorit, mis seondub antikeha Fc-piir-
konnaga. Eelistatav FcR on inimese natiivse jérjestusega FcR. Lisaks on eelistatav FcR selli-
ne, mis seondub IgG-antikehaga (y-retseptor), ning see hdolmab FcyRI, FcyRII ja FcyRIII
alamklasside retseptoreid, sealhulgas nende retseptorite alleelvariante ja alternatiivselt splais-
situd vorme. FcyRII-retseptorid hdlmavad FcyRIIA-d ("aktiveeriv retseptor") ja FcyRIIB-d
("inhibeeriv retseptor"), millel on sarnased aminohapete jdrjestused, mis erinevad peamiselt
tstitoplasmaatiliste domeenide osas. Aktiveeriv retseptor FcyRIIA sisaldab oma tsiitoplas-
maatilises domeenis immunoretseptori tiirosiinipdhist aktiveerivat motiivi (ITAM). Inhibee-
riv FcyRIIB-retseptor sisaldab oma tsiitoplasmaatilises domeenis immunoretseptori tlirosiini-
pOhist inhibeerivat motiivi (ITIM) (vaadake {ilevaadet iillitises Daéron. Annu. Rev.
Immunol., 15:203-234 (1997)). FcR-idest antakse iilevaade iillitistes Ravetch, Kinet, Annu.
Rev. Immunol., 9:457-92 (1991); Capel et al., Imnmunomethods, 4:25-34 (1994) ja de Haas et
al., J. Lab. Clin. Med., 126:330-41 (1995). Muud FcR-id, sealhugas need, mis identifitsee-
ritakse tulevikus, on holmatud siin mdistega ,,FcR*. Modiste holmab ka vastsiindinu retseptorit
FcRn, mis vastutab emalt périnevate IgG-de transpordi eest lootesse (Guyer et al., J.
Immunol., 117:587 (1976) ja Kim ef al., J. Immunol., 24:249 (1994)).

(0124) ,,Inimese efektorrakud on leukotsiitidid, mis ekspresseerivad iihte voi enamat FcR-i
ning teostavad efektorfunktsioone. Eelistatavalt ekspresseerivad need rakud vahemalt Fc,RIII
ja teostavad efektorfunktsiooni ADCC. ADCC-d vahendavate inimese leukotsiiiitide néited
hélmavad perifeerse vere mononukleaarseid rakke (PBMC-sid), loomulike tapjarakke (NK-
rakke), monotsiilite, tsiitotoksilisi T-rakke ja neutrofiile, millest on eelistatavad PBMC-d ja
NK-rakud. Efektorrakke voib eraldada nende looduslikust allikast, néditeks verest.

(0125) ,Komplemendisdltuv tsiitotoksilisus ehk ,,CDC (Complement dependent
cytotoxicity)* tdhendab molekuli vdimet liiiisida sihtmérkrakku komplemendi manulusel.
Komplemendi klassikalise aktiveerimise rada kdivitatakse komplemendisiisteemi esimese osa
(C1q) seondumisel (sobiva alamklassi) antikehadega, mis on seotud neile omase antigeeniga.
Komplemendi aktiveerimise hindamiseks vdib teostada CDC-analiiiisi, nditeks nagu on

kirjeldatud iillitises Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods, 202:163 (1996).
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(0126) Siin kasutatuna tdhendab sdna “mirgis” tuvastatavat ithendit vdi kompositsiooni, mis
konjugeeritakse otseselt voi kaudselt antikehaga, et tekitada “mirgistatud” antikeha. Mérgis
voib olla tuvastatav iseenesest (nditeks radioisotoopmairgised voi fluorestsentsmargised) voi,
ensliimmargise puhul, v3ib see kataliilisida substraatiihendi voi —kompositsiooni tuvastatavat
keemilist muutust.

(0127) Moistega “tahke faas” mdeldakse vesilahusest erinevat maatriksit, millele voib kinni-
tada leiutisekohase antikeha. Tahkete faaside néited holmavad siin neid, mille osaliselt voi1
téielikult moodustab klaas (nditeks kontrollitud poorisuurusega klaas), poliisahhariidid (néi-
teks agaroos), poliiakriiilamiidid, poliistiireen, poliiviniiiilalkohol ja silikoonid. Kindlates
teostustes vOib tahke faas soltuvalt kontekstist holmata analiitisiplaadi siivendit, teistes teos-
tustes voib see olla puhastamiskolonn (nditeks afiinsuskromatograafiakolonn). See mdiste
holmab ka eristuvate osakeste mittepidevat tahket faasi, nagu on kirjeldatud US patendis nr
4275149.

(0128) “Liposoom” on véike vesiikul, mis koosneb erinevat tiilipi lipiididest, fosfolipiididest
ja/voi surfaktandist, ning on kasutatav ravimi (nagu IL-17A/F-poliipeptiid voi selle vastane
antikeha) kohaletoimetamiseks imetajasse. Liposoomi koostisosad on harilikult paigutatud
kahekihilises vormis, mis on sarnane bioloogiliste membraanide lipiidide paigutusega.

(0129) Siin méaératletaval “vaikesel molekulil” on molekulmass viaiksem kui umbes 500 dal-
tonit.

(0130) Moiste “moduleerima” tdhendab signaaliraja taset mojutama (néiteks lilesreguleerima,
allareguleerima voi muul viisil kontrollima). Signaali iilekandega kontrollitavad rakulised
protsessid hdlmavad, nendega piirdumata, spetsiifiliste geenide transkriptsiooni, normaalseid
rakulisi protsesse, nagu metabolism, prolifereerumine, diferentseerumine, adhesioon, apop-
toos ja elumus, ning lisaks ebanormaalseid protsesse, nagu transformeerumine, diferentsee-
rumise tokestamine ja metastaseerumine.

(0131) Siinsetel eesmirkidel tdhendab “aktiivne” voi “aktiivsusega” IL-17A/F-poliipeptiidi
vormi (vorme), millel siilib natiivsete voi looduslikult esinevate IL-17A/F-poliipeptiidide
bioloogiline ja/vdi immunoloogiline aktiivsus, kusjuures “bioloogiline” aktiivsus tdhendab
natiivse voi looduslikult esineva IL-17A/F-poliipeptiidi poolt pohjustatavat bioloogilist funkt-
siooni (inhibeerivat voi stimuleerivat), mis ei ole voime indutseerida natiivses voi looduslikus
IL-17A/F-poliipeptiidis esineva antigeense epitoobi vastase antikeha tootmist, ning “immu-

noloogiline” aktiivsus tdhendab voimet indutseerida natiivses voi looduslikus I1L-17A/F-polii-
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peptiidis esineva antigeense epitoobi vastase antikeha tootmist. Uks eelistatav bioloogiline
aktiivsus holmab NF-i aktiveerimise indutseerimist ja pdletikku soodustavate kemokiinide
IL-8 ja IL-6 tootmise stimuleerimist. Veel iiks eelistatav bioloogiline aktiivsus holmab peri-
feerse vere mononukleaarsete rakkude voi CD4 -rakkude stimuleerimist Veel iiks eelistatav
bioloogiline aktiivsus hdlmab T-limfotstiiitide prolifereerumise stimuleerimist. Veel {iiks
eelistatav bioloogiline aktiivsus holmab néiteks TNF-a vabastamist THP1-rakkudest. Veel
iiks aktiivsus hdolmab kunstlikus kdhres maatriksi siinteesi voimendamist. Alternatiivselt
holmab veel iiks aktiivsus kunstliku kdhre maatriksi lagunemise soodustamist ja lisaks maat-
riksi silinteesi inhibeerimist. Veel iiks eelistatav bioloogiline aktiivsus hdlmab interleukiin-17
signaaliraja taseme moduleerimist pdletikulise soolehaiguse kergetes kuni rasketes staadiu-
mites voi insuldi puhul.

(0132) “Immunoloogiline” aktiivsus tdhendab ainult voimet indutseerida natiivses voi loo-
duslikult esinevas IL-17A/F-poliipeptiidis oleva antigeense epitoobi vastase antikeha toot-
mist.

(0133) Moiste “degeneratiivne kdhrehdire” kirjeldab hiirete hulka, mida olemuslikult iseloo-
mustab kohremaatriksi hidvinemine. Lisapatoloogiad holmavad ldmmastikoksiidi tootmist ja
proteogliikaani lagunemise suurendamist. Iseloomulikud héired, mida holmatakse selle maa-
ratlusega, on nditeks artriidid (nditeks osteoartriit, reumatoidartriit, psoriaatiline artriit).
(0134) Maiste “immuunseoseline haigus” tdhendab haigust, mille puhul imetaja immuun-
siisteemi koostisosa pohjustab, vahendab voi muul viisil panustab selle imetaja haigestu-
misse. Samuti on hdlmatud haigused, mille puhul immuunvastuse stimuleerimisel voi sellesse
sekkumisel on haiguse progresseerumist leevendav toime. Selle mdistega on hdlmatud im-
muunseoselised poletikulised haigused, mitte-immuunseoselised pdletikulised haigused, nak-
kushaigused, immuunpuudulikushaigused, kasvajaid jne.

(0135) Moiste “T-rakuga vahendatav haigus” tdhendab haigust, mille puhul T-rakud otseselt
vOi kaudselt vahendavad voi panustavad muul viisil imetaja haigestumisse. T-rakuga vahen-
datud haigus voib olla seotud rakuga vahendatavate toimete, liimfokiinidega vahendatavate
toimete jne ning isegi B-rakkudega seotud toimetega, kui nditeks B-rakke stimuleeritakse
T-rakkude poolt sekreteeritud liimfokiinidega.

(0136) Immuunseoseliste ja poletikuliste haiguste, millest moned on immuun- voi T-rakku-
dega vahendatavad ning mida vdib ravida vastavalt leiutisele, ndited hdlmavad jiargnevaid:

siisteemne eriitematoosluupus, reumatoidartriit, juveniilne krooniline artriit, spondiiloartro-
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paatiad, siisteemne skleroos (skleroderma), idiopaatilised poletikulised miiopaatiad (dermato-
miiosiit, poliimiiosiit), Sjorgeni siindroom, siisteemne vaskuliit, sarkoidoos, autoimmuunne
hemoliiiitiline aneemia (immuunpantsiitopeenia, paroksiismaalne 6ine hemoglobinuuria),
autoimmuunne trombotsiitopeenia (idiopaatiline trombotsiitopeeniline purpura, immuunva-
hendatud trombotsiitopeenia), tiireoidiit (Grave’i tdbi, Hashimoto tiireoidiit, juveniilne lim-
fotsiitoosne tiireoidiit, atroofiline tiireoidiit), diabeet, immuunvahendatud neeruhaigus (glo-
merulonefriit, tubulointerstitsiaalne nefriit), kesk- ja perifeerse nérvisiisteemi demiielinisee-
rivad haigused, nagu hulgiskleroos, idiopaatiline demdiieliniseeriv poliineuropaatia voi
Guillaini-Barré’i stindroom ja krooniline pdletikuline demiieliniseeriv poliineuropaatia, mak-
sa-sapihaigused, nagu nakkuslik hepatiit (A-, B-, C-, D-, E-hepatiit ja muud, mittehepato-
troofilistest viirustest tingitud haigused), krooniline aktiivne autoimmuunne hepatiit, esmane
sapitsirroos, granulomatoosne hepatiit ja skleroseeriv kolangiit, pdletikuline soolehaigus
(haavandiline koliit, Crohni tdbi), gluteenitundlik enteropaatia ja Whipple tdbi, autoimmuun-
vOi immuunvahendatud nahahaigused, sealhulgas naha villtdved, mitmekujuline eriiteem ja
kontaktdermatiit, psoriaas, allergilised haigused, nagu astma, allergiline nohu, atoopiline
dermatiit, toidu suhtes iilitundlikkus ja ndgestobi, immunoloogilised kopsuhaigused, nagu
eosinofiilne kopsupdletik, idiopaatiline kopsufibroos ja iilitundlikkusega seotud kopsupdletik,
siirdamisega seotud haigused, sealhulgas transplantaadi hiilgamine ja transplantaadi pereme-
hevastane haigus, nakkushaigused, sealhulgas viirushaigused, nagu AIDS (HIV-i nakkus),
A-, B-, C-, D- ja E-hepatiit, herpes jne, bakteriaalsed nakkused, seennakkused, algloomade
nakkused ja nakatumised parasiitidega. Moiste “toimiv kogus” on IL-17A/F-poliipeptiidi
ja/vai selle agonisti/antagonisti kontsentratsioon voi kogus, mille tulemusena saavutatakse
konkreetne piistitatud eesmirk. IL-17A/F-poliipeptiidi ja/voi selle agonisti/antagonisti “toi-
miva koguse” vOib méérata empiiriliselt. Lisaks on “ravivalt toimiv kogus” IL-17A/F-polii-
peptiidi ja/voi selle agonisti/antagonisti kontsentratsioon voi kogus, mis on tdhus piistitatud
ravieesmérgi saavutamiseks. Ka selle koguse voib méirata empiiriliselt.

(0137) Siin kasutatuna tihistab madiste ,,tsiitotoksiline agens* ainet, mis inhibeerib v4i hoiab
dra rakkude talitlemist ja/voi pOhjustab rakkude hdvinemist. Mdiste on mdeldud hdlmama
radioaktivseid isotoope (niiteks 'L, '*°L, *°Y ja '®°Re), keemiaravi agenseid ja toksiine, nagu
bakteriaalse, seene, taimse vOi loomse piritoluga enslimaatiliselt aktiivsed toksiinid voi

nende fragmendid.
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(0138) “Keemiaraviagens” on keemiline agens, mis on kasutatav véhi ravimiseks. Keemia-
raviagensite ndited hdlmavad adriamiitsiini, doksorubitsiini, epirubitsiini, 5-fluorouratsiiiili,
tsiitosiinarabinosiidi (“Ara-C”), tsiiklofosfamiidi, tiotepat, busulfaani, tsiitoksiini, taksoide,
mille ndideteks on paklitakseel (Taxol, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ) ja
doksetakseel (Taxotere, Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Prantsusmaa), toksoteeri, metotrek-
saati, tsisplatiini, melfalaani, vinblastiini, bleomiitsiini, etoposiidi, ifosfamiidi, mitomiitsiini
C, mitoksantrooni, vinkristiini, vinorelbiini, karboplatiini, teniposiidi, daunomiitsiini, karmi-
nomiitsiini, aminopteriini, daktinomiitsiini, mitomiitsiine, esperamiitsiine (vaadake US paten-
ti nr 4675187), melfalaani ja muid sarnaseid lammastikipriite. Samuti on selle méaératlusega
hélmatud hormonaalsed agensid, nagu tamoksifeen ja onapristoon, mis toimivad, regulee-
rides voi inhibeerides hormoonide toimet kasvajatele.

(0139) Siin kasutatuna tdhistab madiste ,,kasvu inhibeeriv agens* iihendit voi kompositsiooni,
mis inhibeerib raku, eriti mistahes siin identifitseeritud geene ekspresseeriva vihiraku, kasvu
in vitro vOi in vivo. Seega on kasvu inhibeeriv agens selline, mis oluliselt vihendab selliseid
geene S-faasis iileekspresseerivate rakkude protsenti. Kasvu inhibeerivate agensite néited
holmavad rakutsiikli (muus kui S-faasis) progresseerumist tokestavaid agenseid, nagu agen-
sid, mis tekitavad G1-faasi seiskamise ja M-faasi seiskamise. Klassikalised M-faasi tokesta-
jad hdlmavad Vinca alkaloide (vinkristiini ja vinblastiini), taksooli ja topo II inhibiitoreid,
nagu doksorubitsiin, epirubitsiin, daunorubitsiin, etoposiid ja bleomiitsiin. Agensid, mis seis-
kavad G1-faasi, mojuvad ka S-faasi seiskajatena, ndideteks on DNA-d alkiiiilivad agensid,
nagu tamoksifeen, prednisoon, dakarbasiin, meklooretamiin, tsisplatiin, metotreksaat, 5-fluo-
rouratsiiiil ja ara-C. Lisainfot v3ib leida teosest The Molecular Basis of Cancer, toimetanud
Mendelsohn ja Israel, peatiikk 1 pealkirjaga "Cell cycle regulation, oncogenes, and
antineoplastic drugs", autorid Murakami et al., (WB Saunders: Philadelphia, 1995), peamiselt
1k 13.

(0140) Maiste ,,tsiitokiin® on iildine mdiste valkude jaoks, mis {ihe rakupopulatsiooni poolt
vabastatuna toimivad monele teisele rakule kui rakkudevahelised vahendajad. Selliste tsiito-
kiinide ndited on liimfokiinid, monokiinid ja traditsioonilised poliipeptiidsed hormoonid.
Tsiitokiinide hulka arvatakse kasvuhormoon, nagu inimese kasvuhormoon, inimese N-me-
tioniitil-kasvuhormoon ja veise kasvuhormoon, korvalkilpnddrme hormoon, tiiroksiin, insu-
liin, proinsuliin, relaksiin, prorelaksiin, gliikoproteiinsed hormoonid, nagu folliikuleid stimu-

leeriv hormoon (FSH), kilpnééret stimuleeriv hormoon (thyroid stimulating hormone - TSH)
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ja luteniseeriv hormoon (LH), maksa kasvufaktor, fibroblasti kasvufaktor, prolaktiin, plat-
senta laktogeen, kasvaja nekroosifaktor-a ja -f, Miilleri juhasid inhibeeriv aine, hiire gona-
dotropiiniseoseline peptiid, inhibiin, aktiviin, vaskulaarse endoteeli kasvufaktor, integriin,
trombopoetiin (TPO), néarvikasvufaktorid nagu NGF-f, vereliistakute kasvufaktor, transfor-
meerivad kasvufaktorid (transforming growth factors - TGF-id), nagu TGF-a ja TGF-§,
insuliinisarnane kasvufaktor I ja II, eriitropoetiin (EPO), osteoinduktiivsed faktorid, interfe-
roonid, nagu interferoon-a, -f ja -y, kolooniat stimuleerivad faktorid (colony stimulating
factors — CSF-id), nagu makrofaagi CSF (M-CSF), granulotsiiiidi-makrofaagi CSF (GM-
CSF) ja granulotsiitidi CSF (G-CSF), interleukiinid (IL-id), nagu IL-1, IL-1a, IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, kasvaja nekroosifaktor, nagu TNF-a
voi TNF-B, ning muud poliipeptiidsed faktorid, sealhugas LIF ja Kit-i ligand (KL). Siin kasu-
tatuna hdlmab modiste tsiitokiin looduslikest allikatest vOi rekombinantsest rakukultuurist

périnevaid valke ning natiivse jirjestusega tsiitokiinide bioloogiliselt aktiivseid ekvivalente.

Table 1
,'t

»

* C-Cincreased from-12 to 15

* Zis average of EQ

* B is averape of ND

* match with slop is _M; stop-stop = Q; J {joker) match = 0

¥
#define _M -8 #* value of a match with a stop */

int .. _day[26][26)={ - - -

~ ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ*

MAY [2,0-2,0,04,1-1-1,0,-1,-2-1,0,M,1,0,-2,1,1,0,0,-6,0,-3,0},

B {0,3-4,3,2,-50,1,-2,0,0-3,:2,2,_M-1,1,0,0,0,0,-2,-5, 0,3, 1},

*CH {-2.-4,15,-5,-5,-4,-3,-3,-2, 0,-5,-6,-5,4,_M,-3,-5,-4, 0,-2, 0.-2,-8, 0, 0,-5},
~D%7T10,3,-5,4,3,-6,1,1,-2,0,0,-4,-3,2,_M,-1,2,-1,0,0,0,-2,-7, 0,4, 2}, -

HE#¥ {0,2,-5.3,4,-5,0,1,:2,0,0,-3,-2, 1,_M,-1,2.-1,0,0,0,-2,-7, 0,-4, 3},

PP {-4,-5,-4,-6,-5,9,-5,-2, 1,0,-5, 2, 0,-4,_M,-5,-5,-4,-3,-3,0,-1, 0, 0, 7,-5},

FG*  {1,0-3,1,0-5 5-2,-3,0,-2,-4,-3, 0,_M,-1,-1,-3, 1,0, 0-1,-7, 0,-5, 0},

AHY {1,131, 1,-2,2,6,2,0,0,2,-2, 2, M, 0,3, 2,-1,-1,0,-2,-3,0, 0, 2},

A3 B4 {-1-2,-2,-2,-2, 1,-3,-2,5, 0,2, 2, 2,-2,_M,-2,-2,-2,-1,0, 0, 4,-5, 0,-1,-2},

By {0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,_M,0,0,0,0,0,0,0,0, 0,0, 0},

PK* o {-1,0-50,0,-5-20:-2,0,5-3,01,_M,1,1,3,0,0,0-2,-3,0,-4, 0},

L% {-2,-3,-6,-4,-3, 2,-4,-2, 2, 0,-3, 6, 4,-3,_M,-3,-2,-3,-3,-1, 6, 2,-2, 0,-1,-2},

HAMY [1,-2,-5-3,-2,0,-3,-2,2,0,0,4,6,-2,_M,-2-1,0,-2-1, 0, 2,-4, 0,-2,-1}

“NY  {0,2:4,2,1,-4,0,2-2,0,1,-3,-2,2, M,-1,1,0, 1,0,0,-2.4,0,-2, 1},

HOo%Y [ M_M_M_M_M_M_M,_M_M_M_M,_M,_M,_M,0_M_M_M_M_M_M_M,_M,_M,_M,_M}
ol {1,-1,-3,-1,-1,-5,-1,0,-2,0,-1,-3,-2,-1, M, 6,0, 0, 1,0, 0,-1,-6, 0,-5, 0}, .
~Q%  {0,152,2,-5:-1,3,-2,0,1,-2,-4, 1,_M, 0, 4, 1,-1,-1,0,-2,-5, 0,-4, 3},

/*R% {-2,0,-4,-1,-1,4,3,2,-2,0,3,-3,0,0,_M, 0, 1, 6, 0,1, 0,-2, 2, 0,-4, 0},

S {1,0,0,0.0,-3,1,-1,-1,0,0,-3-2, 1,_M, 1-1,0, 2, 1, 0,-1,-2,0,-3, 0},

#TH {1,0,-2,0,0,-3,0-1,0,0,0,-1,-1,0,_M, 0,-1,-1, 1, 3, 0, 0,-5, 0,-3, O},

~U*  {0,0,0000009000000_M,00,0,0,0,000,0,0, 0},

AV [0,2:2,2,2-1-1,-2,4,0,-2,2,2,-2,M,-1,-2,-2,-1,0,0, 4,-6, 0,-2,-2},

AW (-6,-5-8,-7.-7.0,-7,-3,-5, 0,-3,-2,-4,4,_M,6,-5,2-2,-5,0,-6,17,0,0,-6},

~X*  {0,0,0,00,0,00,00,00,00,_M,000,0,000,0,0,0, 0},

Y¥  {-3,-3,04,-4,7,-5,0,-1,0,4,-1,-2,-2,_ M,-5,4,-4,-3,-3, 0,2, 0, 0,10,-4},

VA {0,1,5,2,3,-5,0,2,:2,0,0,-2,-1,1,_M,0,3,0,0,0,0.-2,-6, 0,-4, 4}

L
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#include <stdio.h>
#include <ctype.h>
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Table 1 (cont’)

|

#define MAXIJMP 16 /% max jumps in a diag %/
#define AXGAP 24 /% don't continue to penalize gaps larger than this */
#define JMPS 1024 /* max jmps in an path %/
#define MX 4 /* save if there's at least MX-1 bases since last jmp */
#define DMAT 3 /* value of matching bases */
#define DMIS 0 /* penalty for mismatched bases */
#define DINSQ 8 /* penalty for a gap ¥/
fidefine DINS1 R 1 /* penalty perbase %/ ) .
#define PINSO 8 /% penalty for a gap */
tidefine PINSI 4 /* penally per residue */
stroct jmp {
short n[MAXIMP]; * size of jmp (neg for dely) ¥/
unsigned short  x[MAXIMP]; /* base no. of jmp in seq x */
I /* limits seq to 2716 -1 %/
struct diag {
int SCore; /* score at last jmp */
long offset; * offset of prev block */
short ijmp; #* current jmp index */
struct jmp im 1* list of jmps *
b
struct path {
int spc; /* number of leading spaces */
short  n[JMPS];/* size of jmp (gap) */
int x[JMPS];/* loc of jmp (last elem before gap) ¥/
char *ofile; * output file name */
char *namex[2]; 1* seq names: getseqs() */
‘char *prog; 1* prog name for err msgs */
char *seqx([2]: /* seqs: getseqs() */
int dmax; /* best diag: nw() */
int dmax0; 1* final diag */
int dna; /* set if dna: main() */
int - endgaps; /* set if penalizing end gaps */
int gapx, gapy. /* total gaps in seqs */
int len0, lenl; /* seq lens ¥/
int ngapx, ngapy. I* total size of gaps */
int . smax; /* max score: nw() */
int *xbim; #* bitmap for matching */
long offset; #* current offset in jmp file */
struct  diag *dx; /* holds diagonals */
struct  path prl2l: /* holds path for seqs */
char *calloc(), *malloc(), *index(}, *strepy();
char *petseq(), *g_calloc();
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Table 1 (cont’) ' '

I* Needleman-Wunsch alignment program

*

* usage: progs filel file2 .

* where filel and file2 are (wo dna or two protein sequences.
‘The sequences can be in upper- or lower-case an may contain ambiguity
Any lincs beginning with ', >' or <’ are ignored

Max file length is 63535 {limiled by unsigned short x in the jmp struct)

A sequence with 1/3 or more of its elements ACGTU is assumed 10 be DNA

Output is in the file “align.out”

[ N R

R -
* The program may create a tmp file in /tmp to hold info about traceback.
--* QOriginal version developed under BSD 4.3 on a vax 8650
*/
#include “nw.h”
#include "day.h"

static  _dbval[26] = {
1,14,2,13,0,0,4,11,0,0,12,0,3,15,0,0,6,5,6,8,8,7.9,0,10,0

I

static  _pbvai{26] = {
1, 2[(1<<(D"AN(1<<('N'"A"), 4, 8, 16, 32, 64,
128, 256, OxFFFFFFF, 1<<]9, 1<<11, l<<12, 1<<13, 1<<14,
1<<15, 1«<16, 1e<l7, 1e<18, 1«19, 120, 1c<21, <22,
<23, 1<<24, 1<<25[(1 <<(E-'AN}(1<<('Q-'A")

h

main(ac, av) main
int ac;
char *av(];
{
prog = av[0];
if (ac =33 { -

fprintf(stderr, "usage: s filel fileZ\n", prog);
fprintfistderr,"where filel and file2 are two dna or Lwe protein sequences.\n”),
fprintf{stderr,"The scquences can be in upper- or lower-case'n”);
fprintf(stderr,” Any lines beginning with ;' or ‘<’ are ignored\n");
fprintfistdem,"Output is in the file V'align.out\™n"™);
exi(l);

i

namex[0] = av[1];

namex[1] = av[2);

seqx[0] = getseq(namex{0], &len0);

seqx[1] = petseq(namex[ 1], &lenl);

xbm = (dna)? _dbval : pbval;

endgaps = 0; /* | 10 penalize endgaps %/
ofile = “align.out"; * output file */

nw(); 1 fikl in che matrix, get the possible jmps */
readjmps(: /* get the actual jmps */

print(); * print stats, alignment */

clcanup(0}: /* unlink any tmp files */
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Table 1 {cont’)

/* do the alignment, return best score: main()

* dna: v4lues in Fitch and Smith, PNAS, 80, 1 382-1386, 1983

* pro: PAM 250 values

* When scores arc equal, we prefer mismatches to any gap, prefer
* a new gap lo extending an ongoing gap, and prefer a gap in segx
*{oagap ir seq y.

*

/
nw() . nw
{
char *px, *py; /* seqs and ptrs */
int *ndely, *dely; 1* keep track of dely */
T it ndelx, delx;  /*'keep track of delx ¥/
int *tmp; 1* for swapping row®, row] */
int mis; * score for each type */
int ins0, insl; /* inscrtion penalties */
. register id; /* diagonzl index */
register if; /* jmp index */
register *col(), *coll; /* score for curr, last row */
register XX, YY; /* index into segs */

dx = (struct diag *)g_calloc("to get diags”, lenO+lenl+1, sizeof(struct diag));

ndely = (int *)g_calloc{"to get ndely”, len1+1, sizeof(int));
dely = (int *)g_calloc{"i0 get dely”, lenl+1, sizeof(int));
col0 = (int *)g_calloc("to get colG", lenl+1, sizeof(int));
coll = (int *)g_calloc("to get coll”, lenl+1, sizeof(int));
ins0 = (dna)? DINSG : PINSQ;

inst = (dna)? DINS1 : PINS1;

smax = -10000;
if (endgaps) {
for (colO] = dely[0] = -ins0, yy = 1; yy <= len]; yy++) {
col0[yy] = dely[yy] = colO[yy-1] - insl;
ndelylyy] = yy;

}

col0[0] =0; /* Waterman Bull Math Biol 84 ¥/

else :

for {yy =1, yy <= lenl; yy++)
dely[yy] = -ins0;

/* fill in match matrix

*
for (px = seqx[0], xx = 1; xx <= len0; px++, xx++) {
/* initialize first entry in col
*/
if (endgaps) {
ifixx=1)
<ol 1[0) = delx = -{insO0+insi);
else
col1[0] = delx = colO[0] - insl;
ndelx = xx;
)
else {
coll[0]1=0;
delx = -insC;
ndelx = 0;
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Table 1 (cont’) ‘

= N1W
for (py = seqx[1], yy = I; yy <= leal; py++, yy++) {
mis = cel0[yy-1];
if (dna) '

mis += (xbm[*px-'A')&xbm[*py-'A']}? DMAT : DMIS;
else
mis += _day[*px-'A'][*py-A'l:

/* update penalty for del in x seq;
* favor new del over ongong del
* ipnore MAXGAP if weighting endgaps
*/
if (endgaps |l ndely[yy] < MAXGAP) {
if (colfyy] - insO >=dely{yy]) {
dely(yy] = colO[yy] - (insO+ins1);

ndely(yyl=1;
} else {
dely[yy] -=insl;
ndely(yyl++
}
} else {
if (col0[yy] - (insO+ins1) >= dely{yy]) {
dely[yy] = colO[yy] - (insO+ins1});
ndely{yy] = ;
} else '
ndely(yy]++:
}

f* update penalty for del in y seq;
* favor new del over ongong del
*f
if (endgaps [ ndelx < MAXGAP) {
if (col1[yy-1] - insQ >= delx) {
delx = colliyy-1] - (insO+insl);

ndelx = 1;
} else {
delx -=insl;
ndelx++;
)
} else {
If (col1[yy-11 - (insO+insl) >= delx) {
delx = coll[yy-1] - (insO+ins1);
ndelx = 1;
} else
ndelx++;
}

/* pick the maximum score; we're favoring
* mis over any del and deix over dely
¥
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Table 1 (cont’
wedIW

id=xx-yy+lenl -1;
if (mis >= delx && mis >= dely[yy])
coll[yy] = mis;
else if (delx >= dely[yy]) {
coll{yy] = deix;
ij = dx[id].ijmp;
if (dx[id).jp.n[0] && (!dna || (ndelx >= MAXIMP
&& xx > dx[id].jp.x[ij]+MX} | mis > dx{id).score+DINS0)) {
dx{id].ijmp++;
if (++ij >= MAXIMP} {
writejmps(id);
- ij =dx[id].ijmp = 0;
dx[id].offset = offset;
offset += sizeof(struct jmp) + sizeof(offser);

}

}
dx[id]).jp.n[ij] = ndelx;
dx[id].jp-x[ij] = xx;
dx[id].score = delx;
}
else {
collfyy] = dely[yyl;
if = dxfid].ijmp;
if (dx[id].jp.n[0] && (!dna || (ndely{yy] >= MAXIMP
&& xx > dx[id].jp.x[ijl+MX) [[ mis > dx[id].score+DINSG) {
dx[idl.iimp++;
if (++ij >= MAXIMP) {
writejmps{id);
ij = dx[id}.ijmp = 0;
dx[id).offsct = offset;
offsetl += sizeof (struct jmp) + sizeof{offset);

}

}

dx[id).jp.n[ij] = -ndely[yy];
dx{id].jp.x[ij] = xx;
dx[id].score = dely[yy];

1
i (xx =1en0 && yy <lenl) {
/* last col
*
if (endgaps)
collfyy} -= insO+insI*(lenl-yy);
if (colI[yy] > smax) {
smax = coli[yy];
dmax =id;

}

}
if (endgaps && xx < len0)

coll[yy-1] -= insO+ins1 *{(len0-xx);
if (coll[yy-1] > smax) {

smax = coll [yy-1];

dmax = id;

tmp = col0; col0 = coll; coll = tmp;
}
{void) free((char *)ndely);
(void) free{(char *)dely);
(void) free((char *)colQ);
(void} free({char *)coll}; ]
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Table 1 (cont’) | ‘ '
*
*

* print{) -- only routing visible outside this module
»

* static:

* getmat() -- trace back best path, count matches: print()

* pr_align(} -- print alignment of described in array p[1: print()

* dumpblock() -- dump a block of lines with numbers, slars: pr,_align()
* nums() -- put out a number line: dumpblock()

* putline() -- put out a line (name, [num], seq, [num]): dumpblock()

“* stars() - -put a line of stars: dumpblock()

* stripname() - strip any path and prefix from a seqname
*/

#include "nw.h"

#define SPC 3
#define P_LINE 256 /* maximum output line */

#define P_SPC 3 /* space between name or num and seq */
extern  _day[26][26];
int olen; * set output ling length */
FILE *x; /* output file */
prini(} print
{ .
int ix, ly, firstgap, lastgap; f* overlap ¥/

if {{fx = fopen(ofile, "w'")) =0} {
fprintf(stderr,"%s: can't write %s\n", prog, ofile);
cleanup(1);

}
fprintf{fx, "<first sequence: %s (length = %d)\n", namex[0], len0);
fprintf(fx, "<second sequence: %bs (length = %d)\n”, namex([1], lenl);

olen = 60;

Ix = lenQ;

ly=lenl;

firstgap = lastgap = 0;

if (dmax < lenl - 1){ /* leading pap in x */

ppl0).spc = firstgap = len] - dmax - 1;
ly -= pp(0].spc:

}

else if (dmax > lenl - 1){  /* leading gap in y ¥/
ppl1].spc = firstgap = dmax - (fenl - 1)
Ix = ppl1]).5pc;

)

if (dmax0 < Jen0- 1) { /* trailing gap inx */
lasigap = len( - dmax0 -1;
Ix -= lastgap;

}

else il (dmax0 > len0 - 13 {  /* trailing gap in y */
lastgap = dmax0 - (len0 - 1);
ly -= lastgap;

1
getmat(1x, 1y, firstgap, lastgap);
pr_align();
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Table 1 (cont’)

It
* trace back the best path, count matches
*/ 1
static
getmar(lx, ly, firstgap, lasigap)
' ix Ix, ly; * “core" (minus endgaps) */
i firstgap, lastgap; * leading trailing overlap */
{
int nm, i0, i1, siz0, sizl;
char outx{32];
double pet;
register n0, n};
register char *30, *pl;

/* get total matches, score
*f

i0=il =siz0 =sizl =0;
p0 = seqx[0] + pp{1].spc;
p1 = seqx[ 1] + pp{0).spc;
nQ = pp[l)spc+1;

nl = pp[0L.spc + 1;

nm=0;
while ( *p0 && *pl ) {
if (siz0) {
pl++;
nla++;
§iz0--;
}
else if (siz]) {
po+H
nO++;
sizl--;
}
else {
if (xbm[*p0-'A")&xbm{*p]1-'A'])
nm++; .
I0'(n0++ == pp[0].x[i0])
siz0 = pp[0].n[i0++];
if (n1++ = pp[i ).x[ilD
sizl = pp{1].nfil++};
pO++;
pl+t;
}
}

/* pet homolegy:
* if penalizing endgaps, base is the shorter seq
* else, knock off overhangs and take shorter core

*f
if (endgaps)
ix = (len0 < len1)? len0 : lenl;
else

Ix=(x<ly?lx:ly;

pet = 100.*(double)nm/(double)ix;

fprintf(fx, "\n");

fprintf(fx, "<%d match%s in an overlap of %d: %.2f percent similarity\n”,
nm, (nm=1)7"": "es", Ix, pct);

EE — EP 1 641 822 B1
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Table 1 (cont™)

fprintf{fx, "<gaps in first sequence: %d", gapx);
if (gapx) {
(void) sprimf(outx, " {%d %s%s)", .
ngapx, {dna)? "base":"residue”, (ngapx == 1)? "*:"s");
fprintl{fx,"%s", outx);

fprintf(fx, *, paps in second sequence: %d"”, gapy):
if (zapy) {
(void) sprimif(outx, " (%d %s%s)",
ngapy, (dna)? "base”: “residue”, (ngapy = 1)? "":"s");
fprintf{fx," " %s", outx);

}

if (dna)
fprintfifx,
“\n<score: %d {match = %d, mismatch = %d, gap penalty = %d + %d per base)\n”,
smax, DMAT, DMIS, DINSO, DINS1);

else
fprintf(fx,
“\n<score: 9hd (Dayhoff PAM 250 matrix, gap penalty = %d + 9d per residue)\n”,
smax, PINSO, PINS1);
if (endgaps)
fprintf(fx,
"<endgaps penalized. left endgap: %d %s%s, right endgap: %d %s%s\n",
firstgap, {dna)? "base” : “residue”, (firstgap = 1)? " : "s",
lasigap, (dna)? "base” ; “residue”, (lastgap == 1)? "": "5");
else
fprintf{fx, “<endgaps not penalizedin”);
}
static nm; /* matches in core -- for checking */
static Imax; /* lengths of stripped file names */
static iil2hL /* jmp index for a path */
static nc[ 2], /* number at start of current line */
static ni[2]; /* current elem number -- for gapping */
static siz[2];
static char *ns[2]; * ptr to current element */
static char *po[2]; % ptr to next output char slot */
static char out[2][P_LINE]; /* onlput line */
static char star[ P_LINE]; /* set by stars() */
'I.
* print alignment of described in struct path ppf]
¥
static
pr_align()
{
int nn; /* char count */
int more,;
register i;

for(i= G, Imax =0;i < 2; i++) {
nn = stripname(namex(i]);
if (nn > Imax)
Imax = nn;

nclif=1;

nifi]=1;

siz[i) = ij[i] = 0;

ps[i] = seqx[i];

poli] = outfi); )

EE — EP 1 641 822 B1
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Table 1 (cont’)

:fur(nn:nm=0.rn0rc= I; more; ) {

for (i=more=0;i<?2;i++){
Fi
* do we have more of this sequence?
*f
if (1*ps[i}}
continue;

more++;

-if (pplil-spe) { 1% leading space */

*po[i]++=""
pplilspe--;
}
else if (siz[i]) { f*in a gap ¥/
*po(ij++ ="
siz[ij--;
}
else { /* we're putting a seq element
*
*poli] = *ps[i); -
if {islower(*ps[il))
*ps[i] = toupper(*ps[il)
polil++;
pslil++:
,l-
* are we at next gap for this seq?
*/
if (ni[i] == ppli)-x[ii[i1] {
I‘t
* we need to merge all gaps
* at this location
*
sizi} = ppli)nlijlil++];
while (nili] == ppli].x[ij{i]])
sizfi] += pplil.nlij(il++];
1
nifile+;
}

if (++nn == olen || 'more && nn) (
dumpblock();
for(i=0,i<2;i+4)
polil = outfil;
nn=0;

* dump a block of lines, including numbers, stars: pr_align()

register i;

for(i=0;i<2; i++)
*pofi]-- ="0"

EE — EP 1 641 822 B1

...pr_align

dumpblock



60

Table 1 (cont’)

(void) putc(n', fx);
for(i=0;i<Z; i+s) { '
if (*out[i] && (*outli] I=""[| *(polil} !=""N {

if(i=—0)
nums(i);
if (i == 0 && *out(1])
stars();

putline(i);_
if (i == 0 && *out[1])

fprintf{fx, star);
ifGi==1)
nums{i);
)
}
1
fl
* put aut a number line: dumpblock()
*
static
nums(ix)
int ix; = ir}dex im out{] holding seq line */
{
char nlinc[P_LINE];
register ij
register char *pn, *px, *py;
for {pn = nling, i = 0; i < Imax+P_SPC; i++, pn++)
*pn='"
for (i = nc[ix], py = out{ix]; *py; py++, pn++) {
if(*py==""|| *py == )
*pn=""%
else {
if (1%10==01 (i == 1 && nc[ix] 1= 1) {
- j=i<0?-ii;
for (px =pm; j; j /= 10, px--)
*px =j%10 + 0%
if(i<0)
»px ="
H
else
"pn ='"
i+
}
}
*pn =0
ncfix] =1i;
for (pn = akine; *pn; pn++)
(void) putc(*pn, fx);
(void) putc(\n’, fx):
]
Pl

* pul out a line (name, [num]), seq, [rum]}: dumpblock()
&
static
putline(ix)
int i {

EE — EP 1 641 822 B1
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Table 1 (cont’

1
"int i
register char *px;

frr (px = namex[ix], i =0; *px && *px ="', px++, i++)
(void) putc(*px, fx);
for (; i < Imax+P_SPC. i+4)
(void) putc(' ', fx);

/* these count from |:
* ni[] is current element.(from 1) -
* nc[} is number at sian of current line
*
for (px = out[ix]; *px; px++)
{void) putc(*px&O0x7F, fx);
(void) pute(wy', fx):

,*
* put a line of stars (seqs always in out[0], out{1]): dumpblock(}
*
statie
stars()
{
int i
register char *p0, *pl, cx, *px;

if (1*out[0] || (*outf0] = ' && *(po[0]) ="' ]
trout[1] || (Fout[1] =="" && Xpo[I1]}=="")

return;

px = star;

for (i = Imax+P_8PC; i; i--)
pxH+=""

for (p0 = out[0), pl = out{1]; *p0 &&*pl; pO++, pl++} {
if (isalpha(*p0) && isalpha(*p1)) (
if (xbm[*p0-'A'T&xbm[*p1-AD {
cx="*,

nm-k,

)
else if (!dna && _day[*p0-'A'J[*pl-"AT > 0)

cx=""
else
ex=""
;
else
ex=""
*px++ = cX;
}
*px4+ =\’
*px ="\
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Table 1 {cont’
I‘
* sirip path ér prefix from pn, retam len: pr_align()
*’ :
static
stripname(pn}
char  *pn; /* file name (may be path) */
{
register char *px, *py;
py =0;
for (px = pn; *pX; px++}
if (Ppx=="7)
T T T T T py=pr+ 1
if (py)
) (void) strepy(pn, py);
return(strlen(pn));

EE -EP 1641 822 B1
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Table 1 (cont’)
,i
* cleanyp() - cleanup any tmp file
* getseq() -- read in seq, set dna, len, maxlen
* ¢ calloc(} -- calloc(} with error checkin
* readjmps() -- pet the good jmps, from tmp file if necessary
* writejmps() -- write a filled array of jmps to a tmp file: nw()

*

#include "nw.h"

#include <sys/file.h>

char *iname = "ftmp/homg X XXX XX"; 7* 1mp file for jmps */
FILE *j

int cleanup(), 1* cleanup tmp file */

long Iseek();

1*
* remove any tmp file if we blow
*/
cleanup(i) cleanup
int i;
if ()
{void) unlink(jname);
exit(i);
f!‘

* read, retumn pir 1o seq, set dna, len, maxlen
* skip lines starting with %}', '<’, or >'
* seq in upper or lower case

*
char *
getseq(file, len) getseq
char *file;  /*file name */
int *len; /* seq len ¥/
{
char linef1024], *pseq;
register char *0x, *py;
int natgc, tlen;
FILE *fo;

if ({fp = fopen(file,"r")) == B {
fprintf(stderr,"%s: can't read %s\n", prog, file);
exit{1);
}
tlen = natge =0,
while (fgers(line, 1024, fp)) {
if (*line = "7 || *line = '<'|| *line == *>")
continue,
for {px = linc; *px = \n’; px++)
if (isupper(*px) || islower(*px))
tlend+;

}

il ((pseq = mallec((unsigned)(tlen+6))} == 0) {
fprintf(stderr,"%s: malloc() failed to get %d bytes for %s\n", prog, tlen+6, file);
exit(1);

}
pseq[0] = pseq[1] = pseq([2] = pseq([3] = 0",



natgc++;
}
}
*py++ =0,
*py =10
(void) (close{fp);
dna = natge > (tlen/3);
return(pseq+4);
}
char *
g_calloc{msg, nx, 5z)
char *msg; /* program, calling routine */
int nx, sz; /* number and size of elements */
{
char *px, *calloc();
if ((px = caloc((unsigned)nx, (unsigned)sz)) == 0) {
if (*msg) { )
fprintf{stderr, "%s: g_calloc(} failed %s (n=%d, sz=%d}\n", prog, msg, nx, sz}
exit(1);
}
}
return(px);
}
"t
* get final jmps from dx[] or tmp file, set pp([], reset dmax: main(}
*
readjmps()
{
int fd=-1;
int siz, i0, i1;
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Table 1 (cont™)

py =pseq +4;
*len = ten;
rewind(fp);

while (fgets(line, 1024, fp)) {
if (*line ="' | *line =< || *line == ">
continue;
for (px = line; *px I= w'; px++) {
if (isupper(*px))
*py++ =*px,
else if (islower(*px))
*py++ = loupper(*px);
if (index("ATGCU", *(py-1)))

register i, j. xx;

i
(void) fclose(f});
if ((fd = open(jname, O_RDONLY, 0)} < 0} {
fprintf(stderr, “%s: can't open{) %s\n", prog, jname);
cleanup(1);
|
)
for (i =i0 =il =0, dmax0 = dmax, xx = len0Q; ; i++} {
while (1) {

for (; = dx[dmax).ijmp; j >= 0 && dx[dmax].jp.x[j]} >= xx; j--)

v
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Table 1 (cont’)

if (j <0 && dx[dmax).offset && fj) {
(void) Iseek(fd, dx[dmax].offset, Q);
(void) read(fd, (char *)&dx{dmax).jp, sizeof(struct jmp));
(void) read(fd, (char *)&dx|[dmax].offset, sizeof(dx[dmax].offset));
dx[dmax].ijmp = MAXIMP-];

. readjmps

}
else
break;

}

if (i >=IMPS) {
fprintf{stderr, "%s: too many gaps in alignment\n”", prog):
cleanup(1);

)
ifG>=0){
siz = dx[dmax].jp.n(j);
xx = dx[dmax].jp.x{j};
dmax += siz;
if (siz < 0) { /* gap in second seq */
ppl1).nfil] = -siz
XX += 5iz;,
*id=xx-yy+lenl - !
3/
ppl1].x[il] = xx - dmax + lenl - I;
gapy++;
ngapy -= siz;
/* ignore MAXGAP when doing endgaps */
siz = (-siz « MAXGAP | endgaps)? -siz ; MAXGAP;
il++;

}
elseif (siz>0){ /* gapin first seq %/
ppl0).n(i0) = siz; .
ppi0].x[i0] = xx;
2apX4+;
ngapx += siz;
/* ignore MAXGAP when deing endgaps */
siz = (siz < MAXGAP | endgaps)? siz: MAXGAP;
04+

else
break;

}

* reverse the order of jmps
»/ .
for (j =0, i0-+ j < i0; j++, i0--) {
i = pp{0).n[j}; ppl0)-nj] = pp(O).n[i0}; pplO).n[iD] = i
i = ppl01.x[j]; ppl[0].xfi] = pplO).x(i0}; pp{0).x[i0] = i;
}
for (j=0,1)--;j <il; jo+, i) {
i= pp“]“[_]]n pp[l]n[]] = pp[]ln[”]' PP“]-I’![I” =i
i=pp(1).x[); ppl1)x(j] = ppl1).x[i1]; pp{ 1].x[iL] = i;

}
if (fd >= Q)
(void} close(fd);
if () {
(void) unlink(jname};
=0
offset = 0;
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Table 1 (cont’)

/*

* write a filled jmp struct offsel of the prev one (if any): nw()

*f .

writejmps(ix) writejmps
int i

{

char *mktemp(};
i () {
if (mktemp(jname) < 0) {
fprintf(stderr, "%s: can't mktemp() %s\n", prog, jname);-
cleanup(1);

)

if ((fj = fopen{jname, "w")) =0) {
fprintf(stderr, "9bs: can't write %s\n", prog, jname);
exit(1);

}
(void) fwrite{(char *)&dx[ix].jp, sizeof(struct jmp}), !, )
{void) fwrite{{(char *)&dx[ix].offset, sizeof(dx[ix]).offse1), 1, fj);

Tabel 2
valk IL-17A/F XXXXXXXXXXXXXXX (pikkus = 15 aminohapet)
vordlusvalk XXXXXYYYYYYY (pikkus = 12 aminohapet)

aminohapete jérjestuse samasuse protsent =

(kahes poliipeptiidjirjestuses olevate aminohappejadkide, mis tihituvad identsetena, ALIGN-
2-ga madratud arv) jagatuna (valgu IL-17A/F aminohappejddkide koguarvuga) =5 : 1,5 =
33,3%

Tabel 3
valk IL-17A/F XXXXXXXXXX (pikkus = 10 aminohapet)
vordlusvalk XXXXXYYYYYYZZYZ (pikkus = 15 aminohapet)

aminohapete jirjestuse samasuse protsent =

(kahes poliipeptiidjirjestuses olevate aminohappejadkide, mis iihituvad identsetena, ALIGN-
2-ga miiratud arv) jagatuna (valgu IL-17A/F aminohappejddkide koguarvuga) = 5 : 10 =
50%
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Tabel 4
IL-17A/F-i DNA NNNNNNNNNNNNNN (pikkus = 14 nukleotiidi)
vOrdlus-DNA NNNNNNLLLLLLLLLL (pikkus = 16 nukleotiidi)

nukleiinhappejérjestuse samasuse protsent =

(kahes nukleiinhappejdrjestuses olevate nukleotiidide, mis iihituvad identsetena, ALIGN-2-ga
madratud arv) jagatuna (IL-17A/F-1 DNA nukleiinhappejirjestuse nukleotiidide koguarvuga)
=6:14=42,9%

Tabel 5
IL-17A/F-i DNA NNNNNNNNNNNN (pikkus = 12 nukleotiidi)
vordlus-DNA NNNNLLLVV (pikkus = 19 nukleotiidi)

nukleiinhappejérjestuse samasuse protsent =

(kahes nukleiinhappejdrjestuses olevate nukleotiidide, mis iihituvad identsetena, ALIGN-2-ga
madratud arv) jagatuna (IL-17A/F-1 DNA nukleiinhappejirjestuse nukleotiidide koguarvuga)
=4:12=33,3%

II Leiutisekohased kompositsioonid ja meetodid

A. Téispikad IL-17A/F-polipeptiidid

(0141) Kéesolevas leiutises pakutakse uudsena identifitseeritud ja eraldatud nukleotiidjirjes-
tusi, mis kodeerivad poliipeptiide, mida kdesolevas taotluses nimetatakse IL-17A/F-poliipep-
tiiddideks. Konkreetselt on identifitseeritud ja eraldatud erinevaid IL-17A/F-poliipeptiide ko-
deerivad cDNA-d, nagu iiksikasjalikumalt on avaldatud niidetes allpool.
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B. IL-17A/F-poliipeptiidide variandid

(0142) Lisaks siin kirjeldatud tdispikkadele natiivse jirjestusega IL-17A/F-poliipeptiididele
peetakse voimalikuks IL-17A/F-1 variantide valmistamist. IL-17A/F-i variante voib valmis-
tada, sisestades IL-17A/F-i DNA-sse nukleotiidide sobivaid muutusi ja/vdi siinteesides soovi-
tud IL-17A/F-poliipeptiidi. Eriala asjatundja tunnustaks, et aminohapete muutused vdivad
muuta translatsioonijargsed protsesse, nagu gliikosiitilimiskohtade arv voi asendi muutmine
vOi membraani ankurdamise omaduste muutmine.

(0143) Muutusi natiivses tdispika jirjestusega IL-17A/F-is voi IL-17A/F-i erinevates siin
kirjeldatud domeenides voib niiteks teha, kasutades konservatiivsete ja mittekonservatiivsete
mutatsioonide tegemiseks mistahes meetodeid voi juhiseid, mis on esitatud néiteks US paten-
dis nr 5364934. Variatsioonid vodivad olla IL-17A/F-1 kodeeriva iihe vdi enama koodoni asen-
damine, eemaldamine v4i sisestamine, mille tulemuseks on IL-17A/F-1 aminohapete jirjes-
tuse muutus vorreldes natiivse jarjestusega IL-17A/F-ga. Valikuliselt on variatsioon vihemalt
tthe aminohappe asendamine muu aminohappega IL-17A/F-i {ihes vdi enamas domeenis.
Selle, millise aminohappejddgi voib sisestada, asendada voi eemaldada, ilma et see mojutaks
kahjulikult soovitud aktiivsust, midramise juhised voib leida, vorreldes IL-17A/F-i jérjestust
sellega homoloogsete tuntud valgumolekulidega ning minimeerides vidga homoloogsetes piir-
kondades tehtavate aminohappeasenduste arvu. Aminohapete asendused vdivad tuleneda iihe
aminohappe asendamisest mone teise aminohappega, millel on sarnased struktuursed ja/voi
keemilised omadused, nagu on leutsiini asendamine seriiniga, tdhendades konservatiivsed
aminohappeasendusi. Sisestused ja eemaldamised vdivad valikuliselt olla vahemikus 1 kuni 5
aminohapet. Lubatud variatsiooni v0ib méiérata siisteemselt, tehes jérjestuses aminohapete
sisestusi, eemaldamisi voi asendusi ning testides saadud variante aktiivsuse suhtes, mis on
téispikal voi kiipsel natiivsel jarjestusel.

(0144) Siin pakutakse IL-17A/F-poliipeptiidi fragmente. Vorreldes néiteks tdispika natiivse
valguga voivad sellised fragmendid olla kdrbitud N-terminusest vdi C-terminusest voi neil
voivad puududa sisemised jadgid. Kindlatel fragmentidel puuduvad aminohappejdédgid, mis
pole olulised IL-17A/F-poliipeptiidi soovitud bioloogiliseks aktiivsuseks.

(0145) IL-17A/F-i fragmendid vodib valmistada {ikskdik millisega arvukatest tavapirastest
meetoditest. Soovitud peptiidifragmendid vdib siinteesida keemiliselt. Alternatiivne 1dhene-

mine holmab IL-17A/F-i fragmentide tekitamist ensiiiimiga Idikamisega, nditeks toodeldes
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valku ensiilimiga, mille puhul on teada valkude ldikamine midratud aminohappejiékide
juurest, voi 1digates DNA-d sobivate restriktaasidega ning eraldades soovitud fragmendi.
Veel iiks sobiv meetod hdlmab soovitud poliipeptiidifragmenti kodeeriva DNA eraldamist ja
amplifitseerimist, néiteks poliimeraasi ahelreaktsiooniga (PCR-ga). DNA fragmendi soovitud
otsi médravaid oligonukleotiide kasutatakse PCR-is 5’- ja 3’-praimeritena. Eelistatavalt on
IL-17A/F-poliipeptiidi fragmentidel vdahemalt {iks iihine bioloogiline ja/vdi immunoloogiline
aktiivsus siin avaldatud natiivse IL-17A/F-poliipeptiidiga.

(0146) Konkreetsetes teostustes esinevad huvipakkuvad konservatiivsed asendused on néida-
tud tabeli 6 pdises “eelistatavate asendustena”. Kui selliste asenduste tulemuseks on muutus
bioloogilises aktiivsuses, v0ib sisestada mirkimisvadirsemaid muutusi, mis tabelis 6 on téihis-
tatud iseloomulike asendustena vdi mida on lisaks kirjeldatud allpool aminohapete klassidele

viidates, ning saadused skriinida.

Tabel 6

Algne jadk Iseloomulikud asendused Eelistatavad asendused
Ala (A) Val, Leu, Ile Val
Arg (R) Lys, Gln, Asn Lys
Asn (N) Gln, His, Lys, Arg Gln
ASD (D) Glu Glu
Cys (C) Ser Ser
Gln (Q) Asn Asn
Glu (E) Asp Asp
Gly (G) Pro, Ala Ala
His (H) Asn, Gln, Lys, Arg Arg
Ile (I) Leu, Val, Met, Ala, Phe, norleutsiin Leu
Leu (L) norleutsiin, Ile, Val, Met, Ala, Phe Ile
Lys (K) Arg, Gln, Asn Arg
Met (M) Leu, Phe, Ile Leu
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Algne jadk Iseloomulikud asendused Eelistatavad asendused
Phe (F) Leu, Val, Ile, Ala, Tyr Leu
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr, Phe Tyr
Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val (V) Ile, Leu, Met, Phe, Ala, norleutsiin Leu

(0147) IL-17A/F-poliipeptiidi bioloogilistes omadustes voi immunoloogilises olemuses
tehakse méarkimisvdirseid muudatusi, valides asendused, mis erinevad oluliselt oma mojult
(a) poliipeptiidahela toendi struktuurile, nditeks lehe vai heeliksi konformatsioonile asenduse
piirkonnas, (b) molekuli laengule vai hiidrofoobsusele sihtmérkkohas voi (c) kiilgahela ulatu-
sele. Looduslikud aminohapped vdib rithmitada, tuginedes nende kiilgahelate iihistele oma-

dustele:

(1) hiidrofoobsed: norleutsiin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;
(2) neutraalsed hiidrofiilsed: Cys, Ser, Thr;

(3) happelised: Asp, Glu;

(4) aluselised: Asn, Gln, His, Lys, Arg;

(5) jadgid, mis mojutavad ahela suunda: Gly, Pro; ning

(6) aromaatsed: Trp, Tyr, Phe.

(0148) Mittekonservatiivsed asendused toovad kaasa iihte nendest klassidest kuuluva liikkme
vahetuse monesse muusse klassi kuuluva vastu. Selliselt asendatud jadgid voib sisestada ka
konservatiivse asenduse kohtadesse vOi, enam eelistatavalt, {ilejdédnud (mittekonserveerunud)
kohtadesse.

(0149) Variatsioone vdib teha, kasutades tehnika tasemes tuntud meetodeid, nagu oligo-
nukleotiidi-vahendatud (kohtsuunatud) mutagenees, alaniiniga skaneerimine ja PCR-muta-

genees. Kohtsuunatud mutageneesi (Carter et al., Nucl. Acids Res., 13:4331 (1986); Zoller et
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al., Nucl. Acids Res., 10:6487 (1987)), kassettmutageneesi (Wells et al., Gene, 34:315
(1985)), restriktsioon-selektsioon-muatgeneesi (Wells et al., Philos. Trans. R. Soc. London
SerA, 317:415 (1986)) voi muid tuntud meetodeid voib rakendada kloonitud DNA-le, et toota
IL-17A/F-i variandi DNA.

(0150) Aminohappega skaneerivat analiiiisi voib samuti kasutada, et pidevas jérjestuses iden-
tifitseerida iiks voi enam aminohapet. Eelistatavate skaneeritavate aminohapete hulgas on
suhteliselt vdiksed ja neutraalsed aminohapped. Sellised aminohapped hdlmavad alaniini,
gliitsiini, seriini ja tsiisteiini. Selles rithmas on tiiipiliselt eelistatav aminohape skaneeri-
miseks alaniin, kuna korvaldakse B-siisiniku kiiljes olev kiilgahel ning variandi peaahela
konformatsiooni muutumine on vihem tdenédoline (Cunningham, Wells, Science, 244:1081-
1085 (1989)). Samuti on alaniin tiilipiliselt eelistatav, kuna see on kdige tavalisem amino-
hape. Lisaks leidub seda sageli nii peidetud kui eksponeeritud asendites (Creighton, The
Proteins, (W. H. Freeman & Co., N. Y.); Chothia, J. Mol. Biol., 150:1 (1976)). Kui alaniiniga

asendamisega ei saada piisavates kogustes variante, voib kasutada isosteerset aminohapet.

C. IL-17A/F-1 muudatused

(0151) IL-17A/F-i kovalentsed muudatused on hdolmatud kéesoleva leiutise ulatusega. Kova-
lentse muudatuse iiks tiitip hdlmab IL-17A/F-poliipeptiidis sihtmérgiks olevate aminohappe-
jadkide reageerimist orgaanilise derivaativa agensiga, mis on vOimeline reageerima valitud
kiilgahelate voi IL-17A/F-1 N- voi C-terminaalsete jadkidega. Derivaatimine bifunktsionaal-
sete agensitega on kasutatav nditeks IL-17A/F-i ristsidumiseks vees mittelahustuva toend-
maatriksi vOi pinnaga ning vastupidi, et kasutada seda IL-17A/F-vastaste antikehade puhasta-
miseks. Harilikult kasutatavad ristsiduvad agensid hdlmavad néiteks 1-bis(diasoatsetiitil)-
2-feniiiiletaani, glutaaraldehiitidi, N-hiidroksiisuktsiinimiidestreid, 4-asidosalitsiiiilhappe est-
reid, homobifunktsionaalseid imidoestreid, sealhulgas disuktsiinimidiiiilestreid, nagu 3,3'-di-
tiobis(suktsiniimidiiiilpropionaat), bifunktsionaalseid maleimiide, nagu bis-N-maleimido-
1,8-oktaan, ning agenseid, nagu metiiiil-3-((p-asidofeniiiil )ditio)propioimidaat.

(0152) Muud muudatused hdlmavad glutamintiiil- ja aspargintiiiljddkide desamiidimist vasta-
vateks glutamiiiil- ja aspartiiiiljadkideks, proliini ja liisiini hiidroksiiiilimist, seriitil- voi treo-
niitiljddkide hiidroksiitilriihmade fosforiiiilimist, liisiini, arginiini ja histidiini kiilgahelate

a-aminorithmade metiiiilimist (T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties,
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W. H. Freeman & Co., San Francisco, 79-86 (1983)), N-terminaalse amiini atsetiililimist ja
mistahes C-terminaalse karboksiiiilriithma amiidimist.

(0153) IL-17A/F-poliipeptiidi veel iihte tiilipi kovalentne muutus, mis on hdlmatud selle
leiutise ulatusega, holmab poliipeptiidi natiivse gliikosiitilimismustri muutmist. Siinsetel ees-
markidel on véljend “poliipeptiidi natiivse gliikosiitilimismustri muutmine” méératud tdhen-
dama IL-17A/F-i natiivses jdrjestuses leiduva iihe v0i enama siisivesik-molekuliosa eemal-
damist (eemaldades vastava gliikostililimiskoha voi eemaldades gliikosiiiilimise keemilisel
ja/voi enstimaatilisel viisil) ning/voi {ihe vOi enama siisivesik-molekuliosa, mida IL-17A/F-1
natiivses jérjestuses ei leidu, lisamist. Lisaks holmab see véljend natiivsete valkude gliiko-
stiilimise kvalitatiivseid muutusi, hdlmates ka erinevate siisivesik-molekulosade olemuse ja
osakaalude muutust.

(0154) IL-17A/F-poliipeptiidi gliikosiitilimiskohtade lisamise voib teostada aminohapete jér-
jestuse muutmisega. Muutuse vOib teha nditeks ithe voi enama seriini- vOi treoniinijaigi
lisamise voi asendamisega natiivse jirjestusega IL-17A/F-s (O-seoseliste gliikostiiilimiskoh-
tade puhul). IL-17A/F-i aminohapete jarjestust voib valikuliselt muuta, tehes muudatusi DNA
tasemel, eriti IL-17A/F-poliipeptiidi kodeeriva DNA muteerimisega eelnevalt valitud aluste
kohas selliselt, et tekitatakse koodonid, mis transleeritakse soovitud aminohapeteks.

(0155) IL-17A/F-poliipeptiidis siisivesik-molekuliosade arvu suurendamise veel iiheks viisiks
on gliikosiidide keemiline vdi ensiimaatiline sidumine poliipeptiidiga. Selliseid meetodeid on
tehnika tasemes kirjeldatud, niiteks iillitistes WO87/05330, mis on avaldatud 11. septembril
1987, ning Aplin, Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., 259-306 (1981).

(0156) IL-17A/F-poliipeptiidis esinevate siisivesik-molekuliosad vdib eemaldada keemiliselt
vOi ensilimaatiliselt voi asendates mutatsioonidega koodonid, mis kodeerivad gliikosiiiilimise
sihtmérkideks olevaid aminohappeid. Keemilise degliikostiiilimise meetodid on tehnika tase-
mes tuntud ja kirjeldatud niiteks iillitistes Hakimuddin et al., Arch. Biochem. Biophys.,
259:52 (1987) ja Edge et al., Anal. Biochem., 118:131 (1981). Poliipeptiidides olevate siisi-
vesik-molekuliosade ensiimaatilise 16ikamise vdib saavutada mitmesuguste endo- ja eksoglii-
kosidaaside kasutamisega, nagu on kirjeldatud iillitises Thotakura et al., Meth. Enzymol.,
138:350 (1987).

(0157) IL-17A/F-i veel iihte tiilipi kovalentne muutus holmab IL-17A/F-poliipeptiidi iihenda-

mist lthega mitmesugustest mittevalgulistest poliimeeridest, nditeks poliietiileengliikooli
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(PEG-1), poliipropiileengliikooli vdi poliiokstialkiileenidega, viisil, mis on esitatud US paten-
dis nr 4640835, 4496689, 4301144, 4670417, 4791192 vo6i 4179337.

(0158) Kiesoleva leiutise kohast IL-17A/F-1 voib muuta ka viisil, mille kohaselt moodustub
kimddrne molekul, mis hdlmab mone muu heteroloogse poliipeptiidi voi aminohapete jérjes-
tusega liidetud IL-17A/F-i.

(0159) Uhes teostuses hdlmab selline kiméirne molekul IL-17A/F-i mis on liidetud mirgis-
poliipeptiidiga, mis pakub epitoopi, millega mirgisevastasne antikeha voib selektiivselt seon-
duda. Uldiselt paigutatakse epitoopmirgis IL-17A/F-i amino- vdi karboksiiterminusse. Sel-
liste IL-17A/F-i epitoopmaérgistatud vormide esinemist vdib tuvastada, kasutades mérgispolii-
peptiidi vastast antikeha. Samuti vdimaldab epitoopmérgisega varustamine IL-17A/F-i hdlp-
sat puhastamist afiinsuspuhastamisega, kasutades méirgisevastast antikeha vdi muud tiiiipi
epitoopmirgisega seonduvat afiinsusmaatriksit. Tehnika tasemes on hasti tuntud mitmesu-
gused maérgispoliipeptiidid ja neile vastavad antikehad. Néited holmavad poliihistidiin- (poly-
His) voi poliihistidiin-gliitsiinmérgiseid (poly-His-Gly), gripiviiruse HA-margispoliipeptiidi
ja selle vastast antikeha 12CAS5 (Field et al., Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)), thec-
myc-mérgist ja selle vastaseid antikehasid 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 ja 9E10 (Evan ef al.,
Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)) ning lihtherpesviiruse gliitkovalgu D
(gD) mirgist ja selle vastast antikeha (Paborsky et al., Protein Engineering, 3(6):547-553
(1990)). Muud mairgispoliipeptiidid holmavad Flag-peptiidi (Hop et al., BioTechnology,
6:1204-1210 (1988)), epitooppeptiidi KT3 (Martin et al., Science, 255:192-194 (1992)),
a-tubuliini epitooppeptiidi (Skinner et al., J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (19991)) ning T7
geeni 10 kodeeritava valgu peptiidmirgist (Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 87:6393-6397 (1990)).

(0160) Alternatiivses teostuses vOib kiméddrne molekul holmata IL-17A/F-i liidetuna immu-
noglobuliini vdi immunoglobuliini konkreetse piirkonnaga. Kiméddrse molekuli bivalentse
vormi (mida nimetatakse ka “immunoadhesiiniks”) tarvis voib selliselt liita [gG-molekuli Fc-
piitkonna. Eelistatavalt holmavad Ig-ga liitmised IL-17A/F-poliipeptiidi lahustuva vormiga
(milles membraani ldbiv piirkond on eemaldatud voi inaktiveeritud) asendamist viahemalt {ihe
varieeruva, Ig-molekulis esinevas piirkonnas. Eriti eelistatavas teostuses holmab immunoglo-
buliiniga liitmine molekuli IgG,; liigend-, Cy2- ja Cy3-piirkondi voi liigend-, Cyl-, Cy2- ja
Cu3-piirkondi. Immunoglobuliiniga liitvalkude tootmise kohta vaadake ka US patenti nr

5428130, mis on vélja antud 27. juunil 1995.
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(0161) Veel iihes lisateostuses vdivad leiutisekohased IL-17A/F-poliipeptiidid olla lisaks
muudetud viisil, mille kohaselt moodustub kimédrne molekul, mis hdlmab leutsiinihargiga
liidetud IL-17A/F-poliipeptiidi. Tehnika tasemes on kirjeldatud mitmesuguseid leutsiinhark-
poliipeptiide, vaadake nditeks iillitisi Landschulz et al., Science, 240:1759 (1988);
W094/10308; Hoppe et al., FEBS Letters, 344:1991 (1994); Maniatis et al., Nature, 341:24
(1989). Arvatakse, et IL-17A/F-poliipeptiidiga liidetud leutsiinihargi kasutamine voib olla
soovitud, et abistada lahustuva IL-17A/F-poliipeptiidi dimeriseerumist v3i trimeriseerumist
lahuses. Eriala asjatundjad tunnustaks, et leutsiinihargi voib liita IL-17A/F-1 molekuli N- voi

C-terminusega.

D. IL-17A/F-i valmistamine

(0162) Peamiselt kisitleb allpool toodud kirjeldus IL-17A/F-1 tootmist, kultiveerides IL-
17A/F-i nukleiinhapet sisaldava vektoriga transformeeritud voi transfekteeritud rakke. Loo-
mulikult peetakse voimalikuks, et IL-17A/F-i valmistamiseks vdib rakendada alternatiivseid
meetodeid, mis on tehnika tasemes hasti tuntud. Naiteks voib IL-17A/F-1 jérjestust voi selle
osi toota otsese peptiidisiinteesiga, kasutades tahke faasi meetodeid (vaadake nditeks iillitisi
Stewart et al., Solid-Phase Peptide Synthesis, W. H. Freeman Co., San Francisco, CA (1969)
ja Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)). In vitro valgusiinteesi vdib teostada,
kasutades néiteks késitsi teostatavaid vO1 automaatseid meetodeid. Automaatse siinteesi voib
teostada, kasutades néiteks firma Applied Biosystems (Foster City, CA) peptiidisiintesaatorit
ja valmistaja juhiseid. IL-17A/F-i erinevaid osi vOib eraldi keemiliselt siinteesida ja kombi-

neerida, kasutades tdispika IL-17A/F-i tootmiseks keemilisi voi enstimaatilisi meetodeid.

1. IL-17A/F-i kodeeriva DNA eraldamine

(0163) IL-17A/F-i kodeeriva DNA voib saada cDNA-kogust, mis on valmistatud koest, mille
kohta arvatakse, et see sisaldab ja ekspresseerib IL-17A/F-1 mRNA-d tuvastataval tasemel.
Vastavalt voib inimese IL-17A/F-1 DNA sobivalt saada inimese koest valmistatud cDNA-
kogust, nagu on kirjeldatud ndidetes. IL-17A/F-i kodeeriva geeni vdib saada ka genoomsest

kogust voi tuntud siinteetiliste toimingutega (néiteks nukleiinhappe automaatse siinteesiga).
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(0164) Kogusid voib skriinida sondidega (nagu IL-17A/F-vastased antikehad voi vdhemalt
umbes 20-80 aluse pikkused oligonukleotiidid), mis on kujundatud huvipakkuva geeni voi
sellega kodeeritava valgu identifitseerimiseks. cDNA- voi genoomse kogu skriinimise valitud
sondiga vOib teostada, kasutades standardseid toiminguid, nagu on kirjeldatud teoses
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (New York: Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989). IL-17A/F-i kodeeriva geeni eraldamise alternatiivseks viisiks on
PCR-metoodika kasutamine (Sambrook et al., supra; Dieffenbach et al., PCR Primer: A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)).

(0165) Allpool toodud néitetes on kirjeldatud cDNA-kogu skriinimise meetodeid. Sondidena
valitud oligonukleotiidjirjestused peaksid olema piisavalt pikad ja piisavalt tihetdhendusli-
kud, et minimeerida valepositiivseid signaale. Eelistatavalt on oligonukleotiid margistatud
selliselt, et seda voib tuvastada skriinitavas kogus oleva DNA-ga hiibridiseerumisel. Méargis-
tamise meetodid on tehnika tasemes histi tuntud ja hdlmavad radiomaérgiste nagu fosfor-
mirgisega ATP, biotiniiiilimise ja enstiimmérgise kasutamist. Mdddukalt karme ja viga
karme tingimusi hdlmavaid hiibridiseerimistingimusi pakutakse teoses Sambrook et al.,
supra.

(0166) Selliste kogude skriinimise meetoditega identifitseeritud jdrjestusi voib vorrelda ja
joondada muude tuntud jérjestustega, mida hoiustatakse ja mis on kéttesaadavad avalikes
andmebaasides nagu GenBank vdi muudes eraomanduses olevates jérjestuste andmebaasides.
Jarjestuse samasuse (aminohapete voi nukleotiidide tasemel) molekuli méératletud piirkon-
dades voi tdispikas jérjestuses voib mddrata, kasutades tehnika tasemes tuntud meetodeid ja
selliselt, nagu siin on kirjeldatud.

(0167) Valku kodeeriva jarjestusega nukleiinhappeid voib saada, skriinides cDNA- voi ge-
noomseid kogusid, kasutades tuletatud aminohapete jarjestust, mis on siin esmakordselt aval-
datud, ning vajadusel kasutades tavapérast praimeri pikendamist, nagu on kirjeldatud teoses
Sambrook et al., supra, et tuvastada mRNA-d, mis ei pruugi olla poordtranskribeeritud

cDNA-ks, prekursoreid ja to6tlemise vaheiihendeid.

2. Peremeesrakkude selekteerimine ja transformeerimine

(0168) IL-17A/F-i tootmiseks transfekteeritakse voOi transformeeritakse peremeesrakke siin

kirjeldatud ekspressiooni- voi kloonimisvektoritega ning neid kultiveeritakse tavapirases
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toitekeskkonnas, mis on muudetud sobivaks promootorite indutseerimiseks, transformantide
selekteerimiseks voi soovitud jdrjestusi sisaldavate geenide amplifitseerimiseks. Eriala asja-
tundja voib kultiveerimistingimused, nagu keskkond, temperatuur, pH ja muud taolised, vali-
da ilma liigse katsetamiseta. Uldiselt vdib rakukultuuride tootlikkuse maksimeerimise pdhi-
motted, eeskirjad ja praktilised meetodid leida teostest Mammalian Cell Biotechnology: a
Practical Approach, M. Butler, toimetaja (IRL Press, 1991) ja Sambrook et al., supra.

(0169) Eukariiootse raku transfekteerimise ja prokariiootse raku transformeerimise meetodid,
nditeks CaCl,, CaPOs-ga, liposoomvahendatud tarnsfekteerimine ja elektroporeerimine, on
eriala tavalisele asjatundjale tuntud. Soltuvalt kasutatavast peremeesrakust teostatakse trans-
formeerimine, kasutades sellistele rakkudele sobivaid standardseid meetodeid. Uldiselt kasu-
tatakse prokartiootide puhul kaltsiumiga to6tlemist, milles kasutatakse kaltsiumkloriidi, nagu
on kirjeldatud teoses Sambrook et al., supra, voi elektroporeerimist. Kindlate taimerakkude
transformeerimiseks kasutatakse nakatamist Agrobacterium tumefaciens’iga, nagu on kirjel-
datud iillitistes Shaw et al., Gene, 23:315 (1983) ja WO89/05859, mis on avaldatud 29. juunil
1989. Selliste rakukestadeta imetajarakkude puhul voib kasutada kaltsiumfosfaadiga sadesta-
mise meetodit, mis on iillitises Graham ef van der Eb, Virology, 52:456-457 (1978). Imetaja
peremeesrakusiisteemi transfekteerimiste iildisi eripdrasid on kirjeldatud US patendis nr
4399216. Tiiipiliselt teostatakse parmide transformeerimine vastavalt {illitistes Van Solingen
et al., J. Bact., 130:946 (1977) ja Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979)
toodud meetodile. Siiski voib DNA rakkudesse sisestamiseks kasutada ka muid meetodeid,
nagu mikrosiistimine tuuma, elektroporeerimine, terviklike rakkude liitmine bakteri proto-
plastiga voi poliikatioonide, nditeks poliibreeni, poliiornitiini kasutamine. Imetajarakkude
transformeerimise erinevate meetodite kohta vaadake {illitisi Keown etr al., Methods in
Enzymology, 185:527-537 (1990) ja Mansour et al., Nature, 336:348-352 (1988).

(0170) Siin holmavad kloonimiseks ja vektorites DNA ekspresseerimiseks sobivad peremees-
rakud prokariiootide, parmide voi kdorgemate eukariiootide rakke. Sobivad prokariioodid hol-
mavad, nendega piirdumata, périsbaktereid, nagu niiteks gram-positiivsed voi gram-negatiiv-
sed organismid, ning sugukonda Enterobacteriaceae kuuluvaid, nagu on E. coli. E. coli
mitmesugused tiived, nagu E. coli K12 tiivi MM294 (ATCC 31446), E. coli X1776 (ATCC
31537), E. coli tiivi W3110 (ATCC 27325) ja K5 772 (ATCC 53635), on avalikult saadavad.
Muud sobivad prokariiootsed peremeesrakud hdlmavad sugukonda Enterobacteriaceae kuu-

luvaid, nagu on Escherichia, niiteks E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus,
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Salmonella, nditeks Salmonella typhimurium, Serratia, nditeks Serratia marcescans, ja
Shigella ning lisaks Bacilli, nagu B. subtilis ja B. licheniformis (nditeks B. licheniformis 41P,
mida on kirjeldatud {illitises DD 266710, mis on avaldatud 12. aprillil 1989), Pseudomonas,
nagu P. aeruginosa, ja Streptomyces. Need néited on pigem illustreerivad kui piiravad. Tiivi
W3110 on iiks eriti eelistatav peremees- vOi eellastiivi, kuna see on harilik peremeestiivi
rekombinantse 1L-17A/F-i saamiseks fermenteerimisega. Eelistatavalt sekreteerib peremees-
rakk minimaalses koguses proteoliititilisi ensiilime. Néiteks voib tiive W3110 muuta, et aval-
duks geneetiline mutatsioon peremehe endogeenseid valke kodeerivates geenides, ndideteks
on peremehed, mis hdlmavad E. coli W3110 tiive 1A2, millel on tiielik genotiilip fonA, E.
coli W3110 tiive 9E4, millel on tdielik genotiilip tond ptr3, E. coli W3110 tiive 27C7 (ATCC
55244), millel on téielik genotiilip tond ptr3 phoA E15 (argF-lac)169 degP ompT kan, E. coli
W3110 tiive 37D6, millel on téielik genotiiiip tonA ptr3 phoA E15 (argF-lac)169 degP ompT
rbs7 ilvG kan, E. coli W3110 tiive 40B4, mis on tiivi 37D6, millel on degP deletsiooniga
kanamiitsiini suhtes resistentsuseta mutatsioon, ning mutantse periplasmaatilise proteaasiga
E. coli tiive, mis on avaldatud US patendis 4946783, mis on vélja antud 7 augustil 1990.
Alternatiivselt sobivad in vitro kloonimismeetodid, nditeks PCR v0i nukleiinhappe poliime-
raasi muud reaktsioonid.

(0171) Lisaks prokariiootidele sobivad peremeestena IL-17A/F-i kodeerivate vektorite kloo-
nimiseks voi ekspresseerimiseks eukariiootsed mikroobid, nagu filamentsed seened vdi
parmid. Saccharomyces cerevisiae on harilikult kasutatav madalamate eukariiootide hulka
kuuluv peremees-mikroorganism. Muud hdlmavad jargnevaid: Schizosaccharomyces pombe
(Beach et Nurse, Nature, 290: 140 (1981); EP 139383, mis on avaldatud 2. mail 1985);
Kluyveromyces-peremehed (US patent nr 4943529; Fleer et al., Bio/Technology, 9:968-975
(1991)), nagu néiteks K. lactis (MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt et al., J.
Bacteriol., 154(2):737-742 (1983)), K. fragilis (ATCC 12424), K. bulgaricus (ATCC 16045),
K. wickeramii (ATCC 24178), K. waltii (ATCC 56500), K. drosophilarum (ATCC 36906;
Van den Berg et al., Bio/Technology, 8:135 (1990)), K. thermotolerans ja K. marxianus,
Yarrowia (EP 402226), Pichia pastoris (EP 183070; Sreekrishna et al., J. Basic Microbiol.,
28:265-278 (1988)), Candida, Trichoderma reesia (EP 244234), Neurospora crassa (Case et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:5259-5263 (1979)), Schwanniomyces, nagu
Schwanniomyces occidentalis (EP 394538, mis on avaldatud 31. oktoobril 1990) ning
filamentsed seened, nagu niiteks Neurospora, Penicillium, Tolypocladium (WO91/00357,
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mis on avaldatud 10. jaanuaril 1991) ja Aspergillus-peremehed, nagu A. nidulans (Ballance et
al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 112:284-289 (1983); Tilburn ef al., Gene, 26:205-221
(1983); Yelton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:1470-1474 (1984)) ja A. niger (Kelly,
Hynes, EMBO J., 4:475-479 (1985)). Siin on kasutatavad metiilotroofsed parmid, mis holma-
vad nendega piirdumata, neid, mis on vdimelised kasvama metanooli juuresolekul ja mis
valitakse parme Hansenula, Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis ja
Rhodotorula sisaldavast rithmast. Sellele parmide klassile iseloomulike litkmete loetelu voib
leida {illitisest C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982).

(0172) Gliikosiitilitud IL-17A/F-i ekspresseerimiseks sobivad peremeesrakud périnevad hulk-
raksetest organismidest. Selgrootutest parinevate rakkude néited hdlmavad putukarakke, nagu
Drosophila S2 ja Spodoptera Sf9 vdi Spodoptera High 5 rakud, ning lisaks taimerakke.
Imetajast périnevate kasutatavate peremees-rakuliinide ndited holmavad ahvi neeru CV1-
liini, mis on transformeeritud SV40-ga (COS-7, ATCC CRL 1651), inimese embriionaalse
neeruraku liini (293 vo&i 293-rakud, mis on alamkloonitud kasvuks suspensioonikultuuris,
Graham et al., J. Gen Virol., 36:59 (1977)), hiina hamstri munasarjarakke/-DHFR (CHO,
Urlaub et Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)), hiire Sertoli rakke (TM4,
Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)), inimese kopsurakke (W138, ATCC CCL 75), ini-
mese maksarakke (Hep G2, HB 8065) ning hiire piimanddrmekasvaja rakke MMT 060562,
ATCC CCLS51). Sobiva peremeesraku suudab valida eriala asjatundja.

3. Replitseeruva vektori valimine ja kasutamine

(0173) IL-17A/F-i kodeeriva nukleiinhappe (néditeks cDNA vdi genoomse DNA) vdib replit-
seeruvasse vektorisse sisestada kloonimiseks (DNA amplifitseerimiseks) voi ekspresseeri-
miseks. Avalikult on saadavad mitmesugused vektorid. Vektor voib olla niiteks plasmiidi,
kosmiidi, viirusosakese vOi faagi vormis. Sobiva nukleiinhappejérjestuse voib vektorisse
sisestada mitmesuguste toimingutega. Uldiselt sisestatakse DNA sobiva(te)sse endonukleaasi
dratundmiskohta(desse), kasutades tehnika tasemes tuntud meetodeid. Uldiselt hdlmavad
vektori koostisosad, nendega piirdumata, iihte voi enamat signaaljérjestust, replikatsiooni
alguspunkti, tihte v3i enamat markergeeni, enhanserelementi, promootorit ja transkriptsiooni

1dpetamise jarjestust. Nendest koostisosadest iihte vOi enamat sisaldavate sobivate vektorite
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konstrueerimisel rakendatakse standardseid ligeerimismeetodeid, mis on eriala asjatundjale
tuntud.

(0174) IL-17A/F-1 voib rekombinantselt toota mitte ainult otseselt, vaid ka kui liitpoliipeptiidi
heteroloogse poliipeptiidiga, milleks voib olla signaaljarjestus voi muu poliipeptiid, millel on
kiipse valgu vdi poliipeptiidi N-terminuses spetsiifiline 1dikamiskoht. Uldiselt vdib signaal-
jarjestus olla vektori koostisosa vOi see voib olla osa IL-17A/F-i kodeerivast DNA-st, mis
sisestatakse vektorisse. Signaaljirjestus voib olla prokariiootne signaaljérjestus, mis valitakse
nditeks aluselise fosfataasi, penitsillinaasi, Ipp v0i kuumastabiilse enterotoksiin II liiderjérjes-
tuste rithmast. Parmist sekreteerimiseks voib signaaljdrjestus olla niiteks pdrmi invertaasi
liiderjérjestus, a-faktori liiderjérjestus (sealhulgas Saccharomyces’e ja Kluyveromyces’e lii-
derjérjestused; viimast on kirjeldatud US patendis nr 5010182) voi happelise fosfataasi
liiderjdrjestus, C. albicans gliikoamiilaasi liiderjéarjestus (EP 362179, mis on avaldatud 4. ap-
rillil 1990) vai tllitises WO90/13646, mis on avaldatud 15. novembril 1990, kirjeldatud sig-
naal. Ekspresseerimiseks imetajarakkudes voib valgu otseseks sekreteerimiseks kasutada
imetaja signaaljirjestusi, nagu on sama vdi ldhedase liigi sekreteeritavatest poliipeptiididest
périnevad signaaljdrjestused, ning lisaks sekreteerimise liiderjdrjestusi viirustest.

(0175) Nii ekspressiooni- kui kloonimisvektorid sisaldavad nukleiinhappejarjestust, mis voi-
maldab vektoril replitseeruda {ihes voi enamas valitud peremeesrakus. Sellised jarjestused on
hésti tuntud erinevate bakterite, pdrmi ja viiruste jaoks. Replikatsiooni alguspunkt plasmiidist
pBR322 sobib enamusele gram-negatiivsetele bakteritele, plasmiidi 2pu replikatsiooni algus-
punkt sobib pédrmile ning mitmesugused viiruste alguspunktid (SV40, poliioomi-, adeno-
viirus, VSV voi BPV) on kasutatavad kloonimisvektorite puhul imetajarakkudes.

(0176) Ttiipiliselt sisaldavad ekspressiooni- ja kloonimisvektorid selektsioonigeeni, mida
nimetatakse ka selektsioonimarkeriks. Tiiipilised selektsioonigeenid kodeerivad valke, mis
(a) annavad resistentsuse antibiootikumide voi muude toksiinide suhtes, nditeks ampitsilliini,
neomditsiini, metotreksaadi voi tetratsiikliini suhtes, (b) tdiendavad auksotroofseid puudeid,
vOi (c) varustavad kriitiliste toitainetega, mis ei ole kdttesaadavad komplekssest keskkonnas,
selle nditeks on Bacilli D-alaniini ratsemaasi kodeeriv geen.

(0177) Imetajarakkudele sobivate selektsioonimarkerite ndideteks, nagu DHFR v6i tiimidiini
kinaas, on sellised, mis vdimaldavad identifitseerida IL-17A/F-i kodeeriva nukleiinhappe
omastamiseks kompetentseid rakke. Metsiktiiiipi DHFR-i kasutamisel on sobivaks peremees-

rakuks DHFR-i aktiivsuse suhtes puudulik CHO-rakuliin, mis valmistatakse ja paljundatakse,
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nagu on kirjeldatud iillitises Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980).
Pérmis kasutamiseks sobib selektsioonigeen trpl, mis esineb parmi plasmiidis YRp7
(Stinchcomb et al., Nature, 282:39 (1979); Kingsman et al., Gene, 7:141 (1979); Tschemper
et al., Gene, 10:157 (1980)). Geen trpl pakub selektsioonimarkerit mutantse parmitiive, ndi-
teks ATCC nr 44076 voi PEP4-1 (Jones, Genetics, 85:12 (1977)) tarvis, millel puudub vdime
kasvada triiptofaani juuresolekul.

(0178) Tavaliselt sisaldavad ekspressiooni- ja kloonimisvektorid promootorit, mis mRNA
stinteesi juhtimiseks on toimivalt ithendatud 1L-17A/F-i kodeeriva nukleiinhappejarjestusega.
Promootorid, mida tuntakse dra mitmesuguste vdimalike peremeesrakkude poolt, on histi
tuntud. Prokariiootsete peremeestega kasutatavad promootorid hdlmavad [B-laktamaasi ja
laktoosi promootorsiisteeme (Chang et al., Nature, 275:615 (1978); Goeddel et al., Nature,
281:544 (1979)), aluselise fosfataasi, triiptofaani (trp) promootorsiisteemi (Goeddel, Nucleic
Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36776) ning hiibriidseid promootoreid nagu tac-promootor
(deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)). Bakteriaalsete siisteemidega
kasutatavad promootorid sisaldaks ka Shine-Dalgarno (S. D.) jirjestust, mis on toimivalt
tthendatud IL-17A/F-i kodeeriva DNA-ga.

(0179) Sobivate promootorjérjestuste ndited parm-peremeestes kasutamiseks hdlmavad
3-fosfogliitseraadi kinaasi (Hitzeman et al., J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)) vdi muude glii-
koliititiliste enstiiimide (Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968); Holland,
Biochemistry, 17:4900 (1978)), nagu enolaas, gliitseeraldehiiiid-3-fosfaadi dehiidrogenaas,
heksokinaas, piiruvaadi dekarboksiilaas, fosfofruktokinaas, gliikkoos-6-fosfaadi isomeraas,
3-fosfogliitseraadi mutaas, pliruvaadi kinaas, triosefosfaadi isomeraas, fosfogliikoosi isome-
raas ja gliikkokinaas, promootoreid.

(0180) Muud indutseeritavad parmipromootorid, millel on kasvutingimustega kontrollitud
transkriptsiooni lisaeelis, on alkoholi dehiidrogenaasi 2, isotsiitokroom C, happelise fosfa-
taasi, ldmmastiku ainevahetusega seotud lagundavate ensiitimide, metallotioniini, gliitseeral-
dehiitid-3-fosfaadi dehiidrogenaasi ning maltoosi ja galaktoosi kasutamise eest vastutavate
ensililimide promootorpiirkonnad. Lisaks on parmis ekspresseerimiseks kasutatavaid sobivaid
vektoreid ja promootoreid kirjeldatud iillitises EP 73657.

(0181) Imetaja-peremeesesrakkudes kontrollitakse vektoritelt IL-17A/F-i transkriptsiooni
nditeks viiruste, nagu poliioomiviirus, lindude rdugeviirus (fowlpox virus) (UK 2211504,

avaldatud 5. juulil 1989), adenoviirus (nagu adenoviirus 2), veise papilloomiviirus, lindude
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sarkoomiviirus, tsiitomegaloviirus, retroviirus, B-hepatiidiviirus ja ahviviirus 40 (SV40) ge-
noomidest saadud promootorite, heteroloogsetest imetajatest parinevate promootoritega, néi-
teks aktiini promootori voi immunoglobuliini promootori ning kuumasoki (heat-shock) pro-
mootoritega, tingimusel, et sellised promootorid sobivad peremeesraku siisteemidega.

(0182) IL-17A/F-i kodeeriva DNA transkribeerimine korgemates eukariiootides voib olla
suurenenud, kui vektorisse on sisestatud enhanserjérjestus. Enhanserid on cis-toimelised
DNA-elemendid, mis harilikult on 10 kuni 300 bp pikad, ning need toimivad promootorile,
suurendades sellelt transkribeerimist. Praegu tuntakse paljusid imetajate geenidest (globiin,
elastaas, albumiin, a-fotovalk ja insuliin) périnevaid enhanserjdjestusi. Tiilipiliselt kasuta-
takse siiski eukarliootse raku viirusest pédrinevat enhanserit. Ndited hdlmavad SV40 enhan-
serit replikatsiooni alguspunkti hilisest alast (bp 100-270), tsiitomegaloviiruse varajase pro-
mootori enhanserit, poliioomiviiruse enhanserit replikatsiooni alguspunkti hilisest alast ning
adenoviiruse enhansereid. Enhanseri voib vektorisse liita IL-17A/F-1 kodeeriva jérjestuse
suhtes 5'- vai 3 "-asendis, kuid eelistatavalt paikneb see promootorist 5'-suunas.

(0183) Eukariiootsetes peremeesrakkudes (parmi-, seene-, putuka-, taime- looma-, inimese-
vOi muude hulkraksete organismide tuumaga rakkudes) kasutatavad ekspressioonivektorid
sisaldavad ka jérjestusi, mis on vajalikud transkriptsiooni Iopetamiseks ja mRNA stabilisee-
rimiseks. Harilikult on sellised jérjestused saadavad eukariiootsete rakkude vdi viiruste
DNA-de vdi cDNA-de 5’- ning monikord 3 -mittetransleeritavatest piirkondadest. Need piir-
konnad sisaldavad nukleotiidisegmente, mida IL-17A/F-1 kodeeriva mRNA mittetransleeri-
tavas osas transkribeeritakse poliiadeniitilitud fragmentidena.

(0184) Muud meetodid, vektorid ja peremeesrakud, mis sobivad IL-17A/F-i silinteesimiseks
kohandamiseks selgroogse looma raku rekombinantses kultuuris, on kirjeldatud {illitistes
Gething et al., Nature, 293:620-625 (1981); Mantei et al., Nature, 281:40-46 (1979); EP
117060 ja EP 117058.

4. Geeni amplifitseerumise/ekspresseerumise tuvastamine

(0185) Nukleiinhappe ekspresseerumist proovis vOib modta otseselt, niditeks tavapiraste
Southern blot, RNA transkriptsiooni kvantiteerimiseks Nothern blot, (Thomas, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 77: 5201-5205 (1980)), dot blot (DNA analiiiis) meetodite v0i in situ hiibri-

diseerimisega, kasutades sobivalt margistatud sondi, mis pShineb siin pakutavatel jarjestustel.
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Alternatiivselt voib rakendada antikehasid, mis tunnevad &ra spetsiifilisi duplekseid,
sealhulgas DNA-duplekseid, RNA-duplekseid ning DNA-RNA-hiibriidduplekseid voi DNA-
valk-duplekseid. Antikehad vodivad omakorda olla mirgistatud ning analiiiisi voib teostada,
kui dupleks on seotud pinnale selliselt, et pinnal dupleksi moodustumisel voib tuvastada
dupleksiga seondunud antikeha esinemise.

(0186) Alternatiivselt voib geeniekspressiooni modta immunoloogiliste meetoditega, nagu
rakkude voi koeldikude immunohistokeemiline védrvimine ja koekultuuri- véi kehavedelike
analiiiis geenisaaduse ekspressiooni otseseks kvantifitseerimiseks. Immunohistokeemiliseks
varvimiseks ja/voi vedelikuproovide analiilisiks kasutatavad antikehad vdivad olla mono-
kloonsed vdi poliikloonsed, neid voib valmistada mistahes imetajas. Sobivalt voib antikehad
valmistada natiivse jérjestusega IL-17A/F-poliipeptiidi vastu voi siin pakutavale DNA-jirjes-
tusele tugineva siinteetilise peptiidi vastu voi IL-17A/F-1 DNA-ga liidetud ja spetsiifilise anti-

keha vastast epitoopi kodeeriva eksogeense jirjestuse vastu.

5. Polipeptiidi puhastamine

(0187) IL-17A/F-1 vorme voib koguda kultiveerimiskeskkonnast voi peremeesrakkude liisaa-
dist. Membraaniga seotuse puhul vdib selle membraanist vabastada, kasutades sobiva deter-
gendi (nditeks Triton-X 100) lahust voi ensiimaatilist 16ikamist. IL-17A/F-1 ekspresseeri-
miseks kasutatavaid rakke voib purustada mitmesuguste fiiiisikaliste voi keemiliste vahendi-
tega, nagu vahelduv kiilmutamine-sulatamine, sonikeerimine, mehaaniline purustamine voi
rakke liitisivad agensid.

(0188) IL-17A/F-i1 puhastamine rekombinantse raku valkudest v3i poliipeptiididest vdib olla
soovitud. Jargnevad toimingud on sobivate puhastamistoimingute néited: fraktsioneerimine
1oonivahetuskolonnil, etanooliga sadestamine, poordfaasi HPLC, kromatograafia silikageelil
voi katioonivahetusvaigul nagu DEAE, kromatofokuseerimine, SDS-PAGE, ammooniumsul-
faadiga sadestamine, geelfiltreerimine, kasutades nditeks Sephadex G-75, A-valk-Sepharose
kolonnid, et eemaldada saasteaineid nagu IgG, ning metallikelaatijatega kolonnid, et siduda
IL-17A/F-1 epitoop-mérgistatud vorme. V3ib rakendada mitmesuguseid valgu puhastamise
meetodeid, sellised meetodid on tehnika tasemes tuntud ja neid on kirjeldatud néiteks illi-
tistes Deutscher, Methods in Enzymology, 182 (1990), Scopes, Protein Purification:
Principles and Practice, Springer-Verlag, New York (1982). Valitud puhastamisetapp (etapid)



EE -EP 1641 822 B1
83

soltuvad nditeks kasutatud tootmisprotsessi olemusest ja konkreetsest IL-17A/F-ist, mida too-

detakse.

E. IL 17A/F-i rakendused

(0189) IL-17A/F-i kodeerivad nukleotiidjirjestustel (vdi nendele komplementaarsetel jirjes-
tustel) on mitmesuguseid rakendusi molekulaarbioloogia valdkonnas ning nende hulgas on
kasutamine kromosoomi ja geeni kaardistamisel hiibridiseerimissondidena ning antisenss-
RNA ja —DNA tekitamiseks. IL-17A/F-i nukleiinhape oleks kasutatav ka IL-17A/F-poliipep-
tiidide valmistamisel siin kirjeldatud rekombinantsete meetoditega.

(0190) IL-17A/F-i tdispikka natiivse jarjestusega geeni voi selle osasid vdib kasutada cDNA-
kogu hiibridiseerimissondidena, et eraldada IL-17A/F-i tdispikk cDNA v&i muid cDNA-sid
(nditeks IL-17A/F-1 looduslikult esinevaid variante voi muust liigist parinevat IL-17A/F-i
kodeerivaid), millel on soovitud jirjestuse samasus IL-17A/F-i natiivse jirjestusega, mis on
siin avaldatud. Valikuliselt vdib sondide pikkus olla umbes 20 kuni umbes 50 alust. Hiib-
ridiseerimissondid voivad périneda tdispika natiivse nukleotiidjarjestuse piirkondadest, mis
on vihemalt osaliselt uudsed, kusjuures selliseid piirkondi vdib médrata liigse katsetamiseta,
voi need voivad pirineda genoomsetest jdrjestustest, mid hdlmavad natiivse jérjestusega IL-
17A/F-i promootoreid, enhanserelemente ja introneid. Néiteks holmaks skriinimismeetod IL-
17A/F-1 geenis oleva kodeeriva piirkonna eraldamist, kasutades tuntud DNA-jdrjestust umbes
40 aluse pikkuse sondi siinteesimiseks. Hiibridiseerimissondid voib margistada mitmesuguste
mirgistega, mille hulgas on radionukleotiidid, nagu **P voi *°S, v3i ensiiiimmérgised, nagu
on avidiini/biotiini sidumissiisteemide kaudu sondiga seotud aluseline fosfataas. Margistatud
sonde, millel on leiutisekohasele IL-17A/F-i geenile komplementaarne jirjestus, voib kasu-
tada inimese cDNA, genoomse DNA vdi mRNA-kogude skriinimiseks, et midrata, milliste
litkkmetega nendest kogudest sond hiibridiseerub. Hiibridiseerimismeetodeid on iiksikasjaliku-
malt kirjeldatud niidetes allpool.

(0191) Sarnaselt voib sondidena kasutada mistahes EST-jérjestusi, mida kdesolevas taotluses
kirjeldatakse, kasutades siin avaldatud meetodeid.

(0192) IL-17A/F-nukleiinhapete muud kasutatavad fragmendid hdlmavad antisenss- voi
senss-oligonukleotiide, mis sisaldavad {iiheahelalist nukleiinhappejérjestust (RNA-d voi

DNA-d), mis on vdimeline seonduma IL-17A/F-i mRNA- (senss) voi IL-17A/F-1 DNA-
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(antisenss) jdrjestustega, mis on sihtmérkideks. Vastavalt leiutisele holmavad antisenss- voi
senss-oligonukleotiidid IL-17A/F-i DNA kodeeriva piirkonna fragmenti. Uldiselt sisaldab
selline fragment vihemalt umbes 14 nukleotiidi, eelistatavalt umbes 14-30 nukleotiidi. Antud
valku kodeeriva cDNA-jdrjestusele tuginedes antisenss- voi senssoligonukleotiidi tuletamise
voimekuse kohta vaadake niiteks iillitisi Stein, Cohen (Cancer Res. 48:2659, (1988)) ja van
der Krol et al., (BioTechniques, 6:958, (1988)).

(0193) Antisenss- vOi senss-oligonukleotiidide sihtmark-nukleiinhappega seondumise tule-
musena moodustuvad dupleksid, mis tokestavad sihtmirkjérjestuse transkriptsiooni voi trans-
latsiooni iihega mitmetest viisidest, mis hdlmavad dupleksite suurenenud lagundamist, trans-
kriptsiooni voi translatsiooni enneaegset 10petamist voi muid viise. Seega vOib antisenss-
oligonukleotiide kasutada IL-17A/F-valkude ekspressiooni tokestamiseks. Lisaks holmavad
antisenss- vo0i senss-oligonukleotiidid muudetud suhkur-fosfodiester-toendiga (vdi muude
suhkursidemetega, nagu on kirjeldatud tllitises W0O91/06629) oligonukleotiide, kusjuures
sellised suhkursidemed on endogeensetele nukleaaside suhtes resistentsed. Sellised resistent-
sete suhkursidemetega oligonukleotiidid on stabiilsed in vivo (st need on ensiimaatilisele
lagundamise suhtes resistentsed), kuid neil sdilib jarjestusespetsiifilisus, mis annab vdime
seonduda sihtmérk-nukleotiidjirjestustega.

(0194) Senss- voi antisenss-oligonukleotiidide muud niited hdlmavad selliseid oligonukleo-
tiide, mis on kovalentselt seotud orgaaniliste molekuliosadega, nagu need, mida on kirjel-
datud iillitises WO90/10048, ning muude molekuliosadega nagu polii-(L-liisiin), mis suuren-
davad oligonukleotiidi afiinsust sihtmérk-nukleiinhappejérjestuse suhtes. Lisaks vOib anti-
senss- vOi senss-oligonukleotiidi sihtmirk-nukleotiidjarjestusega seondumise spetsiifilisuse
muutmiseks kinnitada senss- voi antisenss-oligonukleotiididele interkaleeruvad agenseid
nagu elliptitsiin, ning alkiiiilivaid agenseid vd1 metallikomplekse.

(0195) Antisenss- voi senss-oligonukleotiide voib sihtmérk-nukleiinhappejarjestust sisalda-
vasse rakku sisestada geeni iilekandmise mistahes meetodiga, sealhulgas nditeks DNA
CaPQy-vahendatud transfekteerimise, elektroporeerimisega, voi kasutada geeni tlilekandmise
vektoreid nagu Epsteini-Barri viirus. Eelistatava toimingu kohaselt sisestatakse antisenss- voi
senss-oligonukleotiid sobivasse retroviirusvektorisse. Sihtmérk-nukleiinhappejirjestust sisal-
dav rakk viiakse in vivo vdi ex vivo iithendusse selle rekombinantse retroviirusvektoriga.

Sobivad retroviirusvektorid hdlmavad, nendega piirdumata, hiire retroviirusest M-MuLV, N2
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(M-MuLV-st périnev retroviirus) périnevaid voi topeltkoopiaga vektoreid, mida téhistatakse
DCT5A, DCTS5B ja DCTSC (vaadake tillitist WO90/13641).

(0196) Samuti voib senss- vOi antisenss-oligonukleotiide sihtmérk-nukleiinhappejérjestust
sisaldavasse rakku sisestada, moodustades konjugaadi ligandi siduva molekuliga, nagu on
kirjeldatud iillitises W091/04753. Sobivad ligandi siduvad molekulid hdlmavad, nendega
piirdumata, rakupinna retseptoreid, kasvufaktoreid, muid tsiitokiine vdi muid ligande, mis
seonduvad rakupinna retseptoritega. Eelistatavalt ligandi siduva molekuliga konjugeerimine
praktiliselt ei héiri ligandi siduva molekuli voimet seonduda sellele vastava molekuli voi ret-
septoriga ega tokesta senss- vOi antisenss-oligonukleotiidi voi selle konjugeeritud versiooni
sisenemist rakku.

(0197) Alternatiivselt voib senss- vOi antisenss-oligonukleotiidi sisestada sihtmérk-nukleiin-
happejérjestust sisaldavasse rakku, moodustades oligonukleotiidi-lipiidi kompleksi, nagu on
kirjeldatud tllitises W090/10448. Eelistatavalt dissotsieeritakse senss- vOi antisenss-oligo-
nukleotiidi ja lipiidi kompleks rakus endogeense lipaasi poolt.

(0198) Uldiselt on antisenss- vdi senss-RNA- vdi —-DNA-molekulid vihemalt umbes 5 aluse
pikkused, umbes 10 aluse pikkused, umbes 15 aluse pikkused, umbes 20 aluse pikkused,
umbes 25 aluse pikkused, umbes 30 aluse pikkused, umbes 35 aluse pikkused, umbes
40 aluse pikkused, umbes 45 aluse pikkused, umbes 50 aluse pikkused, umbes 55 aluse pik-
kused, umbes 60 aluse pikkused, umbes 65 aluse pikkused, umbes 70 aluse pikkused, umbes
75 aluse pikkused, umbes 80 aluse pikkused, umbes 85 aluse pikkused, umbes 90 aluse
pikkused, umbes 95 aluse pikkused, umbes 100 aluse pikkused voi pikemad.

(0199) Sonde voib kasutada ka PCR-meetodites, et tekitada IL-17A/F-i kodeerivate suure
sarnasusega jérjestuste identifitseerimiseks jirjestuste kogumi.

(0200) IL-17A/F-i kodeerivaid nukleotiidjérjestusi voib kasutada ka hiibridiseerimissondide
konstrueerimiseks, et kaardistada seda IL-17A/F-i kodeeriv geen ning geneetiliselt analiiiisida
geneetiliste héiretega indiviide. Siin pakutavate nukleotiidjirjestustega voib kaardistada kro-
mosoomi ja kromosoomi spetsiifilisi piirkondi, kasutades tuntud meetodeid, nagu in situ
hiibridiseerimine, kromosomaalsete markeritega aheldumise analiiiis ja kogude skriinimine
hiibridiseerimisega.

(0201) Kui IL-17A/F-i kodeeriv jérjestus kodeerib valku, mis seondub mone teise valguga
(kui see valk on nditeks retseptor), siis voib seda valku kasutada seondumis-vastasmdjusse

kaasatud muude valkude voi1 molekulide identifitseerimiseks. Selliste meetoditega voib iden-
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tifitseerida retseptori/ligandi seondumis-vastasmdju inhibiitoreid. Sellistesse seondumis-vas-
tasmojusse holmatud valke vdib kasutada ka selle seondumis-vastasmdju peptiidsete voi
viikese molekuliga inhibiitorite vOi agonistide skriinimiseks. Samuti v3ib retseptorvalku
kasutada korrelatiivse(te) ligandi(de) eraldamiseks. Voib kujundada skriinimisanaliiiise iihen-
dite, mis jdljendavad natiivse IL-17A/F-i v&i IL-17A/F-i retseptori bioloogilist aktiivsust,
leidmiseks. Sellised skriinimisanaliitisid holmaks keemiliste kogude suure lébilaskevdimega
skriinimiseks kohaldatavaid analiiiise, tehes need eriti sobivaks vidikese molekuliga ravim-
kandidaatide identifitseerimiseks. Arvestatakse, et vdikese molekuliga iithendid hdlmavad
stinteetilisi orgaanilisi vOi anorgaanilisi ihendeid. Analiilisid v0ib teostada erinevates vormi-
des, mille hulgas on valk-valk seondumisanaliiiisid, biokeemilised skriinimisanaliiiisid, im-
muunanaliiiisid ja rakupdhised analiilisid, mis on tehnika tasemes hésti iseloomustatud.

(0202) Samuti voib IL-17A/F-1 voi selle muudetud vorme kodeerivaid nukleiinhappeid kasu-
tada, et tekitada inimesest erinevaid transgeenseid loomi vdi inimesest erinevaid “véljaliili-
tusega” loomi, mis omakorda on kasutatavad raviks kasutatavate reagentide arendamiseks ja
skriinimiseks. Transgeenne loom (nditeks hiir vai rott) on loom, kellel on transgeeni sisal-
davaid rakud ning selline transgeen sisestati sellesse looma voi selle looma eellasesse enne
siindi, see tdhendab embriionaalses staadiumis. Transgeen on DNA, mis on integreerunud
raku, millest transgeenne loom areneb, genoomi. Uhes teostuses vdib IL-17A/F-i kodeerivat
cDNA-d kasutada IL-17A/F-i kodeeriva genoomse DNA kloonimiseks, tehes seda vastavalt
viljakujunenud meetoditele ja genoomsetele jirjestustele, mida kasutatakse IL-17A/F-1 ko-
deerivat DNA-d ekspresseerivaid rakke sisaldavate transgeensete loomade tekitamiseks.
Transgeensete loomade, eriti loomade, nagu hiired voi rotid, tekitamise meetodid on muu-
tunud tehnika tasemes tavapérasteks ning kirjeldatud nditeks US patentides nr 4736866 ja
4870009. Tiiipiliselt oleksid konkreetsed rakud IL-17A/F-transgeeni ja koespetsiifiliste en-
hanserite koosseisu liilitamise sihtmérgiks. Transgeenseid loomi, kes sisaldavad IL-17A/F-i
kodeeriva transgeeni koopiat, mis on selle looma embriionaalses staadiumis sisestatud
iduliini, voib kasutada IL-17A/F-i kodeeriva DNA suurenenud ekspressiooni moju uurimi-
seks. Selliseid loomi voib kasutada testloomadena reagentide jaoks, mis annavad kaitse
nditeks sellise iileekspressiooniga seotud patoloogiliste seisundite eest. Vastavalt sellele t66-
deldakse looma reagendiga ning patoloogilise seisundi vihenenud esinemine vorreldes toot-
lemata loomadega, kellel on transgeen, nditaks vdimalikku ravisekkumist patoloogilise sei-

sundi puhul.
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(0203) Alternatiivselt voib IL-17A/F-1 homolooge, mis ei périne inimesest, kasutada, et
konstrueerida IL-17A/F-i “viljaliilitusega” loom, kellel IL-17A/F-i kodeeriva endogeense
geeni ja IL-17A/F-1 kodeeriva muudetud genoomse DNA, mis on sisestatud selle looma
embriionaalsesse tlivirakku, vahelise homoloogse rekombinatsiooni tulemusel IL-17A/F-i
kodeeriv geen puudulik voi muutunud. Néiteks voib IL-17A/F-i kodeerivat cDNA-d kasutada
IL-17A/F-i kodeeriva genoomse DNA kloonimiseks vastavalt viljakujundatud meetoditele.
Osa genoomsest DNA-st, mis kodeerib IL-17A/F-1, vdib eemaldada vdi asendada muu gee-
niga nagu seleksioonimarkeri geen, mida voib kasutada integreerumise jalgimiseks. Tiilipi-
liselt kaasatakse vektorisse mitu tuhat aluspaari muutmata kiilgnev DNA (nii 5°- kui 3’-otsa)
(homoloogse rekombinatsiooni vektorite kirjeldust vaadake néiteks dillitisest Thomas,
Capecchi, Cell, 51:503 (1987)). Vektor sisestatakse embriionaalse tiiviraku liini (néiteks
elektroporeerimisega) ning selekteeritakse rakud, milles viidud DNA on homoloogselt re-
kombineerunud endogeense DNA-ga (vaadake néiteks iillitist Li et al., Cell, 69:915 (1992)).
Seejarel siistitakse selekteeritud rakud looma (niiteks hiire voi roti) blastotsiisti, et moodus-
tada agregeerumiskimiérid (vaadake niiteks Bradley osa teoses Teratocarcinomas and
Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E. J. Robertson, toimetaja (IRL, Oxford,
1987), Ik 113-152). Kimédirse embriio vOib siirata sobivasse pseudotiinesse emasesse asen-
duslooma ning embriiost arneb “viljaliilitusega” loom. Jérglaskonna, kes oma sugurakkudes
kannab homoloogselt rekombineerunud DNA-d, v3ib identifitseerida standardsete meetodi-
tega ja kasutada loomade, kelle kdikides rakkudes sisaldub homoloogselt rekombineerunud
DNA, aretamiseks. Viljaliilitusega loomi voib iseloomustada niditeks nende vdime jargi
omada kaitset kindlate patoloogiliste seisundite suhtes ning IL-17A/F-poliipeptiidi puudu-
misest tingitud kindlate patoloogiliste seisundite arenemise jargi.

(0204) IL-17A/F-poliipeptiide kodeerivat nukleiinhapet vdib kasutada ka geeniravis. Geeni-
ravi rakendustes viiakse geenid rakkudesse, et saavutada ravivalt toimiva geenisaaduse siin-
tees in vivo, niiteks puuduliku geeni asendamiseks. ,,Geeniravi®“ hdlmab nii tavapirast
geeniravi, milles kestev toime saavutatakse lihe raviga, ning geeniraviagensite manustamist,
mis holmab ravivalt toimiva DNA vdi mRNA iihekordset voi korduvat manustamist. Ravi-
agensitena vOib kasutada antisenss-RNA-sid ja -DNA-sid, et tokestada teatud geenide eks-
presseerimist in vivo. Eelnevalt on juba niidatud, et lithikesi antisenss-oligonukleotiide voib
importida rakkudesse, kus need, hoolimata oma madalast rakusisesest kontsentratsioonist,

mida pdhjustab nende piiratud sisenemine ldbi rakumembraani, toimivad inhibiitoritena,
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(Zamecnik et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA, 83:4143-4146 (1986)). Sisenemise voimenda-
miseks vOib oligonukleotiide muuta, nditeks asendades nende negatiivselt laetud fosfodi-
esterriithmad laenguta riithmadega.

(0205) Nukleiinhapete viimiseks elusasse rakku on kéttesaadavad mitmesugused meetodid.
Meetodid varieeruvad sodltuvalt sellest, kas nukleiinhape viiakse kultiveeritud rakku in vitro
voi valitud peremehe rakkudesse in vivo. Nukleiinhappe imetajarakkudesse in vitro iilekand-
miseks sobivad meetodid hdlmavad liposoomide kasutamist, elektroporeerimist, mikrosiisti-
mist, rakkude liitmist, DEAE-dekstraani, kaltsiumfosfaadiga sadestamise meetodit jne. Kées-
oleval ajal eelistatavad in vivo geeniiilekande meetodid holmavad transfekteerimist viirus-
vektoritega (tiliiipiliselt retroviirusvektoritega) ning viiruse kattevalgu - liposoomiga vahen-
datud transfekteerimist (Dzau et al., Trends in Biotechnology, 11:205-210 (1993)). Mones
olukorras on soovitav nukleiinhappe allikat pakkuda koos sihtmérkrakkudele suunava agen-
siga, nagu raku pinnamembraani valgule voi sihtmarkrakule spetsiifiline antikeha, sihtmérk-
raku retseptori ligand jne. Kui kasutatakse liposoome, vdib sihtmirgistamise suunamiseks
ja/voi holbustamiseks kasutada raku endotsiitoosiga seotud pinnavalguga seonduvaid valke,
nditeks konkreetse rakutiiiibi troofsusega kapsiidivalke voi nende fragmente, ringluses inter-
naliseerimist 14bi tegevate valkude vastaseid antikehasid ning valke, mis suunavad rakusisest
paiknemist ja suurendavad rakusisest poolvéirtusaega. Retseptorivahendatud endotsiitoosi
meetodit on kirjeldatud néiteks iillitistes Wu et al., J. Biol. Chem., 262:4429-4432 (1987) ja
Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:3410-3414 (1990). Geenimérgistamise ja
geeniravi eeskirjade iilevaateks vaadake Anderson et al., Science, 256:808-813 (1992).
(0206) Siin kirjeldatud IL-17A/F-poliipeptiide vdib kasutada ka molekulmassi markeritena
valgu elektroforeesiga seotud eesmirkidel ning eraldatud nukleiinhappejirjestusi voib kasu-
tada selliste markerite rekombinantseks ekspresseerimiseks.

(0207) Siin kirjeldatud IL-17A/F-poliipeptiide vdi nende fragmente kodeerivad nukleiinhap-
pemolekulid on kasutatavad kromosoomi identifitseerimiseks. Sellega seoses on jiatkuv vaja-
dus identifitseerida uusi kromosoomimarkereid, kuna kdesolevalt on kittesaadavad suhteliselt
vihesed kromosoome markeerivad reagendid, mis tuginevad tegelikele jarjestusandmetele.
Koiki leiutisekohaseid IL-17A/F-i nukleiinhappemolekule voib kasutada kromosoomimar-
kerina.

(0208) Kiesoleva leiutise kohaseid IL-17A/F-poliipeptiide ja nukleiinhappemolekule voib
kasutada ka diagnostiliselt koe tiipiseerimiseks, kusjuures leiutisekohased IL-17A/F-poliipep-
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tiidid voivad erinevalt ekspresseeruda iihes koes vorreldes mone teise koega, eelistatavalt
haigestunud koes vorreldes sama koetiiiibi normaalse koega. IL-17A/F-i nukleiinhappemole-
kul leiaks rakendust, et tekitada sonde PCR-iks, Nothern-analiilisiks, Southern-analiilisiks ja
Western-analiilisiks.

(0209) Siin kirjeldatud IL-17A/F-poliipeptiide voib kasutada ka raviagensitena. Kdesoleva
leiutise kohaseid IL-17A/F-poliipeptiide vdib valmistada vastavalt tuntud meetoditele, et teha
ravimkompositsioone, kusjuures IL-17A/F kombineeritakse seguna farmatseutiliselt vastu-
voetava kandajaga. Siilitatavad ravimvormid valmistatakse liiofiliseeritud preparaatide voi
vesilahuste vormis, segades soovitud puhtusastmega toimeaine vajadusel fiisioloogiliselt vas-
tuvoetavate kandajate, abiainete voi stabiliseerijatega (Remington's Pharmaceutical Sciences
16. viljaanne, toimetaja Osol, A. (1980)). Vastuvdetavad kandjad, abiained vdi stabiliseerijad
el ole kasutatavates annustes ja kontsentratsioonides vastuvotjale toksilised ning need hdlma-
vad puhvreid, nagu fosfaat-, tsitraat- ja muude orgaaniliste hapete puhvrid, antioksiidante,
sealhulgas askorbiinhapet, madala molekulmassiga (vihem kui umbes 10 jééki) poliipeptiide,
valke, nagu seerumi albumiin, Zelatiin voi immunoglobuliinid, hiidrofiilseid poliimeere nagu
poliviniiiilpiirrolidoon, aminohappeid, nagu gliitsiin, glutamiin, asparagiin, arginiin voi lii-
siin, monosahhariide, disahhariide ja muid siisivesikuid, sealhulgas gliikkoosi, mannoosi voi
dekstriine, kelaativaid agenseid nagu EDTA, suhkuralkohole, nagu mannitool vdi sorbitool,
soola moodustavaid vastasioone nagu naatrium ning/vdi mitteioonseid surfaktante, nagu
TWEEN", PLURONICS" vdi PEG.

(0210) /n vivo manustamiseks kasutatavad preparaadid peavad olema steriilsed. See saavu-
tatakse holpsalt filtrimisega 1bi steriilsete filtrimismembraanide enne voi pérast liiofiliseeri-
mist ja taasmoodustamist.

(0211) Siinsed ravikompositsioonid paigutatakse iildiselt steriilse tditeavaga mahutisse,
nditeks veenisisese lahuse kotti voi hiipodermilise siistlandelaga ldbistatava korgiga viaali.
(0212) Manustamisviis on vastavuses tuntud meetoditega, néiteks veenisisese siistimise voi
infusiooni, kohuddnesisese, ajusisese, lihasesisese, silmasisese, arterisisese vOi kahjustuse-
sisese viisiga, toopilise manustamise vOi toimeainet viivitatult vabastava siisteemiga.

(0213) Leiutisekohaste ravimkompositsioonide annused ja soovitud ravimikontsentratsioonid
voivad varieeruda, soltudes konkreetsest ettendhtud rakendusest. Sobiva annuse vOi manusta-
misviisi mddramine on tavalisele arstile joukohane. Loomkatsed pakuvad usaldusvéirset

juhist inimese raviks toimiva annuse mddramiseks. Toimivad annused voib liikide vahel
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timber arvutada, jargides printsiipe, mis on paika pandud iillitises Mordenti, J., Chappell, W.,
"The use of interspecies scaling in toxicokinetics", teoses Toxicokinetics and New Drug
Development, toimetajad Yacobi ef al., Pergamon Press, New York, 1989, 1k 42-96.

(0214) IL-17A/F-poliipeptiidi voi selle agonisti v31 antagonisti in vivo manustamisel voivad
normaalsed annuse kogused imetaja kehamassi kohta varieeruda umbes 10 ng/kg kuni
100mg/kg voi enam péevas, eelistatavalt umbes 1 pg/kg kuni 10 mg/kg péevas, sdltudes
manustamise viisist. Juhiseid konkreetsete annustamise ja kohaletoimetamise meetodite
kohta pakutakse kirjanduses, vaadake néiteks US patenti nr 4657760 ,5206344 voi 5225212.
On ootuspérane, et erinevate raviiilhendite ja erinevate hdirete puhul toimivad erinevad
preparaadid ning et iihele organile vdi koele suunatud manustamine voib nditeks nduda
teistsugust kohaletoimetamise viisi kui moni teine organ vai kude.

(0215) Kui soovitakse IL-17A/F-poliipeptiidi viivitatult vabastatava preparaadi manustamist,
mille puhul vabastamise tunnused sobivad mistahes haiguse voi hiire, mis nduab IL-17A/F-
poliipeptiidi manustamist, raviks, on vdimaluseks IL-17A/F-poliipeptiidi mikrokapseldamine.
Rekombinantsete valkude mikrokapseldamist viivitatud vabastamiseks on edukalt teostatud
inimese kasvuhormooni (human growth hormone — thGH-1), interferooni (rhIFN-i), interleu-
kiin-2 ja MN rgp120-ga (Johnson et al., Nat. Med., 2:795-799 (1996); Yasuda, Biomed.
Ther., 27:1221-1223 (1993); Hora et al., Bio/Technology, 8:755-758 (1990); Cleland,
"Design and Production of Single Immunization Vaccines Using Polylactide Polyglycolide
Microsphere Systems" teoses Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach,
toimetajad Powell ja Newman, (Plenum Press: New York, 1995), lk 439-462; W(097/03692,
W096/40072, WO96/07399 ning US patent nr 5654010).

(0216) Need valke viivitatult vabastavad preparaadid todtati vélja, kasutades poliilaktaatko-
gliikoolhappe (PLGA) poliimeeri selle biosobivuse ning laiaulatuslike biolagundatavate
omaduste tottu. PLGA laguproduktid, piim- ja gliikoolhapped, eemalduvad inimese kehast
kiiresti. Lisaks voib selle poliimeeri lagunemist reguleerida kuudest aastateni, sdltuvalt selle
molekulmassist ja koostisest (Lewis, "Controlled release of bioactive agents from
lactide/glycolide polymer", M. Chasin, R. Langer (toimetajad), Biodegradable Polymers as
Drug Delivery Systems (Marcel Dekker: New York, 1990), Ik 1-41.

(0217) Leiutis hdlmab iihendite skriinimise meetodeid, et identifitseerida selliseid, mis jdljen-
davad IL-17A/F-poliipeptiidi (agonistid) voi hoiavad dra IL-17A/F-poliipeptiidi toime (anta-

gonistid). Antagonistlike ravimikandidaatide jaoks on kujundatud skriinimisanaliiiisid, et



EE -EP 1641 822 B1
91

identifitseerida tihendeid, mis seonduvad voi moodustavad kompleksi siin identifitseeritud
geenidega kodeeritavate 1L-17A/F-poliipeptiididega, voi hdirivad muul viisil nende kodeeri-
tavate poliipeptiidide vastasmoju muude rakuliste valkudega. Sellised skriinimisanaliiiisid
holmavad keemiliste kogude suure ldbilaskevoimega analiilise, mis teeb need eriti sobivaks
viikese molekuliga ravimikandidaatide identifitseerimiseks.

(0218) Analiilise voib teostada mitmesugustes tehnika tasemes hésti iseloomustatud vor-
mides, mille hulgas on valk-valk sidumisanaliiiisid, biokeemilised skriinimisanaliiiisid, im-
muunanaliiiisid ja rakupohised analiiiisid.

(0219) Koik anatagonistide analiiiisid on sarnased selle poolest, et need vajavad ravimikandi-
daadi kokkuviimist siin identifitseeritud nukleiinhappega kodeeritava IL-17A/F-poliipeptii-
diga tingimustes ja aja jooksul, mis on piisavad nende kahe koostisosa vastasmdju voimal-
damiseks.

(0220) Seondumisanaliiiisides on vastasmdjuks seondumine ning moodustunud kompleksi
saab reaktsioonisegust eraldada voi tuvastada. Konkreetses teostuses on IL-17A/F-poliipep-
tiid, mida kodeeritakse siin identifitseeritud geeniga, vdi ravimikandidaat immobiliseeritud
tahkele faasile, nditeks mikrotiiterplaadile, kovalentsete voi mittekovalentsete sidemetega.
Mittekovalentne side saavutatakse tavaliselt tahke pinna katmisel IL-17A/F-poliipeptiidi
lahusega ja kuivatamisega. Alternatiivselt voib kasutada immobiliseeritava IL-17A/F-polii-
peptiidi suhtes spetsiifilist immobiliseeritud antikeha, néiteks voib kasutada IL-17A/F-polii-
peptiidi suhtes spetsiifilist immobiliseeritud monokloonset antikeha, et ankurdada IL-17A/F-
poliipeptiid tahkele pinnale. Analiilis teostatakse, lisades immobiliseeritud koostisosale, nii-
teks ankurdatud koostisosa sisaldavale kaetud pinnale, immobiliseerimata koostisosa, mis
vOib olla mérgistatud tuvastatava maérgisega. Kui reaktsioon on toimunud, eemaldatakse
mittereageerinud koostisosad niiteks pesemisega ning tuvastatakse tahkele pinnale ankurdu-
nud kompleksid. Kui algselt immobiliseerimata koostisosal on tuvastatav mairgis, siis viitab
pinnale immobiliseerunud mérgis kompleksi esinemisele. Kui algselt immobiliseerimata
koostisosal ei ole mérgist, saab kompleksi moodustumist tuvastada, kasutades niiteks immo-
biliseeritud kompleksile spetsiifiliselt seonduvat mérgistatud antikeha.

(0221) Kui kandidaatiihendil on vastasmdju, kuid see ei seondu siin identifitseeritud geeniga
kodeeritava IL-17A/F-poliipeptiidiga, saab vastasmdju selle poliipeptiidiga analiitisida valk-
valk vastasmdju tuvastamise histi tuntud meetoditega. Sellised analiilisid hdlmavad tava-

péraseid ldhenemisi, nagu nditeks ristsidumine, immuunkaassadestamine, kaaspuhastamine
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gradientide voi kromatograafiliste kolonnidega. Lisaks voib valk-valk vastasmojusid jélgida,
kasutades Fields’i ja kaastootajate poolt kirjeldatud parmipdhist geneetilist siisteemi (Fields,
Song, Nature (London), 340:245-246 (1989); Chien et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
88:9578-9582 (1991)), nagu on avaldatud ka {illitises Chevray, Nathans, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 89:5789-5793 (1991). Paljud transkriptsiooni aktiveerijad nagu parmi GAL4 sisal-
davad kahte fiitisiliselt eraldatud modulaarset domeeni, millest iiks toimib DNA-ga seonduva
domeeni ja teine toimib transkriptsiooni aktiveeriva domeenina. Eespool toodud iillitistes
kirjeldatud parmi ekspressioonisiisteemis (nimetatud tldiselt ,kaksikhiibriidsiisteemiks™)
kasutatakse seda omadust ning rakendatakse kahte hiibriidset valku — iihte, milles siht-
mirkvalk on liidetud GAL4-domeeniga, mis seondub DNA-ga, ja teist, milles kandidaatideks
olevad aktiveerivad valgud on liidetud aktiveeriva domeeniga. GAL1-lacZ reportergeeni eks-
presseerumine GAL4-aktiveeritava promootori kontrolli all soltub GAL4 aktiivsuse taas-
moodustumisest valk-valk vastasmdju kaudu. Vastasmdjus olevaid poliipeptiide sisaldavad
kolooniad tuvastatakse [3-galaktosidaasi kromogeense substraadiga. Téielik komplekt
(MATCHMAKER"™) kahe spetsiifilise valgu vaheliste valk-valk vastasmdjude identifitseeri-
miseks kaksikhiibriidmeetodit kasutades on kaubanduslikult saadav firmast Clontech. Seda
stisteemi vOib ka laiendada valgu spetsiifiliste vastasmojudega seotud valgudomeenide kaar-
distamiseks ning ka nendes vastasmojudes otsustava tdhtsusega aminohappejiédkide tapseks
nditamiseks.

(0222) Uhendeid, mis hiirivad siin identifitseeritud IL-17A/F-poliipeptiidi kodeeriva geeni ja
muude rakusiseste voi —véliste koostisosade vastasmdju, vOib testida jirgnevalt: tavaliselt
valmistatakse selle geeni saadust ning rakusisest voi —vélist koostisosa sisaldav reaktsiooni-
segu tingimustes ja aja jooksul, mis vdimaldab kahe saaduse vastasmdju ning seondumise.
Testimaks kandidaatithendi voimet seondumist inhibeerida, viiakse reaktsioon ldbi nii testi-
tava ithendi puudumisel kui esinemisel. Lisaks v3ib kolmandasse reaktsioonisegusse lisada
positiivse kontrollina platseebot. Testitava iithendi ning rakusisese v0i —vélise koostisosa
vahelise seondumise (kompleksi moodustumise) esinemist segus jélgitakse selliselt, nagu siin
eespool on kirjeldatud. Kompleksi moodustumine kontrollreaktsiooni(de)s, kuid mitte testita-
vat Uihendit sisaldavas reaktsioonisegus viitab, et testitav ithend hiirib testitava {ihendi ja selle
reaktsioonipartneri vastasmaju.

(0223) Antagonistide analiilisimiseks voib IL-17A/F-poliipeptiidi rakule lisada koos konk-

reetse aktiivsuse suhtes skriinitava iihendiga ning lihendi vdime inhibeerida huvipakkuvat
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aktiivsust IL-17A/F-poliipeptiidi esinemisel néitab, et see tihend on IL-17A/F-poliipeptiidi
antagonist. Alternatiivselt voib antagoniste tuvastada, kombineerides 1L-17A/F-poliipeptiidi
ja voimaliku antagonisti IL-17A/F-poliipeptiidi membraaniseoseliste retseptorite voi rekom-
binantsete retseptoritega, sobivates tingimustes konkureeriva ihibeerimise analiilisimiseks.
IL-17A/F-poliipeptiidi vdib maérgistada, nditeks radioaktiivsusega, selliselt, et retseptoriga
seotud IL-17A/F-poliipeptiidimolekulide arvu saab kasutada vdimaliku antagonisti tShususe
madramiseks. Retseptorit kodeeriva geeni voib identifitseerida mitmete eriala asjatundjatele
tuntud meetoditega, nditeks ligandi sortimise (panning) ja FACS-sortimisega; Coligan et al.,
Current Protocols in Immun., 1(2), 5. peatiikk (1991). Eelistatavalt rakendatakse ekspressioo-
nipohist kloonimist, mille kohaselt IL-17A/F-poliipeptiidile reageerivast rakust valmistatakse
poliiadeniitilitud RNA, sellest RNA-st tekitatud cDNA-kogu jaotatakse kogumiteks ning neid
kasutatakse COS-rakkude voi muude rakkude, mis ei reageeri IL-17A/F-poliipeptiidile, trans-
fekteerimiseks. Prepareerimisklaasidel kasvatatavaid transfekteeritud rakke eksponeeritakse
margistatud IL-17A/F-poliipeptiidile. IL-17A/F-poliipeptiidi vdib mirgistada erineval viisil,
sealhulgas jodeerimise voi kohtspetsiifilise valgukinaasi dratundmiskoha kaasamisega. Fik-
seerimise ja inkubeerimise jargselt allutatakse klaasid autoradiograafilisele analiiiisile. Tuvas-
tatakse positiivsed kogumid ja valmistatakse alamkogumid, mis transfekteeritakse uuesti,
kasutades interaktiivset alamkogumise ja uuesti skriinimise protsessi, mis 10puks annab ole-
tatavat retseptorit ekspresseeriva tiksiku klooni.

(0224) Alternatiivse ldhenemisena retseptori identifitseerimiseks voib maérgistatud IL-17A/F-
poliipeptiidi fotoafiinsuse abil siduda retseptormolekuli ekspresseeriva raku membraani voi
sellest valmistatud ekstraktiga. Ristseotud materjal lahutatakse PAGE-geelis ning see ekspo-
neeritakse rontgenfilmile. Retseptorit sisaldava maérgistatud kompleksi voib vélja 1digata,
lahutada peptiidfragmentideks ning allutatada valgu mikrosekveneerimisele. Mikrosekvenee-
rimisega saadud aminohapete jirjestust kasutataks kodujdrjestusega oligonukleotiidsondide
kogu valmistamiseks, et oletatavat retseptorit kodeeriva geeni identifitseerimiseks skriinida
cDNA-kogu.

(0225) Veel iihe antagonistide tuvastamise analiilisi kohaselt inkubeeritaks retseptorit eks-
presseerivaid imetajarakke vOi membraanipreparaate koos maérgistatud IL-17A/F-poliipep-
tiidiga selliselt, et esineb kandidaatithend. Seejirel voiks moota tihendi voimet suurendada

vOi tokestada seda vastasmoju.
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(0226) Voimalike antagonistide spetsiifilisemad néited holmavad oligonukleotiidi, mis seon-
dub immunoglobuliini ja IL-17A/F-poliipeptiidi liitvalkudega, ning eriti antikehasid, sealhul-
gas, nendega piirdumata, polii- ja monokloonseid antikehasid ja antikehade fragmente, {ihe-
ahelalisi antikehasid, idiotiilibivastaseid antikehasid ja nende antikehade voi fragmentide
kimadrseid voi humaniseeritud versioone, ning ka inimese antikehasid ja antikehade frag-
mente. Alternatiivselt voib vdimalik antagonist olla vdga sarnane valk, nditeks IL-17A/F-
poliipeptiidi muteeritud vorm, mis tunneb dra retseptori, kuid ei edasta mdju, inhibeerides
seega konkureerivalt IL-17A/F-poliipeptiidi toimet.

(0227) Veel iiks voimalik IL-17A/F-poliipeptiidi antagonist on antisenss-RNA- vdi anti-
senss—DNA-konstruktsioon, mis valmistatakse, kasutades antisenss-tehnoloogiat, mille koha-
selt néiteks antisenss-RNA- voi antisenss-DNA-molekul toimib mRNA translatsiooni otseselt
tokestades, hiibridiseerudes sihtmirk-RNA-ga ja hoides dra valgu transleerimise. Antisenss-
tehnoloogiat voib kasutada, et kontrollida geeniekspressiooni antisenss-RNA voi —DNA-ga
kolmikheeliksi moodustumise kaudu ning molemad meetodid pdhinevad poliinukleotiidi
seondumisel DNA vdi RNA-ga. Niiteks kasutatakse siin toodud kiipse IL-17A/F-poliipeptiidi
kodeeriva poliinukleotiidjérjestuse kodeerivat 5’-osa umbes 10-40 aluspaari pika antisenss-
RNA kujundamiseks. DNA-oligonukleotiid kujundatakse komplementaarsena geenipiirkon-
nale, mis on hdlmatud transkriptsiooni (kolmikheeliksi kohta vaadake iillitisi Lee et al., Nucl.
Acids Res., 6:3073 (1979); Cooney et al., Science, 241:456 (1988); Dervan et al., Science,
251:1360 (1991)), hoides sellega éra transkriptsiooni ja IL-17A/F-poliipeptiidi tootmise.
Antisenss-RNA-oligonukleotiid hiibridiseerub mRNA-ga in vivo ning tokestab mRNA-mole-
kuli transleerimist IL-17A/F-poliipeptiidiks (antisenss-tehnoloogia kohta vaadake: Okano,
Neurochem., 56:560 (1991); Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene
Expression (CRC Press: Boca Raton, FL, 1988). Eespool kirjeldatud oligonukleotiide saab
rakkudesse kohale toimetada ka selliselt, et IL-17A/F-poliipeptiidi tootmise inhibeerimiseks
ekspresseeritakse antisenss-RNA-d voi —-DNA-d in vivo. Kui kasutatakse antisenss-DNA-d,
siis on eelistatavad oligodesoksiiribonukleotiidid, mis périnevad translatsiooni algatamise
kohast, nditeks sihtmérkgeeni nukleotiidjérjestuse asendite -10 ja +10 vahelt.

(0228) Voimalikud antagonistid hdlmavad viikesi molekule, mis seonduvad IL-17A/F-
poliipeptiidi aktiivkoha, retseptori vodi kasvufaktori sidumiskoha vdi muu asjakohase sidumis-
kohaga IL-17A/F-poliipeptiidis, tokestades seega IL-17A/F-poliipeptiidi normaalset bioloogi-

list aktiivsust. Viikeste molekulide nidited holmavad, nendega piirdumata, viikesi peptiide



EE -EP 1641 822 B1
95

vOi peptiidisarnaseid molekule, eelistatavalt lahustuvaid peptiide ning siinteetilisi mittepep-
tiidseid orgaanilisi vdi anorgaanilisi tihendeid.

(0229) Ribosiiiimid on enslimaatilised RNA-molekulid, mis on voimelised kataliitisima RNA
spetsiifilist 10ikamist. Ribostiiimid toimivad komplementaarse sihtméark-RNA-ga jdrjestuse-
spetsiifiliselt hiibridiseerudes, millele jargneb endonukleoliiiitiline 16ikamine. Ribosiiiimiga
16ikamise spetsiifilisi kohti voimalikus sihtmark-RNA-s vdib identifitseerida tuntud meeto-
ditega. Lisaiiksikasjade kohta vaadake néiteks iillitist Rossi, Current Biology, 4:469-471
(1994) ja PCT publikatsiooni nr WO97/33551 (avaldatud 18. septembril 1997).

(0230) Kolmikheeliksi moodustamises osalevad nukleiinhappemolekulid, mida kasutatakse
transkriptsiooni inhibeerimiseks, peaksid olema iiheahelalised ja koosnema desoksiinukleotii-
didest. Nende oligonukleotiidide aluste koostis kujundatakse selliselt, et see soodustab kol-
mikheeliksi moodustumist aluste paardumisega Hoogsteeni reeglite jargi, mis iildiselt ndua-
vad mahukaid puriinide voi pilirimidiinidega 10ike dupleksi iihes ahelas. Lisaiiksikasjade
kohta vaadake niiteks PCT publikatsiooni nr WO97/33551, supra.

(0231) Neid viikesi molekule vaib identifitseerida ithe vdi enama siin eespool kirjeldatud
skriinimisanaliiiisi ja/v0i mis tahes muude, eriala asjatundjatele hdsti tuntud skriinimismee-
toditega.

(0232) Samuti vodivad siin avaldatud molekulide diagnostilised ja ravirakendused tugineda

positiivsetele signaalidele funktsionaalses analiiiisis, mis on avaldatud ja kirjeldatud allpool.

F. Levik kudedes

(0233) IL-17A/F-i ekspresseerivate kudede paiknemise voib identifitseerida, méérates
mRNA ekspressiooni inimese erinevates kudedes. Selliste geenide paiknemine pakub teavet
selle kohta, milliseid kudesid mojutab IL-17A/F-poliipeptiidide aktiivsuste stimuleerimine ja
inhinbeerimine kdige tdendolisemalt. Geeni paiknemine spetsiifilises koes pakub ka koe-
proovi allpool arutluse all olevateks aktiivsuse tokestamise analiitisideks.

(0234) Nagu eespool on mainitud, voib geeniekspressiooni erinevates kudedes modta tava-
péraste Southern blot, mRNA transkriptsiooni kvantiteerimiseks Northern blot (Thomas,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)), dot blot (DNA-analiiiis) analiiiiside voi in
situ hiibridiseerimisega, kasutades sobivalt mérgistatud sondi, mis pdhineb siin pakutavatel

jarjetustel. Alternatiivselt voib kasutada antikehasid, mis tunnevad é&ra spetsiifilisi duplekseid,
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sealhulgas DNA-duplekseid, RNA-duplekseid ja DNA-RNA-hiibriidduplekseid voi DNA-
valk-duplekseid.

(0235) Alternatiivselt voib geeniekspressiooni erinevates kudedes modta immunoloogiliste
meetoditega, nagu koeldikude immunohistokeemiline viarvimine ja koekultuuri- voi kehave-
delike analiilis geenisaaduse ekspresseerumise otseseks kvantifitseerimiseks. Immunohisto-
keemiliseks virvimiseks ja/voi proovivedelike analiilisimiseks kasutatavad antikehad voivad
olla monokloonsed voi poliikloonsed ning neid voib valmistada mistahes imetajas. Antikehad
voib sobivalt valmistada IL-17A/F-poliipeptiidi natiivse jdrjestuse vastu voi IL-17A/F-polii-
peptiidi kodeerivale DNA-jirjestusele tugineva siinteetilise peptiidi vastu voi IL-17A/F-polii-
peptiidi kodeeriva DNA-ga liidetud eksogeense jirjestuse vastu, mis kodeerib spetsiifilise
antikeha epitoopi. Antikehade tekitamise lildised meetodeid ja Nothern blot analiiiisi ning in

situ hiibridiseerimise spetsiifilisi eeskirju pakutakse siin allpool.

G. Antikeha seondumise uuringud

(0236) IL-17A/F-poliipeptiidide aktiivsust vOib lisaks tdestada antikeha seondumise uurin-
gutega, mille kohaselt testitakse vastavalt IL.-17A/F-vastaste antikehade voimet inhibeerida
IL-17A/F-poliipeptiidide mdju koerakkudes. Iseloomulikud antikehad hdolmavad poliikloon-
seid, monokloonseid, humaniseeritud, bispetsiifilisi ja heterokonjugaat-antikehasid, mille val-
mistamist kirjeldatakse siin allpool.

(0237) Antikeha seondumise uuringud voib teostada mistahes tuntud analiilisimeetodiga,
nagu konkureerivad seondumisanaliiiisid, otsesed ja kaudsed kihilised analiiiisid ja immuun-
sadestamisanaliilisid; Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, lk 147-158
(CRC Press, Inc., 1987).

(0238) Konkureerivad seondumisanaliiiisid tuginevad méirgistatud standardi voimele konku-
reerida testitava analiiiidiproovi seondumisega piiratud koguses antikehaga. Sihtmirkvalgu
kogus testitavas proovis on podrdvdrdeline standardi kogusega, mis seondub antikehadega.
Standardi seonduva koguse méddramise holbustamiseks on antikehad eelistatavalt muudetud
lahustumatuks enne voi pérast konkureerimist selliselt, et antikehadega seondunud standardi
ja analiitidi voib mugavalt eraldada seondumata jadnud standardist ja analiitidist.

(0239) Kihilised analiiiisid holmavad kahe antikeha kasutamist, millest kumbki on vdimeline

seonduma tuvastatava valgu erineva immunogeense osa vOi epitoobiga. Kihilises analiiiisis
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seondub testitav analiilidiproov esimese antikehaga, mis on immobiliseeritud tahkele toen-
dile, ning seejérel seondub analiiiidiga teine antikeha, moodustades sellega lahustumatu kol-
meosalise kompleksi; vaadake nditeks US patenti nr 4376110. Teine antikeha voib olla
margistatud tuvastatava molekuliosaga (otsesed kihilised analiilisid) voi seda voib moota,
kasutades immunoglobuliinivastast antikeha, mis on maérgistatud tuvastatava molekuliosaga
(kaudne kihiline analiiiis). Néiteks on liks kihilise analiilisi tiitip ELISA-analiiiis, milles
tuvastatavaks molekuliosaks on mingi ensiiim. Immunohistokeemiaks voib koeproov olla
varske voi kiilmutatud voi olla sulustatud parafiini ja fikseeritud siilitusaine, néiteks forma-

liiniga.

H. Rakupohised analiiisid

(0240) Siin identifitseeritud geenide ja poliipeptiidide vaheliste seoste ning immuunseoselise
haiguse arenemise ja patogeneesi edasiseks mdistmiseks voib kasutada rakupdhiseid analiiiise
ja immuunseoseliste haiguste loomamudeleid.

(0241) Sellest erineva ldhenemise kohaselt transfekteeritakse konkreetsese immuunseoselise
haigusega seotud, tuntud rakutiilipi rakke siin kirjeldatud cDNA-dega ning analiilisitakse
nende cDNA-de vdimet stimuleerida vOi inhibeerida immuunfunktsiooni. Sobivaid rakke
vOib transfekteerida soovitud geeniga ja jdlgida immuunfunktsiooni aktiivsust. Seejirel voib
selliseid transfekteeritud rakuliine kasutada, et testida polii- voi monokloonsete antikehade
vOi1 antikehakompositsioonide voimet inhibeerida voi stimuleerida imuunfunktsiooni, nditeks
T-raku prolifereerumise moduleerimist voi pdletikuga seotud raku infiltreerumist. Siin identi-
fitseeritud geenide kodeerivate jérjestustega transfekteeritud rakke voib edasi kasutada, et
identifitseerida ravimikandidaate immuunseoseliste haiguste ravimiseks.

(0242) Lisaks voib transgeensetest loomadest parinevaid primaarkultuure (nagu kirjeldatakse
allpool) kasutada siin toodud rakupdhistes analiilisides, kuigi eelistatavad on stabiilsed raku-
liinid. Transgeensetest loomadest piisivate rakuliinide saamise meetodid on tehnika tasemes
histi tuntud (vaadake néiteks tillitist Small ez al., Mol. Cell. Biol., 5:642-648 (1985)).

(0243) Uks sobiv rakupdhine analiiiis on liimfotsiiiitide segareaktsioon (MLR); Current
Protocols in Immunology, osa 3. 12; toimetanud J. E. Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H.
Marglies, E. M. Shevach, W. Strober, National Institutes of Health, avaldanud kirjastus John

Wiley & Sons, Inc. Selles analiiiisis analiiiisitakse testitava ithendi voimet stimuleerida voi
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inhibeerida aktiveeritud T-rakkude prolifereerumist. Reageerivate T-rakkude suspensiooni
kultiveeritakse koos stimuleerivate allogeensete rakkudega ning T-rakkude prolifereerumist
moddetakse triitiumiga margistatud tiimidiini omastamise jargi. See analiiiis on T-raku reak-
titvsuse iildine moot. Kuna aktiveerimisel enamus T-rakkudest reageerib ja toodab IL-2, siis
peegeldavad selles analiiiisis reageerimise erinevused osaliselt erinevusi IL-2 tootmises rea-
geerivate rakkude poolt. MLR-i tulemusi voib tdoestada limfokiini (IL-2) tuvastamise stan-
dardse analiilisiga; Current Protocols in Immunology, eespool, 3. 15, 6. 3.

(0244) T-rakkude proliferatiivne reageerimine MLR-analiiiisis v3ib olla tingitud analiiiisitud
molekuli otsestest mitogeensetest omadustest vai vélise antigeeni poolt indutseeeritud akti-
veerimisest. Lisatdestuse IL-17A/F-poliipeptiidide T-takku stimuleeriva aktiivsuste kohta
vOib saada kaasstimuleerimisanaliilisiga. T-raku aktiveerumine vajab antigeenspetsiifilist
signaali, mida vahendatakse T-raku retseptoriga (TCR-ga), ning kaasstimuleerivat signaali,
mida vahendatakse mingi teise ligandi seondumisvastasmojuga, nditeks B7 (CDS8O0,
CD86)/CD28 seondumisvastasmdjuga. CD28 ristseondumine suurendab liimfokiini sekretee-
rimist aktiveeritud T-rakkude poolt. T-raku aktiveerimist kontrollitakse nii positiivselt kui
negatiivselt ligandide, millel on negatiivne vdi posititvne moju, seondumise kaudu. CD28 ja
CTLA-4 on Ig iilemperekonda kuuluvad sarnased gliikkovalgud, mis seonduvad B7-ga. CD28
seondumisel B7-ga on positiivne mdju T-raku aktiveerimisele ning vastupidiselt on CTL4-A
seondumisel B7-ga negatiivne mdju T-raku aktiveerimisele; Chambers, C. A., Allison, J. P.,
Curr. Opin. Immunol., (1997) 9:396. Schwartz, R. H., Cell (1992) 71:1065; Linsley, P. S.,
Ledbetter, J. A., Annu. Rev. Immunol. (1993) 11:191; June, C. H. ef al., Immunol. Today
(1994) 15:321; Jenkins, M. K., Immunity (1994) 1:405. Kaasstimuleerimisanaliiiisis analiiiisi-
takse IL-17A/F-poliipeptiide T-raku kaasstimuleeriva voi inhibeeriva aktiivsuse suhtes.
(0245) IL-17A/F-poliipeptiidid, mis MLR- ja kaasstimuleerimisanaliiiisides méidratuna on
T-raku prolifereerumise stimuleerijad (kaasstimuleerijad) ning agonistid, néditeks agonist-anti-
kehad, on kasutatavad niditeks immuunseoseliste haiguste, mida iseloomustab nork, vihem
kui optimaalne vdi ebapiisav immuunfunktsioon, ravimiseks. Neid haigusi ravitakse, stimu-
leerides T-rakkude prolifereerumist ja aktiveerumist (ja T-rakuga vahendatud immuunsust)
ning voimendades imetajal immuunvastust stimuleeriva lihendi nagu stimuleerivad IL-
17A/F-poliipeptiidid manustamisega. Stimuleeriv poliipeptiid vdib olla nditeks IL-17A/F-

poliipeptiid vai selle agonist-antikeha.



EE -EP 1641 822 B1
99

(0246) Leiutisekohase stimuleeriva {ihendi otsese kasutamise voib valideerida katsetes gliiko-
valguga 4-1BB, mis on kasvaja nekroosifaktori retseptoriperekonna liige, mis seondub anti-
geeniga esmaselt mojutatud (primed) T-rakkudel ekspresseeruva ligandiga (4-1BBL) ning
signaalib T-rakkude aktiveerumise ja kasvu kaudu; Alderson, M. E. et al., J. Immunol.,
24:2219 (1994).

(0247) Stimuleeriva agonistiihendi kasutamine on samuti katseliselt valideeritud. 4-1BB akti-
veerimine 4-1BB-vastase agonist-antikehaga tootlemisel voimendab kasvajate hdvitamist;
Hellstrom, I., Hellstrom, K. E., Crit. Rev. Immunol., 18:1 (1998). Allpool iiksikasjalikumalt
kirjeldatud immunoadjuvantravi kasvajate ravimiseks on leiutisekohaste stimuleerivate ithen-
dite kasutamise veel liks ndide. Immuunsust stimuleeriva vdi vdimendava mdju vdib saa-
vutada ka IL-17A/F-i aktiivsuse, mis MLR-analiiiisis leitakse kui inhibeeriv, antagonismi voi
tokestamisega. Uhendi inhibeeriva mdju vastustamine tekitab stimuleeriva mdju. Sobivad
antagonistlikud/tokestavad tihendid on antikehad voi nende fragmendid, mis tunnevad éra ja
seonduvad inhibiitorvalguga, tokestades seega selle valgu tGhusat vastasmdju oma retsepto-
riga ning inhibeerides signaalimist selle retseptori kaudu. Seda toimet on valideeritud katse-
tes, milles kasutati CTLA-4-vastaseid antikehasid, mis véimendavad T-raku prolifereerumist,
eeldatavalt korvaldades inhibeeriva signaali, mille pohjustab CTLA-4 seondumine; Walunas,
T. L. et al., Immunity, 1:405 (1994).

(0248) Alternatiivselt voib immuunsust stimuleeriva voi voimendava toime saavutada, ma-
nustades IL-17A/F-poliipeptiidi, millel on vaskulaarset ldbilaskvust suurendavad omadused.
Suurenenud vaskulaarne ldbilaskvus voib olla kasulik haiguste puhul, mida vdib leevendada
immuunrakkude (nditeks monotsiilitide, eosinofiilide, PMN-de) paikse infiltreerumise ja
poletikuga.

(0249) Teisalt voib IL-17A/F-poliipeptiide ja lisaks muid {ihendeid, mis on T-raku proliferee-
rumise/aktiveerumise, liimfokiinide sekreteerimise ja/voi vaskulaarse ldbilaskvuse otsesed
inhibiitorid, otseselt kasutada immuunvastuse mahasurumiseks. Need iihendid on kasutatavad
immuunvastuse midra vihendamiseks ning immuunseoselisi haigusi, mida iseloomustab
hiiperaktiivne, enam kui optimaalne v0i autoimmuunne vastus, ravimiseks. Selliste leiutise-
kohaste iihendite kasutamine on valideeritud eespool kirjeldatud katsetega, mille kohaselt
CTLA-4 seondumine retseptoriga B7 inaktiveerib T-rakke. Leiutisekohased otseselt inhibee-

rivad ithendid toimivad analoogsel viisil. On eeldatav, et vaskulaarset ldbilaskvust mahasuruv
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tihend vdhendab pdletikku. Sellised rakendused vdivad olla kasulikud iilemédrase poletikuga
seotud seisundite ravis.

(0250) Alternatiivselt tekitavad iihendid, néiteks antikehad, mis seonduvad stimuleerivate IL-
17A/F-poliipeptiididega ja tdkestavad nende molekulide stimuleerivat toimet, inhibeeriva
toime, ning neid voib kasutada T-rakuga vahendatud immuunvastuse mahasurumiseks,
inhibeerides T-raku prolifereerumist/aktiveerumist ja/voi limfokiini sekreteerimist. Poliipep-
tiidide stimuleeriva toime tokestamine surub maha imetaja immuunvastuse. Seda rakendust
on valideeritud katsetes, milles kasutati IL-2-vastast antikeha. Nendes katsetes antikeha seon-
dub IL-2-ga ja tdkestab IL-2 seondumist oma retseptoriga ning sellega saavutatakse T-rakku

inhibeeriv toime.

I. Loomamudelid

(0251) Edasi vdib rakupdhiste in vitro analiiliside tulemusi tdestada, kasutades in vivo loo-
mamudeleid ja T-raku funktsiooni analiilise. Moistmaks edasi siin identifitseeritud geenide
rolli immuunseoselise haiguse arenemises ja patogeneesis ning kandidaat-raviagensite, seal-
hulgas antikehade ja natiivsete poliipeptiidide teiste antagonistide, sealhulgas viikese mole-
kuliga antagonistide, tohususe testimiseks voib kasutada mitmesuguseid histi tuntud looma-
mudeleid. Selliste mudelite in vivo — olemus vdimaldab nendega ennustada vastuseid inim-
patsientidel. Immuunseoseliste haiguste loomamudelid holmavad nii mitterekombinantseid
kui rekombinantseid (transgeenseid) loomi. Mitterekombinantsed loomamudelid hdlmavad
nditeks nériliste, nditeks hiiremudeleid. Sellised mudelid vaib tekitada rakkude sisestamisega
siingeensetesse hiirtesse, kasutades standardseid meetodeid, niditeks nahalusi siistimist, saba-
veeni slistimist, porna siirdamist, kohuddnesisest siirdamist, neerukapsli alla siirdamist jne.

(0252) Transplantaadi peremehevastane haigus ilmneb kui immunosupresseeritud voi —tole-
rantsesse patsienti siiratakse immuunkompetentsed rakud. Doonorrakud tunnevad dra pere-
mehe antigeenid ja reageerivad neile. Vastus vdib varieeruda eluohtlikust tdsisest pdletikust
kohulahtisuse ja kaalukaotuse kergete juhtudeni. Transplantaadi peremehevastase haiguse
mudelid pakuvad vahendeid T-rakkude MHC-antigeenide ja siiratud koe minoorsete antigee-
nide vastase reaktiivsuse hindamiseks. Sobivat toimingut on iiksikasjalikult kirjeldatud teoses

Current Protocols in Immunology, eespool, osas 4.3.
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(0253) Siiratud allogeense naha hiilgamise loomamudel on vahend, et testida T-rakkude voi-
met vahendada koe hévitamist in vivo ja mdota nende rolli transplantaadi hiilgamises. Kdige
tavaliseimates ja vastuvOetavamates mudelites kasutatakse hiire sabanaha transplantaate.
Korduvad katsed on ndidanud, et siiratud naha hiilgamist vahendatakse T-rakkude, T-abis-
tajarakkude, T-tapja/efektorrakkude ning mitte antikehadega; Auchincloss, H. Jr., Sachs, D.
H. Fundamental Immunology, 2. véljaanne, toimetanud W. E. Paul, Raven Press, NY, 889-
992 (1989). Sobivat toimingut on iiksikasjalikult kirjeldatud teose Current Protocols in
Immunology, eespool, osas 4.4. Muud transplantaadi hiilgamise mudelid, mida voib kasutada
leiutisekohaste iithendite testimiseks, on allogeense siidame siirdamise mudelid, mida on
kirjeldatud iillitistes Tanabe, M. et al., Transplantation, 58:23 (1994) ja Tinubu, S. A. et al., J.
Immunol., 4330-4338 (1994).

(0254) Viivituse tiitipi tlitundlikkuse loomamudelid pakuvad samuti voimalust rakuga va-
hendatud immuunfunktsiooni analiiiisiks. Viivituse tiilipi tilitundlikusreaktsioonid on T-raku-
ga vahendatud in vivo immuunvastus, mida iseloomustab pdletik, mis ei saavuta maksimaal-
set taset enne, kui antigeeniga kokkupuutumisest on méddunud teatud ajavahemik. Sellised
reaktsioonid vdivad ilmneda ka koespetsiifiliste autoimmuunhaiguste puhul, nagu hulgiskle-
roos (multiple sclerosis - MS) ja katseline autoimmuune entsefalomiieliit (experimental
autoimmune encephalomyelitis — EAE, mis on MS-i mudel). Sobivat toimingut on iiksikasja-
likult kirjeldatud teoses Current Protocols in Immunology, eespool, osas 4.5.

(0255) EAE on T-rakuga vahendatud autoimmuunhaigus, mida iseloomustab T-raku ja mo-
nonukleaarse rakuga seotud pdletik ning jargnev aksonite demiieliniseerimine kesknérvisiis-
teemis. Uldiselt peetakse EAE-d asjakohaseks loomamudeliks inimeste MS-ile; Bolton, C.
Multiple Sclerosis. 1:143 (1995). Arendatud on nii akuutseid kui halvenemise-paranemisega
mudeleid. Leiutisekohaseid ithendeid voib testida T-rakku stimuleeriva voi inhibeeriva ak-
titvsuse suhtes, mis on suunatud immuunvahendatud demiieliniseerivale haigusele, kasutades
eeskirja, mida on kirjeldatud teose Current Protocols in Immunology, eespool, osades 15.1 ja
15.2. Vaadake ka miieliniseeriva haiguse mudeleid, mille kohaselt oligodendrotsiitidid voi
Schwanni rakud siiratakse kesknarvisiisteemi, nagu on kirjeldatud iillitises Duncan, 1. D. et
al., Molec. Med. Today. 554-561 (1997).

(0256) Kontakt-iilitundlikkus on rakuga vahendatud immuunfunktsiooni lihtne in vivo ana-
liilis viivituse tiitipi iilitundlikkuse jargi. Selle toimingu kohaselt toimub naha eksponeerimine

eksogeensetele hapteenidele, mille tottu tekib viivituse tiitipi tlitundlikkusreaktsioon, mis
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moddetakse ja kvantifitseeritakse. Kontakttundlikkus hdlmab algset tundlikuks muutmise
faasi, millele jargneb esilekutsumisfaas. Esilekutsumisfaas ilmneb, kui T-liimfotsiitidid puu-
tuvad kokku rakuga, millega neil oli eelnev kontakt. Ilmneb paistetus ja pdletik, mis teeb
sellest suurepdrase mudeli inimese allergilisele kontaktdermatiidile. Sobivat toimingut on
tiksikasjalikult kirjeldatud teose Current Protocols in Immunology, toimetajad J. E. Cologan,
A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach ja W. Strober, John Wiley & Sons, Inc.,
osas 4.2. Vaadake ka tllitist Grabbe, S., Schwarz, T, Immun. Today, 19(1):37-44 (1998).
(0257) Artriidi loomamudeliks on kollageeniga indutseeritud artriit. Sellel mudelil on {ihised
kliinilised, histoloogilised ja immunoloogilised omadused inimese autoimmuunse reumatoid-
artriidiga ning see on vastuvdetav inimese autoimmuunse artriidi mudel. Hiire- ja rotimu-
deleid on iseloomustatud liigesepdletiku, kdhre erosiooni ja kdhrealuse luu jérgi. Leiutise-
kohaseid iihendeid voib testida autoimmuunse artriidi vastase aktiivsuse jéargi, kasutades
eeskirju, mida on kirjeldatud teose Current Protocols in Immunology, eespool, osas 15.5.
Vaadake ka CD18-vastast monokloonset antikeha ja VLA-4-integriine rakendavat mudelit,
mis on kirjeldatud {illitises Issekutz, A. C. et al., Immunology, 88:569 (1996).

(0258) Kirjeldatud on astmamudelit, mille kohaselt antigeeniga indutseeritav hingamisteede
iillitundlikkus, kopsu eosinofiilia ja -pdletik indutseeritakse, muutes looma ovalbumiiniga
tundlikuks ning viies seejirel looma kokku sama valguga, mis toimetatakse kohale aerosoo-
liga. Mitmetes loomamudelites (merisea-, sea-, roti, inimesest erineva primaadi mudelites)
ilmnevad siimtomid, mis on sarnased atoopilise astmaga inimestel, kes puutuvad kokku
aerosooli kujul antigeenidega. Hiiremudelitel on inimese astma mitmed tunnused. Sobivaid
toiminguid, millega testida leiutisekohaseid iihendeid aktiivsuse ja tdhususe suhtes astma
ravis, on kirjeldatud {illitises W. W. et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 18:777 (1998) ja
selles tsiteeritud viidetes.

(0259) Lisaks voib leiutisekohaseid iihendeid testida psoriaasi- ja sellega sarnaste haiguste
mudelites. On tdendeid, mis viitavad T-rakulisele patogeneesile psoriaasi puhul. Leiutiseko-
haseid ithendeid vdib testida scid/scid hiiremudelis, mida on kirjeldatud iillitises Schon, M. P.
et al., Nat. Med., 3:183 (1997), ning mille puhul hiirtel ilmnevad psoriaasiga sarnanevad
naha histopatoloogilised haiguskolded. Veel {iks sobiv mudel on inimese naha / scid-hiire
kimddarne mudel, mis valmistatakse, nagu on kirjeldatud iillitises Nickoloff, B. J. ef al., Am.

J. Path., 146:580 (1995).
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(0260) Inimesest erinevate loomade rekombinantseid (transgeensed) mudeleid vdib kujun-
dada, sisestades huvipakkuvate loomade genoomi siin identifitseeritud geenide kodeerivaid
osasid ning kasutades transgeensete loomade tegemiseks standardseid meetodeid. Trans-
geense manipuleerimise sihtmargiks olla vdivate loomade néited hdlmavad, nendega piirdu-
mata, hiiri, rotte, kiililikuid, merisigu, lambaid, kitsi, sigu ja inimesest erinevaid primaate,
nditeks paaviane, Simpanse ja pardikuid. Sellistesse loomadesse transgeeni sisestamise mee-
todid, mis on tehnika tasemes tuntud, holmavad mikrosiistimist pronukleusse (Hoppe,
Wanger, US patent nr 4873191), retrovirusega vahendatud geeniiilekannet iduliinidesse
(nditeks Van der Putten et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:6148-615 (1985)), geenile
suunamist embriionaalsetes tlivirakkudes (Thompson et al., Cell, 56:313-321 (1989)), emb-
riiote elektroporeerimist (Lo, Mol. Cel. Biol., 3:1803-1814 (1983)), spermatotsiiiidiga va-
hendatud geeniiilekannet (Lavitrano et al., Cell, 57:717-73 (1989)). Ulevaateks vaadake
nditeks US patenti nr 4736866.

(0261) Kiesoleva leiutise eesmérgil hdlmavad transgeensed loomad loomi, kellel on trans-
geen vaid osades rakkudes (“mosaiiksed loomad”). Transgeen voib olla integreeritud iiksiku
transgeeni vOi konkatemeeridena, néiteks pea-pea- voi pea-saba-tandemitena. Samuti on voi-
malik transgeeni selektiivne sisestamine konkreetsesse rakutiiiipi, jargides nditeks iillitises
Lasko et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:6232-636 (1992) toodud meetodit.

(0262) Transgeeni ekspressiooni transgeensetes loomades voib jdlgida standardsete meetodi-
tega. Naiteks voib kasutada Southern blot analiiiisi voi amplifitseerimist PCR-ga, et toestada
transgeeni integreerumist. Seejdrel voib mRNA ekspressioonitaset analiiiisida, kasutades
meetodeid, nagu in situ hiibridiseerimine, Nothern blot analiiiis, PCR v0i immunotsiito-
keemia.

(0263) Lisaks voib loomi testida immuunhaiguse patoloogia tunnuste jérgi, nditeks histoloo-
gilise testimisega, et mddrata immuunrakkude infiltreerumist spetsiifilistesse kudedesse.
Samuti voib teostada tokestamiskatseid, mille kohaselt transgeenseid loomi toddeldakse leiu-
tisekohaste iihenditega, et médrata ulatus, millega need tihendid stimuleerivad voi
inhibeerivad T-raku prolifereerumist. Nendes katsetes manustatakse loomale 1L-17A/F-polii-
peptiidiga seonduvaid tokestavaid antikehasid, mis valmistatakse selliselt, nagu on kirjelda-
tud eespool, ning miiratakse toime immuunfunktsioonile.

(0264) Alternatiivselt voib konstrueerida “viljaliilitusega” loomi, kellel poliipeptiidi kodee-

riva endogeense geeni ja sama poliipeptiidi kodeeriva kodeeriva genoomse DNA, mis on
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sisestatud looma embriionaalsesse rakku, vahelise homoloogse rekombinatsiooni tulemusel
on siin identifitseeritud poliipeptiidi kodeeriv geen puudulik vdi muutunud. Niiteks voib
vastavalt viljakujunenud meetoditele kasutada konkreetset poliipeptiidi kodeerivat cDNA-d,
et kloonida genoomne DNA, mis kodeerib seda poliipeptiidi. Osa konkreetset poliipeptiidi
kodeerivast genoomsest DNA-st vOib eemaldada voi asendada mdne muu geeniga, nditeks
selektsioonimarkeri, mida saab kasutada integreerumise jalgimiseks, voib asendada kodeeriva
geeniga. Tiiipiliselt kaasatakse vektorisse mitu tuhat aluspaari muutmata kiilgneva DNA (nii
5’- kui 3’-otsa) (homoloogse rekombinatsiooni vektorite kirjeldust vaadake néiteks tillitisest
Thomas, Capecchi, Cell, 51:503 (1987)). Vektor sisestatakse embriionaalse tiiviraku liini
(nditeks elektroporeerimisega) ning selekteeritakse rakkude suhtes, milles sisseviidud DNA
on homoloogselt rekombineerunud endogeense DNA-ga (vaadake nditeks tllitist Li et al.,
Cell, 69:915 (1992)). Seejarel siistitakse selekteeritud rakud looma (niiteks hiire voi roti)
blastotsiisti, et moodustada agregeerumiskimiire (vaadake nditeks Bradley osa teoses
Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, toimetaja E. J.
Robertson (IRL, Oxford, 1987), 1k 113-152). Kimédrse embriio vOib siirata sobivasse pseu-
dotiinesse emasesse asenduslooma ning embriiost tekitatakse “viljaliilitusega” loom. Jéarglas-
konna, kes oma sugurakkudes kannab homoloogselt rekombineerunud DNA-d, v4ib identifit-
seerida standardsete meetoditega ja kasutada, et aretada loomi, kelle koigis rakkudes sisaldub
homoloogselt rekombineerunud DNA. Viljaliilitusega loomi vdib iseloomustada nditeks
nende voime jargi omada kaitset kindlate patoloogiliste seisundite suhtes ning poliipeptiidi

puudumisest tingitud kindlate patoloogiliste seisundite arenemise jérgi.

J. Immunoadjuvantravi

(0265) Uhes teostuses vdib leiutisekohaseid immunostimuleerivaid iihendeid kasutada immu-
noadjuvantravis, et ravida kasvajaid (vdhki). Kdesolevalt on hésti teada, et T-rakud tunnevad
4ra inimese kasvajaspetsiifilisi antigeene. Uks kasvajaantigeenide rithm, mida kodeeritakse
perekondadesse MAGE, BAGE ja GAGE kuuluvate geenidega, on kdigis normaalsetes téis-
kasvanud kudedes vaikivas olekus, kuid neid ekspresseeritakse méarkimisvairsetes kogustes
kasvajates, nagu melanoomid, kopsukasvajad, pea- ja kaelapiirkonna kasvajad ja pdiekas-
vajad; DeSmet, C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:7149 (1996). On niidatud, et

T-rakkude kaasstimuleerimine indutseerib kasvaja taandarengu ja kasvajavastase vastuse nii
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in vitro kui in vivo; Melero, L. et al., Nature Medicine, 3:682 (1997); Kwon, E. D. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 94: 8099 (1997); Lynch, D. H. et al., Nature Medicine, 3:625 (1997);
Finn, O. J., Lotze, M. T., J. Immunol., 21:114 (1998). Leiutisekohaseid stimuleerivaid iihen-
deid vdib manustada adjuvantidena eraldi voi koos kasvu reguleeriva agensi, tsiitotoksilise
agensi vOi keemiaraviagensiga, et stimuleerida T-raku prolifereerumist/aktiveerumist ja kas-
vajavastast vastust kasvajaantigeenide suhtes. Kasvu reguleeriva, tsiitotoksilise voi keemia-
raviagensi vOib manustada tavapirases koguses, kasutades tuntud manustamisreziime. Leiuti-
sekohaste iihendite immunostimuleeriv aktiivsus voimaldab kasvu reguleeriva, tsiitotoksilise
vOi keemiaraviagensite koguste vdhendamist, millega potensiaalselt vihendatakse toksilisust

patsiendile.

K. Ravimikandidaatide skriinimisanaliiiisid

(0266) Ravimikandidaatide skriinimisanaliiiisid kujundatakse, et identifitseerida iihendeid,
mis seonduvad vdi moodustavad kompleksi siin identifitseeritud geenidega kodeeritavate
poliipeptiidide voi nende bioloogiliselt aktiivse fragmendiga, vdi mis muul viisil héirivad
kodeeritavate poliipeptiidide vastasmoju muude rakuliste valkudega. Sellised skriinimisana-
liiiisid holmaks keemiliste kogude suure ldbilaskevdimega skriinimiseks kohaldatavaid ana-
liiiise, mis on eriti sobivad viikese molekuliga ravimkandidaatide identifitseerimiseks. Kone
all olevad viikese molekuliga iihendid holmavad siinteetilisi orgaanilisi v3i anorgaanilisi
ithendeid, sealhulgas peptiide, eelistatavalt lahustuvaid peptiide, (polii)peptiidi ja immuno-
globuliini liitvalke ja eriti antikehasid, mille hulgas on piiranguteta polii- ja monokloonsed
antikehad ning antikeha fragmendid, iiheahelalised antikehad, idiotiiiibivastased antikehad
ning selliste antikehade voi fragmentide kiméddrsed ja humaniseeritud versioonid, ning lisaks
inimese antikehad ja nende fragmendid. Analiilise vOib teostada erinevates vormides, seal-
hulgas valk-valk-seondumisanaliiliside, biokeemiliste seondumisanaliiiiside, immuunanaliiii-
side ja rakupdhiste analiiiisidena, mis on tehnika tasemes histi iseloomustatud. Uhise oma-
dusena on koikides analiiiisides vaja kandidaatravimi ihendusse viimist siin identifitseeritud
nukleiinhappega kodeeritava poliipeptiidiga tingimustes ja aja jooksul, mis on piisavad, et
voimaldada nende kahe koostiosa vastasmoju.

(0267) Seondumisanaliiiisides on vastasmdjuks seondumine ning moodustunud kompleksi

voib reaktsioonisegust eraldada voi tuvastada. Konkreetses teostuses immobiliseeritakse siin
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identifitseeritud geeniga kodeeritav poliipeptiid vdi ravimikandidaat tahkele faasile, nditeks
mikrotiiterplaadile, kovalentsete vdi mittekovalentsete sidemetega. Uldiselt teostatakse mitte-
kovalentne sidumine, kattes tahke pinna poliipeptiidi lahusega ja kuivatades. Alternatiivselt
voib kasutada immobiliseeritava poliipeptiidi suhtes spetsiifilist immobiliseeritud antikeha,
nditeks monokloonset antikeha, et ankurdada poliipeptiid tahkele pinnale. Analiiiis teosta-
takse, lisades immobiliseeritud koostisosale, nditeks ankurdatud koostisosa sisaldavale kaectud
pinnale, immobiliseerimata koostisosa, mis voib olla mirgistatud tuvastatava mirgisega. Kui
reaktsioon on toimunud, eemaldatakse mittereageerinud koostisosad nditeks pesemisega ning
tuvastatakse tahkele pinnale ankurdunud kompleksid. Kui algselt immobiliseerimata koostis-
osal on tuvastatav mirgis, siis viitab pinnale immobiliseerunud mérgis kompleksi esine-
misele. Kui algselt immobiliseerimata koostisosal ei ole mirgist, saab kompleksi moodus-
tumist tuvastada, kasutades néditeks immobiliseeritud kompleksile spetsiifiliselt seonduvat
margistatud antikeha.

(0268) Kui kandidaatiihendil on vastasmdju, kuid see ei seondu siin identifitseeritud geeniga
kodeeritava konkreetse valguga, saab vastasmdju selle poliipeptiidiga analiiiisida valk-valk
vastasmoju tuvastamise hdsti tuntud meetoditega. Sellised analiiiisid hdlmavad tavapéaraseid
ladhenemisi, nagu nditeks ristsidumine, immuunkaassadestamine, kaaspuhastamine gradien-
tide voi kromatograafiliste kolonnidega. Lisaks voib valk-valk vastasmojusid jélgida, kasu-
tades Fields’i ja kaastooliste poolt kirjeldatud pérmipohist geneetilist siisteemi (Fields, Song,
Nature (London), 340:245-246 (1989); Chien et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:9578-
9582 (1991)), nagu on avaldatud ka iillitises Chevray, Nathans, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89:5789-5793 (1991). Paljud transkriptsiooni aktiveerijad nagu pairmi GAL4 sisaldavad kahte
fiitisiliselt eraldatud modulaarset domeeni, millest {iks toimib DNA-ga seonduva domeenina
ja teine toimib transkriptsiooni aktiveeriva domeenina. Eelspool toodud {illitistes kirjeldatud
parmi ekspressioonisiisteemis (nimetatud ildiselt ,kaksikhiibriidsiisteemiks”) kasutatakse
seda omadust ning rakendatakse kahte hiibriidset valku — iihte, milles sihtmérkvalk on liide-
tud GAL4-domeeniga, mis seondub DNA-ga, ja teist, milles kandidaatideks olevad aktivee-
rivad valgud on liidetud aktiveeriva domeeniga. GAL1-lacZ reportergeeni ekspresseerumine
GAL4-aktiveeritava promootori kontrolli all sdltub GAL4 aktiivsuse taasmoodustumisest
valk-valk vastasmdju kaudu. Vastasmdjus olevaid poliipeptiide sisaldavad kolooniad tuvas-
tatakse B-galaktosidaasi kromogeense substraadiga. Tiielik komplekt (MATCHMAKER™)

kahe spetsiifilise valgu vaheliste valk-valk vastasmodjude identifitseerimiseks kaksikhiibriid-
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meetodit kasutades, on kaubanduslikult saadav firmast Clontech. Seda silisteemi saab ka
laiendada valgu spetsiifiliste vastasmdjudega seotud valgudomeenide kaardistamiseks ning
ka nendes vastasmdjudes otsustava tdhtsusega aminohappejéddkide tdpseks nditamiseks.

(0269) Uhendite, mis hiirivad siin identifitseeritud geeni ja muude rakusiseste vdi —viliste
koostisosade vastasmdju, leidmiseks vOib testida jirgnevalt: tavaliselt valmistatakse selle
geeni saadust ning rakusisest v0i —vilist koostisosa sisaldav reaktsioonisegu tingimustes ja
aja jooksul, mis voimaldab kahe saaduse vastasmdju ning seondumist. Testimaks kandidaat-
ithendi véimet seondumist inhibeerida, viiakse reaktsioon I&bi nii testitava iihendi puudu-
misel kui esinemisel. Lisaks v3ib kolmandasse reaktsioonisegusse lisada positiivse kontrol-
lina platseebot. Testitava tihendi ning rakusisese vOi —vélise koostisosa vahelise seondumise
(kompleksi moodustumise) esinemist segus jilgitakse selliselt, nagu on kirjeldatud eespool.
Kompleksi moodustumine kontrollreaktsiooni(de)s, kuid mitte testitavat {ihendit sisaldavas
reaktsioonisegus, viitab, et testitav iithend hiirib testitava iihendi ja selle reaktsioonipartneri

vastasmoju.

L. Kompositsioonid ja meetodid immuunseoseliste haiguste ravimiseks

(0270) Immuunseoseliste haiguste ravimiseks kasutatavad kompositsioonid hdlmavad piira-
matult valke, antikehasid, véikesi orgaanilisi molekule, peptiide, fosfopeptiide, antisenss- ja
ribostiimmolekule, kolmikheeliksmolekule jne, mis inhibeerivad voi stimuleerivad immuun-
funktsiooni, nditeks T-raku prolifereerumist/aktiveerumist, liimfokiini vabastamist v0i im-
muunsusega seotud raku infiltreerumist.

(0271) Naiiteks antisenss-RNA- ja antisenss—DNA-molekulid toimivad mRNA transleerimist
otseselt tokestavalt, hiibridiseerudes sihtmérk-RNA-ga ja hoides éra valgu transleerimise. Kui
kasutatakse antisenss-DNA-d, siis on eelistatavad oligodesoksiiribonukleotiidid, mis périne-
vad translatsiooni algatamise kohast, nditeks sihtméirkgeeni nukleotiidjérjestuse asendite -10
ja +10 vahelt.

(0272) Ribosiiiimid on enstimaatilised RNA-molekulid, mis on voimelised kataliitisima RNA
spetsiifilist 10ikamist. Ribostiiimid toimivad komplementaarse sihtméark-RNA-ga jdrjestuse-
spetsiifiliselt hiibridiseerudes, millele jirgneb endonukleoliiiitiline 16ikamine. Ribosiiiimiga

16ikamise spetsiifilisi kohti voimalikus sihtmdrk-RNA-s voib identifitseerida tuntud meeto-
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ditega. Lisaiiksikasjade kohta vaadake nditeks llitist Rossi, Current Biology, 4:469-471
(1994) ja PCT publikatsiooni nr W0O97/33551 (avaldatud 18. septembril 1997).

(0273) Kolmikheeliksi moodustamises osalevad nukleiinhappemolekulid, mida kasutatakse
transkriptsiooni inhibeerimiseks, peaksid olema iiheahelalised ja koosnema desokstinukleotii-
didest. Nende oligonukleotiidide aluste koostis kujundatakse selliselt, et see soodustab kol-
mikheeliksi moodustumist aluste paardumisega Hoogsteeni reeglite jargi, mis iildiselt ndua-
vad mahukaid puriinide voi pilirimidiinidega 10ike dupleksi iihes ahelas. Lisaiiksikasjade
kohta vaadake niiteks PCT publikatsiooni nt WO97/33551, supra.

(0274) Selliseid molekule voib identifitseerida eespool arutluse all olnud skriinimismeetodite
mistahes kombinatsiooni ning/vdi mistahes muu skriinimismeetodiga, mis on eriala asjatund-

jatele histi tuntud.

M. IL-17A/F-vastased antikehad

(0275) Uhes teostuses pakutakse leiutises 1L-17A/F-vastaseid antikehasid, mis siin vdivad
leida kasutust ravi- ja/voi diagnostiliste agensitena. Iseloomulikud antikehad holmavad polii-

kloonseid, monokloonseid, humaniseeritud, bispetsiifilisi ja heterokonjugaat-antikehasid.

1. Polikloonsed antikehad

(0276) Eelistatavalt kutsutakse poliikloonsed antikehad loomades esile asjakohase antigeeni
ja adjuvandi ithe vdi mitme nahaalusi (subcutaneous - sc) voi kdhuddnesisese (intraperi-
toneal - ip) siistiga. Kasulik vdib olla asjakohase antigeeni konjugeerimine immuniseeritavas
liigis immunogeense valguga. Néiteks vOib antigeeni konjugeerida meriteo (keyhole limpet)
hemotstianiini (KLH), seerumi albumiini, veise tiiroglobuliini voi triipsiini inhibiitoriga soja-
oast, kasutades bifunktsionaalset voi derivaativat agensit, nditeks maleimidobensoiiiilsulfo-
suktsiinimiidestrit (konjugeerimine tsiisteiinijadkide kaudu), N-hiidroksiisuktsiinimiidi (liisii-
nijadkide kaudu), glutaaraldehiiiidi, suktsiinanhiidriidi, SOCI, véi R1N=C=NR, milles R and
R' on erinevad alkiiiilrithmad.

(0277) Loomi immuniseeritakse antigeenide, immunogeensete konjugaatide voi derivaatide
vastu, kombineerides nditeks 100 pg voi 5 pg valku vdi konjugaati (vastavalt kiitilikute voi

hiirte jaoks) 3 mahu Freund’i tiieliku adjuvandiga ning siistides lahuse nahasiseselt mitmesse
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kohta. Kuu aega hiljem vdimendatakse loomal toimet 1/5 kuni 1/10 kogusega algsest peptiidi
voi konjugaadi kogusest Freund’i téielikus adjuvandis, siistides nahaalusi mitmesse kohta.
Seitse kuni 14 pideva hiljem vodetakse loomadelt verd ja analiilisitakse antikehade tiitrit
seerumis. Loomadel voimendatakse toimet seni, kuni tiiter saavutab platoo. Konjugaate vdib
teha ka liitvalkudena rekombinantse raku kultuuris. Samuti on immuunvastuse vdimenda-

miseks sobiv kasutada agregeerivaid agenseid nagu alum.

2. Monokloonsed antikehad

(0278) Monokloonseid antikehasid voib teha hiibridoomimeetodiga, mida on esimesena
kirjeldatud {illitises Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), voi neid voib teha rekombinantse
DNA meetoditega (US patent nr 4816567).

(0279) Hiibridoomimeetodi kohaselt immuniseeritakse selliselt, nagu on kirjeldatud eespool,
hiir vdi muu sobiv peremeesloom nagu hamster, et kutsuda esile liimfotsiitidid, mis toodavad
vOi on vdimelised tootma immuniseerimiseks kasutatud valguga spetsiifiliselt seonduvaid
antikehasid. Alternatiivselt voib liimfotsiilite immuniseerida in vitro. Kasutades sobivat liitvat
agensit nagu poliietiileengliikool, liidetakse pdrast immuniseerimist eraldatud liimfotsiitidid
mieloomi rakuliiniga, et moodustuks hiibridoomirakk (Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, 1k 59-103 (Academic Press, 1986)).

(0280) Selliselt valmistatud hiibridoomirakud kiilvatakse ja neid kasvatatakse sobivas kulti-
veerimiskeskkonnas, mis eelistatavalt sisaldab mitteliitunud ldhtemiieloomirakkude (mida
nimetatakse ka liitumispartneriteks) kasvu vdi elumust inhibeerivat iihte vOi enamat ainet.
Niiteks kui ldhtemiieloomirakkudel puudub ensiiiim hiipoksantiinguaniinfosforibosiiiili trans-
feraas (HGPRT voi HPRT), siis sisaldab hiibridoomide selektiivne kultiveerimiskeskkond
tiitipiliselt hiipoksantiini, aminopteriini ja tiimidiini (HAT-keskkond), mis on HGPRT-puudu-
like rakkude kasvu drahoidvad ained.

(0281) Eelistatavad liitumispartneriks olevad miieloomirakud liituvad tohusalt, toetavad anti-
keha stabiilset ja korgetasemelist tootmist antikeha tootvate valitud rakkude poolt ja on
tundlikud selektiivsele keskkonnale, millega selekteeritakse liitumata eellasrakkude vastu.
Eelistatavad miieloomi rakuliinid on hiire miieloomiliinid, nagu need, mis on saadud hiire
kasvajatest MOPC-21 ja MPC-11 ja on kéttesaadavad Salk’i instituudi rakkude jaotamise
keskusest (Cell Distribution Center), San Diego, California, US, ning SP-2 ja derivaadid
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nagu X63-Ag8-653-rakud mis on kittesaadavad Ameerika tiitipkultuuri kollektsioonist
(American Type Culture Collection), Manassas, Virginia, US. On kirjeldatud ka inimese
miieloomi ja hiire-inimese heteromiieloomi rakuliine inimese monokloonsete antikehade
tootmiseks (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984) ja Brodeur et al., Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, lk 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)).
(0282) Kultiveerimiskeskkonda, milles hiibridoomirakud kasvavad, analiiiisitakse antigeeni
vastu suunatud monokloonsete antikehade tootmise suhtes. Eelistatavalt méératakse hiibri-
doomirakkude poolt toodetud monokloonsete antikehade seondumise spetsiifilisus immuun-
sadestamise vOi in vitro seondumisanaliiiisiga, nagu radioimmuunanaliiiis (RIA) voi ensiilimi-
seoseline immunoabsorbentanaliiiis (enzyme-linked immunoabsorbent assay - ELISA).

(0283) Monokloonse antikeha seondumise afiinsust voib méddrata nditeks Scatchardi ana-
liitisiga, mida kirjeldatakse iillitises Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

(0284) Kui soovitud spetsiifilisuse, afiinsuse ja/voi aktiivsusega antikehasid tootvad hiibri-
doomirakud on identifitseeritud, voib kloone subkloonida piirlahjenduse meetodil ning kas-
vatada standardsete meetoditega (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
59-103 (Academic Press, 1986)). Selleks eesmérgiks sobiv kultiveerimiskeskkond hdlmab
nditeks D-MEM- voi RPMI-1640-keskkonda. Lisaks voib hiibridoomirakke kasvatada in vivo
astsiidkasvajatena loomas, néiteks rakkude kdhuddnesisese siistimise jargselt hiirtes.

(0285) Subkloonide poolt sekreteeritud monokloonsed antikehad eraldatakse sobivalt kulti-
veerimiskeskkonnast, astsiidivedelikust voi seerumist antikeha puhastamise tavapédraste toi-
mingutega, nditeks afiinsuskromatograafia (nditeks kasutades A-valku voi G-valk-
Sepharose’i) vdi ioonvahetuskromatograafia, hiidroksiiapatiitkromatograafia, geelelektrofo-
reesi, dialiilisiga jne.

(0286) Monokloonseid antikehasid kodeeriv DNA on hdlpsalt eraldatav ja sekveneeritav,
kasutades tavapéraseid toiminguid (nditeks kasutades oligonukleotiidsonde, mis on vdime-
lised spetsiifiliselt seonduma hiire monokloonsete antikehade kergeid ja raskeid ahelaid
kodeerivate geenidega). Hiibridoomirakud on sellise DNA eelistatav allikas. Korra juba eral-
datuna vdib DNA panna ekspressioonivektoritesse, mis rekombinantsetes peremeesrakkudes
monokloonsete antikehade slinteesi saavutamiseks transfekteeritakse seejirel sobivatesse
peremeesrakkudesse, nagu E. coli rakud, ahvi COS-rakud, hiina hamstri munasarjarakud
(CHO) voi miieloomirakud, mis muidu antikehavalku ei tooda. Ulevaateartiklid antikeha

kodeeriva DNA bakteris rekombinantse ekspresseerimise kohta hdlmavad {llitisi Skerra et
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al., Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262 (1993) ja Pluckthun, Immunol. Revs., 130:151-
188 (1992).

(0287) Lisateostuses voib monokloonseid antikehasid voi antikeha fragmente eraldada anti-
keha faagikogudest, mis on tekitatud iillitises McCafferty et al., Nature, 348:552-554 (1990)
kirjeldatud meetoditega. Ullitistes Clackson et al., Nature, 352:624-628-(1991) ja Marks et
al., J. Mol. Biol., 222:581 597 (1991) on kirjeldatud vastavalt hiire ja inimese antikehade
eraldamist, kasutades faagikogusid. Jargnevates llitistes on kirjeldatud korge afiinsusega
(nM skaalas) inimese antikehade tootmist ahela segamisega (chain shuffling) (Marks et al.,
Bio/Technology, 10:779-783 (1992)) ja lisaks kombineeritud nakatamist ja in vivo rekombi-
neerimist kui strateegiat viga suurte faagikogude konstrueerimiseks (Waterhouse et al., Nuc.
Acids. Res., 21:2265-2266 (1993)). Seega on need monokloonsete antikehade eraldamise
meetodid elujdulised alternatiivid traditsioonilistele monokloonse antikeha hiibridoomimee-
toditele.

(0288) Kimadidrsete voi liitantikehade poliipeptiidide tootmiseks voib antikeha kodeerivat
DNA-d muuta, asendades nditeks inimese raske ahela ja kerge ahela konstantsete domeenide
(Cq ja Cp) jarjestused hiire homoloogsete jarjestuste kohale (US patent nr 4816567 ja
Morrison, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851 (1984)) voi liites immunoglobuliini
kodeeriva jirjestuse kovalentselt terviku vOi osaga jarjestusest, mis kodeerib immunoglobu-
liinist erinevat poliipeptiidi (heteroloogset poliipeptiidi). Selliste immunoglobuliinist erine-
vate poliipeptiididega voib asendada antikeha konstantsed domeenid voi asendada antikeha
iihe antigeeniseoselise koha varieeruvad domeenid, et tekitada kimdarne bivalentne antikeha,
mis sisaldab iihte, mingi antigeeni suhtes spetsiifilist antigeeniseoselist kohta, ning teist,

eelmisest erineva antigeeni suhtes spetsiifilist antigeeniseoselist kohta.

3. Inimese ja humaniseeritud antikehad

(0289) Leiutisekohased IL-17A/F-vastased antikehad vdivad lisaks hdlmata humaniseeritud
antikehasid voi inimese antikehasid. Mitte inimese paritoluga (néiteks nérilise) antikehade
humaniseeritud vormid on kiméérsed immunoglobuliinid, immunoglobuliinahelad voi nende
fragmendid (nagu Fv, Fab, Fab', F(ab'), vdi antikehade muud antigeeniseoselised alamjérjes-
tused), mis sisaldavad minimaalselt inimesest erineva péritoluga immunoglobuliini jarjestust.

Humaniseeritud antikehad hdlmavad inimese immunoglobuliine (retsipient-antikeha), milles
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retsipiendi komplementaarsust méadrava piirkonna (complementary determining region -
CDR) jdédgid on asendatud muude liikide kui inimene, nagu hiir, rott voi kiiiilik, CDR-1 jéa-
kidega, millel on soovitav spetsiifilisus, afiinsus ja voimekus. Monel juhul asendatakse ini-
mese immunoglobuliini Fv-raamistiku jddgid vastavate inimesest erineva péritoluga jadki-
dega. Humaniseeritud antikehad voivad sisaldada ka jadke, mida ei leidu retsipient-antikehas
ega ka sissetoodud CDR-i v&i raamistiku jirjestustes. Uldiselt sisaldab humaniseeritud anti-
keha praktiliselt vdhemalt {ihte ning tiiiipiliselt kahte tervet varieeruvat domeeni, milles koik
voi praktiliselt koik CDR piirkonnad vastavad inimesest erineva péritoluga immunoglobu-
liinile ning koik vai praktiliselt kdik FR-piirkonnad on inimese immunoglobuliini konsensus-
jarjestusega. Optimaalselt sisaldab humaniseeritud antikeha vahemalt osa immunoglobuliini,
mis tliipiliselt on inimese immunoglobuliin, konstantsest piirkonnast (Fc-st) (Jones et al.,
Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-329 (1988) ning Presta,
Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)).

(0290) Inimesest erineva piritoluga antikehade humaniseerimise meetodid on tehnika tase-
mes histi tuntud. Uldiselt on humaniseeritud antikehas iiks vdi enam aminohappejéiki, mis
on sellesse viidud inimesest erineva paritoluga algmaterjalist. Neid inimesest erineva péritolu
aminohappejiéke nimetatakse tihti ,,sissetoodud” jadkideks, mis tiilipiliselt on voetud ,,sisse-
toodud” varieeruvast domeenist. Humaniseerimist voib praktiliselt teostada Winteri ja kaas-
tooliste meetodiga (Jones er al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature,
332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)), asendades nérilise
CDR-id voi1 CDR-i jérjestused inimese antikehade vastavate jérjestustega. Sellised ,,humani-
seeritud” antikehad on kimédrsed antikehad (USA patent nr 4816567), milles vastava ini-
mesest erinevatest liikidest périnevate jarjestusega on asendatud oluliselt védhem kui terve
inimese varieeruv domeen. Tegelikuses on humaniseeritud antikehad tiiiipiliselt inimese anti-
kehad, milles moned CDR-i jddgid, ja voimalik, et moned FR-i jddgid, on asendatud jaiki-
dega nérilise antikeha analoogsetest kohtadest.

(0291) Antigeensuse ja HAMA (human anti-mouse antibody - hiire antikeha vastase inimese
antikeha) vastuse vdhendamiseks on humaniseeritud antikehade valmistamiseks kasutatavate
inimese varieeruvate domeenide, nii kerge kui raske, valik véga tdhtis. Vastavalt niinimetatud
»parima sobitumise* meetodile skriinitakse nérilise antikeha varieeruva domeeni jérjestust
inimese tuntud varieeruvate domeenide jérjestuste tdieliku kogu vastu. Identifitseeritakse

hiire jarjestusele koige ldhedasem inimese V-domeeni jérjestus ning selles olevat inimese
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raamistiku (FR-) piirkonda kasutatakse humaniseeritud antikehas (Sims et al., J. Immunol.,
151:2296 (1993), Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:901 (1987)). Veel iihe meetodi kohaselt
kasutatakse konkreetset raamistikupiirkonda, mis tuletatakse kdikide konkreetsesse alamriih-
ma kuuluvate inimese antikehade kergete voi raskete ahelate konsensusjdrjestusest. Sama
raamistikku voib kasutada mitme erineva humaniseeritud antikeha jaoks (Carter et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol., 151:2623 (1993)).

(0292) Lisaks on tdhtis, et humaniseerimisega sdiliks antikehadel korge seondumisafiinsus
antigeeni suhtes ning muud kasulikud bioloogilised omadused. Vastavalt selle eesmirgi saa-
vutamise eelistatavale meetodile, valmistatakse humaniseeritud antikehasid 14htejarjestuste ja
mitmesuguste kontseptuaalsete humaniseeritud saaduste analiilisiprotsessiga, kasutades ldhte-
ja humaniseeritud jérjestuste kolmemdotmelisi mudeleid. Immunoglobuliini kolmemoddtme-
lised mudelid on eriala asjatundjatele harilikult kéttesaadavad ja tuttavad. Kéttesaadavad on
arvutiprogrammid, mis illustreerivad ja kuvavad valitud kandidaat-immunoglobuliini jarjes-
tuste toendolisi kolmemddtmelisi konformatsioonilisi struktuure. Nende kuvade {ilevaatamine
vOimaldab analiiiisida jadkide tdendolist rolli kandidaat-immunoglobuliini jérjestuse toimi-
mises, see tdhendab jddkide, mis mdjutavad kandidaat-immunoglobuliini seondumist sellele
omase antigeeniga, analiilisimist. Sel viisil v3ib valida ja kombineerida vastuvotvast ja im-
portjérjestustest parinevaid FR-i jadke selliselt, et saavutatakse soovitud antikeha tunnus nagu
suurenenud afiinsus sihtmirkantigeeni(de) suhtes. Uldiselt on hiipervarieeruva piirkonna jii-
gid otseselt ja kdige sisulisemalt holmatud antigeeniga seondumise mojutamisse.

(0293) Pectakse voimalikuks IL-17A/F-vastast humaniseeritud antikeha. Niiteks voib huma-
niseeritud antikeha olla antikeha fragment, nagu Fab, mis immunokonjugaadi tekitamiseks on
valikuliselt konjugeeritud {ihe vdi enama tsiitotoksilise agensiga. Alternatiivselt voib humani-
seeritud antikeha olla terviklik antikeha nagu terviklik IgG,-antikeha.

(0294) Alternatiivina humaniseerimisele voib tekitada inimese antikehasid Niiteks on tdna-
pdeval voimalik teha transgeenseid loomi (nditeks hiiri), kes on immuniseerimise puhul voi-
melised tootma inimese antikehade tdielikku repertuaari ja kellel puudub endogeense im-
munoglobuliini tootmine. Nditeks on kirjeldatud, et antikeha raske ahela iithendava piirkonna
(Jg) geeni homosiigootne deletsioon kimddrsetes ja idutee-mutatsiooniga hiirtes annab tule-
museks endogeense antikeha tootmise téieliku inhibeerimise. Inimese immunoglobuliini idu-
tee geenirivi iilekanne sellistesse idutee-mutatsiooniga hiirtesse annaks antigeeni eksponee-

rimisel tulemuseks inimese antikehade tootmise; vaadake néiteks iillitisi Jakobovits et al.,
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993);
Bruggemann et al., Year in Immuno. 7:33 (1993); US patendid nr 5545806, 5569825,
5591669 (koik kuuluvad firmale GenPharm), 5545807; ning WO97/17852.

(0295) Alternatiivselt voib kasutada faagimeetodi tehnoloogiat (McCafferty et al., Nature,
348:552-553 (1990)), et immuniseerimata doonoritest parinevatest immunoglobuliini variee-
ruva (V) domeeni geeni repertuaarist teha inimese antikehasid ja antikeha fragmente in vitro.
Vastavalt sellele meetodile kloonitakse antikeha V-domeeni geenid samas lugemisraamis
filamentse bakteriofaagi, nagu M13 voi fd, suure voi véikese kattevalgu geeniga ning neid
esitletakse faagiosakese pinnal antikeha funktsionaalsete fragmentidena. Kuna filamentne
osake sisaldab faagi genoomi iiheahelalise DNA koopiat, siis annavad antikeha funktsio-
naalsetele omadustele pdhinevad selekteerimised tulemuseks ka nende omadustega antikeha
kodeeriva geeni selekteerimise. Seega matkib faag monda B-raku omadustest. Faagiga esitle-
mist vOib teostada mitmesugustes vormides ning nende kohta on {ilevaated niiteks llitistes
Johnson, Kevin S., Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3:564-571
(1993). Faagiga esitlemiseks vdib kasutada V-geeni segmentide mitmeid allikaid. Ullitise
Clarkson et al., Nature, 352:624-628 (1991) kohaselt eraldati rida erinevaid oksasolooni-
vastaseid antikehasid V-geenide véikesest juhuslikult kombineeritud kogust, mis pérines im-
muniseeritud hiirte pdrnadest. V-geenide repertuaari voib konstrueerida immuniseerimata
inimdoonoritest ning eraldada rea erinevate antigeenide (sealhulgas autoantigeenide) vasta-
seid antikehasid, niiteks jargides peamiselt meetodeid, mida on kirjeldatud iillitises Marks et
al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991) voi Griffith et al., EMBO 1., 12:725-734 (1993);
vaadake ka US patente nr 5565332 ja 5573905.

(0296) Nagu arutletakse eespool, v3ib inimese antikehasid tekitada ka in vitro aktiveeritud

B-rakkudega (vaadake US patente nr 5567610 ja 5229275).

4. Antikeha fragmendid

(0297) Kindlatel asjaoludel on eeliseid pigem antikeha fragmentide kui terviklike antikehade
kasutamisel. Fragmentide védiksem suurus vdimaldab kiiremat organismist eemaldamist ja
vOib kaasa tuua parema ligipdédsu tahketele kasvajatele.

(0298) Antikeha fragmentide tootmiseks on arendatud mitmesuguseid meetodeid. Traditsioo-

niliselt derivaaditakse need fragmendid terviklike antikehade proteoliiiitilise 1dikamisega
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(vaadake nditeks iillitisi Morimoto et al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods,
24:107-117 (1992) ja Brennan et al., Science, 229:81 (1985)). Siiski vdib ténapédeval neid
fragmente otseselt toota rekombinantsete peremeesrakkudega. Antikeha Fab-, Fv- ja scFv-
fragmente voib ekspresseerida ja sekreteerida E. coli rakkudest, voimaldades seega nende
fragmentide suurte koguste holpsat tootmist. Antikeha fragmente vdib eraldada faagi antike-
hakogudest, mille {ile arutletakse eespool. Alternatiivselt voib Fab'-SH fragmente koguda
otseselt E. coli’st ning keemiliselt kokku siduda, et moodustada F(ab'),-fragmente (Carter et
al., Bio/Technology, 10:163-167 (1992)). Vastavalt veel iihele ldhenemisele voib F(ab'),-
fragmente eraldada otseselt rekombinantse peremeesraku kultuurist. Fab- ja F(ab'),-fragmen-
ti, millel on suurenenud poolvédrtusaeg in vivo ja mis sisaldavad paisteretseptoriga (salvage
receptor) seonduvat epitoopi, on kirjeldatud US patendis nr 5869046. Muud meetodid anti-
keha fragmentide tootmiseks on erialal praktiseerijale ilmsed. Teistes teostustes on valitud
antikeha iiheahelaline Fv-fragment (scFv); vaadake iillitist WO 93/16185, US patente nr
5571894 ja 5587458. Fv ja sFv on ainukesed terviklike iihinevate kohtadega liigid, millel ei
ole konstantseid piirkondi ning seega voivad need olla sobivad mittespetsiifilise sidumise
vahendamiseks, kui kasutatakse in vivo. VOib konstrueerida sFv-ga liitvalke, et saada efek-
torvalgu iihendumist kas scFv amino- voi karboksiiterminusega; vaadake teost Antibody
Engineering, toimetanud Borrebaeck, supra. Antikeha fragment vdib olla ka ,,lineaarne anti-
keha®, nagu on kirjeldatud niiteks US patendis nr 5641870. Sellised lineaarsed antikeha

fragmendid voivad olla monospetsiifilised voi bispetsiifilised.

5. Bispetsiifilised antikehad

(0299) Bispetsiifilised antikehad on antikehad, millel on seondumisspetsiifilisus vdhemalt
kahe erineva epitoobiga. Iseloomulikud bispetsiifilised antikehad vdivad seonduda siin
kirjeldatud valgu IL-17A/F kahe erineva epitoobiga. Teistes sellistes antikehades voib IL-
17A/F-1 sidumiskoht olla kombineeritud valgu mdne muu sidumiskohaga. Alternatiivselt
voib IL-17A/F-vastane 0lg olla kombineeritud dlaga, mis seondub leukotsiiiidil oleva vallan-
dava molekuliga, nagu T-raku retseptori molekul (néditeks CD2 voi CD3) voi Fe-retseptorid
IgG jaoks (FcyR), nagu on FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) ja FeyRIII (CD16), keskendudes ja
paiknedes selliselt IL-17A/F-i ekspresseeriva raku rakulistele kaitsemehhanismidele. Bispet-

siifilisi antikehasid voib kasutada, et paigutada tsiitotoksilisi agenseid rakkudesse, mis eks-
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presseerivad IL-17A/F-i. Neil antikehadel on IL-17A/F-ga seonduv 0lg ja 6lg, mis seondub
tsiitotoksilise agensiga (néiteks saporiini, interferoon a vastase agensi, Vinca alkaloidi, ritsiini
A-ahela, metotreksaadi voi radioisotoop-hapteeniga). Bispetsiifilisi antikehasid voib valmis-
tada tdispikkade antikehade voi antikeha fragmentidena (niiteks bispetsiifiliste antikehade
F(ab'),-fragmentidena).

(0300) Ullitises W096/16673 on kirjeldatud bispetsiifilist ErbB2/anti-FcyRIII-vastast anti-
keha ning US patendis nr 5837234 on avaldatud bispetsiifiline ErbB2/FcyRI-vastane anti-
keha. Ullitises W098/02463 on niidatud bispetsiifiline ErbB2/Fco-vastane antikeha. US
patendis nr 5821337 on dpetus bispetsiifilise ErbB2/CD3-vastase antikeha kohta.

(0301) Bispetsiifiliste antikehade tegemise meetodid on tehnika tasemes tuntud. Tdispikkade
bispetsiifiliste antikehade traditsiooniline tootmine pdhineb immunoglobuliini kahe raske
ahela - kerge ahela paari, milles kahel ahelal on erinevad spetsiifilisused, koos ekspresseeri-
misel (Millstein et al., Nature, 305:537-539 (1983)). Tanu immunoglobuliini raskete ja ker-
gete ahelate juhuslikule valikule toodavad need hiibridoomid (kvadroomid) 10 erineva voi-
maliku antikehamolekuli segu, millest ainult iihel on dige bispetsiifiline struktuur. Oige
molekuli puhastamine, mida tavaliselt tehakse afiinsuskromatograafia etappides, on pigem
kohmakas ning saaduse saagis on madal. Sarnased toimingud on avaldatud {illitistes
W093/08829 ja Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991).

(0302) Vastavalt teistsugusele ldhenemisele liidetakse antikeha varieeruvad domeenid, millel
on soovitud seondumise spetsiifilisus (antikeha antigeeniseoselised kohad), immunogobuliini
konstantse domeeni jérjestustega. Eelistatavalt liidetakse immunoglobuliini raske ahela kons-
tantse domeeniga, mis sisaldab vihemalt osaliselt liigend-, Cy2- ja Cy3-piirkondi. Eelistatav
on, et vihemalt iihes liites esineks esimene raske ahela konstantne piirkond (Cyl), mis sisal-
dab kerge ahela sidumiseks vajalikku kohta. Immunoglobuliini raske ahela liiteid ja, soovi
korral, ka immunoglobuliini kerget ahelat kodeerivad DNA-d vGib sisestada eraldi ekspres-
sioonivektoritesse, mida voib koos transfekteerida sobivasse peremeesrakku. See tagab suu-
rema paindlikuse kolme poliipeptiidifragmendi vastastikuste osakaalude kohandamisel teos-
tustes, mille puhul konstruktsioonis kasutatud kolme poliipeptiidahela ebavordsed suhted
tagavad soovitud bispetsiifilise antikeha optimaalse saagise. Siiski, kui vihemalt kahe polii-
peptiidiahela vOrdses suhtes ekspressioon annab korged saagised voi juhul, kui suhetel ei ole
olulist mdju ahelate soovitud kombinatsiooni saagisele, on vdimalik sisestada kahe vai kdigi

kolme poliipeptiidiahela kodeerivad jarjestused tlihte ekspressioonivektorisse.
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(0303) Selle lahenemise kohases eelistatavas teostuses koosnevad bispetsiifilised antikehad
esimese seondumise spetsiifilisusega hiibriidse immunoglobuliini raskest ahelast iihes dlas
ning hiibriidse immunoglobuliini raske ahela — kerge ahela paarist (mis pakub teist seon-
dumise spetsiifilisust) teises Olas. On leitud, et selline asiimmeetriline struktuur soodustab
soovitud bispetsiifilise ihendi eraldamist immunoglobuliiniahelate ebasoovitavatest kombi-
natsioonidest, kuna immunoglobuliini kerge ahela esinemine ainult tihes bispetsiifilise mole-
kuli pooles pakub eraldamiseks holpsa wviisi. See ldhenemine on avaldatud diillitises
W094/04690. Bispetsiifiliste antikehade tekitamise enamate iiksikasjade kohta vaadake néi-
teks {illitist Suresh et al., Methods in Enzymology, 121:210 (1986).

(0304) Vastavalt veel iihele, US patendis nr 5731168 kirjeldatud 1dhenemisele, voib antikeha-
molekulide paari vahelise liidese kujundada selliselt, et saavutada rekombinantse raku kul-
tuurist kogutavate heterodimeeride maksimaalne protsent. Eelistatav liides holmab véhemalt
osa domeenist Cy3. Selles meetodi kohaselt asendatakse esimese antikehamolekuli liideses
iihe vdi enama aminohappe viikesed kiilgahelad suuremate (néiteks tiirosiini voi triiptofaani)
kiilgahelatega. Teise antikehamolekuli liideses tekitatakse kompenseerivad, samasuguse voi
sarnase suurusega ,,00nsused, asendades aminohapete suured kiilgahelad viiksematega (néi-
teks alaniini vOi treoniini omaga). See pakub mehhanismi heterodimeeri saagise suurenda-
miseks ebasoovitavate 10ppsaaduste nagu homodimeerid suhtes.

(0305) Bispetsiifilised antikehad hdlmavad ristseotud voi ,,heterokonjugaat“-antikehasid.
Naiteks voib iiks heterokonjugaadis olev antikeha olla seotud avidiini ja teine biotiiniga.
Sellised antikehad on niiteks kavandatud suunamiseks soovimatutele rakkudele immuunsiis-
teemi rakkude hulgas (US patent nr 4676980) ning HIV-nakkuse ravimiseks (W0O91/00360,
W092/00373 ja EP 03089). Heterokonjugaat-antikehasid voib teha, kasutades mistahes sobi-
vat ristsidumise meetodit. Sobivad ristsiduvad agensid on tehnika tasemes hédsti tuntud ning
avaldatud, samuti paljud ristsidumise meetodid, nditeks US patendis nr 4676980.

(0306) Kirjanduses on samuti kirjeldatud antikeha fragmentidest bispetsiifiliste antikehade
tekitamise meetodeid. Néiteks v3ib bispetsiifilisi antikehasid valmistada, kasutades keemilist
sidumist. Ullitises Brennan et al., Science, 229:81 (1985) on kirjeldatud toimingut, mille
kohaselt terviklikke antikehasid ldigatakse proteoliiiitiliselt, et saada F(ab'),-fragmente. Neid
fragmente redutseeritakse ditiooli komplekseeriva agensi naatriumarseniidi juuresolekul, et
stabiliseerida vitsinaalseid ditioole ning hoida &ra molekulidevaheliste disulfiidide moodus-

tumist. Seejdrel muundatakse tekitatud Fab'-fragmendid tionitrobensoaadi (TNB) derivaati-
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deks. Uks Fab'-TNB-derivaatidest muundatakse merkaptoetiiiilamiiniga redutseerides taas
Fab'-tiooliks ning see segatakse vordmolaarses koguses teise Fab'-TNB-derivaadiga, et moo-
dustuks bispetsiifiline antikeha. Toodetud bispetsiifilisi antikehasid voib kasutada ensiitimide
selektiivse immobiliseerimise agensitena.

(0307) Hiljutised arengud on hdlbustanud Fab'-SH fragmentide, mida vdib keemiliselt siduda
bispetsiifiliste antikehade moodustamiseks, otsest kogumist E. coli’st. Ullitises Shalaby et al.,
J. Exp. Med., 175:217-225 (1992) on kirjeldatud tdielikult humaniseeritud bispetsiifilise anti-
keha F(ab'),-molekuli tootmist. Iga Fab'-fragment sekreteeriti eraldi E. coli’st ning allutati
suunatud keemilisele sidumisele in vitro, et moodustuks bispetsiifiline antikeha. Selliselt
moodustunud bispetsiifiline antikeha oli vdimeline siduma retseptorit ErbB2 iileekspressee-
rivate rakkude ja inimese normaalsete T-rakkudega ning lisaks vallandama inimese tsiito-
toksiliste liimfotsiiiitide liiiitilise aktiivsuse inimese rinnakasvajas olevate sihtmérkide vastu.
Samuti on kirjeldatud mitmesuguseid meetodeid bispetsiifilise antikeha fragmentide otseseks
valmistamiseks ja eraldamiseks rekombinantse raku kultuurist. Néiteks on bispetsiifilisi anti-
kehasid toodetud, kasutades leutsiiniharke; Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553
(1992). Valkudest Fos ja Jun périnevad leutsiinharkpeptiidid seoti kahe erineva antikeha
Fab'-osadega, kasutades geenide liitmist. Monomeeride moodustamiseks antikeha homodi-
meerid redutseeriti liigendpiirkonnas ning seejérel need oksiideeriti taas, et moodustuksid
antikeha heterodimeerid. Seda meetodit v3ib rakendada ka antikeha homodimeeride tootmi-
seks. Ullitises Hollinger et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) kirjeldatud
»diakeha* tehnoloogia pakub alternatiivset mehhanismi bispetsiifilise antikeha fragmentide
tegemiseks. Fragmendid hdlmavad domeeni Vi, mis on Vi-ga iihendatud linkeriga, mis on
liiga lithike, et vdimaldada kahe samas ahelas oleva domeeni paardumist. Vastavalt on {ihe
fragmendi domeenid Vy ja Vi sunnitud paarduma teise fragmendi komplementaarsete do-
meenidega Vi ja Vg, moodustades sellega kaks antigeeniseoselist kohta. Teatatud on veel
tihest bispetsiifilise antikeha fragmentide tegemise strateegiast, kasutades iiheahelalise Fv
(sFv) dimeere; vaadake {illitist Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994).

(0308) Peetakse voimalikuks ka enam kui kahe valentsiga antikehasid. Néiteks voib valmis-

tada trispetsiifilisi antikehasid (Tutt et a/., J. Immunol., 147:60 (1991)).
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6. Heterokonjugaat-antikehad

(0309) Avaldatud on heterokonjugaat-antikehad. Heterokonjugaat-antikehad on koostatud
kahest kovalentselt seotud antikehast. Selliseid antikehasid on néiteks kujundatud suunami-
seks soovimatutele rakkudele immuunsiisteemis (US patent nr 4676980) ning HIV-nakkuse
raviks (W0O91/00360, W092/200373, EP 03089). Pectakse voimalikuks antikehade valmista-
mist in vitro, kasutades siinteetilises valgukeemias tuntud meetodeid, sealhulgas ristsiduvaid
agenseid holmavaid. Néiteks vOib konstrueerida immunotoksiine, kasutades disulfiidi vahe-
tusreaktsiooni, voi moodustades tioeetersideme. Selleks eesmérgiks sobivate reagentide néi-
ted hdlmavad iminitiolaati ja metiilil-4-merkaptobutiiiirimidaati ning néiteks US patendis nr

4676980 avaldatuid.

7. Multivalentsed antikehad

(0310) Multivalentset antikeha vdib rakk, mis ekspresseerib antikehaga seonduvat antigeeni,
internaliseerida (ja/voi kataboliseerida) kiiremini kui bivalentset antikeha. Kéesoleva leiutise
kohased antikehad vdivad olla kolme v0i enama antikeha siduva kohaga (niiteks tetrava-
lentsed) multivalentsed antikehad (mis ei kuulu IgM klassi), mida vdib hdlpsalt toota anti-
keha poliipeptiidahelaid kodeeriva nukleiinhappe rekombinantse ekspresseerimisega. Multi-
valentne antikeha voib sisaldada dimeerumisdomeeni ning kolme voi enamat antigeeniseo-
selist kohta. Eelistatav dimeerumisdomeen sisaldab (v0i koosneb nendest) Fc-piirkonda voi
liigendpiirkonda. Selle stsenaariumi jérgi sisaldab antikeha Fc-piirkonda ning kolme voi
enamat Fc-piirkonnast aminoterminuse pool paiknevat antigeeniseoselist kohta. Siin eelis-
tatav multivalentne antikeha sisaldab (v0i koosneb nendest) kolme kuni kaheksat, kuid
eelistatavalt nelja antigeeniseoselist kohta. Multivalentne antikeha sisaldab vdhemalt iihte
poliipeptiidahelat (eelistatavalt kahte poliipeptiidahelat), milles poliipeptiidahel(ad) sisaldab
(sisaldavad) kahte vdi enamat varieeruvat domeeni. Naiteks v3ib poliipeptiidahel(ad) hdlmata
VDI1-(X1),-VD2-(X2),-Fc, kus VDI on esimene varieeruv domeen, VD2 on teine varieeruv
domeen, Fc on Fc-piirkonna iiks poliipeptiidahel, X1 ja X2 tdhistavad aminohapet voi
poliipeptiidi ning n on 0 vdi 1. Naiteks voib(vad) poliipeptiidahel(ad) hdolmata jargnevaid:
Vy-Cyl / painduv linker / Vy-Cyy;-Fe-piirkond voi Vy-Cyyy / Vi-Cy / Fe-piirkond. Eelistata-

valt sisaldab multivalentne antikeha siin lisaks vdhemalt kahte (eelistatavalt nelja) kerge
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ahela varieeruva domeeni poliipeptiidi. Siin vdib multivalentne antikeha sisaldada néiteks
umbes kahte kuni umbes kaheksat kerge ahela varieeruva domeeni poliipeptiidi. Siin voi-
malikuks peetava kerge ahela varieeruva domeeni poliipeptiidid sisaldavad kerge ahela va-

rieeruvat domeeni ja lisaks vajadusel C;-domeeni.

8. Efektorfunktsiooni kujundamine

(0311) Soovitud voib olla leiutisekohase antikeha efektorfunktsiooniga seonduva muutmine,
nditeks antikeha antikehasdltuva rakulise tstitotoksilisuse (ADCC) ja/vdi komplemendisdl-
tuva tsiitotoksilisuse (CDC) vdimendamiseks. Selle vOib saavutada, sisestades antikeha Fc-
piirkonda iihe vOi mitu aminohappeasendust. Alternatiivselt voi lisaks voib Fe-piirkonda viia
tsiisteiinijddgi(d), voimaldades selliselt ahelatevahelise disulfiidsideme moodustumist selles
piirkonnas. Selliselt tekitatud homodimeer-antikehal v3ib olla parenenud internaliseerumis-
vOime ja/voi suurenenud komplemendivahendatud raku tapmise vdime ning antikehasdltuv
rakuline tsiitotoksilisus (ADCC); vaadake iillitisi Caron et al., J. Exp Med., 176:1191-1195
(1992) ja Shopes, J. Immunol., 148:2918-2922 (1992). Vdimendatud kasvajavastase aktiiv-
susega homodimeer-antikehasid voib valmistada ka heterobifunktsionaalseid ristsidujaid ka-
sutades, nagu on kirjeldatud {iillitises Wolff ez al., Cancer Research, 53:2560-2565 (1993).
Alternatiivselt voib kujundada antikeha, millel on kaks Fc-piirkonda ning seetdttu voib sellel
olla voimendunud komplemendisdltuva liitisimise ja ADCC-voimekus, vaadake iillitist
Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design, 3:219-230 (1989). Antikeha poolvéértusaja suu-
rendamiseks seerumis vOib antikeha (eriti antikeha fragmendi) koosseisu liita ,péddsteret-
septoriga seonduva epitoobi®, nagu niiteks on kirjeldatud US patendis nr 5739277. Siin
kasutatuna tdahistab maoiste ,,paésteretseptoriga seonduv epitoop* IgG-molekuli (niiteks 1gGy,
IgG,, 1gGs, voi IgGy) Fe-piirkonna epitoopi, mis vastutab IgG-molekuli poolvairtusaja

suurenemise eest seerumis.

9. Immunokonjugaadid

(0312) Avaldatud on ka immunokonjugaadid, mis hdlmavad antikeha, mis on konjugeeritud

tsiitotoksilise agensiga, nagu keemiaraviagens, kasvu inhibeeriv agens, toksiin (nditeks bak-
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teriaalsest, taimsest, seen-, vOi loomsest allikast parinev enslimaatiliselt aktiivne toksiin voi
selle fragmendid) voi radioaktiivne isotoop (st radiokonjugaat).

(0313) Selliste immunokonjugaatide tekitamiseks kasutatavaid keemiaraviagenseid on kirjel-
datud eespool. Enstimaatiliselt aktiivsed toksiinid ja nende fragmendid, mida vdib kasutada,
holmavad difteeria A-ahelat, difteeriatoksiini mittesiduvaid aktiivseid fragmente, eksotoksiini
A-ahelat (Pseudomonas aeruginosa’st), ritsiini A-ahelat, abriini A-ahelat, modektsiini A-ahe-
lat, alfa-sartsiini, Aleurites fordii valke, diantiinivalke, Phytolaca americana valke (PAPI,
PAPIl ja PAP-S), Momordica charantia inhibiitorit, kurtsiini krotiini, Sapaonaria
officinalis’e inhibiitorit, geloniini, mitogelliini, restritotsiini, fenomiitsiini, enomiitsiini ning
trikotetseene. Radiokonjugeeritud antikehade tootmiseks on kéttesaadavad mitmesugused
radionukliidid. Naited hdlmavad 2'*Bi, 'I, 'In, *°Y ja '""°Re. Antikeha ja tsiitotoksilise
agensi konjugaate tehakse, kasutades mitmesuguseid bifunktsionaalseid valke siduvaid agen-
seid, nagu N-suktsiinimidiiiil-3-(2-piiridiiiilditiool)propionaat (SPDP), iminotiolaan (IT), imi-
doestrite bifunktsionaalsed derivaadid (nagu dimetiitiladipimidaat-HCI), aktiivsed estrid
(nagu disuktsiinimidiiiilsuberaat), aldehtiiidid (nagu glutaaraldehiiiid), bisasido-iihendid (nagu
bis(p-asidobensiiiil)heksaandiamiin), bisdiasooniumderivaadid (nagu bis(p-diasooniumben-
sotiiil)etiileendiamiin), diisotsiianaadid (nagu tolueen-2,6-diisotsiianaat), ja bis-aktiivsed fluo-
ritthendid (nagu 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenseen). Ritsiini immunotoksiini v3ib niiteks val-
mistada nii, nagu on kirjeldatud iillitises Vitetta et al., Science, 238:1098 (1987). MC-miir-
gistatud 1-isotiotsiianatobensiiiil-3-metiiiildietiileentriaminopentadddikhape (MX-DTPA) on
iseloomulik kelaativ agens antikeha konjugeerimiseks radionukleotiidiga; vaadake
W094/11026.

(0314) Samuti peetakse siin vdimalikuks antikeha konjugaate ithe voi enama vidikese mole-
kuliga toksiiniga, nagu on kalihheamiitsiin, maitansinoidid, trikotetseen ja CC1065, ning

nende toksiinide derivaadid, millel on toksiini aktiivsus.

Maitansiin ja maitansinoidid

(0315) Alternatiivselt konjugeeritakse leiutisekohane IL-17A/F-vastane antikeha (tdispikk
voi selle fragmendid) {ihe vOi enama maitansinoidmolekuliga.
(0316) Maitansinoidid on mitoosi inhibiitorid, mis toimivad, inhibeerides tubuliini poliime-

riseerumist. Maitansiin eraldati esmalt Ida-Aafrika porsist Maytenus serrata (US patent nr
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3896111). Jargnevalt avastati, et kindlad mikroobid toodavad samuti maitansinoide, nagu
maitansinool ja C-3-maitansinoolestrid (US patent nr 4151042) Siinteetiline maitansinool
ning selle derivaadid ja analoogid on avaldatud néditeks US patentides nr 4137230, 4248870,
4256746, 4260608, 4265814, 4294757, 4307016, 4308268, 4308269, 4309428, 4313946,
4315929, 4317821, 4322348, 4331598, 4361650, 4364866, 4424219, 4450254, 4362663 ja
4371533.

Maitansinoidi ja antikeha konjugaadid

(0317) Nende raviindeksi parandamise eesmérgil on maitansiini ja maitansinoide konjugee-
ritud antikehadega, mis spetsiifiliselt seonduvad kasvajaraku antigeenidega. Maitansinoide
sisaldavad immunokonjugaadid, nende tegemise meetodid ja nende ravirakendus on avalda-
tud niiteks US patentides nr 5208020, 5416064, 6441163 ja Euroopa patendis EP 0 425 235
B1. Ullitises Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996) on kirjeldatud
immunokonjugaate, mis sisaldavad maitansinoidi DM I, mis on seotud inimese pérasoolevéhi
rakkude vastu suunatud monokloonse antikehaga C242. Leiti, et see konjugaat on véga
tsiitotoksiline kéarsooleviahi kultiveeritud rakkudele ning selle puhul ilmnes kasvajavastane
aktiivsus kasvaja kasvu analiiiisis in vivo. Ullitises Chari et al., Cancer Research 52:127-131
(1992) kirjeldatakse immunokonjugaate, milles maitansinoid oli disulfiidlinkeri kaudu konju-
geeritud hiire antikehaga A7, mis seondub antigeeniga inimese kéérsoolekasvaja rakuliinidel,
vOi hiire veel ihe monokloonse antikehaga TA.1, mis seondub onkogeeniga HER-2/neu. In
vitro testiti TA.1 ja maitansinoidi konjugaadi tsiitotoksilisust inimese rinnavéhi rakuliinil SK-
BR-3, mis ekspresseerib 3 x 10° pinnaantigeeni HER-2 molekuli raku kohta. Ravimkonjugaat
saavutas sama tsiitotoksilisuse miéra, mis on vabal maitansinoidravimil ning seda vdis voi-
mendada, suurendades maitansinoidmolekulide arvu antikehamolekuli kohta. A7 ja maitan-

sinoidi konjugaadi puhul ilmnes védhene siisteemne tsiitotoksilisus hiirtes.

IL-17A/F-polupeptiidi vastase antikeha ja maitansinoidi konjugaadid (immunokonjugaadid)

(0318) Keemiliselt valmistatakse IL-17A/F-vastase antikeha ja maitansinoidi konjugaate,
sidudes IL-17A/F-vastase antikeha maitansinoidmolekuliga, ilma et mérkimisvéérselt véhe-

neks antikeha voi maitansinoidmolekuli bioloogiline aktiivsus. On niidatud, et antikehamo-
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lekuli kohta konjugeeritud keskmiselt 3-4 maitansinoidmolekulil on sihtmérkrakkude suhtes
tsiitotoksilisust voimendav moju, ilma et see mdjuks negatiivselt antikeha funktsioonile voi
lahustuvusele, kuigi isegi lihe toksiini/antikeha molekuli puhul oleks eeldatav tsiitotoksilisuse
voimendumine vorreldes konjugeerimata antikeha kasutamisega. Maitansinoidid on tehnika
tasemes histi tuntud ja neid voib silinteesida tuntud meetoditega vdi eraldada looduslikest
allikatest. Sobivaid maitansinoide on avaldatud niditeks US patendis nr 5208020 ja teistes
patentides ning patendist erinevates illitistes, millele on viidatud siin eespool. Eelistatavad
maitansinoidid on maitansinool ja maitansinooli analoogid, nagu mitmesugused maitansi-
nooli estrid, millel on muudatused aromaatses tsiiklis voi maitansinoidmolekuli muudes
asendites.

(0319) Antikeha ja maitansinoidi konjugaatide tegemiseks on tehnika tasemes tuntud palju
siduvaid riihmi, mis holmavad néiteks US patendis nr 5208020 voi EP patendis 0 425 235 Bl
ning iillitises Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992) avaldatuid. Siduvad riihmad
hdlmavad disulfiidriihmi, tioeeterrithmi, happetundlikke rithmi, valgustundlikke rithmi, pepti-
daasitundlikke riihmi voi esteraasitundlikke riihmi, nagu on avaldatud eespool nimetatud
patentides, eelistatavad on disulfiid- ja tioeeterrithmad.

(0320) Antikeha ja maitansinoidi konjugaate voib teha, kasutades mitmesuguseid bifunkt-
sionaalseid valke siduvaid agenseid, nagu N-suktsiinimidiiiil-3-(2-piiridiiiilditiool)propionaat
(SPDP), suktsiinimidiiiil-4-(N-maleimidometiiiil tsiikloheksaan-1-karboksiilaat, iminotiolaan
(IT), imidoestrite bifunktsionaalsed derivaadid (nagu dimetiitiladipimidaat-HCI), aktiivsed
estrid (nagu disuktsiinimidiiiilsuberaat), aldehiiiidid (nagu glutaaraldehiiiid), bisasidotiihendid
(nagu bis(p-asidobensiiiil)heksaandiamiin), bisdiasooniumderivaadid (nagu bis(p-diasoo-
niumbensotiiil)etliileendiamiin), diisotsiianaadid (nagu tolueen-2,6-diisotsiianaat) ja aktiivsed
bisfluoriiihendid (nagu 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenseen). Eriti eelistatavad disulfiidsidet pak-
kuvad siduvad agensid on N-suktsiinimidiiiil-3-(2-piiridiiiilditiool)propionaat (SPDP)
(Carlsson et al., Biochem. J. 173:723-737 (1978)) ja N-suktsiinimidiiiil-4-(2-piiridiiiiltio)pen-
tanoaat (SPP).

(0321) Soltuvalt iihenduse tiitibist voib linkeri maitansinoidmolekuliga siduda mitmesugustes
asendites. Niiteks estersideme voib moodustada reageerimisel hiidroksiitilriihmaga, kasuta-
des tavapiraseid sidumise meetodeid. Reaktsioon vdib toimuda asendis C-3, kus on hiid-
roksiililrithm, asendis C-14, mis on modifitseeritud hiidroksiimetiiiilriihmaga, asendis C-15,

mis on modifitseeritud hiidroksiiiilriihmaga ning asendis C-20, kus on hiidroksiiiilrithm.
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Eelistatavas teostuses moodustatakse {ihendus maitansinooli vdi maitansinooli analoogi asen-

dis C-3.

Kalihheamiitsiin

(0322) Veel iiks huvipakkuv immunokonjugaat holmab IL-17A/F-vastast antikeha, mis on
konjugeeritud iihe vOi enama kalihheamiitsiinimolekuliga. Antibiootikumide kalihheamiitsii-
niperekond on viiksematel kui pikomolaarsetel kontsentratsioonidel vdimeline tekitama ka-
heahelalise DNA katkestusi. Kalihheamiitsiiniperekonna konjugaatide valmistamiseks vaa-
dake US patente nr 5712374, 5714586, 5739116, 5767285, 5770701, 5770710, 5773001,
5877296 (kdik kuuluvad firmale American Cyanamid Company) Kasutatavad kalihheamiit-
siini struktuursed analoogid hélmavad, nendega piirdumata, jargnevaid: v,', o,', as', N-at-
setiiiil-y;', PSAG ja 0", (Hinman et al., Cancer Research, 53:3336-3342 (1993), Lode e al.,
Cancer Research, 58:2925-2928 (1998) ja firmale American Cyanamid kuuluvad eespool
nimetatud US patendid). Veel iiks kasvajavastane ravim, millega antikeha v3ib konjugeerida,
on QFA, mis on folaadivastane agens. Nii kalihheamiitsiin kui QFA toimivad rakusiseselt
ning ei 1dbi holpsalt plasmamembraani. Seega nende agensite rakusisene kasutamine anti-

kehavahendatud internaliseerimise kaudu véimendab tugevalt nende tsiitotoksilisi toimeid.

Muud tsutotoksilised agensid

(0323) Muud kasvajavastased agensid, mida voib konjugeerida leiutisekohaste IL-17A/F-
vastaste antikehadega, hdlmavad BCNU-d, streptosototsiini, vinkristiini, 5-fluorouratsiili, US
patentides nr 5053394, 5770710 kirjeldatud ja iihiselt kompleksina LL-E33288 tuntud agen-
site perekonda ning lisaks esperamiitsiine (US patent 5877296).

(0324) Ensiimaatiliselt aktiivsed toksiinid ja nende fragmendid, mida vdib kasutada, hol-
mavad difteeriatoksiini A-ahelat, difteeriatoksiini mitteseonduvaid aktiivseid fragmente, ek-
sotoksiini A-ahelat (Pseudomonas aeruginosa’st), ritsiini A-ahelat, abriini A-ahelat, modekt-
siini A-ahelat, a-sartsiini, Aleurites fordii valke, diantiin-valke, Phytolaca americana valke
(PAPIL, PAPII ja PAP-S), Momordica charantia’st parinevat inhibiitorit, krutsiini, krotiini,

Sapaonaria officinalis’est parinevat inhibiitorit, geloniini, mitogelliini, restriktotsiini, feno-
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miitsiini, enomiitsiini ja trikotetseene; vaadake niiteks iillitist W0O93/21232, mis on avaldatud
28. oktoobril 1993.

(0325) Samuti on avaldatud immunokonjugaat, mis moodustatakse antikeha ja nukleoliiii-
tilise aktiivsusega iihendi (nditeks ribonukleaasi voi DNA endonukleaasi, nagu desoksii-
ribonukleaas, DNaas) vahel.

(0326) Kasvaja selektiivseks hdvitamiseks voib antikeha sisaldada véga radioaktiivset aato-
mit. IL-17A/F-vastaste radiokonjugeeritud antikehade tootmiseks on kéttesaadavad mitmesu-
gused radioaktiivsed isotoobid. Niited hdlmavad Atm, | 1, 1125, Y90, Re186, Relgg, Sm153,
Bi*"2, P*?, Pb*'? ja Lu radioaktiivseid isotoope. Kui konjugaati kasutatakse diagnoosimiseks,

99m

vOib see sisaldada radioaktiivset aatomit stsintigraafilisteks uuringuteks, niditeks ~ Tc voi

2 v6i tuuma magnetresonantsi (TMR) kuvamiseks (tuntud ka kui magnetresonantskuva-
mine MRK) spin-mérgist, nagu 123I, 13 1I, 111In, 19F, 13C, ISN, 17O, gadoliinium, mangaan voi
raud.

(0327) Radio- ja muid mérgiseid vdib konjugaatidesse sisestada tuntud viisidel. Néiteks voib
sobivaid aminohapete prekursoreid kasutades biosiinteesida vdi aminohapete keemilise siin-
teesiga siinteesida peptiidi, milles vesiniku asemel on naiteks '°F. Mirgiseid, nagu *’"Tc voi
123, 186Re, ' Re ja ''In, voib siduda peptiidis oleva tsiisteiinijidgi kaudu. *°Y voib siduda
lissiinijadgi kaudu. "I koosseisu liitmiseks voib kasutada IODOGEN meetodit (Fraker et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 80:49-57 (1978)). Teoses Monoclonal Antibodies in
Immunoscintigraphy (Chatal, CRC Press, 1989) on iiksikasjalikult kirjeldatud muid meeto-
deid.

(0328) Antikeha ja tsiitotoksilise agensi konjugaate tehakse, kasutades valke siduvaid erine-
vaid bifunktsionaalseid agenseid, nagu N-suktsiinimidiiiil-3-(2-piiridiitilditiool)propionaat
(SPDP), suktsiinimidiiiil-4-(N-maleimidometiiiil jtsiikloheksaan- 1-karboksiilaat (SMCC), imi-
notiolaan (IT), imidoestrite bifunktsionaalsed derivaadid (nagu dimetiitiladipimidaat-HCI),
aktiivsed estrid (nagu disuktsiinimidiililsuberaat), aldehiitidid (nagu glutaaraldehiiiid), bisasi-
dotihendid (nagu bis(p-asidobensiiiil)heksaandiamiin), bisdiasooniumderivaadid (nagu bis-
(p-diasooniumbensaoiiiil Jetiileendiamiin), diisotsiianaadid (nagu tolueen-2,6-diisotslianaat) ja
aktiivsed bisfluoriiihendid (nagu 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenseen). Ritsiini immunotoksiini
voib néiteks valmistada selliselt, nagu on kirjeldatud iillitises Vitetta et al., Science, 238:1098
(1987). "C-mirgistatud 1-isotiotsiianatobensiiiil-3-metiiiildietiileentriaminopentaiidikhape

(MX-DTPA) on iseloomulik kelaativ agens antikeha konjugeerimiseks radionukleotiidiga;
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vaadake iillitist WO94/11026. Linker voib olla ,,1digatav linker, mis soodustab tsiitotoksilise
ravimi vabanemist rakus. Néiteks v3ib kasutada happetundlikku linkerit, peptidaasitundlikku
linkerit, valgustundlikku linkerit, dimetiiiillinkerit voi disulfiidi sisaldavat linkerit (Chari et
al., Cancer Research, 52:127-131 (1992), US patent nr 5208020).

(0329) Alternatiivselt voib IL-17A/F-vastast antikeha ja tsiitotoksilist agensit hdlmava liit-
valgu valmistada néiteks rekombinantsete meetodite vOi peptiidsiinteesiga. DNA-molekulis
voivad vastavad piirkonnad, mis kodeerivad konjugaadi kahte osa, sisalduda teineteisega
kiilgnevalt voi olla eraldatud linkerpeptiidi, mis ei kahjusta konjugaadi soovitud omadusi,
kodeeriva piirkonnaga.

(0330) Alternatiivselt v3ib antikeha olla konjugeeritud ,,retseptoriga” (nagu streptavidiin), et
kasutada seda kasvajale eelsuunamises ning mille kohaselt patsiendile manustatakse antikeha
ja retseptori konjugaat, millele jargneb mitteseondunud konjugaadi eemaldamine ringlusest,
kasutades puhastavat agensit, ning seejdrel manustatakse ,,ligand” (niiteks avidiin), mis on

konjugeeritud tsiitotoksilise agensiga (nditeks radionukleotiidiga).

10. Immunoliposoomid

(0331) Siin kirjeldatud IL-17A/F-vastaseid antikehasid voib valmistada immunoliposoomi-
dena. "Liposoom" on erinevat tiiiipi lipiididest, fosfolipiididest ja/vdi pindaktiivsest ainest
koosnev viike vesiikul, mis on kasutatav ravimi kohaletoimetamiseks imetajasse. Harilikult
on liposoomi koostisosad paigutatud kahekihilises vormis, mis on sarnane bioloogiliste
membraanide lipiidide paigutusega. Antikehasid sisaldavaid liposoome valmistatakse tehnika
tasemes tuntud meetoditega, nagu on kirjeldatud iillitistes Epstein et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82:3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 77:4030 (1980); US
patentides nr 4485045 ja 4544545 ning illitises WO97/38731, mis on avaldatud 23. oktoobril
1997. Pikendatud ringlusajaga liposoomid on avaldatud US patendis nr 5013556.

(0332) Eriti kasulikke liposoome v3ib valmistada poordfaasilise aurutamise meetodiga koos
fosfatidiiiilkoliini, kolesterooli ja PEG-derivaaditud fosfatidiitiletanoolamiini (PEG-PE) sisal-
dadava lipiidse kompositsiooniga. Soovitud 1dbimdoduga liposoomide saamiseks surutakse
liposoomid 1dbi méératud poorisuurusega filtrite. Leiutisekohase antikeha Fab’-fragmente

voib liposoomidega konjugeerida disulfiidi vahetusreaktsiooniga, nagu on kirjeldatud {illiti-
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ses Martin et al., J. Biol. Chem., 257:286-288 (1982). Valikuliselt sisaldub liposoomis kee-
miaraviagens; vaadake iillitist Gabizon et al., J. National Cancer Inst., 81(19):1484 (1989).

N. IL-17A/F-ga seonduvad oligopeptiidid

(0333) IL-17A/F-ga seonduvad oligopeptiidid on oligopeptiidid, mis seonduvad, eelistatavalt
spetsiifiliselt, siin kirjeldatud IL-17A/F-poliipeptiidiga. IL-17A/F-ga seonduvad oligopep-
tiidid voib keemiliselt siinteesida voi valmistada ja puhastada rekombinantset tehnoloogiat
kasutades. Harilikult on IL-17A/F-ga seonduvad oligopeptiidid vihemalt umbes 5 aminohap-
pe pikkused, alternatiivselt vihemalt umbes 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46,47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70,71, 72,73, 74,75, 76,77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, 99 voi 100 aminohappe pikkused voi pikemad, kusjuures sellised oligopep-
tiidid on voimeliselt seonduma, eelistatavalt spetsiifiliselt, siin kirjeldatud IL-17A/F-poliipep-
tiidiga. IL-17A/F-ga seonduvaid oligopeptiidide voib histi tuntud meetodeid kasutades iden-
tifitseerida liigse katsetamiseta. Sellega seoses olgu margitud, et mingi sihtmirkoligopep-
tiidiga spetsiifilise seondumisvdimega oligopeptiidide suhtes oligopeptiidikogude skriinimise
meetodid on tehnika tasemes hésti tuntud (vaadake néiteks US patente nr 5556762, 5750373,
4708871, 4833092, 5223409, 5403484, 5571689, 5663143; PCT publikatsioone
WO084/03506 ja WO84/03564; Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:3998-4002
(1984); Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:178-182 (1985); Geysen et al.,
Synthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986); Geysen et al., J. Immunol. Meth., 102:259-
274 (1987); Schoofs et al., J. Immunol., 140:611-616 (1988), Cwirla, S. E. et al., (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378; Lowman, H. B. et al., (1991) Biochemistry, 30:10832;
Clackson, T. et al., (1991) Nature, 352:624; Marks, J. D. et al., (1991), J. Mol. Biol.,
222:581; Kang, A. S. et al., (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363 ja Smith, G. P.
(1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668).

(0334) Seoses sellega on bakteriofaagimeetod (faagimeetod) liks hdsti tuntud meetod, mis
voimaldab skriinida oligopeptiidide suuri kogusid, et identifitseerida selliste kogude liige
(liikkmed), mis on vdimelised spetsiifiliselt sconduma sihtmirkpoliipeptiidiga. Faagimeetod

on meetod, mille kohaselt variantseid poliipeptiide esitletakse bakteriofaagiosakese pinnal



EE -EP 1641 822 B1
128

liitvalkudena kattevalguga (Scott, J. K., Smith, G. P. (1990) Science 249:386). Faagimeetodi
rakendamine tugineb asjaolule, et selektiivsete juhuslike valguvariantide (voi juhuslikult
kloonitud ¢cDNA-de) suuri kogusid saab kiiresti ja tdhusalt sortida selliste jarjestuste suhtes,
mis seonduvad sihtmérkmolekuliga suure afiinsusega. Peptiidi- (Cwirla, S. E. ef al., (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378) voi valgukogude (Lowman, H. B. et al., (1991)
Biochemistry, 30:10832; Clackson, T. et al., (1991) Nature, 352:624; Marks, J. D. et al.,
(1991), J. Mol. Biol., 222:581; Kang, A. S. et al., (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
88:8363) esitlemist faagil voib kasutada miljonite poliipeptiidide voi oligopeptiidide skriini-
miseks spetsiifiliste seondumisomadustega litkmete suhtes (Smith, G. P. (1991) Current
Opin. Biotechnol., 2:668). Juhuslike mutantide faagikogude sortimine vajab suure variantide
arvu konstrueerimise ja paljundamise strateegiat, sihtmérkretseptorit kasutavat afiinsuspuhas-
tamist ning vahendit seondumise rikastamise tulemuste hindamiseks; US patendid nr
5223409, 5403484, 5571689 ja 5663143.

(0335) Kuigi enamuse faagimeetodite puhul on kasutatud filamentseid faage, on samuti
tuntud A-faagimeetodi siisteemid (W095/34683; US 5627024), T4-faagimeetodi siisteemid
(Ren, Z-J. et al., (1998) Gene, 215:439; Zhu, Z. (1997) CAN, 33:534; Jiang, J. et al., (1997)
can, 128:44380; Ren, Z-J. et al., (1997) CAN, 127:215644; Ren, Z-J. (1996) Protein Sci.,
5:1833; Efimov, V. P. et al., (1995) Virus Genes, 10:173) ja T7-faagimeetodi silisteemid
(Smith, G. P., Scott, J. K. (1993) Methods in Enzymology, 217:228-257; US 5766905).
(0336) Praeguseks on pohilise faagimeetodi kontseptsiooni lisatud palju muid tdiustusi ja
variatsioone. Need tdiustused parendavad meetodi ja siisteemide voimet skriinida peptiidiko-
gusid valitud sihtmdrkmolekulidega seondumise suhtes ning vdimet esitleda funktsionaalseid
valke koos vdimekusega skriinida neid valke soovitud omaduste suhtes. Faagimeetodi tar-
beks on todtatud vilja kombinatoorse reaktsiooni seadmed (WO98/14277) ning faagimeetodi
kogusid on kasutatud bimolekulaarsete vastasmdjude (W0O98/20169; W098/20159) ja pinges
heelikspeptiidide analiiiisimiseks ja kontrollimiseks (W098/20036). Ullitises W097/35196
on kirjeldatud afiinsusligandi eraldamise meetodit, mille kohaselt seonduvate ligandide
selektiivseks eraldamiseks viiakse faagikogu lihendusse iihe lahusega, milles ligand seondub
sihtmarkmolekuli ning teise lahusega, milles afiinsusligand ei seondu sihtméarkmolekuliga.
Ullitises W097/46251 on kirjeldatud juhuslike faagide kogu, mis koos afiinsuspuhastatud
antikehaga kujutab biosortimise meetodit, millee jérel eraldatakse seonduv faag ning sellele

jargneb mikrosortimine, kus suure afiinsusega seonduva faagi eraldamiseks kasutatakse mik-
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roplaadi siivendeid. Samuti on teatatud Staphlylococcus aureus’e A-valgu kasutamisest
afiinsusmargisena (Li et al., (1998) Mol Biotech., 9:187). Ullitises WO97/47314 on kirjelda-
tud substraadi lahutamise kogude (substrate subtraction libraries) kasutamist, et kombina-
toorset kogu, mis vOib olla faagimeetodi kogu, kasutades eristada ensiiiime spetsiifilisuse
jirgi. Ullitises W097/09446 on kirjeldatud detergendilahustes kasutamiseks sobivate ensiiii-
mide selekteerimise meetodit, kasutades faagimeetodit. Spetsiifiliselt seonduvate valkude
selekteerimise lisameetodeid on kirjeldatud US patentides nr 5498538, 5432018 ja iillitises
WO098/15833.

(0337) Peptiidikogude tekitamise ja nende kogude skriinimise meetodid on avaldatud ka US
patentides nr 5723286, 5432018, 5580717, 5427908, 5498530, 5770434, 5734018, 5698426,
5763192 ja 5723323.

O. IL-17A/F-ga seonduvad orgaanilised molekulid

(0338) IL-17A/F-ga seonduvad orgaanilised molekulid on orgaanilised molekulid, mis pole
siin méératletud oligopeptiidid voi antikehad ning mis seonduvad, eelistatavalt spetsiifiliselt,
siin kirjeldatud IL-17A/F-poliipeptiidiga. IL-17A/F-ga seonduvaid orgaanilisi molekule v3ib
identifitseerida ja keemiliselt siinteesida, kasutades tuntud metoodikat (vaadake néiteks PCT
publikatsioone nr WO00/00823 ja WO00/39585). Tavaliselt on IL-17A/F-ga seonduvate or-
gaaniliste molekulide suurus véiksem kui 2000 daltonit, alternatiivselt védiksem kui 1500,
750, 500, 250 voi 200 daltonit, kusjuures selliseid orgaanilisi molekule, millel on voime
seonduda, eelistatavalt spetsiifiliselt, siin kirjeldatud IL-17A/F-poliipeptiidiga, v3ib histi tun-
tud meetodeid kasutades identifitseerida liigse katsetamiseta. Sellega seoses voib markida, et
orgaaniliste molekulide kogude mingi sihtmarkpoliipeptiidiga spetsiifiliselt seonduvate mole-
kulide suhtes skriinimise meetodid on tehnika tasemes hésti tuntud (vaadake niiteks PCT
publikatsioone nr (WO00/00823 ja WO00/39585). IL-17A/F-ga seonduvad orgaanilised mo-
lekulid voivad olla niiteks aldehiiiidid, ketoonid, oksiimid, hiidrasoonid semikarbasoonid,
karbasiidid, primaarsed amiinid, sekundaarsed amiinid, tertsiaarsed amiinid, N-asendatud
hiidrasiinid, hiidrasiidid, alkoholid, eetrid, tioolid, tioeetrid, disulfiidid, karboksiiiilhapped,
estrid, amiidid, uuread, karbamaadid, karbonaadid, ketaalid, tioketaalid, atsetaalid, tioatsetaa-
lid, artitilhaliidid, ariiiilsulfonaadid, alkiitilhaliidid, alkiiiilsulfonaadid, aromaatsed iihendid,

heterotsiiklilised iihendid, aniliinid, alkeenid, alkiiiinid, dioolid, aminoalkoholid, oksasolidii-
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nid, oksasoliinid, tiasolidiinid, tiasoliinid, eenamiinid, sulfoonamiidid, epoksiidid, asiridiinid,

isotsiianaadid, sulfoniiiilkloriidid, diasoiihendid, happekloriidid voi muud taolised.

P. IL-17A/F-vastaste antikehade, I1L.-17A/F-ga seonduvate oligopeptiidide ja IL.-17A/F-ga

seonduvate orgaaniliste molekulide skriinimine soovitud omaduste suhtes

(0339) Eespool on kirjeldatud IL-17A/F-poliipeptiididega seonduvate antikehade, oligopep-
tiidide ja orgaaniliste molekulide tekitamise meetodeid. Lisaks voib valida antikehasid, oli-
gopeptiide voi muid orgaanilisi molekule, millel on kindlad soovitud bioloogilised omadused.
(0340) Leiutisekohase L-17A/F-vastase antikeha, oligopeptiidi voi muu orgaanilise molekuli
kasvu inhibeerivat moju voib hinnata tehnika tasemes tuntud meetoditega, nditeks kasutades
rakke, mis ekspresseerivad IL-17A/F-poliipeptiidi endogeenselt voi pérast transfekteerimist
IL-17A/F-1 geeniga. Niiteks vOib sobivaid kasvajaraku liine ja IL-17A/F-ga transfekteeritud
rakke mone (nditeks 2-7) pédeva jooksul toddelda leiutisekohase IL-17A/F-vastase mono-
kloonse antikeha, oligopeptiidi v0i erinevates kontsentratsioonides orgaanilise molekuliga
ning vérvida kristallvioleti voi MTT-ga voi analiilisida mone muu kolorimeetrilise analiiii-
siga. Prolifereerumise mddtmise veel iiks meetod oleks *H-tiimidiini omastamise vordlemine
rakkude puhul, mida t66deldi leiutisekohase IL-17A/F-vastase antikeha, IL-17A/F-ga seon-
duva oligopeptiidi voi IL-17A/F-ga seonduva orgaanilise molekuli esinemisel v3i puudu-
misel. Pérast tootlemist rakud kogutakse ning stsintillatsiooniloenduriga kvantifitseeritakse
DNA-sse liitunud radioaktiivsus. Kohased positiivsed kontrollid holmavad valitud rakuliini
tootlemist kasvu inhibeeriva antikehaga, mille puhul on teada, et see inhibeerib antud
rakuliini kasvu. Kasvajarakkude kasvu inhibeerimise in vivo voib méirata tehnika tasemes
tuntud erinevate meetoditega. Eelistatavalt on kasvajarakk IL-17A/F-poliipeptiidi tileekspres-
seeriv rakk. Uhes teostuses, kui antikeha kontsentratsioon on umbes 0,5-30 pg/ml, inhi-
beeriks IL-17A/F-vastane antikeha, IL-17A/F-ga seonduv oligopeptiid vdi IL-17A/F-ga seon-
duv orgaaniline molekul eelistatavalt IL-17A/F-i ekspresseeriva kasvajaraku prolifereerumist
in vitro ja in vivo umbes 25-100% vorreldes todtlemata kasvajarakuga, enam eelistatavalt
inhibeeriks umbes 30-100% ning veel enam eelistatavalt umbes 50-100% vo&1 70-100%.
Kasvu inhibeerimine on mdddetav antikeha kontsentratsiooni puhul, mis rakukultuuris on
umbes 0,5-30 pg/ml véi umbes 0,5-200 nM, kusjuures kasvu infibeerimine méaratakse 1-10

péeva pérast kasvajarakkude eksponeerimist antikehale. Antikeha on in vivo kasvu inhibee-
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riv, kui IL-17A/F-vastase antikeha manustamine koguses umbes 1 pg kuni umbes 100 mg
tihe kilogrammi kehamassi kohta annab tulemuseks kasvaja suuruse vihenemise voi kasva-
jaraku prolifereerumise viahenemise umbes 5 pdeva kuni 3 kuu jooksul, eelistatavalt umbes
5-30 paeva jooksul alates antikeha esimesest manustamisest.

(0341) Rakusurma indutseeriva IL-17A/F-vastase antikeha, IL-17A/F-ga seonduva oligopep-
tiidi voi IL-17A/F-ga seonduva orgaanilise molekuli valimiseks v3ib kontrolli suhtes hinnata
membraani terviklikuse kadumist, mida néditab nditeks propiidiumjodiidi (PJ), triipaansinise
vOi 7AAD omastamine. PJ-i omastamise analiiiisi voib teha komplemendi ja immuunefektor-
rakkude puudumisel. IL-17A/F-poliipeptiidi ekspresseerivaid kasvajarakke inkubeeritakse
ainult keskkonnas voi keskkonnas, mis sisaldab kohast IL-17A/F-vastast antikeha (niiteks
umbes 10 pg/ml), IL-17A/F-ga seonduvat oligopeptiidi voi IL-17A/F-ga seonduvat orgaa-
nilist molekuli. Rakke inkubeeritakse 3 pdeva. Iga tootlemise jarel rakud pestakse ja alik-
vooditakse 35 mm sdelkorkidega (strainer-capped) 12 x 75 tuubidesse (1ml tuubi kohta,
3 tuubi todtluse riihmas), et eemaldada rakuklombid. Seejdrel pannakse tuubidesse PJ
(10 pg/ml). Proove vdib analiiiisida, kasutades voolutsiitomeetrit FACSCAN® ja tarkvara
FACSCONVERT® CellQuest (Becton Dickinson). Need IL-17A/F-vastased antikehad, IL-
17A/F-ga seonduvad oligopeptiidid voi IL-17A/F-ga seonduvad orgaanilised molekulid, mis
PJ-i omastamise jargi indutseerivad statistiliselt olulistel tasemetel rakusurma, v3ib valida
rakusurma indutseerivateks IL-17A/F-vastasteks antikehadeks, IL-17A/F-ga seonduvateks
oligopeptiidideks voi IL-17A/F-ga seonduvateks orgaanilisteks molekulideks.

(0342) Antikehade, oligopeptiidide voi muude orgaaniliste molekulide, mis seonduvad mingi
epitoobiga, mis on huvipakkuva antikehaga seondunud IL-17A/F-poliipeptiidis, suhtes skrii-
nimiseks vOib teostada tavapirase risttokestamisanaliilisi, nagu seda on kirjeldatud teoses
Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, toim. Harlow, David
Lane (1988). Seda analiiiisi voib kasutada, et méarata, kas testitav antikeha, oligopeptiid voi
muu orgaaniline molekul seondub sama koha vdi epitoobiga, millega seondub mingi tuntud
IL-17A/F-vastane antikeha. Alternatiivselt voi lisaks voib tehnika tasemes tuntud meeto-
ditega teostada epitoopide kaardistamise. Néiteks voib lihenduses olevaid jadke identifit-
seerida antikeha jérjestuse muteerimisega, nditeks alaniiniga skaneerides. Esmalt testitakse
mutantset antikeha seondumise suhtes poliikloonse antikehaga, et veenduda diges voltumises.

Sellest erineva meetodi kohaselt v3ib IL-17A/F-poliipeptiidi erinevatele piirkondadele vasta-
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vaid peptiide kasutada analiiiisides testitavate antikehadega konkureerimise voi testitava anti-

keha ja antikehaga, mille epitoop on iseloomustatud vdi tuntud, konkureerimise analiiiisides.

Q. Ravimkompositsioonid

(0343) Leiutisekohaseid aktiivseid IL-17A/F-molekule (nditeks IL-17A/F-poliipeptiide, IL-
17A/F-vastaseid antikehasid ja/vdi nende molemate variante) ning lisaks muid molekule, mis
on identifitseeritud eespool avaldatud skriinimisanaliilisidega, voib ravimkompositsioonide
vormis manustada immuunseoseliste haiguste raviks. Aktiivse IL-17A/F-molekuli, eelista-
tavalt leiutisekohase poliipeptiidi voi antikeha, ravimpreparaadid valmistatakse sdilitamiseks,
segades soovitud puhtusastmega aktiivse molekuli vabalt valitud farmatseutiliselt vastuvde-
tavate kandjate, abiainete vOi stabiliseerijatega (Remington's Pharmaceutical Sciences, 16.
triikkk, toimetaja Osol, A. (1980)). Vastuvdetavad kandjad, abiained voi stabiliseerijad ei ole
saajatele kasutatavates annustes ja kontsentratsioonides toksilised ning need hdlmavad puhv-
reid, nagu fosfaat-, tsitraat- ja muude orgaaniliste hapete puhvrid, antioksiitante, sealhulgas
askorbiinhapet ja metioniini, sdilitusaineid (nagu oktadetsiiiildimetiitilbensiiiilammoonium-
kloriid, heksametooniumkloriid, bensalkooniumkloriid, bensetooniumkloriid, fenool, butiiiil-
vOi bensiitilalkohol, alkiiiilparabeenid, nagu metiiiil- voi propiiiilparabeen, katehool, resortsi-
nool, tsiikkloheksanool, 3-pentanool ja m-kresool), viikese molekulmassiga (vihem kui umbes
10 jadgiga) poliipeptiide, valke, nagu seerumi albumiin, Zelatiin v6i immunoglobuliinid,
hiidrofiilseid poliimeere nagu poliiviniiiilpiirrolidoon, aminohappeid, nagu gliitsiin, glutamiin,
asparagiin, histidiin, arginiin voi liisiin, monosahhariide, disahhariide ja muid siisivesikuid,
sealhulgas gliikoosi, mannoosi vdi dekstriine, kelaativaid agenseid nagu EDTA, suhkruid,
nagu sahharoos, mannitool, trehaloos vdi sorbitool, sooli moodustavad vastasioone nagu
naatrium, metallikomplekse (néiteks Zn-valgu komplekse) ning/voi mitteioonseid pindaktiiv-
seid aineid, nagu TWEEN™, PLURONICS™ vbi poliietiileengliikool (PEG).

(0344) Siin avaldatud skriinimisanaliilisidega identifitseeritud {ihendeid vOib valmistada
analoogsel viisil, kasutades tehnika tasemes hasti tuntud standardseid meetodeid.

(0345) IL-17A/F-molekuli kohaletoimetamiseks rakkudesse voib kasutada ka lipofektsiooni
vOi liposoome. Kui kasutatakse antikeha fragmente, on eelistatav véikseim inhibeeriv frag-
ment, mis seondub spetsiifiliselt sihtmérkvalku siduva domeeniga. Niiteks voib antikeha

varieeruva piirkonna jirjestustele tuginedes kujundada peptiidmolekule, mis séilitavad voime
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seonduda sihtmirkvalgu jarjestusega. Selliseid peptiide vOib siinteesida keemiliselt ja/voi
toota rekombinantse DNA tehnoloogiaga (vaadake niiteks iillitist Marasco et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 90.7889-7893 (1993)).

(0346) Kui see on vajalik konkreetseks ravitavaks ndidustuseks, vOib preparaat sisaldada ka
enam kui iihte aktiivset {ihendit, eelistatavalt selliseid, millel on tdiendavad aktiivsused, mis
el mojuta teineteist ebasoodsalt. Alternatiivselt vai lisaks voib kompositsioon sisaldada kee-
miaravi agensit, tsiitotoksilist agensit, tsiitokiini v0i kasvu inhibeerivat agensit. Sellised
molekulid esinevad kombinatsioonides sobivalt kogustena, mis on sihtotstarbel tohusad.
(0347) Aktiivsed IL-17A/F-molekulid voib ka sulgeda mikrokapslitesse, mis on valmistatud
nditeks koatservatsioonimeetoditel voi interfatsiaalse polliimeriseerimisega, niiteks vastavalt
hiidroksiimetiiiiltselluloos- voi zelatiinmikrokapslite ja polii(metiitilmetakriilaat)mikrokaps-
litena ravimi kolloidsetes iilekandesilisteemides (nditeks liposoomides, albumiini mikrokera-
kestes, mikroemulsioonis, nanoosakestes ja nanokapslites) voi makroemulusioonides. Selli-
sed meetodid on avaldatud teoses Remington's Pharmaceutical Sciences, 16. véljaanne,
toimetaja Osol, A. (1980).

(0348) In vivo manustamiseks kasutatavad preparaadid peavad olema steriilsed. See on
holpsalt saavutatav filtrimisega 14bi steriilsete filtermembraanide.

(0349) Voib valmistada IL-17A/F-molekule viivitatult vabastavaid preparaate. Toimeainet
viivitatult vabastavate preparaatide sobivad ndited holmavad antikeha sisaldavate tahkete
hiidrofoobsete poliimeeride poolldbilaskvaid maatrikseid, mis on kindla kujuga esemete,
nditeks kilede voi mikrokapslite vormis. Toimeainet viivitatult vabastavate maatriksite néited
hélmavad poliiestreid, hiidrogeele (nditeks polii(2-hiidroksiietiiiilmetakriilaati) voi polii(vi-
niitilalkoholi)), poliilaktiide (US patent nr 3773919), L-glutamiinhappe ja y-etiiiil-L-gluta-
maadi kopoliimeere, mittelagunevat etiileenviniiiilatsetaati, lagunevaid piimhappe-gliikool-
happe kopoliimeere, nagu LUPRON DEPOT " (piimhappe-glitkoolhappe kopoliimeerist ja
leuproliidatsetaadist koosnevad siistitavad mikrokerakesed) ning polii-D-(-)-3-hiidroksiivoi-
hapet. Kuigi mdned poliimeerid, nagu etiileenviniiiilatsetaat ja piimhape-gliikoolhape, on voi-
melised molekule vabastama enam kui 100 pédeva, vabastavad teatud hiidrogeelid valke
lithemate ajavahemike jooksul. Kui kapseldatud antikehad jddvad kehasse pikaks ajaks,
voivad need 37 °C juures niiskusega kokkupuutumise tottu denatureeruda voi agregeeruda,
mille tulemuseks on bioloogilise aktiivsuse kadu ja voimalikud muutused immunogeensuses.

Soltuvalt mehhanismist vOib stabiliseerimiseks vilja tootada otstarbekohased strateegiad.
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Naiteks kui avastatakse, et agregeerumise mehhanismiks on molekulidevahelise S-S sideme
moodustumine tiodisulfiidi vahetuse kaudu, vdib stabiliseerimise saavutada sulfhiidriiiljaé-
kide muutmise, happelistest lahustest liiofiliseerimise, niiskusesisalduse kontrollimise, sobi-
vate lisandite kasutamise ning spetsiifiliste poliimeermaatriksite kompositsioonide arendami-

sega.

R. Ravimeetodid

(0350) Peectakse voimalikuks, et leiutisekohaseid poliipeptiide, antikehasid ja muid aktiivseid
tihendeid voib kasutada, et ravida erinevaid immuunseoselisi haigusi ja seisundeid, nagu
T-rakuga vahendatud haigused, sealhulgas need, mida iseloomustab pdletikuga seotud rak-
kude infiltreerumine koesse, T-raku prolifereerumise stimuleerimine, T-raku prolifereerumise
inhibeerimine, suurenenud voi vidhenenud vaskulaarne ldbilaskvus voi selle inhibeerimine.

(0351) Iseloomulikud seisundid voi hdired, mida ravitaks leiutisekohaste poliipeptiidide, anti-
kehade voi muude iithenditega, on, nendega piirdumata, jargmised: siisteemne erlitematoos-
luupus, reumatoidartriit, juveniilne krooniline artriit, spondiiloartropaatiad, siisteemne skle-
roos (skleroderma), idiopaatilised poletikulised miiopaatiad (dermatomiiosiit, poliimiiosiit),
Sjorgeni siindroom, siisteemne vaskuliit, sarkoidoos, autoimmuunne hemoliiiitiline aneemia
(immuun-pantsiitopeenia,  paroksiismaalne  Oine  hemoglobinuuria), autoimmuunne
trombotsiitopeenia (idiopaatiline trombotsiitopeeniline purpura, immuunvahendatud trombo-
tslitopeenia), tlireoidiit (Grave’i tobi, Hashimoto tiireoidiit, juveniilne liimfotsiitoosne tiireoi-
diit, atroofiline tiireoidiit), diabeet, immuunvahendatud neeruhaigus (glomeruloneftiit, tubu-
lointerstitsiaalne nefriit), kesk- ja perifeerse nérvisiisteemi demiieliniseerivad haigused, nagu
hulgiskleroos, idiopaatiline demiieliniseeriv poliineuropaatia voi Guillaini-Barré’i siindroom
ja krooniline podletikuline demiieliniseeriv poliineuropaatia, maksa-sapihaigused, nagu nak-
kuslik hepatiit (A-, B-, C-, D-, E- ja muud, mittehepatotroofilistest viirustest tingitud), kroo-
niline aktiivhe autoimmuunne hepatiit, esmane sapitsirroos, granulomatoosne hepatiit ja
skleroseeruv kolangiit, poletikuline soolehaigus (haavandiline koliit, Crohni tdbi), gluteeni-
tundlik eneteropaatia ja Whipple tobi, autoimmuunsed voi immuunvahendatud nahahaigused,
mille hulgas on naha villtdved, mitmekujuline eriiteem ja kontaktdermatiit, psoriaas, aller-
gilised haigused, nagu astma, allergiline nohu, atoopiline dermatiit, toidu suhtes tilitundlikkus

ja ndgestobi, immunoloogilised kopsuhaigused, nagu eosinofiilne kopsupdletik, idiopaatiline
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kopsufibroos ja tlitundlikkusega seotud kopsupdletik, siirdamisega seotud haigused, seal-
hulgas transpalntaadi hiilgamine ja transplantaadi peremehevastane haigus.

(0352) Siisteemse eriitematoosluupuse puhul on haiguse keskne vahendaja oma valkude/ku-
dede vastaste autoreaktiivsete antikehade tootmine ning jargnev immuunvahendatud pdletiku
tekkimine. Antikehad vahendavad otseselt voi kaudselt koekahjustust. Kuigi pole nédidatud, et
T-limfotsiitidid oleksid otseselt holmatud koekahjustusse, on T-liimfotsiiiidid vajalikud auto-
reaktiivsete antikehade arenemiseks. Haiguse teke sdltub seega T-liimfotsiiiitidest. Kliiniliselt
tabab haigus paljusid organeid ja siisteeme, mille hulgas on neer, kops, lihas- ja tugisiisteem,
nahk ja limaskestad, silm, kesknérvisiisteem, siidame- ja veresoonkonnasiisteem, seede-
kulgla, luuiidi ja veri.

(0353) Reumatoidartriit (RA) on peamiselt mitmete liigeste siinoviaalmembraane hdlmav
krooniline siisteemne autoimmuunne poletikuline haigus, mille tulemuseks on liigesekdhre
kahjustus. Patogenees soltub T-liimfotstiiitidest ja on seotud reumafaktorite, milleks on oma
IgG vastased autoantikehad, tootmise ning selle tulemusena immuunkomplekside, mis saa-
vutavad korge taseme liigesevedelikus ja veres, moodustumisega. Liigeses vdivad need
kompleksid indutseerida téhelepanuvidirse liimfotsiilitide ja monotsiiiitide infiltraadi stinoo-
viumis ja jargnevaid tdhelepanuvéarseid liigesemuutusi: liigeseruumi/vedelikku infiltreeru-
vad sarnased rakud ja lisaks arvukalt neutrofiile. Haigestuvad koed on peamiselt liigesed,
tihti siimmeetrilise mustrina. Siiski ilmneb ka liigeseviline haigus, millel on kaks vormi. Uhe
vormi puhul arenevad liigesevélised haiguskolded koos jdtkuvalt progresseeruva liigesehai-
guse ning kopsufibroosi, vaskuliiidi ja nahahaavandite tiilipiliste haiguskolletega. Liigeseva-
lise haiguse teine vorm on niinimetatud Felty slindroom, mis ilmneb RA-haiguse kulus
hilisena, mdnikord pérast liigesehaiguse vaibumist, ning see hdlmab neutropeenia, trombo-
tslitopeenia ja porna suurenemise esinemist. Sellega voib kaasneda vaskuliit paljudes orga-
nites, millega koos moodustuvad nekroosid, nahahaavandid ja gangreen. Tihti arenevad pat-
sientidel haigestunud liigeseid katva naha aluses koes reumatoidsed sdlmed, hilises staadiu-
mis on s6lmedel nekrootilised keskmed, mida timbritseb erinevate, pdletikuga seotud rakkude
infiltraat. Muud ilmingud, mis RA puhul vdivad esineda, holmavad perikardiiti, pleuriiti,
koronaararterite pdletikku, interstitsiaalset kopsupodletikku koos kopsufibroosiga, kuiva kera-
tiokonjunktiviiti ja reumatoidseid solmi.

(0354) Juveniilne krooniline artriit on krooniline idiopaatiline pdletikuline haigus, mis tihti

algab vihem kui 16 aasta vanuselt. Selle fenotiiiibil on moned sarnasused RA-ga; moned
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patsiendid, kellel reumafaktor on positiivne, on liigitatud juveniilse reumatoidartriidiga pat-
sientideks. Haigus on liigitatav kolmeks peamiseks alamkategooriaks, milleks on pautsi-
artikulaarne, poliiartikulaarne ja silisteemne. Artriit voib olla tdsine ning tiiiipiliselt on see
hdvitav ja toob kaasa liigese ankiiloosi ja pidurdunud kasvu. Muud ilmingud véivad hdlmata
kroonilist anterioorset uveiiti ja siisteemset amiiloidoosi.

(0355) Spondiiloartropaatiad on rithm héireid, millel on iihised kliinilised tunnused ja iihine
seos geenisaaduse HLA-B27 ekspressiooniga. Hiired holmavad ankiiloseerivat spondiiliiti,
Reiteri siindroomi (reaktiivset artriiti), poletikulise soolehaigusega seotud artriiti, psoriaasiga
seotud spondiiliiti, lapseeas algavat spondiiloartropaatiat ja liigitamata spondiiloartropaatiat.
Eristavad tunnused holmavad sakroiletiiti spondiiliidiga vdi ilma, pdletikulist astimmeetrilist
artriiti, seost HLA-B27-ga (MHC klassi I lookuse HLLA-B seroloogiliselt mairatletud allee-
liga), silmapdletikku ja muu reumatoidse haigusega seotud autoantikehade puudumist. Kesk-
sena haiguse indutseerimisse kaasatud rakk on CDS8' T-limfotsiiiit, mille sihtmirgiks on
MHC klassi I kuuluvate molekulidega esitletud antigeen. CD8" T-rakud v&ivad reageerida
MHC klassi I alleeliga HLA-B27 selliselt, nagu MHC klassi I molekulidega oleks ekspres-
seeritud voorpeptiid. On piistitatud hiipotees, et HLA-B27 epitoop jdljendab bakteriaalset voi
muu mikroobi antigeenset epitoopi ning seega indutseeritakse CD8" T-rakkude vastus.

(0356) Siisteemsel skleroosil (sklerodermal) on tundmatu etioloogia. Haiguse iseloomulik
tunnus on naha kdvastumine, mis tdendoliselt indutseeritakse aktiivse pdletikulise protses-
siga. Skleroderma voib olla paikne voi silisteemne, tavalised vaskulaarsed haiguskolded ning
endoteeliraku vigastus mikroveresoonkonnas on siisteemse skleroosi arenemise varane ja
oluline stindmus; see vaskulaarne vigastus vdib olla immuunvahendatud. Immunoloogiline
alus on seotud mononukleaarsete rakuinfiltraatide esinemisega naha haiguskolletes ning tuu-
mavastaste antikehade esinemisega paljudel patsientidel. Tihti on naha haiguskolletes fibro-
blastide rakupinnal iilesreguleeritud ICAM-1, mis viitab, et nende rakkude vastasmojul
T-rakuga voib olla roll haiguse patogeneesis. Muud hdlmatud organid on seedekulgla: sile-
lihase atroofia ja fibroos, mille tulemuseks on ebanormaalne peristaltika/liigutused; neer:
kontsentriline endoteelialune intimaalne proliferatsioon, mis mojutab vidikeseid kdverdunud
ja interlobulaarseid arterid, mille tulemuseks on vdhenenud verevool neerukoores, mille tule-
museks on proteinuuria, asoteemia ja kdrgenenud vererdhk; skeletilihas: atroofia, intersti-
tsiaalne fibroos, pdletik; kops: interstitsiaalne kopsupdletik ja interstitsiaalne fibroos; ning

siida: kokkutdmbevoondi nekroos, armistumine/fibroos.
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(0357) Idiopaatilised pdletikulised miiopaatiad hdlmavad dermatomiiosiiti, poliimiiosiiti ja
muid tundmatu etioloogiaga kroonilisi lihasepdletikke, mille tulemuseks on lihasnorkus.
Lihase kahjustus/poletik on tihti siimmeetriline ja progresseeruv. Enamike vormidega on
seotud autoantikehad. Need miiosiidispetsiifilised autoantikehad on suunatud valgusiinteesi
hdlmatud koostisosade, milleks on valgud ja RNA-d, vastu ja inhibeerivad nende funktsiooni.
(0358) Sjorgeni siindroom on tingitud immuunvahendatud pdletikust ja jargnevast pisara- ja
siiljenddrmete funktsionaalsest kahjustusest. Haigus voib olla seotud voi kaasneda pdletiku-
liste sidekoehaigustega. Haigus on seotud antigeenide Ro ja La, millised mdlemad on vidikese
RNA ja valgu kompleksid, vastaste autoantikehade tootmisega. Haiguskollete tulemuseks on
kuiv keratokonjunktiviit, kserostoomia koos muude ilmingute vdi seostega, mille hulgas on
sapitsirroos, perifeerne voi sensoorne neuropaatia ja palpeeritav purpura.

(0359) Siisteemsed vaskuliidid on haigused, mille puhul esmaseks haiguskoldeks on vere-
soonte poletik ja jargnev kahjustus, mille tulemuseks on haigestunud soontega varustatavate
kudede isheemia/nekroos/taandareng ning, mdnel juhul, 16puks 16pporgani puudulik toimi-
mine. Vaskuliit vib ilmneda ka muude immuunsuse-pdletikuga vahendatud haiguste, nagu
reumatoidartriit, siisteemne skleroos jne, eriti immuunkomplekside moodustumisega seotud
haiguste, teisese haiguskolde voi ndhuna. Esmaste siisteemsete vaskuliitide rithma kuuluvad
haigused hdlmavad nekrotiseerivat vaskuliiti, mille hulgas on sdlmjas poliiarteriit, allergiline
angiit ja granulomatoos, poliiangiiti, Wegeneri granulomatoosi, liimfomatoidset granuloma-
toosi ja hiidrakulist arteriiti. Mitmesugused vaskuliidid hdlmavad naha- ja limaskesta liimfi-
s0lme siindroomi (mucocutaneous lymph node syndrome — MLNS-1 ehk Kawasaki tobe),
kesknérvististeemi eraldatud vaskuliiti, Behet’i tobe, oblitereerivat tromboangiiti (Buergeri
tobe) ja naha nekrotiseerivat venuliiti. Arvatakse, et enamuse loetletud vaskuliiditiilipide
patogeensuse mehhanism on tingitud immuunkomplekside sadenemisest soone seinas ja jarg-
nevast pdletikulise vastuse indutseerimisest ADCC, komplemendi aktiveerimise voi nende
molema kaudu.

(0360) Sarkoidoos on tundmatu etioloogiaga seisund, mida iseloomustab epiteelsete granu-
loomide esinemine kehas peaaegu iikskdik millises koes, kdige tavalisemalt kopsus. Pato-
genees hdlmab aktiveeritud makrofaagide ja liimfirakkude plisimist haigestunud kohtades
ning jargnevaid kroonilisi ndhtusid, mis tulenevad nende rakutiiiipide poolt vabastatavate,

paikselt ja slisteemselt aktiivsete saaduste vabastamisest.
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(0361) Autoimmuunne hemoliiiitiline aneemia, sealhulgas autoimmuunne hemoliiiitiline
aneemia, immuunpantsiitopeenia ja paroksiismaalne dine hemoglobinuuria, on eriitrotsiiiitide
(ja monel juhul teiste vererakkude, sealhulgas ka trombotsiiiitide) pinnal ekspresseeritavate
antigeenide vastaste antikehade tootmise tulemus, peegeldades selliste antikehaga kaetud rak-
kude eemaldamist komplemendivahendatud liilisimise ja/voi ADCC/Fc-retseptoriga vahen-
datud mehhanismidega.

(0362) Autoimmuunse trombotsiitopeenia, sealhulgas trombotsiitopeeniline purpura ja im-
muunvahendatud trombotsiitopeenia, puhul ilmneb trombotsiiiitide hdvitamine/eemaldamine,
mis tuleneb trombotsiiiitidele antikeha vdi komplemendi kinnitumisest ja trombotsiiiitide
jargnevast eemaldamisest komplemendivahendatud liiiisimise, ADCC voi Fc-retseptoriga
vahendatud mehhanismidega.

(0363) Tiireoidiit, sealhulgas Grave tobi, Hashimoto tiireoidiit, juveniilne liimfotsiitaarne
tiireoidiit ja atroofiline tiireoidiit, on kilpnddrme antigeenide vastase autoimmuunvastuse ning
antikehade, mis reageerivad kilpndarmes esinevate ja tihti selle koe suhtes spetsiifiliste val-
kudega, tootmise tulemus. On katsemudelid, mis hdlmavad spontaanseid mudeleid, nagu
rotid (BUF- ja BB-rotid) ja kanad (rasvunud kanade liin) ning indutseeritavaid mudeleid,
milleks on loomade immuniseerimine tiiroglobuliini voi kilpnddrme mikrosomaalse antigee-
niga (kilpndérme peroksiidaasiga).

(0364) Esimest tiilipi diabeet voi insuliinsdltuv diabeet on kdhunddrme saarekeserakkude
(islet cells) autoimmuunne havitamine ning seda hdvitamist vahendatakse autoantikehade ja
autoreaktiivsete T-rakkudega. Insuliini- voi insuliini retseptori vastased antikehad voivad
samuti tekitada insuliinile vastuse puudumise fenotiiiibi.

(0365) Immuunvahendatud neeruhaigused, sealhulgas glomeruloneftiit ja tubulointerstitsiaal-
ne nefriit, tulenevad neerukoe otsesest, antikeha- voi T-rakuga vahendatud kahjustusest, mis
on neeru antigeenide vastaste autoreaktiivsete antikehade voi T-rakkude tootmise tulemus,
vOi kaudsest kahjustusest, mis on antikehade ja/vdi immuunkomplekside, mis on reaktiivsed
muude, mitte-neeru antigeenide suhtes, sadenemisest neerus. Seega vdivad ka muud im-
muunvahendatud haigused, mille tulemusena moodustuvad immuunkompleksid, kaudselt
indutseerida immuunvahendatud neeruhaigust. Nii otseste kui kaudsete immuunmehhanis-
mide tulemuseks on pdletikuvastus, mis tekitab/indutseerib haiguskolde arenemise neeruku-

dedes ning selle tulemuseks on organi toimimise halvenemine ja monel juhul neerupuudu-
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likuse progresseerumine. Haiguskollete patogeneesi voivad olla hdlmatud nii humoraalsed
kui rakulised mehhanismid.

(0366) Arvatakse, et kesk- ja perifeerse ndrvisiisteemi demiieliniseerivatel haigustel, mille
hulgas on hulgiskleroos, idiopaatiline demiieliniseeriv poliineuropaatia ehk Guillaini-Barré’i
stindroom ja krooniline pdletikuline demiieliniseeriv poliineuropaatia, on autoimmuune alus
ning need tulenevad ndrvi demiieliniseerumisest, mis on oligodendrotsiiiitidele vdi otseselt
miieliinile pdhjustatud kahjustuse tulemus. MS-i tuhul on tdendeid, mis osutavad, et haiguse
indutseerimine ja progresseerumine soltub T-liimfotsiilitidest. Hulgiskleroos on demiielini-
seeriv haigus, mis soltub T-liimfotsiiiitidest ning on halveneva-paraneva voi krooniliselt
progresseeruva kuluga. Etioloogia on tundmatu, kuid siiski panustavad nii viirusnakkused,
geneetiline eelsoodumus, keskkond kui autoimmuunsus. Haiguskolded sisaldavad valdavalt
T-limfotsiilitidega vahendatud infiltraate, mikrogliia rakke ja infiltreeruvaid makrofaage ning
haiguskolletes on valdavaks rakutiiiibiks CD4" T-liimfotsiiiidid. Oligodendrotsiiiitide raku-
surma ja jirgneva demiieliniseerumise mehhanism pole teada, kuid tdenéoliselt juhitakse
seda T-liimfotsiilitidega.

(0367) Poletikuline ja fibroosne kopsuhaigus, sealhulgas eosinofiilne kopsupdletik, idiopaa-
tiline kopsufibroos ja ilitundlikkusest tingitud kopsupdletik, voib hdolmata vairreguleeritud
immuun-pdletikuvastust. Selle vastuse inhibeerimisel oleks ravitoime.

(0368) Autoimmuun- vdi immuunvahendatud nahahaigus, mille hulgas on naha villtdved,
mitmekujuline eriiteem ja kontaktdermatiit, on vahendatud autoantikehadega, mille teke
soltub T-liimfotsiititidest.

(0369) Psoriaas on T-liimfotsiiiitidega vahendatud pdletikuline haigus. Haiguskolded
sisaldavad T-limfotsiilitide, makrofaagide ja antigeeni tootlevate rakkude infiltraate ning
moningal méiral neutrofiile.

(0370) Allergilised haigused, sealhulgas astma, allergiline nohu, atoopiline dermatiit, iilitund-
likkus toidu suhtes ja ndgestdbi sdltuvad T-limfotsiilitidest. Valdavalt vahendatakse neid
haigusi T-limfotstiiidi poolt indutseeritud pdletiku, IgE-vahendatud pdletiku voi nende mo-
lema kombinatsiooniga.

(0371) Siirdamisega seotud haigused, sealhulgas transplantaadi hiilgamine ja transplantaadi
peremehevastane haigus (grafi-versus-host-disease — GVHD) soltuvad T-liimfotsiititidest

ning T-liimfotstiiidi funktsiooni inhibeerimisel on leevendav toime.



EE -EP 1641 822 B1
140

(0372) Muud haigused, mille puhul immuun- ja/vdi pdletikuvastusesse sekkumine on kasulik,
on nakkushaigused, sealhulgas, nendega piirdumata, viirusnakkus (sealhulgas, nendega piir-
dumata, AIDS, A-, B-, C-, D-, E-hepatiit ja herpes), bakteriaalne nakkus, seennakkused ning
algloomade ja parasiitide nakkused (MLR-1 stimuleerivaid molekule (v0i nende derivaa-
te/agoniste) saab kasutada raviks, et voimendada nakkuslike agensite vastast immuunvastust),
immuunpuudulikkushaigused (MLR-i stimuleerivaid molekule/derivaate/agoniste saab kasu-
tada raviks, et voimendada immuunvastust pdriliku, omandatud, nakkusega indutseeritud
(nagu HIV-ga nakatumisel) vOi iatrogeense (nditeks keemiaravist tingitud) immuunpuudu-
likkuse ja kasvaja puhul).

(0373) On néidatud, et mdnel vihiga inimpatsiendil areneb antikehade ja/vai T-liimfotsiititide
vastus kasvajarakkude antigeenide vastu. Samuti on kasvajate loomamudelites ndidatud, et
immuunvastuse voimendamise tulemusel voib esineda selle konkreetse kasvaja hiilgamine
v0i taandareng. Molekulidel, mis voimendavad T-liimfotstiiitide vastust MLR-is, on rakendus
in vivo kasvajavastase immuunvastuse voimendamises. Molekule, mis vdimendavad T-liim-
fotstitidi proliferatiivset vastust MLR-is (vOi vidikese molekuliga agoniste voi antikehasid,
mis mojutavad sama retseptorit anatgonistlikult), saab kasutada véhiraviks. Molekulid, mis
inhibeerivad liimfotsiitidi vastust MLR-is, toimivad ka kasvaja puhul in vivo, surudes maha
kasvajavastast immuunvastust, ning selliseid molekule vdivad ekspresseerida kasvajarakud
ise vOi nende ekspressioon muudes rakkudes indutseeritakse kasvaja poolt. Antagonism sel-
liste inhibeerivate molekulide suhtes (antikeha, vdikese molekuliga antagonistidega voi muul
viisil) voimendab kasvaja immuunvahendatud hiilgamist.

(0374) Lisaks voib pdletikku soodustavate omadustega molekulide inhibeerimisel olla ravi-
toime reperfusioonkahjustuse, insuldi, siidameinfarkti, arteroskleroosi, dgeda kopsukahjus-
tuse, hemorraagilise Soki, poletuse, sepsise / septilise Soki, dgeda tubulaarse nekroosi, endo-
metrioosi, taandarenguga liigesehaiguse ja pankreatiidi puhul. Kdesoleva leiutise kohaseid
tthendeid, nditeks poliipeptiide voi antikehasid, manustatakse imetajale, eelistatavalt inime-
sele, vastavalt tuntud meetoditele, nagu veenisisene manustamine boolusena voi pidev infun-
deerimine aja jooksul, manustamine lihasesiseselt, kohudonesiseselt, ajusiseselt, nahaalusi,
liigesesiseselt, intraslinoviaalselt, intratekaalselt, suu kaudu, toopiliselt vdi inhaleerimisega
(ninasiseselt, kopsusiseselt). Eelistatav on poliipeptiidide ja antikehade manustamine veenisi-

seselt vOi inhaleerimisega.
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(0375) Immunoadjuvantravis voib muid ravireziime nagu vidhivastase agensi manustamine
kombineerida leiutisekohaste valkude, antikehade voi ithendite manustamisega. Néiteks voib
patsiendile, keda ravitakse leiutisekohase immunoadjuvandiga, anda ka véhivastast agensit
(keemiaraviagensit) voi teha kiiritusravi. Selliste keemiaraviagensite valmistamiseks ja an-
nustamisskeemide jaoks voib kasutada valmistajate juhiseid voi erialal praktiseerija voib
need empiiriliselt médrata. Sellise keemiaravi valmistamist ja annustamisskeeme on kirjelda-
tud ka teoses Chemotherapy Service, toimetajad M. C. Perry, Williams & Wilkins,
Baltimore, MD (1992). Keemiaraviagensi manustamine voib eelneda voi jargneda immuno-
adjuvandi manustamisele vdi neid voib anda samaaegselt. Lisaks vdib Ostrogeenivastast
iihendit nagu tamoksifeen voi progesteroonivastast ihendit nagu onapristoon (vaadake tllitist
EP 616812) anda annustena, mis on tuntud selliste molekulide kasutamiseks.

(0376) Soovitav voib olla manustada muu immuunseoselise haigusega seotud antigeenide voi
kasvajaseoseliste antigeenide vastaseid antikehasid, nagu on antikehad, mis seonduvad
CD20, CDl11a, CD18, ErbB2, EGFR-i, ErbB3, ErbB4 voi vaskulaarse endoteeli faktoriga
(VEGF-ga). Alternatiivselt vai lisaks voib patsiendile manustada koos kahte voi enamat anti-
keha, mis seonduvad sama voi kahe vOi enama erineva siin avaldatud antigeeniga. Monikord
vdib olla kasulik manustada patsiendile {ihte vdi enamat tsiitokiini. Uhes teostuses manus-
tatakse IL-17A/F-poliipeptiide koos kasvu inhibeeriva agensiga. Naiteks voib kasvu inhibee-
riva agensi manustada esimesena ning sellele jdrgneb IL-17A/F-poliipeptiidi manustamine.
Siiski peetakse voimalikuks samaaegset manustamist voi IL-17A/F-poliipeptiidi manustamist
esimesena. Kasvu inhibeeriva agensi sobivad annused on sellised, mida kéesolevalt kasu-
tatakse ning neid voib vdhendada tdnu kasvu inhibeeriva agensi ja IL-17A/F-poliipeptiidi
kombineeritud toimele (slinergismile).

(0377) Leiutisekohase {ihendi annus, mis sobib immuunseoselise haiguse ravimiseks voi selle
tdsiduse vdhendamiseks, sOltub ravitava haiguse tiilibist, nagu on mdiératletud eespool,
haiguse tosidusest ja kulust, sellest, kas antikeha manustatakse ennetavatel voi ravivatel
eesmaérkidel, eelnevast ravist, patsiendi haigusloost ja reageerimisest iihendile ning raviarsti
vabast valikust. Antikeha manustatakse sobivalt patsiendile iihekordselt v4i raviseeriatena.
(0378) Soltuvalt haiguse tiiiibist ja tdsidusest on poliipeptiidi voi antikeha algne kandidaat-
annus umbes 1 pg/kg kuni 15 mg/kg (nditeks 0,1-20 mg/kg), manustamiseks patsiendile
nditeks lihe vOi enama eraldi korra voi pideva infusioonina. Tiilipiline pidevane annus voib

olla vahemikus umbes 1 mg/kg kuni umbes 100 mg/kg, sdltudes eespool mainitud teguritest.
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Korduval annustamisel mitme pdeva jooksul voi kauem, jatkatakse soltuvalt tingimustest
ravi, kuni ilmneb haigussiimptomite soovitud mahasurumine. Siiski vdivad olla kasutatavad
muud annustamisreziimid. Selle ravi edenemist voib holpsalt jilgida tavapiraste meetodite ja

analiiiisidega.

S. Tootmisartiklid

(0379) Leiutise veel iihes teostuses pakutakse tootmisartiklit, mis sisaldab eespool kirjeldatud
héirete diagnoosimiseks voi ravimiseks kasutatavaid materjale (sisaldades niiteks IL-17A/F-
molekuli). Tootmisartikkel holmab mahutit ja juhist. Sobivad mahutid hdlmavad néiteks
pudeleid, viaale, siistlaid ja testtuube. Mahutid voivad olla tehtud mitmesugustest materjali-
dest, nagu klaas voi plast. Mahuti sisaldab seisundi diagnoosimiseks voi ravimiseks tohusat
kompositsiooni ning sellel vdib olla steriilne ligipddsuava (néiteks voib mahuti olla veeni-
sisese lahuse kott voi viaal, millel on hiipodermilise siistlandelaga ldbistatav kork). Harilikult
on kompositsioonis olev aktiivne agens leiutisekohane poliipeptiid vdi antikeha. Mahutiga
seotud juhis voi etikett néitab, et kompositsiooni kasutatakse valitud seisundi diagnoosimi-
seks voi ravimiseks. Lisaks voOib tootmisartikkel sisaldada veel teist mahutit, mis sisaldab
farmatseutiliselt vastuvdetavat puhvrit, nagu fosfaadiga puhverdatud sool, Ringeri lahus ja
dekstroosilahus. See voib lisaks sisaldada teisi, kaubanduslikust ja kasutaja seisukohast
soovitavaid materjale, sealhulgas muid puhvreid, lahusteid, filtreid, ndelu, siistlaid ja pakendi

infolehti, millel on kasutusjuhised.

T. Immuunseoselise haiguse diagnoosimine ja prognoosi madramine

(0380) Rakupinna valgud, nagu on kindlate immuunseoseliste haiguste puhul iileekspres-
seeritud valgud, on suurepdrased sihtmérgid ravimikandidaatidele voi haiguse ravimiseks.
Nendel valkudel ning sekreteeritavatel valkudel, mida kodeeritakse immuunseoselise haiguse
staadiumites amplifitseeritavate geenidega, on lisarakendus selliste haiguste diagnoosimisel
ja prognoosi méidramisel. Niiteks voib antikehasid, mis on suunatud hulgiskleroosi, reuma-
toidartriidi, pdletikulise soolehdire vdi muu immuunseoselise haiguse puhul amplifitseerita-
vate geenide saaduste vastu, kasutada agensitena diagnoosimiseks vOi prognoosi médrami-

seks.



EE -EP 1641 822 B1
143

(0381) Naiteks voib antikehasid, sealhulgas antikeha fragmente, kasutada amplifitseeritud voi
tileekspresseeritud geenidega kodeeritavate valkude (“markergeenide saaduste”) ekspressioo-
ni kvalitatiivseks vOi kvantitatiivseks tuvastamiseks. Eelistatavalt on antikeha varustatud
tuvastatava, nditeks fluorestseeruva, mérgisega ning seondumist voib jilgida valgusmikros-
koopia, voolutsiitomeetria, fluoromeetria vdoi muude meetoditega, mis on tehnika tasemes
tuntud. Need meetodid on eriti sobivad, kui iileekspresseeritav geen kodeerib rakupinna
valku. Praktiliselt teostatakse sellised seondumisanaliiiisid selliselt, nagu on kirjeldatud ees-
pool.

(0382) Voib teostada antikeha markergeeni saadusega seondumise tuvastamise in sifu,
nditeks immunofluorestsents- vdi immunoelektronmikroskoopiaga. Sellel eesmirgil voetakse
patsiendilt histoloogiline proov ja sellele rakendatakse mérgistatud antikeha, eelistatavalt
kattes bioloogilise proovi antikehaga. See toiming vdimaldab ka miirata markergeeni saa-
duse levikut uuritavas koes. Eriala asjatundjatele oleks ilmne, et in situ tuvastamiseks on
vabalt kittesaadavad viga mitmesugused histoloogilised meetodid.

(0383) Jargnevaid néiteid pakutakse vaid illustreerivatel eesmirkidel ning need pole mdeldud

piirama kéesoleva leiutise ulatust mistahes viisil.

NAITED

(0384) Kui pole osutatud teisiti, siis kaubandusest saadavaid reagente, millele ndidetes
viidatakse, kasutati vastavalt valmistajate juhistele. Jargnevates nédidetes ja koikjal kirjelduses
identifitseeritud rakkude, mida identifitseeritakse ATCC vastuvdtunumbriga, allikas on

Ameerika tiitipkultuuride kollektsioon, Manassas, VA.

NAIDE 1

IL-17A/F-na identifitseeritud uudse IL-17-tslitokiini rekombinantne ekspressioon

Inimese 293-neerurakkude transfekteerimine IL-17 ja IL-17F-i kodeerivate cDNA-

ekspressioonivektoritega

(0385) Inimese 293-neerurakud transfekteeriti inimese IL-17, IL-17C ja IL-17F-i geene ko-

deerivate plasmiidide vordsete kogustega, kasutades kaltsiumfosfaadiga sadestamist. Iga
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50-80% laatunud T-150-kolvi jaoks segati 50 pg igat plasmiidi, et moodustada sade rakkude
kohal olevas kihis. Uks piev pirast transfekteerimist eemaldati 10% FCS-i, 5 mM glutamiini
ja penitsilliini-streptomiitsiini sisaldav 50 : 50 suhtega F12 : DMEM keskkond, see asendati
seerumivaba PS24-keskkonnaga ning kultiveeriti veel neli pdeva. Nelja pdeva pérast

konditsioneeritud keskkond koguti, tsentrifuugiti ja filtriti steriilselt enne puhastamist.

Rekombinantse IL-17A/F-i puhastamine
A. Algne fraktsioneerimisetapp 1

(0386) Kaks ja pool liitrit rekombinantse IL-17A/F-ga konditsioneeritud keskkonda, mis
parines inimese 293-neerurakkude transientsetest kultuuridest, kontsentreeriti ja dialiiiisiti
480 ml mahuni 20 mM naatriumatsetaadi, pH 5, 0,1 mM naatriumasiidi (puhver A) lahuse
vastu, kasutades 10 kD poorisuurusega membraani, ning seejirel rakendati Pharmacia ko-
lonni HiLoad S Sepharose 26/10 voolukiirusega 6 ml minutis. Kolonni elueeriti lineaarse
gradiendiga kuni 100% puhvrini B (20 mM naatriumatsetaat, I M NaCl, 1 mM naatriumasiid,
pH 5,0) kiirusega 1% minutis ja voolukiirusega 6 ml minutis, kogudes 12 ml fraktsioonid.
Sellest kolonnist kogutud fraktsioonidele teostati SDS PAGE analiiis. Valgud muudeti
nihtavaks hobedaga virvides. Fraktsioonides 25-37 sisalduva geeli puhul on nédidatud mole-
kulmassimarker (joonis 2). Fraktsioonid 31 ja 32 sisaldasid valku, mille ndiv molekulmass

33 kD vastab IL-17A/F-le.

B. IL-17A/F-i puhastamine

(0387) Neli milliliitrit fraktsioonist 32 (joonis 2) hapestati 0,1% trifluorodddikhappega,
seejarel viidi see voolukiirusega 0,5 ml minutis kolonni Vydac C4, mis oli tasakaalustatud
0,1% trifluorodddikhappega (puhver C), ning elueeriti gradiendiga kuni 100% puhvrit D
(0,1% trifluorodddikhapet 100% atsetonitriilis), kasutades kolmeastmelist gradienti (0-35% D
10 minutit, 35-50% D 35 minutit, 50-100% D 10 minutit). Joonisel 2 on ndidatud elueeritud
valkude kromatogramm, moddetuna 214 nm ja 280 nm juures. Atsetonitriili astmeline
gradient katab kogu profiili. Aminohapete analiiiisiga leiti, et valgu kontsentratsioon frakt-
sioonis 38 oli 0,536 mg/ml. Geelid, blotid, aminohapete jarjestuse miiramine ja aktiivsuse

analiiiisid tehti selle fraktsiooniga.
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(0388) Fraktsioon 31 ja fraktsiooni 32 jérelejdédnud maht, mis périnesid kolonnist HiLoad S
Sepharose, ithendati ja dialiilisiti puhvri A vastu 8 tundi, kasutades 10 kD poorisuurusega
membraani, ning filtriti 1dbi 0,2 um poorisuurusega filtri. Saadud materjal viidi voolukiiru-
sega 1 ml minutis puhvriga A tasakaalustatud kolonni Mono S, ning elueeriti kuni 100%
puhvrini B, kasutades kolmeastmelist gradienti (0-35% B 10 kolonnimahtu, 35-75% B
45 kolonnimahtu, 75-100% B 10 kolonnimahtu) ja kogudes 1 ml fraktsioonid. Fraktsioone
26-43 analiiiisiti ning aminohapete analiilisiga méadrati valgu kontsentratsioonid. Fraktsioo-
nides 31, 32 ja 33 olid kontsentratsioonid vastavalt 0,258, 0,359 ja 0,291 mg/ml. Geelid,
blotid, aminohapete jérjestuse midramine, massispektrofotomeetria ja aktiivsuse analiitisid
teostati peamiselt fraktsioonidega 32 ja 33. Kromatograafiaga tekitatud fraktsioone analiiiisiti
IL-7 ja IL-17F-i sisalduse suhtes Western blot analiilisiga. IL-17 voi IL-17F-i vastu suunatud
antikeha, mille kontsentratsioon oli 1 pg/ml, kasutati, et tuvastada IL-17 voi IL-17F-1 esine-

mist proovides.

1L-17A/F-i massispektromeetriline analiiiis

(0389) Kiipse IL-17A/F-i1 aminohapete jérjestus ja ahelatevahelised disulfiidsidemed maarati
massispektromeetrilise analiilisiga (vaadake joonist 4A; heterodimeer-poliipeptiid IL-17A/F
on ndidatud koos ahelatevaheliste ja ahelasiseste disulfiidiihendustega). Poliipeptiidahelate
IL-17 ja IL-17F vahel tuvastati kaks ahelatevahelist disulfiidithendust (vastavalt jadgi 471 .17¢
ja jadgi 129y .17 vahel ning jaagi 137..17F ja jadgi 33117 vahel) (poolpaksud jooned joonisel
4A). Lisaks moodustub kaks ahelasisest disulfiidsidet igas IL-17-homodimeeri poliipeptiid-
ahelas (jddkide 102 ja 152 vahel ning jadkide 107 ja 154 vahel) ning IL-17F-homodimeeri
poliipeptiidahelas (jadkide 94 ja 144 vahel ning jadkide 99 ja 146 vahel) (peenikesed mustad
jooned joonisel 4A). Aminohapped on nummerdatud kummagi prekursor-poliipeptiidahela
algatava metioniini suhtes (joonis 4A). Joonisel 4B on skemaatiliselt ndidatud IL-17- ja IL-
17F-ahela vahelisi disulfiidsidemeid sisaldavad IL-17A/F-peptiidfragmendid, mis on oodata-
vad, kui IL-17A/F-1 16igatakse triipsiiniga (vastavalt on disulfiidsidemega IL-17A/F-fragment
nr 1 tdhistatud kui SEQ ID NO: 7 ning disulfiidsidemega IL-17A/F-fragment nr 2 on téhis-
tatud kui SEQ ID NO: 8). Nendes fragmentides sisalduvad aminohapped on niidatud ja

nummerdatud kummagi ahela algatava metioniini suhtes.
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(0390) Fragmentide, mis oleks tdheldatavad massispektromeetriaga, arvutuslikud ligikaudsed
molekulmassid on néidatud joonisel 4B kui 3410,58 Da ja 2420,05 Da (vastavalt disulfiid-
sidemega IL-17A/F-fragmendi nr 1 ja nr 2 jaoks). Maatriks-laser-desorptsioonionisatsiooni
lennuaja massispektromeetriaga (MALDI-TOF-ga) teostati peptiidide kaardistamine (joonis
4C). Puhvris, mis koosnes 400 mM NaCl, 20 mM NaOAC, pH 5, olevat 55 pmol IL-17A/F-i
16igati lile 66 Promega sekveneerimispuhtusega triipsiiniga. Maatriks-laser-desorptsioonioni-
satsiooni lennuaja massispektromeetria (MALDI-TOF) teostati viivitatud ekstraheerimisega
positiivse 1ooni peegeldusreziimis, kasutades 2',4',6'-trihiidrokstiatsetofenoon-maatriksit. Saa-
dud peptiidikaart sisaldas piike, mille puhul (M + H)+ = 2420,12 Da fragmendi nr 2 ja
3410,60 Da fragmendi nr 1 jaoks, mis vastavad disulfiidsidemega seotud peptiididele (joonis
4C). Proovi teine alikvoot 18igati pH-védrtusel 8, millele jérgnes disulfiidsidemete redutsee-
rimine ditiotreitooliga ja sulfiidriitilriihmade alkiiiilimine jodoatsetamiidiga. Selle proovi
MALDI-TOF-spektril nimetatud piigid puudusid, kinnitades nende disulfiidset olemust.
Lisaks iseloomustati redutseerimata proovi vedelikukromatograafia-elektropihustusionisat-
siooni massispekromeetriaga (LC-ESI-MS-ga) (joonis 4D). loonkromatogrammid esindavad
(ilalt alla) kogu ioonkromatogrammi, disulfiidsidemega IL-17A/F-fragmendi nr 2
(M + 2H)*" ja disulfiidsidemega IL-17A/F-fragmendi nr 1 (M + 2H)*" rekonstrueeritud ioon-
kromatogrammi (RIC). Tdheldati mdlemale heterodimeerile vastavaid piike, samas kui ho-
modimeersete peptiidide eeldatavate masside kohal ei tdheldatud keemilisest miirast eristu-
vaid piike, osutades IL-17 ja IL-17F-1 homodimeeride puudumisele. Seejérel kinnitati disul-
fiildsidemetega seotud heterodimeeride koostis tandem-massispektromeetriaga. Topeltlaen-
guga prekursori kokkupdrkega indutseeritud dissotsieerumine vdértusel m/z 1210,9 vastas IL-
17A/F-i disufiidsidemega fragmendile nr 2 ja vairtusel m/z 1138,0 kolmiklaenguga prekur-
sori puhul vastas see IL-17A/F-i disufiidsidemega fragmendile nr 1. Vastavas spektris olid

tdheldatavad b- ja y-iooniseeria fragmentide ennustatud piigid.

Faagikogu skriinimine IL-17A/F-ga seonduvate antikehade suhtes

(0391) IL-17A/F-ga seonduvate antikehade identifitseerimiseks skriiniti siinteetiliste Fab-
antikehade faagikogu. Identifitseeriti kolmkiimmend neli (34) soltumatut klooni, mis kodee-
risid Fab-antikeha eristuvaid jérjestusi, mis olid vdimelised vahendma seondumist IL-

17A/F-ga. Inimese antikeha jérjestuste faagikogu valmistati ja skriiniti antigeenispetsiifiliste
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Fab-ide suhtes viisil, mis on sarnane eelnevalt kirjeldatuga (Gerstner, R. B. ef al., J. Mol.
Biol. 321(5):851-62(2002). Liihidalt deldes kasutati faagil esitletava Fab-kogu konstrueerimi-
seks alusstruktuurina (scaffold) humaniseeritud monokloonset antikeha 4D5, mis on HER2-
vastane antikeha. Neid Fab-e esitleti faagil monovalentselt v4i divalentsetelt, liidetuna ho-
modimeeri moodustava vdimega leutsiinihargiga. Kogu paljususe tekitamiseks otsustati ran-
domiseerida pinnal eksponeeritavad raske ahela CDR-jddgid, millel on suur lahknevus ka
looduslike antikehade Kabat-andmebaasis ja mis moodustavad piiritletud pinna. Lisaks kasu-
tati kohtsuunatud mutageneesi koodonite plaanipéraselt varieeruvaks muutmiseks, et tekitada
aminohapete paljusus, mis jéljendas iga CDR-koha looduslikku immuunrepertuaari. Raske
ahela kahe esimese CDR-i, H1 ja H2, puhul vdimaldati Herceptin’ile omase pikkusega
piiratud paljusust, samas kui H3 puhul kujundati suur varieeruvus pikkusega vahemikkus 7
kuni 19. Kdigil antikehadel, mis tekitati algselt valitud kogust, oli identne kerge ahel. Téis-
pika IgG voi Fab-i saab tekitada raske ahela varieeruva domeeni iiheastmelise kloonimisega
vektorisse, millega pakutakse soovitud isotiilibi-spetsiifilist konstantse piirkonna jirjestust.
Raske ahela kogust périnevate seonduvate liikkmete afiinsuse edasiseks parendamiseks voib
rakendada teist, kerge ahela CDR-de randomiseerimise etappi. IL-17A/F-ga seonduva Fab-i
raske ahela varieeruva domeeni piirkonna, mis sisaldab kolme (3) CDR-i (H1-H3), amino-
hapete jérjestus on nididatud joonisel 6. Ndidatud on ennustatud aminohapete jérjestusega
piirkonna joondus 34 Fab-klooni puhul, mis kodeerivad antikeha raske ahela eristuvaid jar-
jestusi, millel on voime seonduda IL-17A/F-ga. Raske ahela kolm CDR-i, mis on vastavalt
ndidatud kui CDR-H1, CDR-H2 ja CDR-H3, on viirutatud. Igale kloonile vastab SEQ ID NO

tunnus jagmiselt:

kloon nr 1 = SEQ ID NO: 9; kloon nr 2 = SEQ ID NO: 10; kloon nr 3 = SEQ ID NO: 11;
kloon nr 4 = SEQ ID NO: 12; kloon nr 5 = SEQ ID NO: 13; kloon nr 6 = SEQ ID NO: 14;
kloon nr 7 = SEQ ID NO: 15; kloon nr 8 = SEQ ID NO: 16; kloon nr 9 =SEQ ID NO: 17;
kloon nr 10 =SEQ ID NO: 18; kloon nr 11 = SEQ ID NO: 19; kloon nr 12 = SEQ ID NO: 20;
kloon nr 13 = SEQ ID NO: 21; kloon nr 14 = SEQ ID NO: 22; kloon nr 15 = SEQ ID NO:
23; kloon nr 16 = SEQ ID NO: 24; kloon nr 17 = SEQ ID NO: 25; kloon nr 18 = SEQ ID
NO: 26; kloon nr 19 = SEQ ID NO: 27; kloon nr 20 =SEQ ID NO: 28; kloon nr 21 = SEQ ID
NO: 29; kloon nr 22 = SEQ ID NO: 30; kloon nr 23 = SEQ ID NO: 31; kloon nr 24 = SEQ
ID NO: 32; kloon nr 25 = SEQ ID NO: 33; kloon nr 26 = SEQ ID NO: 34; kloon nr 27 =
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SEQ ID NO: 35; kloon nr 28 = SEQ ID NO: 36; kloon nr 29 = SEQ ID NO: 37; kloon nr 30
= SEQ ID NO: 38; kloon nr 31 = SEQ ID NO: 39; kloon nr 32 = SEQ ID NO: 40; kloon nr
33 =SEQ ID NO: 41; kloon nr 34 = SEQ ID NO: 42.

(0392) Lisaks on koigile kolmekiimne neljale (34) kloonile vastavad kodeerivad DNA-jér-
jestused ndidatud tabelis 7 allpool (vastavalt SEQ ID NO: 43 kuni SEQ ID NO: 76).

Table 7

SEQ ID NO:43: .
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGATTCCGCTATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTGGGATTACTCCTTATAGCGGTTATACTGACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCAAAAGAGGCOCGCGAGGGCTACGACGTC
GGCTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA ’

SEQ ID NO:44:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGATTCCTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTGAAATTTCTCCTCCTGGCGGCGATACTTACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTCTCTTGTGGTGGTGGGACGGGGCT
ATGGACTACTGGGGTCAA
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SEQ ID NO:45:

TTG "I;CCTGTGCAGCT'F CTGGCTTCACCATTACTAATACTTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGG GTTGCTGTTATTACTCCTTATGGCGGTGCTACTTACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCﬁA‘AGAGCT GAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCAAGAGAGAGTATGTGGAGTAAGTTCGAC
TACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:46:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAATAGTTCTGCTATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTFGGTTATATTACTCCTGATAACGGTGATACTAACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAATAGCTGAGGATACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGCGGCCACGGCAACTTCTACGGTACC
TGGGCGGCTATGGACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:47:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGGTTCTGATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTATATTAATCCTTATGGCGGTTCTACTGACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTGCGTACGAGATGTGGTACGTTATG
GACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:48:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTAATTCCTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTGTTATTACTCCTICTAGCGGTTCTACTTACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTGAGGTCTTCCCCGACATCGGGGAC
TGCAGCAACGCCTACTGCTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:49:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTAGTACTTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTATAGCGGTTATACTGACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTGAGGTCGGGTGGGGGGACTCGTAC
GCTATGGACTACTGGGGTCAA
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SEQ 1D NO:50:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGGTTCTTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTGGGATTTATCCTTATGACGGTTATACTTACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTGAGGCCGAGGGCCTGTACCAGTCC
GGGATCTACGACGCGGGTATGGACTACTGGGGTCAA '
SEQ ID NO:51: .
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTAGTTACTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTATCCTGCTGACGGTGCTACTTACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTGGGTCCTACTTCGGGGGCTACGAT
ATGGACTACTGGGGTCAA '

SEQ ID NO:52:;
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAATGATTCTGATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTATTATTTATCCTTATGACGGTTATACTTACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCAAGAAGCAACCTGGACAACAACTEGTTC
GACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:53:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAATGGTTACTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTGATATTAATCCTAATGGCGGTTCTACTAACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTGCCTACCGGTGCGGCGGGCTCGCC
GACTGGGCCGGGGCTATGGACTACTGGGGTCAA '

SEQ ID NO:54:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGGTTCTTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTATTATTACTCCTTCTGGCGGTAATACTGACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTGAGGTCTTCGCCGTGTCGACCGCC
GGCTACCCCTGGGTTATGGACTACTGGGGTCAA
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SEQiD NO:55:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGATTCTTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTA:'AGGGCCTG GAATGGGTTGGTTCTATTACTCCTTATAACGGTAATACTGACTATGCCGATAG
COTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTA I GAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGCAGGGGGGAGTCCGACGAGGCCTAC
GCCGC@IG’I‘T‘ATGGACT ACTGGGGTCAA

SEQ ID NQ:56: 7
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTICACCATTAGTAGTTCCGATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTIGGTACTATTAATCCTGCTAGCGGTTCTACTGACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGCGGCGCCAACAGCAGCTTCTACGCG
CTCCAGTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:5T:
TIGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGATAATTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTTGGATTTCTCCTTATAGCGGTTATACTTACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATIGTGCTCGTGAGACCCTCTTCTACGACAAGGAC
CAGTACTCCTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:58:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTAGTTCTTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGOTTGCTTGGATTTCTCCTTATAGCGGTTATACTGACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTGAGGGGCTCCTGCGGTGGGGCTAC
GCTATGGACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:59:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGATAATGGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGOTIGGATTACTCCTACTAGCGGTTATACTAACTATGCCGATA
GCGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAAC
AGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGCGACGGGGACACCTGGAAGTGGG
ACGCCCCGTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA
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SEQ ID NO:60:
TIGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTICACCATTACTAATACTTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTATAGCGGTTATACTGACTATGCCGATAG
CGTCAAGGACCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGCGAGATCTTGCTGGACTACGGTTCC
GCGGGCTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA ‘

SEQ ID NO:61: .
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTAGTACCTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTGTTATTACTCCTACTAACGGTTCTACTTACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGCGAGGTGTGGTGGTGGGGCGACGGC
CACGGCTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:62:
TITGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTAGTTCTGCTATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTGGGATTACTCCTGCTAGCGGTTATACTTACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGCTCGCCCGGCGGGOGTGTTCGTCGAC
GGCGGGGTTATGGACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:63:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAATAGTACTGATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTAGGATTAATCCTTICTGGCGGTTCTACTAACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTACCAGCGCGTACACCACGTGGGCG
GTCGACTGGTTCATCGGCTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA ‘

SEQ ID NO:64:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGGTTACGGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTCTAACGGTTATACTTACTATGCCGATA
GCGTCAAGGGCCCTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAAC
AGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTCGCGTCAGCTACTACGTCTACAG
GCACGACTGGGTCAGGGGCTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA
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SEQ ID NO:65:

’I'I‘G'I:CCT GTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGATACCTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGG CCTGGAATGGGTTGGTGTTATTACTCCTTATGGCGGTTATACTTACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTA!A.GAGCTGAGGACACTGCCG TCTATTATTGTGCAAGAGACGGGGGCTTCTTCGATTACTGG
GGTCAA

_SEQID NO:66: - o _ S S .
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGATTCCTCTATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTTTATTTATCCTACTAGCGGTTCTACTTACTATGCCAATAGC
GTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAG
CTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCACGTGCCTCGTACGGGGTGAGCAAGTGGA
CCTTTGACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:67:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGGTTACGGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTCTAACGGTTATACTTACTATGCCGATA
GCGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCATACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAAC
AGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTCGCGTCAGCTACTACGTCTACAG
GCACGACTGGGTCAGGGGCTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:68:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGGTACTTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTATAGCGGTTATACTAACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCAAGAGAGGCCCGCTCCTCGTTGAGCGCG
GACTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA :

SEQ ID NO:69:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGATAATTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTATAGCGGTTATACTTACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTGAGTCCGGCTTCTCCGCGTGCAAC
ACGCGGGCGTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA
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SEQ ID NO:70:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGATTCTTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTTCTATTACTCCTTATAACGGTAATACTGACTATGCCGATAG,
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATIGTGCTCGCAGGGGGGAGTCCGACGAGGCCTAC
CCCGCGGTTATGGACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:71: ‘
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTAGTACCGCTATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTACTCCTTATGACGGTTATACTGACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACTAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTACGTGGTTCACGCTGGCCTCGGCT
ATGGAACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:72:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGGTAATGGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCT. ACTAACGGTTCTACTI'ACTATGCCGATA
GCGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAAC
AGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTAGGGTCGACTACCAGGTCTACCA
CGACCGCTTCGAGGAGGGGTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:73: _ ‘
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAATAGTTATTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTTGGATTTCTCCTGATAACGGTGCTACTAACTATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTAAGTTCTGGGGCTGGGACTGGGGG
GGTATGGACTACTGGGGTCAA '

SEQ ID NO:74:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGATTCTTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTGATATTACTCCTACTGACGGTTATACTGACT. ATGCCGATAG
CGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACA
GCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGCTCGTAACTTGATGTGGTGGGACTCGTCG
GCTATGGACTACTGGGGTCAA
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SEQ 1D NO:75:
TTGT,CC'i'GTGCAGCTI'CTGGCTTCACCA’I‘TAGTGATTCTGGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGG']'"A AGGGCCTGGAATGGGTTGGTTTTATTTATCCTAATGGCGGTTCTACTTACTATGCCGATA
GCGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAAC
AGCTTI\AGAGCTGAGGACACTG CCGTCTATTATTGTGCTCGTATGTCGTTGATCGGGTTCTCGTA
CGCTATGGACTACTGGGGTCAA

SEQ ID NO:76:
TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAATAGTACCTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTAATCCTTATAACGGTTCTACTTACTATGCCGATA
GCGTCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAAC
AGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCCTCTATTATTGTGCAAGAGACTTGTACGACTACGACATCGG
CTTCGACTACTGGGGTCAA

Rakupohised analiiiisid - IL-17A/F indutseerib IL-8 ja IL-6 tootmise

(0393) Eespool kirjeldatud fraktsioone, mis eraldati kolonniga Vydac C4 puhastamise etapis
(joonis 3), analiiiisiti IL-17A/F-1 vdoime jargi indutseerida IL-8 tootmist. Fraktsioone testiti,
inkubeerides neid TK-10-rakkudega 24 tundi (0,033 pl fraktsiooni iihes milliliitris rakkude
kultiveerimiskeskkonnas). Seejdrel konditsioneeritud keskkond koguti ja iga fraktsiooni pu-
hul mdddeti IL-8 ja IL-6 kontsentratsioon ELISA-ga. Leiti, et fraktisioon 38 on tugevalt
aktiivne. Aminohapete analiilisiga leiti, et fraktsioonis 38 oli valgu kontsentratsioon
0,536 mg/ml. Geelid, blotid, aminohapete jéarjestuse médramine ja aktiivsuse analiiiisid tehti
selle fraktsiooniga (joonis 3). Alternatiivselt {ihendati fraktsioon 31 ja fraktsiooni 32 jirele-
jaanud maht, mis périnesid kolonnist HiLoad S Sepharose, ja dialiiiisiti 8 tundi puhvri A
vastu, kasutades 10 kD poorisuurusega membraani, ning filtriti 1dbi 0,2 um poorisuurusega
filtri. Saadud materjal viidi puhvriga A tasakaalustatud kolonni Mono S, kasutades voolukii-
rust 1 ml minutis, ning elueeriti kuni 100% puhvrini B kolmeastmelise gradiendiga (0-35% B
10 kolonnimahtu, 35-75% B 45 kolonnimahtu, 75-100% B 10 kolonnimahtu), kogudes 1 ml
fraktsioonid. Fraktsioone 26-43 analiiiisiti ning aminohapete analiilisiga méérati valgu kont-
sentratsioonid. Puhas IL-17A/F identifitseeriti fraktsioonides 31-33, kui ainus valk ndiva mo-
lekulmassiga 30-35 kD. Fraktsioonides 31, 32 ja 33 olid kontsentratsioonid vastavalt 0,258,
0,359 ja 0,291 mg/ml. Geelid ja valgu jirjestuse analiilis nditas, et see materjal oli identne
kolonnis C4 puhastatud IL-17A/F-ga (eespool). Joonisel 5 on nididatud annusest sdltuvad
koverad, kui vorreldi IL-8 ja IL-6 indutseerimist IL-17A/F-1, IL-17 ja IL-17F-ga. Ndidatud
kontsentratsioonidega IL-17A/F-i, IL-17 ja IL-17F-i inkubeeriti koos TK-10-rakkudega
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24 tundi. TK-10-rakkude konditsioneeritud keskkond koguti ja analiitisiti IL-8-ELISA ja IL-
6-ELISA-ga.

Arutelu

(0394) IL-17 ja IL-17F-i mRNA-de koos ekspresseerimine toob kaasa uudse valguliigi, mis
on voimeline seonduma nii kindlate IL-17-ga seondumise vdoimega antikehade kui ka kind-
late IL-17F-ga seondumise vOimega antikehadega, sekreteerimise. See uudne valguliik on
siin tdhistatud kui interleukiin-17A/F (IL-17A/F). Seda liiki ei tdheldata, kui inimese 293-
neerurakkudes ekspresseeritakse IL-17 voi IL-17F-i eraldi. Transfekteeritud rakkudelt saadud
konditsioneeritud keskkond immuunsadestati (IS) antikehadega, mis on vdimelised dra tund-
ma IL-17 (rajad 1-5) voi IL-17F-i (rajad 6-10), nagu on ndidatud joonistel 1A ja 1B. Seejérel
lahutati immuunsadestatud valgud Western blot analiiiisiga, blottides IL-17 (joonis 1A) voi
IL-17F-i (joonis 1B) vastaste antikehadega. IL-17A/F-i tuvastamine IL-17, mis on dimeerses
kompleksis IL-17F-ga, esinemise jirgi on ndidatud joonise 1A rajal 8 ja joonise 1B rajal 3.
Selle liigi molekulmass, mis madrati mitteredutseerivas SDS-PAGE geelis, on ligikaudu
30-35 kD, vastates liigile, mis koosneb {ihest IL-17-molekulist ja iihest IL-17F-molekulist,
mis on iihendatud kovalentse sidemega. Selle uudse liigi (IL-17A/F-i) esinemist v3ib tuvas-
tada ka valguna, mille elektroforeetiline liikuvus eristub litkuvusest, mida tdheldatakse, kui
IL-17 voi IL-17F-1 ekspresseeritakse eraldi. Sellisena voib seda uut liiki visualiseerida ka
antikehasid kasutamata, vaid rakendades muid valgu tuvastamise meetodeid nagu tavapéa-
rased valgu vérvimise meetodid.

(0395) Konditsioneeritud keskkonnas esinevate valkude lahutamisel pdordfaasi kromato-
graafiaga tdheldati samuti uudse valguliigi, mille tekitas IL-17 ja IL-17F-1 koos ekspressee-
rimine, esinemist. Vorreldes valgufraktsioone, mida tédheldati IL-17 ja IL-17F-1 koos ekspres-
seeritavatest rakkudest sekreteeritud valkude puhul, mustritega, mida tdheldati ainult IL-17
vOi IL-17F-i tootvate rakkude puhul, ilmnes lisavalguliigi esinemine. See valguliik, milleks
on IL-17A/F, puhastati ja eraldati kolonnkromatograafiaga homogeensuseni (joonised 2 ja 3).
(0396) Mitteredutseerivas SDS-PAGE geelis méératuna liikus puhastatud valk tihe ligikaudu
30-35 kD voddina (joonis 3A). Siiski ilmnes redutseerivates tingimustes kaks selgelt eristuvat
vooti, mille ndivad molekulmassid olid umbes 15-18 kD (ei ole nédidatud). Seega on IL-

17A/F kovalentne dimeer. Selle uudse valgu uurimine soltumatu vahendiga, milleks oli pep-
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tiidjarjestuse N-terminaalne analiilis, nditas samuti selgelt, et eraldatud IL-17A/F sisaldab nii
IL-17- kui IL-17F-peptiide (joonis 3B). Tuvastatud peptiidjarjestused on identsed IL-17 ja
IL-17F-1 N-terminaalses otsas sisalduvate jdrjestustega (joonis 3C). Western blot analiiiis
nditas, et see uudne valguliik on samuti voimeline vastasmdjuks nii antikehaga, millel on
voime seonduda IL-17-ga, kui antikehaga millel on vdoime seonduda IL-17F-ga. Kdik need
vaatlused ja uudse eraldatud valgu eristuv molekulmass viitavad, et eraldatud valk IL-17A/F
on uudne valguliik, mis koosneb kovalentselt seotud IL-17-st ja IL-17A/F-st.

(0397) Edasi iseloomustati IL-17 ja IL-17F-i siduvate disulfiidsidemete esinemist ja paikne-
mist, kasutades massispektromeetriat. IL-17A/F-is olevate disulfiidiihenduste paiknemine on
skemaatiliselt ndidatud joonisel 4A. IL-17A/F-is ithendavad IL-17- ja IL-17F-ahelat kaks
ahelatevahelist disulfiidsidet. Eeldatavalt tekitaks IL-17A/F-i Idikamine triipsiiniga kaks eris-
tuvat peptiidfragmenti, mis sisaldavad ahelatevahelisi disulfiidsidemeid (disulfiidsidemega
IL-17A/F-fragment nr 1 ja nr 2, vastavalt jarjestused SEQ ID NO: 7 ja 8). Need peptiidid on
ndidatud skemaatiliselt koos vastavate ennustatud molekulmassidega. Neid peptiide tdheldati
maatriks-laser-desorptsioonionisatsiooni lennuaja massispektromeetria (MALDI-TOF-ga)
(joonis 4C) ja vedelikukromatograafia-elektropihustusionisatsiooni massispekromeetriaga
(LC-ESI-MS-ga) (joonis 4D). IL-17 voi IL-17F-1 homodimeerile vastavaid peptiidipiike ei
tuvastatud, mis nditab, et puhastatud IL-17A/F koosneb IL-17- ja IL-17F-ahela kovalentsetest
heterodimeeridest ning ei sisalda IL-17 voi IL-17F-1 homodimeere tuvastatavates kogustes.
(0398) Lisaks identifitseeriti siinteetiliste Fab-antikehade faagikogu skriinimisega antikehad,
mis seonduvad IL-17A/F-ga. Identifitseeriti kolmkiimmend neli (34) soltumatut klooni, mis
kodeerisid Fab-antikeha eristuvaid jarjestusi, mis olid voimelised vahendama seondumist IL-
17A/F-ga. IL-17A/F-ga seonduva Fab-i raske ahela varieeruva domeeni piirkonna, mis sisal-
dab kolme (3) CDR-i (H1-H3), aminohapete jirjestus on ndidatud joonisel 6. Ndidatud on 34
Fab-klooni, mis kodeerivad antikeha raske ahela eristuvaid jérjestusi, millel on vdime seon-
duda IL-17A/F-ga, ennustatud aminohapete jdrjestusega piirkonna joondus. Raske ahela
kolm CDR-i, mis on vastavalt ndidatud kui CDR-H1, CDR-H2 ja CDR-H3, on toodud kolla-
sena. Kdigile kolmekiimne neljale (34) kloonile vastavad aminohapete jarjestused on identi-
fitseeritud kui SEQ ID NO: 9-42. Lisaks on koigile kolmekiimne neljale (34) kloonile vas-
tavad DNA-jérjestused nididatud tabelis 7 allpool (vastavalt SEQ ID NO: 43 kuni SEQ ID

NO: 76). Seega identifitseeriti spetsiifilised antikehad, mis seonduvad selektiivselt uudse
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heterodimeer-kompleksiga IL-17A/F ning neid v3ib kasutada selle uudse tsiitokiini aktiivsuse
moduleerimiseks.

(0399) Kasutades inimese neerurakuliini TK-10, analiitisiti IL-17A/F-1 voimet stimuleerida
poletikku soodustavat vastust (joonis 5). See rakuliin reageerib nii IL-17 kui IL-17F-leIL-8
tootmisega. IL-17A/F indutseeris samuti voimsalt IL-8 tootmise selles rakuliinis (joonis 5A).
On huvipakkuv, et IL-17A/F puhul tiheldati unikaalset vdimekust, mis erineb nii IL-17 kui
IL-17F-1 omast. Vorreldes IL-17 ja IL-17F-ga oli aktiivsuse erinevus koigis katsetes ligi-
kaudu suurusjérk. IL-17A/F-i oluliselt suurem aktiivsus vorreldes IL-17F-ga selles analiiiisis
viitab, et IL-17A/F voib holmata selle tsiitokiini aktiivsuse iiliolulist koostisosa, mis tuleneb
geenisaadusest IL-17F. See unikaalne vdimekus vdib anda sellele molekulile eristuva ulatu-
sega toimeid in vivo. IL-17A/F indutseeris ka IL-6 tootmise selles rakuliinis (joonis 5B).
Lisaks on tdenéoline, et uudse heterodimeerse koostise tottu, mis voib muuta retseptori alam-
tthikute kineetikat ja kasutamist in vivo, on IL-17A/F-il lisaomadused, mida ei ole IL-17 ega

IL-17F-il, ning nendest vdivad tuleneda unikaalsed bioloogilised tagajérjed.

NAIDE 2

Aktiveeritud T-rakkudes toodetava uudse IL.-17-tstitokiini identifitseerimine

(0400) Siin kirjeldatakse esimest korda uudset inimese IL-17-tsiitokiini (mis siin on identifit-
seeritud kui inimese IL-17A/F), kui inimese aktiveeritud T-liimfotstiiitides looduslikult too-
detavat. Teostati inimese T-liimfotsiilitide eraldamine ja aktiveerimine ning IL-17A/F-1 toot-

mine tuvastati ja mdddeti kvantitatiivselt IL-17A/F-ELISA-ga, nagu on ndidatud allpool.

Inimese T-rakkude eraldamine ja aktiveerimine

(0401) Normaalse tervisega doonorist périnev inimese veri, mis oli virskelt kogutud ja
hepariiniga (0,5 ml / 50 cm®) t66deldud, lahjendati suhtes 1 : 1 fiisioloogilise soolalahusega,
kanti seejérel kihina liimfotsiilitide eraldamise LSM-keskkonnale (Lymphcyte Separation
Media) (ICN) ja tsentrifuugiti vastavalt valmistaja soovitusele (ICN). Kogutud mononuk-
leaarsed liimfotsiiiidid kiilvati tdielikku RPMI-keskkonda (RPMI, 10% FCS, 2 mM L-glu-
tamiin, penitsiliin/streptomiitsiin (GIBCO)) sisaldavatesse koekultuurikolbidesse iiheks tun-

niks 37 °C juurde, et eemaldada monotsiiiidid. Jarelejddnud rakkude sadestamiseks tsentri-
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fuugiti kultuuri supernatante. Seejdrel eraldati inimese T-liimfotsiitidid negatiivse selektsioo-
niga, kasutades CD4" T-rakkude eraldamise komplekti (MACS). Eraldatud T-liimfotsiiiitide
aktiveerimiseks kaeti koekultuurikolvid PBS-is lahustatud CD3-vastase (BD Bioscience) ja
CD28-vastase (BD Bioscience) antikehaga, mille kontsentratsioon oli 5 pg/ml, 4 °C juures
iile 00ks. Pérast katmiskeskkonna eemaldamist kiilvati inimese eraldatud T-liimfotsiitidid
tdielikku RPMI-keskkonda tihedusega umbes 2 miljonit rakku iihes milliliitris keskkonnas.
Pérast kiilvamist koguti keskkonnast erinevates ajapunktides proove, mida analiitisiti IL-
17A/F-1 suhtes ELISA-ga. Aktiveerimata kontroll-supernatandid koguti rakkude supernatan-
tidest kolbidest, mida ei kaetud CD3- ja CD28-vastase antikehaga.

CD3-vastase/CD28-vastase antikehaga aktiveeritud inimese T-rakkudes inimese IL-17A/F-i

tootmise mootmine ELISA-ga

(0402) Inimese IL-17A/F-1 tasemeid mdddeti ELISA-ga. Inimese IL-17-vastane hiire anti-
keha lahjendati katmispuhvris (0,05 M naatriumkarbonaatpuhver, pH 9,6) ja sellega kaeti 96
siivendiga plaadid (Nunc) 2-8 °C juures 12-15 tunniks. Koik jdrgnevad etapid teostati toa-
temperatuuril. Mittespetsiifiline seondumine tokestati, tithjendades siivendid ja lisades blo-
keerimispuhvrit (PBS, 0,5% BSA, 10 miljondikosa Proclin 300). Parast 1-tunnist inkubeeri-
mist pesti stivendid pesupuhvriga (PBS, 0,05% Tween 20,10 miljondikosa Proclin 300). See-
jarel lisati inimese IL-17A/F-i vordlusstandardid ja proovid, mis olid lahjendatud analiiiisi-
puhvris (PBS, 0,5% BSA, 0,05% Tween 20,10 miljondikosa Proclin 300). Pdrast 2-tunnist
inkubeerimist pesti slivendeid pesupuhvriga. Lisati inimese IL-17-1 vastane hiire antikeha,
mis oli lahjendatud analiiiisipuhvris, ning lasti inkubeeruda 1 tund. Pidrast plaatide pesemist
pesupuhvriga lisati streptavidiin-HRP (médardika peroksiidaas) (Amersham), mis oli lahjen-
datud analiiiisipuhvris, ning lasti inkubeeruda 1 tund. Pédrast plaatide pesemist pesupuhvriga
lisati substraadilahus TMB (tetrametiiiilbensidiin)peroksiidaas (R&D Systems). Vérvuse teke
peatati, lisades 2 N vidvelhappe. Seejdrel loeti plaate mikrotiiterplaadi lugejaga (SLT)
450 nm juures ning lahutades 540 nm juures mdddetud tausta. Standardkdvera tekitamiseks
kasutati nelja parameetri alusel kdvera sobitamise programmi ning kontsentratsioonid proo-
vides tuletati, interpoleerides kdvera lineaarsest osast. Illustreerimaks analiitisi spetsiifilisust,

olid ELISA-sse kontrollidena kaasatud IL-17 ja IL-17F.
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Tulemused

(0403) IL-17A/F-1 tootmise ELISA-modtmise tulemused on ndidatud joonisel 11. Nende
uuringutega ndidati uudse tsiitokiini IL-17A/F tootmist inimese T-liimfotsiiiitidest, mis olid
aktiveeritud CD3-vastase/CD28-vastase antikehaga, vorreldes inimese aktiveerimata T-rak-
kudega, milles IL-17A/F-i tootmist ei tuvastatud. Nende tulemustega ndidatakse esimest
korda uudse tsiitokiini, mida toodetakse ja vabastatakse vastusena inimese T-liimfotsiiiitide
aktiveerimisele, looduslikku esinemist. Lisaks néidati selle ELISA-analiilisi spetsiifilisust,
tdheldades IL-17A/F-i ligikaudu vordseid koguseid kolmes proovis (nr 31-33), mida analiiii-
siti paralleelselt. Selle IL-17A/F-spetsiifilise ELISA-ga tuvastati IL-17A vdi IL-17F-i tiihistes
kogustes (joonis 12).

(0404) Siin ndites 1 ja nédites 2 kirjeldatud uuringud kujundavad teadmise, et inimese re-
kombinantne IL-17A/F on uus eraldi tsiitokiin, mis eristub inimese 1L-17-st ja IL-17F-ist nii
valgu struktuurilt kui rakupdhistes aktiivsusanaliilisides. Kasutades standardina inimese
puhastatud rekombinantset IL-17A/F-i, to6tati vélja inimese IL-17A/F-ile spetsiifiline ELISA
(ndidatud joonisel 11). Kasutades seda spetsiifilist ELISA-t, tuvastati inimese IL-17A/F-i
indutseeritud ekspressioon, mis kinnitab, et inimese aktiveeritud T-rakkude kultuuris toode-
takse IL-17A/F-i looduslikult. Seega on IL-17A/F eristuvalt uus tsiitokiin, mis on tuvastatav
inimese eraldatud ja aktiveeritud T-rakkude loodusliku saadusena ning mille rekombinantne
vorm, mis on iseloomustatud nii valgu struktuuri jirgi kui rakupodhistes analiiiisides, on
sarnastest tsiitokiinidest erinev ja eristuv.

(0405) See uus tsiitokiin on vdimeline toimima IL-17 aktiivsust in vivo moduleerides ning
toimides kui IL-17 voi teiste sarnaste tsiitokiinide seondumiskohtadega konkureeriv inhibii-
tor. IL-17A/F on vdimeline moduleerima ka teiste sarnaste tsiitokiinide aktiivsust, regulee-
rides maha enda ja/voi teiste sarnaste tsiitokiinide seondumiskohti. IL-17A/F-il vdib ilmneda
aktiivsus rakusiseste adapterite vOi signaalmolekulida kaudu, mis toimivad selle voi muude
sarnaste tsiitokiinide aktiivsust mojutades. IL-17A/F-il on vdime mdjutada rakupinnal voi
rakusiseses ruumis leiduvate retseptorite ja kaasretseptorite paardumist.

(0406) Seega pakutakse ja identifitseeritakse nende uuringutega uudne immunostimulaator
(st IL-17A/F), mis vOib vdimendada immuunsiisteemi vastust konkreetsele antigeenile, mis
eelnevalt ei pruugi olla immunoloogiliselt aktiivne. Sellisena on uuena identifitseeritud im-

muunstimulaatoril tdhtsaid kliinilisi rakendusi. Identifitseritud on muid tuntud immunstimu-
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laatoreid nagu IL-12 (vaadake iillitist Gubler ef al., PNAS 88:4143 (1991)). Hiljutises vihi-
vaktsiini katsetuses lootsid Chicago iilikooli ja geneetika instituudi (Cambridge, MA) tead-
lased, et IL-12 on immuunstimuleeriv aktiivsus melanoomi raviks (Peterson et al., Journal of
Clinical Oncology, 21(12):2342-48 (2003)). Nad ekstraheerisid ringlevad leukotsiitidid, mil-
lel oli iiks vdi enam melanoomiraku markerit, eraldasid antigeenid ning viisid need tagasi
patsientidesse. Harilikult patsientidel ei oleks immuunvastust nendest endist parinevate ini-
mese antigeenide suhtes. Seejérel toodeldi patsiente erinevates annustes immuunstimulaa-
toriga IL-12, mis on voimeline indutseerima dendriitrakkudega kaasstimuleeritud T-rakkude
prolifereerumist. Ténu IL-12 immuunstimuleerivale toimele olid ravi tulemused paremad
vorreldes varasema tdoga, mille puhul perifeerse vere mononukleaarsetest rakkudest valmis-
tati patsientide enda dendriitrakud, mida toodeldi antigeeniga, kultiveeriti in vitro ja viidi
tagasi patsienti, et stimuleerida vihivastast vastust (Thurner et al., J. Exp. Med.
190(11):1669-78 (1999)). Sarnaselt oleks sellel uudsel tsiitokiinil IL-17A/F voi selle agonis-
tidel praktiline rakendus immuunstimulaatorina. Samas oleks IL-17A/F-i inhibeerivatel mole-
kulidel (antagonistidel) eeldatavalt praktiline rakendus siis, kui soovitakse immuunvastust
inhibeerida, nditeks autoimmuunhaiguste korral.

(0407) Seega oleks selle uue tsiitokiini vastastel antikehadel, mis jidljendavad (agonist-
antikehad) voi inhibeerivad (antagonist-antikehad) IL-17A/F-i immunoloogilisi aktiivsusi,
raviomadused. Samuti oleks voimalikud ravirakendused viikestel molekulidel, mis toimivad

selle uudse tstitokiini aktiivsust inhibeerides.

NAIDE 3

IL-17A/F-i kasutamine hibridiseerimissondina

(0408) Jargneva meetodiga kirjeldatakse IL-17A/F-1 kodeeriva nukleotiidjarjestuse kasuta-
mist hiibridiseerimissondina.

(0409) Siin avaldatud téispikka vdi kiipset IL-17A/F-1 kodeerivat jérjestust hdlmavat DNA-d
kasutatakse sondina, et skriinida inimese koe cDNA-kogusid v4i inimese koe genoomseid
kogusid homoloogsete DNA-de suhtes (nagu sellised, mis kodeerivad IL-17A/F-i loodusli-
kult esinevaid variante).

(0410) Ukskdik kumma kogu DNA-sid sisaldavate filtrite hiibridiseerimine ja pesemine

teostatakse viga karmides tingimustes. IL-17A/F-ist parineva radiomirgistatud proovi hiibri-
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diseerimine filtritega teostatakse 50% formamiidi, 5-kordse SSC, 0,1% SDS-i, 0,1% naat-
riumpiirofosfaadi, 50 mM naatriumfosfaadi, pH 6,8, 2-kordse Denhardti lahuse ja 10% dekst-
raansulfaadi lahuses 42 °C juures 20 tundi. Filtrite pesemine teostatakse 0,1-kordse SSC ja
0,1% SDS-i1 vesilahuses 42 °C juures.

(0411) Seejdrel saab identifitseerida DNA, millel on jérjestuse soovitud samasus tdispikka
natiivse jarjestusega IL-17A/F-i kodeeriva DNA-ga, kasutades tehnika tasemes tuntud stan-

dardseid meetodeid.

NAIDE 4
IL-17A/F ekspressioon E. coli’s

(0412) See ndide illustreerib IL-17A/F-poliipeptiidide gliikosiiiilimata vormis valmistamist,
ekspresseride neid rekombinantselt E. coli’s.

(0413) Esmalt amplifitseeritakse IL-17A/F-poliipeptiidi kodeeriv DNA-jérjestus, kasutades
valitud PCR-praimereid. Praimerid vdiksid sisaldada restriktaaside 16ikamiskohti, mis vasta-
vad restriktaaside 16ikamiskohtadele valitud ekspressioonivektoris. Kasutada voib mitmesu-
guseid ekspressioonivektoreid. Sobiva vektori nditeks on pBR322 (périneb E. coli’st, vaa-
dake {llitist Bolivar et al., Gene, 2:95 (1977)), mis sisaldab ampitsilliini ja tetratsiikliini
suhtes resistentsust andvaid geene. Vektor 1digatakse restriktaasiga ja defosforiiiilitakse. See-
jarel ligeeritakse vektorisse PCR-ga amplifitseeritud jirjestused. Eelistatavalt sisaldab vektor
antibiootikumi suhtes resistentsust andvat geeni kodeerivat jirjestust, promootorit trp, liider-
jarjestust polii-His (hdlmates STII esimest kuut koodonit, polii-His-jdrjestust ja eneteroki-
naasi loikamiskohta), IL-17A/F-poliipeptiidi kodeerivat piirkonda, faagi A-transkriptsiooni-
terminaatorit ja geeni argU.

(0414) Seejirel kasutatakse ligeerimissegu E. coli valitud tiive transformeerimiseks, kasu-
tades meetodeid, mida on kirjeldatud teoses Sambrook et al., supra. Transformandid identi-
fitseeritakse nende vdime jérgi kasvada LB-plaatidel ning seejirel valitakse antibiootikumi
suhtes resistentsed kolooniad. Plasmiidse DNA vodib eraldada ja selle digsust voib kinnitada
restriktsioonanaliiiisi ja DNA sekveneerimisega.

(0415) Valitud kloone vdib kasvatada iile 66 vedelas kultiveerimiskeskkonnas, nagu LB-

puljong, mida on tdiendatud antibiootikumidega. Edasi vdib iile 66 kasvatatud kultuuri kasu-
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tada suurema mahuga kultuuri inokuleerimiseks. Seejérel kasvatataksse rakud soovitud opti-
lise tiheduseni, mille saavutamisel liidetakse ekspresseerimiseks kasutatav promootor.

(0416) Parast rakkude kultiveerimist veel moni tund rakud kogutakse tsentrifuugimisega.
Tsentrifuugimisega saadud sademe voib lahustada, kasutades erinevaid tehnika tasemes tun-
tud agenseid, ning lahustuva IL-17A/F-valgu v3ib seejérel puhastada, kasutades metallikelaa-
tijaga kolonni tingimustes, mis voimaldavad valgu tihedat sidumist.

(0417) Kasutades jargnevaid toiminguid voib IL-17A/F-poliipeptiide E. coli’s ekspresseerida
poli-His-margistatud vormina. Esmalt amplifitseeritakse IL-17A/F-poliipeptiidi kodeeriv
DNA-jérjestus, kasutades valitud PCR-praimereid. Praimerid sisaldavad restriktaaside 16ika-
miskohti, mis vastavad restriktaaside ldikamiskohtadele valitud ekspressioonivektoris, ning
muid kasulikke jdrjestusi, mis vOimaldavad translatsiooni tdhusat ja kindlat algatamist, kiiret
puhastamist metallikelaatijaga kolonnis ja proteoliiiitilist eemaldamist enterokinaasiga. See-
jarel ligeeritakse PCR-ga amplifitseeritud ja polii-His-mérgistatud jirjestused ekspressiooni-
vektorisse, mida kasutatakse E. coli tiivele 52 (W3110 fuhA(tonA) lon galE rpoHts(htpRts)
clpP(laclq) pdhineva peremeestiive transformeerimiseks. Esmalt kasvatatakse transformante
50 png/ml karbenitsilliini sisaldavas LB-keskkonnas, loksutades 30 °C juures, kuni 600 nm
juures saavutatakse optiline tihedus 3-5. Seejdrel lahjendatakse kultuure 50-100 korda
CRAP-keskkonnaga (valmistatakse, segades 3,57 g (NH4),SOy, 0,71 g naatriumtsitraat-2H,0,
1,07 g KCl, 5,36 g Difco parmiekstrakti, 5,36 g Sheffieldi Hy-Case™ SF 500 ml vees, ning
lisades ka 110 mM MPOS-i, pH 7.3, 0,55% (mass mahu kohta) gliikkoosi ja 7 mM MgSO,)
ning kasvatatakse, loksutades 30 °C juures ligikaudu 20-30 tundi. Ekspresseerumise kinni-
tamiseks SDS-PAGE analiiiisiga vdetakse proovid ning kultuuri pdhimaht tsentrifuugitakse
rakkude sadestamiseks. Rakusademed kiilmutatakse puhastamise ja timbervoltimiseni.

(0418) Poole- kuni iiheliitrise mahuga fermenteerimisest parinev E. coli mass (6-10 g sadet)
resuspendeeritakse 10 mahus (mahtu massi kohta) 7 M guanidiini lahuses 20 mM Tris-
puhvris, pH 8. Lisatakse tahke naatriumsulfit ja naatriumtetrationaat 1dppkontsentratsioonides
vastavalt 0,1 M ja 0,02 M ning lahust segatakse iile 66 4 °C juures. Selle etapi tulemuseks on
denatureerunud valk, milles kdik tsiisteiinijadgid on blokeeritud sulfotioolimisega. Lahust
tsentrifuugitakse Beckmani ultratsentrifuugiga kiirusel 40000 pooret minutis 30 minutit.
Supernatant lahjendatakse 3-5 mahu metallikelaatijaga kolonni puhvriga (6 M guanidiin,
20 nM Tris, pH 7.,4) ja filtritakse selitamiseks 1dbi 0,22 pm poorisuurusega filtrite. Selitatud

ekstrakt viiaakse 5 ml mahuga metallikelaatijaga kolonni Qiagen Ni-NTA, mis on tasakaa-
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lustatud metallikelaatijaga kolonni puhvriga. Kolonni pestakse lisaks puhvriga, mis sisaldab
50 mM imidasooli (Calbiochem, Utrol-puhtusega), pH 7,4. Valk elueeritakse 250 mM
imidasooli sisaldava puhvriga. Soovitud valku sisaldavad fraktsioonid lihendatakse ja siili-
tatakse 4 °C juures. Valgu kontsentratsiooni hinnatakse neeldumise jargi 280 nm juures,
kasutades aminohapete jirjestusele pohinevat arvutuslikku ekstinktsioonikoefitsienti.

(0419) Valgud volditakse timber, lahjendades proovi aeglaselt iimbervoltimis-puhvris, mis
valmistatakse vérskelt ja mille koostis on jargmine: 20 mM Tris, pH 8,6, 0,3 M NaCl, 2, 5 M
uurea, 5 mM tsiisteiin, 20 mM gliitsiin ja 1 mM EDTA. Umbervoltimise mahud valitakse
selliselt, et valgu 1dppkontsentratsioon oleks 50-100 pg/ml. Umbervoltimise lahust segatakse
drnalt 4 °C juures 12-36 tundi. Umbervoltimis-reaktsioon peatatakse, lisades TFA 1dppkont-
sentratsioonini 0,4% (pH on ligikaudu 3). Enne valgu 16plikku puhastamist filtritakse lahus
1abi 0,22 pm poorisuurusega filtri ja lisatakse atsetonitriili 16ppkontsentratsioonini 2-10%.
Umbervolditud valk allutatakse kromatograafiale pddrdfaasi-kolonnis Poros R1/H, kasutades
litkkuva puhvrina 0,1% TFA-d ning elueerimist atsetonitriili 10 kuni 80% gradiendiga.
Fraktsioonide, millel ilmneb neelduvus 280 nm juures, alikvoote analiiiisitakse SDS-poliiak-
rililamiidgeelides ning homogeenset timbervolditud valku sisaldavad fraktsioonid {ihenda-
takse. Uldiselt elueeruvad enamuse valkude digesti voltunud liigid atsetonitriili vdiksematel
kontsentratsioonidel, kuna need on kompaktseimad liigid, mille hiidrofoobne sisemus on var-
jestatud vastasmoju eest podrdfaasi vaiguga. Agregeerunud liigid elueeritakse tavaliselt atse-
tonitriili suurematel kontsentratsioonidel. Lisaks valesti voltunud vormide lahutamisele soo-
vitud vormist eemaldatakse poordfaasietapiga ka proovidest endotoksiin.

(0420) Soovitult volditud IL-17A/F-poliipeptiidi sisaldavad fraktsioonid tihendatakse ja atse-
tonitriil eemaldatakse, kasutades lahusesse suunatud drna limmastikujuga. Valgud valmista-
takse lahuses, mille koostis on 20 mM Hepes, pH 6,8, ja 0,14 M naatriumkloriidi ja 4%
mannitooli, dialiiiisides voi geelfiltrides, kasutades valmistamispuhvriga tasakaalustatud vai-

kusid G25 Superfine (Pharmacia), ning need filtritakse steriilselt.

NAIDE 5

IL-17A/F-i ekspressioon imetajarakkudes

(0421) Selles niites illustreeritakse IL-17A/F-poliipeptiidide, mis on potentsiaalselt gliiko-

stiilitud vormis, valmistamist rekombinantse ekspresseerimisega imetajarakkudes.
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(0422) Ekspressioonivektorina kasutatakse vektorit pRKS (vaaadake iillitist EP 307247, mis
on avaldatud 15. maértsil 1989). IL-17A/F-1 DNA ligeeritakse valikuliselt vektorisse pRKS,
kasutades sobivaid restriktaase, et voimaldada IL-17A/F-1 DNA sisestamist, kasutades ligee-
rimismeetodeid, nagu on kirjeldatud teoses Sambrook et al., supra. Saadud vektorit nime-
tatakse pRKS-IL-17A/F.

(0423) Uhes teostuses vdivad valitud peremeesrakud olla 293-rakud. Inimese 293-rakke
(ATCC CCL 1573) kasvatatakse laatumiseni koekultuuriplaatidel keskkonnas nagu DMEM,
mida on tdiendatud veise loote seerumi ning valikuliselt toitaine ja/vdi antibiootikumidega.
Umbes 10 pg pRKS-IL-17A/F-DNA-d segatakse umbes 1 pg DNA-ga, mis kodeerib VA-
RNA geeni (Thimmappaya et al., Cell, 31:543 (1982)) ning lahustatakse 500 pl lahuses,
mille koostis on 1 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, 0,227 M CaCl,. Sellele segule lisatakse
tilkhaaval 500 pl lahust, mille koostis on 50 mM HEPES (pH 7, 35), 280 mM NacCl, 1,5 mM
NaPOs, ning sademel lastakse moodustuda 25 °C juures 10 minutit. Sade suspendeeritakse,
lisatakse 293-rakkudele ning lastakse seista 37 °C juures umbes 4 tundi. Kultiveerimis-
keskkond eemaldatakse aspireerimisega ning 30 sekundiks lisatakse 2 ml 20% gliitserooli
PBS-is. Seejdrel pestakse 293-rakke seerumivaba so0tmega, lisatakse vérske keskkond ja
rakke inkubeeritakse umbes 5 péeva.

(0424) Ligikaudu 24 tundi pérast transfektsioone kultiveerimiskeskkond eemaldatakse ja
asendatakse (ainult) kultiveerimiskeskkonna voi 200 pCi/ml 339-tsiisteiini ja 200 pCi/ml
33S-metioniini sisaldava kultiveerimiskeskkonaga. Pérast 12-tunnist inkubeerimist kogutakse
konditsioneeritud sd6dde, kontsentreeritakse tsentrifuugitava filtriga ning viiakse 15% SDS-
geelile. Toodeldud geeli voib kuivatada ja eksponeerida valitud ajavahemiku jooksul filmile,
et ilmneks IL-17A/F-poliipeptiidi esinemine. Transfekteeritud rakke sisaldavaid kultuure
voib edasi inkubeerida (seerumivabas keskkonnas) ning keskkonda testitakse valitud bioana-
liitisides.

(0425) Alternatiivse meetodi kohaselt voib IL-17A/F-1 293-rakkudesse sisestada transientselt,
kasutades dekstraansulfaadimeetodit, mida on kirjeldatud iillitises Somparyrac et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 12:7575 (1981). 293-rakud kasvatatakse loksutikolvis maksimaalse tihedu-
seni ja lisatakse 700 ug pRKS5-IL-17A/F-1 DNA-d. Esmalt kontsentreeritakse loksutikolvist
parinevad rakud tsentrifuugimisega ja pestakse PBS-ga. DNA-dekstraani sadet inkubeeri-
takse rakusademel 4 tundi. Rakke toddeldakse 20% gliitserooliga 90 sekundit, pestakse koe-

kultuurikeskkonnaga ja viiakse tagasi loksutikolbi, mis sisaldab koekultuurikeskkonda,
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5 pg/ml veise insuliini ja 0,1 pg/ml veise transferriini. Nelja pieva pérast konditsioneeritud
keskkond tsentrifuugitakse ja filtritakse, et eemaldada rakud ja purdaine. Seejirel voib eks-
presseerunud IL-17A/F-poliipeptiidi sisaldava proovi kontsentreerida ja puhastada mistahes
valitud meetodiga, nagu dialiiiis ja/voi kolonnkromatograafia.

(0426) Veel iihes teostuses voib IL-17A/F-poliipeptiide ekspresseerida CHO-rakkudes.
pRKS-IL-17A/F transfekteeeritakse CHO-rakkudesse, kasutades tuntud reagente, nagu
CaPO,4 voi DEAE-dekstraan. Nagu eespool on kirjeldatud, voib rakukultuure inkubeerida
ning asendada keskkonna (ainult) kultiveerimiskeskkonna voi radiomérgist nagu >°S-metio-
niin sisaldava kultiveerimiskeskkonnaga. Pérast IL-17A/F-poliipeptiidi esinemise madramist
vOib kultiveerimiskeskkonna asendada seerumivaba keskkonnaga. Eelistatavalt inkubeeri-
takse kultuure umbes 10 pdeva ning seejdrel konditsioneeritud keskkond kogutakse. Seejérel
voib ekspresseerunud IL-17A/F-poliipeptiidi sisaldava keskkonna kontsentreerida ja puhasta-
da mistahes valitud meetodiga.

(0427) Samuti voib peremees-CHO-rakkudes ekspresseerida epitoopmargistatud IL-17A/F-i.
IL-17A/F-1 vdib kloonida vektorist pRKS. Sisestuse kloonimiseks vdib teha PCR-ga, et baku-
loviirus-ekspressioonivektorisse sisestamiseks liita lugemisraamiga valitud epitoopmaérgis
nagu polii-His-mirgis. Seejérel voib polii-His-méargisega IL-17A/F-sisestuse kloonida SV40-
promootoriga juhitavasse vektorisse, mis stabiilsete kloonide selekteerimiseks sisaldab
selektsioonimarkerit nagu DHFR. Lopuks vdib selle SV40-promootoriga juhitava vektoriga
transfekteerida CHO-rakke (nagu on kirjeldatud eespool). Ekspresseerumise kinnitamiseks
vOib teostada maérgistamise, nagu on kirjeldatud eespool. Seejarel voib ekspresseerunud ja
polii-His-mérgistatud IL-17A/F-i sisaldava kultiveerimiskeskkonna kontsentreerida ja puhas-
tada mistahes valitud meetodiga nagu Ni*'-kelaat-afiinsuskromatograafia.

(0428) 1L-17A/F-poliipeptiide voib CHO- ja/voi COS-rakkudes ekspresseerida ka transientse
ekspresseerimisena voi ekspresseerida CHO-rakkudes stabiilse ekspresseerimise mone muu
toiminguga.

(0429) Stabiilne ekspresseerimine CHO-rakkudes teostatakse, kasutades jargnevat toimingut.
Valgud ekspresseeritakse [gG-konstruktsioonidena (immunoadhesiinidena), milles vastavate
valkude lahustuvaid vorme (nditeks rakuviliseid domeene) kodeerivad jarjestused on liidetud
IgG; konstantse piirkonna jérjestusega, mis sisaldab liigend-, CH;- ja CH,-domeene, ning/vai

polii-His-mérgistatud vormina.
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(0430) PCR-ga amplifitseerimise jarel kloonitakse vastavad DNA-d CHO-s ekspresseeri-
miseks sobivasse vektorisse, kasutades standardseid meetodeid, nagu on kirjeldatud teose
Ausubel et al., Current Protocols of Molecular Biology, osas 3.16, John Wiley and Sons
(1997). Konstrueeritakse CHO-s ekspresseerimiseks sobivad vektorid, millel on huvipakkuva
DNA-ga sobivad 5°- ja 3’ restriktsioonikohtad, et vdimaldada cDNA-de mugavat sisestamist.
CHO-s ekspresseerimiseks kasutatavat vektorit on kirjeldatud iillitises Lucas et al., Nucl.
Acids Res., 24(9):1774-1779 (1996), ning selles kasutatakse SV40 varajast promootorit/en-
hanserit huvipakkuva cDNA ekspressiooni juhtimiseks ning dihiidrofolaadi reduktaasi
(DHFR-1) geeni. DHFR-i ekspresseerumine vdimaldab pirast transfekteerimist selekteerida
plasmiidi stabiilseks sdilimiseks.

(0431) Ligikaudu 10 miljonisse CHO-rakku sisestatakse 20 pug soovitud plasmiidset DNA-d,
kasutades kaubanduslikult saadavat transfektsioonireagenti Superfect® (Qiagen), Dosper” voi
Fugene® (Boehringer Mannheim). Rakke kasvatatakse, nagu on kirjeldatud iillitises Lucas et
al., supra. Ligikaudu 3 x 107 rakku kiilmutatakse ampullis, et edasi kasvatada ja toota, nagu
kirjeldatakse allpool.

(0432) Plasmiidne DNA ampullides sulatatakse, pannes need vesivanni ja segades raputajal.
Sisaldised tostetakse pipetiga 10 ml keskkonda sisaldavasse tsentrifuugituubi ning tsentrifuu-
gitakse kiirusel 1000 pdoret minutis 5 minutit. Supernatant eemaldatakse aspireerides ning
rakud suspendeeritakse uuesti 10 ml selektiivses keskkonnas (1dbi 0,2 um pooride filtritud
PS20 koos veise loote seerumiga, mis on diafiltritud 1dbi 0,2 pm pooride). Seejarel rakud
alikvooditakse 100 ml loksutikolbi, mis sisaldab 90 ml selektiivset keskkonda. 1-2 pédeva
parast kantakse rakud 250 ml loksutikolbi, mis on tdidetud 150 ml selektiivse keskkonnaga,
ja inkubeeritakse 37 °C juures. Veel 2-3 pideva pérast kiilvatakse rakud 250 ml, 500 ml ja
2000 ml loksutikolbidesse tihedusega 3 x 10° rakku/ml. Rakkude keskkond vahetatakse
virske keskkonna vastu tsentrifuugimise ja resuspendeerimisega tootmiskeskkonnas. Kuigi
CHO jaoks vdib kasutada mistahes sobivat keskkonda, vdiks tegelikult kasutada 16. juunil
1992 vilja antud US patendis nr 5122469 kirjeldatud tootmiskeskkonda. Kolme liitrise
mahuga tootmis-loksutikolbi kiilvatakse rakud tihedusega 1, 2 x 10° rakku/ml. Pdeval 0
madratakse rakkude arv ja pH. Esimesel pdeval voetakse kolvist proov ning on soovitav
aereerimine filtritud dhuga. Teisel pdeval voetakse kolvist proov, temperatuur viiakse 33 °C
juurde ning lisatakse 30 ml gliikoosilahust kontsentratsiooniga 500 g/l ja 0,6 ml 10% vahu-

vastast agensit (nditeks 35% poliidimetiiiilsiloksaani emulsiooni, meditsiinilise puhtusega
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emulsiooni firmalt Dow Corning). Tootmise kéigus kohandatakse vajadusel pH-viirtust,
hoides seda vidirtusel umbes 7,2. 10 pdeva pérast voi kui elumus langeb alla 70%, raku-
kultuur kogutakse tsentrifuugimise ja filtrimisega ldbi 0,22 um poorisuurusega filtri. Filtraati
sdilitatakse 4 °C juures voi see viiakse kohe puhastamiskolonnidesse.

(0433) Polii-His-mirgistatud konstruktsioonide puhul puhastatakse valgud, kasutades kolonni
Ni-NTA (Qiagen). Enne puhastamist lisatakse konditsioneeritud keskkonnale 5 mM imida-
sooli. Kasutades voolukiirust 4-5 ml minutis 4 °C juures, viiakse konditsioneeritud keskkond
6 ml mahuga kolonni Ni-NTA, mis on tasakaalustatud 0,3 M NaCl ja 5 mM imidasooli
sisaldava 20 mM Hepes-puhvriga, pH 7,4. Pérast kolonni viimist pestakse seda jélle tasakaa-
lustamispuhvriga ning valk elueeritakse 0,25 M imidasooli sisaldava tasakaalustamispuhv-
riga. Jargnevalt vabastatakse see viga puhas valk soolast, viies selle 25 ml mahuga kolonni
G25 Superfine (Pharmacia) sdilituspuhvrisse, mille koostis on 10 mM Hepes, 0,14 M NaCl ja
4% mannitool, pH 6,8, ning siilitatakse -80 °C juures.

(0434) Immunoadhesiinikonstruktsioonid (Fc-d sisaldavad) puhastatakse konditsioneeritud
keskkonnast jargmiselt. Konditsioneeritud keskkond viiakse 5 ml A-valgukolonni, mis on
tasakaalustatud 20 mM naatriumfosfaatpuhvriga, pH 6,8. Pérast kolonni viimist ja enne
elueerimist 100 mM sidrunhappega, pH 3,5, pestakse kolonni pohjalikult tasakaalustamis-
puhvriga. Elueeritud valk neutraliseeritakse kohe, kogudes 1 ml fraktsioonid tuubidesse, mis
sisaldavad 275 pul 1 M Tris-puhvrit, pH 9. Jédrgnevalt vabastatakse see vdga puhas valk
soolast, viies selle séilituspuhvrisse, nagu on kirjeldatud polii-His-margistatud valkude puhul
eespool. Homogeensust hinnatakse SDS-poliiakriitilamiidgeelides ning aminohapete N-termi-

naalse sekveneerimisega, kasutades Edmani lagundamist.

NAIDE 6

IL-17A/F-i ekspressioon parmis

(0435) Jargneva meetodiga kirjeldatakse IL-17A/F-poliipeptiidide rekombinantset ekspres-
seerimist parmis.

(0436) Esmalt konstrueeritakse ekspressioonivektorid IL-17A/F-1 rakusiseseks tootmiseks
vOi sekreteerimiseks, kasutades promootorit ADH2/GAPDH. IL-17A/F-poliipeptiidi kodeeriv
ja promootorit sisaldav DNA sisestatakse sobivasse restriktsioonikohta valitud plasmiidis, et

juhtida IL-17A/F-poliipeptiidi rakusisest ekspressiooni. Sekreteerimiseks voib IL-17A/F-1
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kodeeriva DNA kloonida valitud plasmiidi koos DNA-ga, mis sisaldab promootorit
ADH2/GAPDH ja kodeerib IL-17A/F-i natiivset signaalpeptiidi voi muud imetajast parinevat
signaalpeptiidi voi nditeks parmi a-faktori voi invertaasi sekreteerimise signaal-/liiderjarjes-
tust ning (vajadusel) linkerjarjestust IL-17A/F-1 ekspresseerimiseks.

(0437) Seejdrel voib parmirakke nagu parmitiivi AB 110 transformeerida eespool kirjeldatud
ekspressiooniplasmiididega ning kultiveerida valitud fermenteerimiskeskkonnas. Transfor-
meeritud parmi supernatante voib analiilisida 10% triklorodddihappega sadestamise ja lahuta-
misega SDS-PAGE geelis, millele jargneb geelide viarvimine Coomassie Blue virviga.

(0438) Jéargnevalt voib IL-17A/F-poliipeptiidid eraldada ja puhastada, eemaldades pérmira-
kud fermenteerimiskeskkonnast tsentrifuugimisega ning kontsentreerides seejérel keskkonna
sobivaid padrunfiltreid kasutades. IL-17A/F-poliipeptiidi sisaldavat kontsentraati vdib edasi

puhastada, kasutades valitud kolonnkromatograafia vaikusid.

NAIDE 7

IL-17A/F-i ekspressioon bakuloviirusega nakatatud putukarakkudes

(0439) Jargneva meetodiga kirjeldatakse IL-17A/F-poliipeptiidide rekombinantset ekspres-
siooni bakuloviirusega nakatatud putukarakkudes.

(0440) IL-17A/F-i kodeeriv jérjestus liidetakse bakuloviiruse ekspressioonivektoris sisalduva
epitoopmargisega iilesvoolu. Sellised epitoopmargised hdlmavad polii-His-margiseid ja im-
munoglobuliinmirgiseid (nagu IgG Fc-piirkond). Kasutada voib erinevaid plasmiide, sealhul-
gas plasmiide, mis pédrinevad kaubanduslikult saadavatest plasmiididest nagu pVL1393
(Novagen). Liihidalt 6eldes amplifitseeritakse IL-17A/F-i kodeeriv jérjestus voi IL-17A/F-i
kodeeriva jérjestuse sobiv osa nagu membraani ldbiva valgu rakuviliste domeeni kodeeriv
jarjestus voi, kui see valk on rakuviline, kiipset rakku kodeeriv jarjestus PCR-ga, kasutades
5’- ja 3’-piirkonnale komplementaarseid praimereid. 5’-praimeris v3ib olla kiilgnev (valitud)
restriktaasi 1dikamiskoht. Seejdrel saadus ldigatakse nende valitud restriktaasidega ja klooni-
takse ekspressioonivektorisse.

(0441) Rekombinantne bakuloviirus tekitatakse, transfekteerides eespool kirjeldatud plas-
miidi koos BaculoG-DNA-ga (Pharmingen) Spodoptera frugiperda ("Sf9-") rakkudesse
(ATCC CRL 1711), kasutades lipofektiini (kaubanduslikult saadav firmast GIBCO-BRL).

Pérast 4-5-pédevast inkubeerimist 28 °C juures kogutakse vabastatud viirused ja kasutatakse
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edasiseks amplifitseerimiseks. Viirusega nakatamine ja valgu ekspresseerimine teostatakse,
nagu on kirjeldatud teoses O'Reilley et al., Baculovirus expression vectors: A Laboratory
Manual, Oxford: Oxford University Press (1994).

(0442) Seejarel voib ekspresseerunud polii-His-mérgistatud IL-17A/F-1 puhastada niiteks
Ni*-kelaat-afiinsuskromatograafiaga, mida kirjeldatakse jirgnevalt. Rekombinantse viiruse-
ga nakatatud Sf9-rakkudest valmistatakse ekstraktid, nagu on kirjeldatud iillitises Rupert et
al., Nature, 362:175-179 (1993). Liihidalt, Sf9-rakud pestakse, suspendeeritakse uuesti soni-
keerimispuhvris (25 ml Hepes, pH 7,9; 12,5 mM MgCl,; 0,1 mM EDTA; 10% gliitserool;
0,1% NP-40; 0,4 M KCI) ning neid sonikeeritakse jail 2 korda 20 sekundi jooksul. Sonikee-
ritud materjal selitatakse tsentrifuugimisega, supernatandist tehakse 50-kordne lahjendus
kolonnipuhvris (50 mM fosfaat, 300 mM NaCl, 10% gliitserool, pH 7,8) ning filtritakse 1dbi
0,45 um poorisuurusega filtri. Valmistatakse 5 ml tiidise mahuga kolonn Ni*"-NTA-agaroos
(kaubanduslikult saadav firmast Qiagen), seda pestakse 25 ml veega ja tasakaalustatakse
25 ml kolonnipuhvriga. Filtritud rakuekstrakt viiakse kolonni kiirusega 0,5 ml minutis. Ko-
lonni pestakse kolonnipuhvriga nulljooneni 280 nm juures mddtmisel ning sellest punktis
alustatakse fraktsioonide kogumist. Jargnevalt pestakse kolonni teisese pesupuhvriga (50 mM
fosfaat; 300 mM NaCl, 10% gliitserool, pH 6,0), milles elueeruvad mittespetsiifiliselt seon-
dunud valgud. Pidrast uuesti nulljoone saavutamist 280 nm juures mdodtmisel elueeritakse
kolonni 0-500 mM imidasooli gradiendiga teiseses pesupuhvris. Kogutakse 1 ml fraktsioonid
ja analiiiisitakse SDS-PAGE geeli ja hobedaga virvimise voi Western blot analiiiisiga, kasu-
tades aluselise fosfataasiga konjugeeritud Ni*’-NTA-d (Qiagen). His o-mirgistatud IL-
17A/F-i sisaldavad elueeritud fraktsioonid iihendatakse ja dialiiiisitakse kolonnipuhvri vastu.
(0443) Alternatiivselt voib IgG-maérgistatud (vOi Fc-mérgistatud) IL-17A/F-i puhastada,
kasutades tuntud kromatograafilisi meetodeid, sealhulgas néiteks kolonnkromatograafiat

A-valgu voi G-valguga.

NAIDE 8

IL-17A/F-ga seonduvate antikehade valmistamine

(0444) See niide illustreerib monokloonsete antikehade, mis vdivad spetsiifiliselt seonduda

IL-17A/F-ga, valmistamist.
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(0445) Monokloonsete antikehade tootmise meetodid on tehnika tasemes tuntud ning kir-
jeldatud niiteks teoses Goding, supra. Kasutatavad immunogeenid hdlmavad puhastatud IL-
17A/F-poliipeptiide, IL-17A/F-poliipeptiide sisaldavaid liitvalke ja rakupinnal rekombinant-
seid IL-17A/F-poliipeptiide ekspresseerivaid rakke. Eriala asjatundja voib sobiva immuno-
geeni valida liigse katsetamiseta.

(0446) Hiiri nagu Balb/c immuniseeritakse tdielikus Freundi adjuvandis emulgeeritud IL-
17A/F-1 immunogeeniga, siistides nahaalusi vo1 kdhuddnesiseselt 1-100 pg suuruse koguse.
Alternatiivselt emulgeeritakse immunogeen adjuvandis MPL-TDM (Ribi Immunochemical
Research, Hamilton, MT) ning siistitakse looma jdsemete kédpapatjadesse. Seejérel, 10 kuni
12 péeva hiljem, vdimendatakse immuniseeritud hiirtel toimet immunogeeni lisakogusega,
mis on emulgeeritud valitud adjuvadis. Seejérel voib mdne nidala jooksul hiirtel voimendada
toimet ka immuniseerivate lisaslistidega. 1L-17A/F-vastaste antikehade tuvastamiseks voib
silmakoopatagusest veenist votta perioodiliselt seerumiproove, mida testitakse ELISA-ana-
liiisidega.

(0447) Péarast antikeha sobiva tiitri tuvastamist voib antikehade suhtes ,,positiivseid* looma-
dele siistida veenisiseselt IL-17A/F-i. Kolm kuni neli pdeva hiljem hiired surmatakse ning
kogutakse pornarakud. Seejérel liidetakse pdrnarakud (kasutades 35% poliietiileengliikooli)
hiire miieloomi valitud rakuliiniga nagu P3X63AgU.1, mis on kéttesaadav ATCC-st, nr CRL
1597. Liitumisel tekivad hiibridoomirakud, mis vdib kiilvata 96 siivendiga koekultuuriplaa-
tidele, mis sisaldavad HAT-keskkonda (hiipoksantiini, aminopteriini ja tiimidiini), et inhibee-
rida mitteliitunud rakkude, miieloomi hiibriidide ja pornarakkude hiibriidide prolifereerumist.
(0448) Hiibridoomirakke skriinitakse IL-17A/F-vastase reaktiivsuse suhtes ELISA-ga. Soovi-
tud IL-17A/F-vastaseid monokloonseid antikehasid sekreteerivate ,,positiivsete hiibridoomi-
rakkude méédramine on eriala asjatundjale joukohane.

(0449) Positiivseid hiibridoomirakke voib siistida siingeensetesse Balb/c hiirtesse kohudone-
siseselt, et toota IL-17A/F-vastaseid monokloonseid antikehasid sisaldavaid astsiidivedelik-
ke. Alternatiivselt vOib hiibridoomirakke kasvatada koekultuurikolbides voi poorlevates kol-
bides. Astsiidivedelikes toodetud monokloonsed antikehad voib puhastada, kasutades am-
mooniumsulfaadiga sadestamist koos jérgneva geelkromatograafiaga. Alternatiivselt voib ka-

sutada afiinsuskromatograafiat, mis pohineb antikeha seondumisel A-valgu voi G-valguga.
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NAIDE 9
IL-17A/F-poliipeptiidide puhastamine spetsiifilisi antikehasid kasutades

(0450) Natiivseid voi rekombinantseid IL-17A/F-poliipeptiide voib puhastada valkude puhas-
tamise mitmesuguste standardsete meetoditega, mis on tehnika tasemes tuntud. Naiteks IL-
17A/F-propoliipeptiid, kiips IL-17A/F-poliipeptiid voi IL-17A/F-eelpoliipeptiid puhastatakse
immunoafiinsuskromatograafiaga, kasutades huvipakkuva IL-17A/F-poliipeptiidi suhtes spet-
siifilisi antikehasid. Uldiselt konstrueeritakse immunoafiinsuskolonn, sidudes IL-17A/F-polii-
peptiidivastase antikeha kovalentselt aktiveeritud kromatograafiavaiguga.

(0451) Poliikloonsed immunoglobuliinid valmistatakse immuunseerumist kas sadestades am-
mooniumsulfaadiga vdi puhastades immobiliseeritud A-valgul (Pharmacia LKB
Biotechnology, Piscataway, N. J.). Sarnaselt valmistatakse monokloonsed antikehad hiire
astsiidivedelikust, sadestades ammooniumsulfaadiga voi kromatografeeride immobiliseeritud
A-valgule. Osaliselt puhastatud immunoglobuliin seotakse kovalentselt kromatograafiavai-
guga nagu CnBr-ga aktiveeritud SEPHAROSE™ (Pharmacia LKB Biotechnology). Antikeha
seotakse vaiguga, vaik blokeeritakse ja pestakse vastavalt valmistaja juhistele.

(0452) Sellist immunoafiinsuskolonni kasutatakse IL-17A/F-poliipeptiidi puhastamiseks, val-
mistades IL-17A/F-poliipeptiidi sisaldavatest rakkudest lahustuva fraktsiooni. Selline valmis-
tamine tuleneb kogu raku voi rakuosa fraktsiooni, mis saadakse eristava tsentrifuugimisega,
lahustamisest detergendi lisamise voi muu tehnika tasemes tuntud meetodiga. Alternatiivselt
voidakse signaaljérjestust sisaldavat IL-17A/F-poliipeptiidi kasutatavas koguses sekreteerida
keskkonda, milles rakke kasvatatakse.

(0453) Lahustuvat IL-17A/F-poliipeptiidi sisaldav preparaat lastakse 14bi immunoafiinsus-
kolonni ning kolonni pestakse tingimustes, mis voimaldavad IL-17A/F-poliipeptiidi eelista-
tud absorbeerumist (nditeks kasutades suure ioonjouga puhvreid detergendi juuresolekul).
Seejérel elueeritakse kolonni tingimustes, mis I6huvad antikeha ja IL-17A/F-poliipeptiidi
vahelise sideme (nditeks kasutades madala pH-vdirtusega puhvrit, mille pH on ligikaudu 2-3,
vOi kaotroopse aine, nagu uurea voi tiotsiianaadiioon, kdrget kontsentratsiooni) ning IL-

17A/F-poliipeptiid kogutakse.
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NAIDE 10

Ravimite skriinimine

(0454) Kéesolev leiutis on eriti kasulik {ihendite skriinimiseks, kasutades IL-17A/F-polii-
peptiide vdi nende seonduvaid osasid mistahes erinevates ravimite skriinimese meetodites.
Sellisel testimisel kasutatav IL-17A/F-poliipeptiid voi -fragment v3ib olla vabana lahuses,
kinnitatud tahkele toendile, olla raku pinnal voi paikneda rakusiseselt. Ravimite skriinimise
ithe meetodi kohaselt kasutatakse eukariiootseid voi prokariiootseid peremeesrakke, mis on
stabiilselt transformeeritud IL-17A/F-poliipeptiidi vOi -fragmenti ekspresseeriva rekombi-
nantse nukleiinhappega. Konkureeriva seondumise analiiiisides skriinitakse ravimeid selliste
transformeeritud rakkudega. Rakke, mis on elusad voi fikseeritud vormis, vdib kasutada stan-
dardsetes seondumisanaliilisides. Néiteks voib mdota IL-17A/F-poliipeptiidi voi —fragmendi
ja testitava agensi vaheliste komplekside moodustumist. Alternatiivselt vdib moodta IL-
17A/F-poliipeptiidi ja selle sihtmérkraku voi sihtmérkretseptorite vahelise kompleksi moo-
dustumise vihenemist, mida pdhjustab testitav {ihend.

(0455) Seega pakutakse kéesolevas leiutises ravimite vOi mistahes muude agensite, mis
voivad toimida IL-17A/F-poliipeptiidiga seotud haiguse voi héire puhul, skriinimise meeto-
deid. Need meetodid hdlmavad sellise agensi lihendusse viimist IL-17A/F-poliipeptiidi voi
selle fragmendiga ning (i) agensi ja IL-17A/F-poliipeptiidi vdi —fragmendi vahelise komp-
leksi esinemise voi (ii) IL-17A/F-poliipeptiidi voi —fragmendi ja raku vahelise kompleksi
esinemise analiilisimist meetoditega, mis on tehnika tasemes hésti tuntud. Tiiipiliselt on IL-
17A/F-poliipeptiid vdi —fragment sellistes konkureeriva seondumise analiiiisides mérgistatud.
Pérast sobivat inkubeerimist eraldatakse vaba IL-17A/F-poliipeptiid vdi —fragment seondu-
nud vormist ning vaba v0i komplekseerumata mérgise kogus on IL-17A/F-poliipeptiidiga
seondumise voi IL-17A/F-poliipeptiidi/raku kompleksi hdirimise modt konkreetse agensi
puhul.

(0456) Veel iihe ravimite skriinimise meetodi kohaselt pakutakse suure ldbilaskevdimega
skriinimist iihendite suhtes, millel on sobiv seondumisafiinsus mingi poliipeptiididiga, seda
meetodit on iiksikasjalikult kirjeldatud tillitises WO84/03564, mis on avaldatud 13. septemb-
ril 1984. Liihidalt, tahkel substraadil, nagu plastndelad v6i mdni muu substraat, siinteesitakse
suur arv viikesi peptiidseid testitavaid ithendeid. IL-17A/F-poliipeptiidile kantuna lastakse
testitavatel peptiidiihenditel reageerida IL-17A/F-poliipeptiidiga ja pestakse. Seondunud IL-
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17A/F-poliipeptiid tuvastatakse tehnika tasemes tuntud meetodiga. Puhastatud IL-17A/F-
poliipeptiidi voib ka otse katta plaatidele, et kasutada seda ravimite skriinimise eespool mai-
nitud meetodites. Lisaks voib peptiidi plitidmiseks ja selle tahkele toendile immobiliseerimi-
seks kasutada mitteneutraliseerivaid antikehasid.

(0457) Leiutise kohaselt peetakse voimalikuks ka ravimite konkureeriva skriinimise analiiii-
side kasutamist, mille kohaselt IL-17A/F-poliipeptiidiga seondumise vdimega neutraliseeri-
vad antikehad konkureerivad testitava iihendiga seondumises IL-17A/F-poliipeptiidi voi selle
fragmentidega. Sellisel viisil voib neid antikehasid kasutada, et tuvastada mistahes peptiidi,

millel on IL-17A/F-poliipeptiidiga iiks v3i enam {ihist antigeenset determinanti.

NAIDE 11

Ravimite ratsionaalne kujundamine

(0458) Ravimite ratsionaalse kujundamise eesmaérgiks on tekitada huvipakkuva bioloogiliselt
aktiivse poliipeptiidi (st IL-17A/F-poliipeptiidi) struktuurseid analooge vdi viikesi molekule,
nditeks agoniste, antagoniste vOi inhibiitoreid, millega sellel voib olla vastasmdju. Milliseid
tahes nendest ndidetest voib kasutada, et kujundada ravimeid, milleks on IL-17A/F-polii-
peptiidi enam aktiivsed voi stabiilsed vormid vai sellised, mis vdimendavad voi héirivad IL-
17A/F-poliipeptiidi funktsiooni in vivo (cf., Hodgson, Bio/Technology, 9:19-21 (1991)).

(0459) Uhe ldhenemise kohaselt miiratakse rontgenkristallograafia, arvutiga modelleerimise
vo0i, koige tiilipilisemalt, nende kahe ldhenemise kombinatsiooniga IL-17A/F-poliipeptiidi voi
kompleksi IL-17A/F-poliipeptiid-inhibiitor kolmemddtmeline struktuur. Struktuuri ja mole-
kuli aktiivse(te) koha (kohtade) véljaselgitamiseks peab kindlaks tegema nii IL-17A/F-polii-
peptiidi kuju kui laengud. Vihem tdenéoliselt voib IL-17A/F-poliipeptiidi struktuuri kohta
teavet saada modelleerimisega, mis pohineb homoloogsetel valkudel. Molemal juhul kasu-
tatakse asjakohast struktuurset teavet, et kujundada analoogseid IL-17A/F-poliipeptiidisar-
naseid molekule voi selleks, et identifitseerida tohusaid inhibiitoreid. Ravimite ratsionaalse
kujundamise kasulikud néited vdivad holmata molekule, millel on suurenenud aktiivsus voi
stabiilsus, nagu on néidatud {illitises Braxton, Wells, Biochemistry, 31:7796-7801 (1992), voi
mis toimivad natiivsete peptiidide inhibiitorite, agonistide v0i antagonistidena, nagu on

néidatud iillitises Athauda et al., J., Biochem., 113:742-746 (1993).
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(0460) Samuti voib sihtmaérgispetsiifilise antikeha, mis on valitud eespool kirjeldatud funkt-
sionaalse analiilisiga, eraldada ning seejérel teha kindlaks selle kristallistruktuur. Pohimdtte-
liselt saadakse sellise ldhenemisega ravimi tuumiihend (pharmacore), millele voib tugineda
ravimi jargnev kujundamine. Vdimalik on valgu kristallograafia iildse vahele jétta, tekitades
funktsionaalse, farmakoloogiliselt aktiivse antikeha vastased idiotiilibivastased antikehad
(anti-id-id). Oleks eeldatav, et idiotiiiibivastaste antikehade seondumiskoht on peegelpildi
peegelpildina algse retseptori analoog. Seejdrel voib idiotiiiibivastast antikeha kasutada, et
identifitseerida ja eraldada peptiide keemiliselt va1 bioloogiliselt toodetud peptiidide panka-
dest. Seejérel toimiks eraldatud peptiidid ravimi tuumiihendina.

(0461) Kiesolevast leiutisest tulenevalt voivoib muuta kéttesaadavaks IL-17A/F-poliipeptiidi
kogused, mis on piisavad, et teostada selliseid analiiiitilisi uuringuid nagu rontgenkristallo-
graafia. Lisaks annaks siin pakutav teadmine IL-17A/F-poliipeptiidi aminohapete jarjestuse
kohta juhise rakendamiseks arvutiga modelleerimise meetodites, mida kasutataks rontgen-

kristallograafia asemel vdi sellele lisaks.
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PATENDINOUDLUS

1. Eraldatud nukleiinhappemolekul, millel on

(1) vdhemalt 80% nukleiinhappejirjestuse samasus:

(a) nukleotiidjdrjestusega, mis kodeerib IL-17A/F-poliipeptiidi, mis koosneb joonisel
3C niéidatud jarjestusest SEQ ID NO: 3 ja joonisel 3C néidatud jarjestusest SEQ ID
NO: 4;

(b) nukleotiidjérjestusega, mis kodeerib IL-17A/F-poliipeptiidi, mis koosneb joonisel
3C néidatud jarjestusest SEQ ID NO: 3 ja joonisel 3C néidatud jirjestusest SEQ ID
NO: 4, millel puuduvad nendega seotud signaalpeptiidid;

(c) nukleotiidjérjestusega, mis koosneb joonisel 7 ndidatud jarjestusest SEQ ID NO: 5
ja joonisel 9 ndidatud jérjestusest SEQ ID NO: 6; voi

(d) nukleotiidjérjestusega, mis koosneb joonisel 7 ndidatud jarjestuse SEQ ID NO: 5

ja joonisel 9 ndidatud jarjestuse SEQ ID NO: 6 tdispikast kodeerivast jarjestusest; voi

(i1) mis sisaldab:

(a) nukleotiidjarjestust, mis kodeerib IL-17A/F-poliipeptiidi, mis sisaldab joonisel 3C
ndidatud jérjestust SEQ ID NO: 3 ja joonisel 3C ndidatud jarjestust SEQ ID NO: 4;
(b) nukleotiidjdrjestust, mis kodeerib IL-17A/F-poliipeptiidi, mis sisaldab joonisel 3C
ndidatud jérjestust SEQ ID NO: 3 ja joonisel 3C niidatud jarjestust SEQ ID NO: 4,
millel puuduvad nendega seotud signaalpeptiidid;

(c) nukleotiidjérjestust, mis sisaldab joonisel 7 ndidatud jérjestust SEQ ID NO: 5 ja
joonisel 9 ndidatud jarjestust SEQ ID NO: 6; voi

(d) nukleotiidjarjestust, mis sisaldab joonisel 7 ndidatud jirjestuse SEQ ID NO: 5 ja
joonisel 9 ndidatud jarjestuse SEQ ID NO: 6 tdispikka kodeerivat jarjestust.

2. Eraldatud nukleiinhape vastavalt ndudluspunktile 2, kusjuures nimetatud IL-17A/F-polii-
peptiid on kovalentselt seotud heterodimeerne kompleks, mis koosneb jirjestustest SEQ ID

NO: 3 ja SEQ ID NO: 4.
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3. Eraldatud nukleiinhape vastavalt ndudluspunktile 2, kusjuures nimetatud kovalentselt seo-
tud heterodimeerne kompleks sisaldab kahte ahelatevahelist disulfiidsidet jarjestuste SEQ ID
NO: 3 ja SEQ ID NO: 4 vahel.

4. Eraldatud nukleiinhappemolekul vastavalt ndudluspunktile 1, millel on vihemalt 85% nuk-

leiinhappejérjestuse samasus:

(a) nukleotiidjérjestusega, mis kodeerib jérjestustest SEQ ID NO: 3 ja SEQ ID NO: 4
koosnevat IL-17A/F-poliipeptiidi;

(b) nukleotiidjarjestusega, mis kodeerib jirjestustest SEQ ID NO: 3 ja SEQ ID NO: 4
koosnevat IL-17A/F-poliipeptiidi, millel puuduvad nendega seotud signaalpeptiidid,

(c) nukleotiidjarjestusega, mis koosneb jarjestustest SEQ ID NO: 5 ja SEQ ID NO: 6; voi
(d) nukleotiidjirjestusega, mis koosneb tdispikkadest kodeerivatest jérjestustest SEQ ID
NO: 5ja SEQ ID NO: 6.

5. Eraldatud nukleiinhappemolekul vastavalt ndudluspunktile 1, millel on vihemalt 90% nuk-

leiinhappejérjestuse samasus:

(a) nukleotiidjarjestusega, mis kodeerib jarjestustest SEQ ID NO: 3 ja SEQ ID NO: 4
koosnevat IL-17A/F-poliipeptiidi;

(b) nukleotiidjérjestusega, mis kodeerib jérjestustest SEQ ID NO: 3 ja SEQ ID NO: 4
koosnevat IL-17A/F-poliipeptiidi, millel puuduvad nendega seotud signaalpeptiidid;

(c) nukleotiidjarjestusega, mis koosneb jarjestustest SEQ ID NO: 5 ja SEQ ID NO: 6; voi
(d) nukleotiidjarjestusega, mis koosneb tédispikkadest kodeerivatest jdrjestustest SEQ ID
NO: 5ja SEQ ID NO: 6.

6. Eraldatud nukleiinhappemolekul vastavalt ndudluspunktile 1, millel on vihemalt 95% nuk-

leiinhappejérjestuse samasus:

(a) nukleotiidjérjestusega, mis kodeerib jérjestustest SEQ ID NO: 3 ja SEQ ID NO: 4
koosnevat IL-17A/F-poliipeptiidi;
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(b) nukleotiidjarjestusega, mis kodeerib jirjestustest SEQ ID NO: 3 ja SEQ ID NO: 4
koosnevat IL-17A/F-poliipeptiidi, millel puuduvad nendega seotud signaalpeptiidid;

(c) nukleotiidjarjestusega, mis koosneb jarjestustest SEQ ID NO: 5 ja SEQ ID NO: 6; voi
(d) nukleotiidjarjestusega, mis koosneb tdispikkadest kodeerivatest jdrjestustest SEQ ID
NO: 5ja SEQ ID NO: 6.

7. Eraldatud nukleiinhappemolekul vastavalt ndudluspunktile 1, millel on vihemalt 99% nuk-

leiinhappejérjestuse samasus:

(a) nukleotiidjérjestusega, mis kodeerib jérjestustest SEQ ID NO: 3 ja SEQ ID NO: 4
koosnevat IL-17A/F-poliipeptiidi;

(b) nukleotiidjarjestusega, mis kodeerib jarjestustest SEQ ID NO: 3 ja SEQ ID NO: 4
koosnevat IL-17A/F-poliipeptiidi, millel puuduvad nendega seotud signaalpeptiidid,

(c) nukleotiidjarjestusega, mis koosneb jérjestustest SEQ ID NO: 5 ja SEQ ID NO: 6; voi
(d) nukleotiidjirjestusega, mis koosneb tdispikkadest kodeerivatest jérjestustest SEQ ID
NO: 5ja SEQ ID NO: 6.

8. Eraldatud nukleiinhappemolekul vastavalt ndudluspunktile 1, mis sisaldab nukleotiidjér-
jestust, mis kodeerib jirjestusi SEQ ID NO: 3 ja SEQ ID NO: 4 sisaldavat IL-17A/F-polii-
peptiidi.

9. Eraldatud nukleiinhappemolekul vastavalt ndudluspunktile 1, mis sisaldab nukleotiidjér-
jestust, mis kodeerib jirjestusi SEQ ID NO: 3 ja SEQ ID NO: 4 sisaldavat IL-17A/F-polii-

peptiidi, millel puuduvad nendega seotud signaalpeptiidid.

10. Eraldatud nukleiinhappemolekul vastavalt ndudluspunktile 1, mis sisaldab jirjestusi SEQ
ID NO: 5 ja SEQ ID NO: 6.

11. Eraldatud nukleiinhappemolekul vastavalt ndudluspunktile 1, mis sisaldab téispikki

kodeerivaid jérjestusi SEQ ID NO: 5 ja SEQ ID NO: 6.

12. Vektor, mis sisaldab ndudluspunktile 1 vastavat nukleiinhappemolekuli.
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13. Vektor vastavalt ndudluspunktile 12, mis on toimivalt {ihendatud kontrolljérjestustega,

mille tunneb ara selle vektoriga transformeeritud peremeesrakk.

14. Peremeesrakk, mis sisaldab ndudluspunktile 12 vastavat vektorit.

15. Peremeesrakk vastavalt ndudluspunktile 14, kusjuures nimetatud rakk on CHO-rakk, E.

coli rakk, parmirakk voi bakuloviirusega nakatatud putukarakk.

16. IL-17A/F-poliipeptiidi tootmise meetod, mis hdlmab:

(1) ndudluspunktile 14 vastava peremeesraku kultiveerimist nimetatud IL-17A/F-polii-
peptiidi ekspresseerimiseks sobivates tingimustes ning nimetatud IL-17A/F-poliipeptiidi
kogumist rakukultuurist; voi
(ii)
(a) peremeesrakkude transfekteerimist vordses koguses cDNA ekspressioonivekto-
ritega, mis kodeerivad joonisel 3C ndidatud inimese IL-17-poliipeptiidi jarjestusega
SEQ ID NO: 3 ja joonisel 3C néidatud jérjestusega SEQ ID NO: 4; ning
(b) peremeesraku kultiveerimist nimetatud IL-17A/F-poliipeptiidi kompleksi ekspres-
seerimiseks sobivates tingimustes ja nimetatud IL-17A/F-poliipeptiidi kompleksi

kogumist rakukultuurist.

17. Eraldatud poliipeptiid vdi kompleks, millel on vdhemalt 80% aminohapete jérjestuse
samasus IL-17A/F heterodimeerse kompleksiga, mis koosneb joonisel 3C niidatud jarjestu-
sest SEQ ID NO: 3 ja joonisel 3C niidatud jérjestusest SEQ ID NO: 4, millel on v&i puu-

duvad nendega seotud signaalpeptiidid.

18. Eraldatud poliipeptiid voi kompleks vastavalt ndudluspunktile 17, kusjuures nimetatud
heterodimeerne kompleks sisaldab kahte ahelatevahelist disulfiidsidet jarjestuste SEQ ID
NO: 3 ja SEQ ID NO: 4 vahel.
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19. Eraldatud poliipeptiid vdi kompleks vastavalt ndudluspunktile 17, kusjuures aminohapete

jarjestuse samasuse tase on vihemalt 85%.

20. Eraldatud poliipeptiid vdi kompleks vastavalt ndoudluspunktile 17, kusjuures aminohapete

jarjestuse samasuse tase on vihemalt 90%.

21. Eraldatud poliipeptiid vdi kompleks vastavalt ndoudluspunktile 17, kusjuures aminohapete

jérjestuse samasuse tase on vihemalt 95%.

22. Eraldatud poliipeptiid voi kompleks vastavalt ndudluspunktile 17, kusjuures aminohapete

jarjestuse samasuse tase on vihemalt 99%.

23. Eraldatud kompleks vastavalt noudluspunktile 17, mis on IL-17A/F heterodimeerne
kompleks, mis sisaldab jarjestusi SEQ ID NO: 3 js SEQ ID NO: 4, millel puuduvad nendega
seotud signaalpeptiidid.

24. IL-17A/F eraldatud heterodimeerne kompleks vastavalt ndudluspunktile 23, mis sisaldab
kahte ahelatevahelist disulfiidsidet jarjestuste SEQ ID NO: 3 ja SEQ ID NO: 4 vahel.

25. Kiméarne kompleks, mis sisaldab ndudluspunktile 23 vastavat IL-17A/F heterodimeerset

kompleksi, mis on liidetud heteroloogse aminohapete jérjestusega.

26. Kiméédrne kompleks vastavalt ndudluspunktile 25, kusjuures nimetatud heteroloogne

aminohapete jirjestus on epitoopmadrgis voi immunoglobuliini Fc-piirkond.

27. Eraldatud antikeha, mis seondub spetsiifiliselt ndudluspunktile 23 voi ndudluspunktile 24
vastava IL-17A/F heterodimeerse kompleksiga ning inhibeerib IL-17A/F heterodimeerse

kompleksi IL-8 ja IL-6 tootmist indutseerivat aktiivsust.

28. Eraldatud antikeha vastavalt noudluspunktile 27, kusjuures nimetatud antikeha on mono-

kloonne antikeha, humaniseeritud antikeha voi iiheahelaline antikeha.
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29. Eraldatud antikeha vastavalt noudluspunktile 27, kusjuures nimetatud antikeha on mono-
kloonne antikeha, millel on eelistatavalt inimesest erinevat pdritolu komplementaarsust

madrava piirkonna (CDR-1) jdédgid ja inimese raamistikupiirkonna (FR-1) jadgid.

30. Eraldatud antikeha vastavalt ndudluspunktile 27, mis on mérgistatud ja immobiliseeritud

tahkele toendile.

31. Eraldatud antikeha vastavalt ndudluspunktile 27, kusjuures nimetatud antikeha on anti-

keha fragment, monokloonne antikeha, iiheahelaline antikeha vai idiotiilibivastane antikeha.
32. Ainekompositsioon, mis sisaldab:
(a) IL-17A/F-poliipeptiidi voi -kompleksi, nagu on méératletud mistahes iithes noudlus-
punktidest 17 kuni 24; voi
(b) IL-17A/F-vastast antagonist-antikeha, nagu on méiératletud mistahes iihes noudlus-
punktidest 27 kuni 31;

kombineerituna kandjaga.

33. Ainekompositsioon vastavalt ndoudluspunktile 32, kusjuures nimetatud kandja on farmat-

seutiliselt vastuvdetav kandja.

34. Ainekompositsioon vastavalt ndudluspunktile 32, mis on kasutatav immuunseoselise

haiguse ravimiseks imetajal.

35. Ainekompositsioon vastavalt ndudluspunktile 32, mis (a) on vdoimeline

(1) suurendama T-liimfotsiiiitide proliferatsiooni imetajal voi

(i1) suurendama pdletikuga seotud rakkude infiltratsiooni imetaja koesse.

36. Ainekompositsioon vastavalt ndudluspunktile 32, mis (b) on vdimeline
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(1) inhibeerima T-liimfotsiititide proliferatsiooni imetajal voi

(i1) vdhendama poletikuga seotud rakkude infiltratsiooni imetaja koesse.

37. Ainekompositsioon vastavalt ndudluspunktile 32, mis sisaldab (a) voi (b) ravivalt toimi-

vat kogust.

38. Tootmisartikkel, mis holmab:

mabhutit,

etiketti nimetatud mahutil ning

ndudluspunktile 32 vastavat ainekompositsiooni, mis sisaldub nimetatud mahutis, kusjuu-
res etikett nimetatud mahutil néitab, et nimetatud ainekompositsiooni voib kasutada

immuunseoselise haiguse ravimiseks.

39. Mistahes tihes ndudluspunktides 17 kuni 24 madratletud IL-17A/F-poliipeptiidi voi

-kompleksi kasutamine ravimi valmistamiseks

(1) immuunseoselise héire ravimiseks;
(i1) T-limfotstiiitide proliferatsiooni stimuleerimiseks; voi
(ii1)pdletikuga seotud rakkude koesse infiltreerumise voimendamiseks seda vajaval ime-

tajal.

40. Noudluspunktis 27 méératletud IL-17A/F-vastase antagonist-antikeha kasutamine ravimi

valmistamiseks

(1) immuunseoselise héire ravimiseks;
(i1) T-limfotstiiitide proliferatsiooni inhibeerimiseks; voi
(ii1)pdletikuga seotud rakkude koesse infiltreerumise vihendamiseks seda vajaval ime-

tajal.

41. Kasutamine vastavalt ndudluspunktile 39 vai ndudluspunktile 40, kusjuures see immuun-

seoseline hdire on silisteemne eriitematoosluupus, reumatoidartriit, osteoartriit, juveniilne



EE -EP 1641 822 B1
183

krooniline artriit, spondiiloartropaatia, siisteemne skleroos, idiopaatiline pdletikuline miio-
paatia, Sjorgeni siindroom, siisteemne vaskuliit, sarkoidoos, autoimmuunne hemoliiiitiline
aneemia, autoimmuunne trombotsiitopeenia, tiireoidiit, diabeet, immuunvahendatud neeruhai-
gus, kesk- ja perifeerse narvisiisteemi demiieliniseeriv haigus, idiopaatiline demiieliniseeriv
poliineuropaatia, Guillaini-Barré’i siindroom, krooniline pdletikuline demiieliniseeriv polii-
neuropaatia, maksa-sapihaigus, nakkuslik vOi autoimmuune krooniline aktiivne hepatiit,
esmane sapitsirroos, granulomatoosne hepatiit, skleroseeruv kolangiit, pdletikuline soole-
haigus, gluteenitundlik enteropaatia, Whipple tobi, autoimmuunne vdi immuunvahendatud
nahahaigus, naha villtdbi, mitmekujuline eriiteem, kontaktdermatiit, psoriaas, allergiline hai-
gus, astma, allergiline nohu, atoopiline dermatiit, toidu suhtes iilitundlikkus, ndgestdbi, im-
munoloogiline kopsuhaigus, eosinofiilne kopsupdletik, idiopaatiline kopsufibroos ja iilitund-
likkusega seotud kopsupoletik, siirdamisega seotud haigus, transplantaadi hiilgamine voi

transplantaadi peremehevastane haigus.

42. Kasutamine vastavalt ndudluspunktile 41, kusjuures poletikuline soolehaigus on haavan-

diline koliit.

43. Kasutamine vastavalt ndudluspunktile 39 vdi ndudluspunktile 40, kusjuures nimetatud
poletikuga seotud rakud on mononukleaarsed rakud, eosinofiilid vdin poliimorfotuumsed

neutrofiilid (PMN-id).

44. Meetod mistahes iihes ndudluspunktides 17 kuni 24 méératletud IL-17A/F-poliipeptiidi
vOi —kompleksi esinemise tuvastamiseks proovis, mille kohta arvatakse, et see sisaldab
nimetatud poliipeptiidi, nimetatud meetod hdlmab nimetatud proovi eksponeerimist IL-17A-
vastasele antikehale ja IL-17F-vastasele antikehale ning nimetatud antikehade seondumise

méadramist nimetatud proovi koostisosaga.

45. Immuunseoselise haiguse diagnoosimise meetod imetajal, nimetatud meetod hdlmab:

(a) IL-17A-vastase antikeha ja IL-17F-vastase antikeha ithendusse viimist testitava proo-

viga, mis on saadud nimetatud imetajalt;
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(b) antikehade ja mistahes {ihes ndudluspunktidest 17 kuni 24 mairatletud IL-17A/F-
poliipeptiidi vdi —kompleksi vahelise kompleksi moodustumise mddramist testitavas
proovis;

(c) testitavas proovis moodustunud kompleksi koguse vordlemist moodustunud komp-

leksi kogusega tuntud normaalse koe sama rakutiitibiga rakkude kontrollproovis;

kusjuures moodustunud kompleksi suurem kogus testitavas proovis nditab immuunseoselise

haiguse esinemist imetajal, kellelt saadi testitavad koerakud.

46. Meetod, et identifitseerida iihend, mis inhibeerib mistahes {ihes ndudluspunktides 17 kuni
24 maédratletud IL-17A/F-poliipeptiidi v3i -kompleksi aktiivsust, nimetatud meetod hdlmab
rakkude, mis harilikult reageerivad nimetatud poliipeptiidile, iihendusse viimist (a) nimetatud
poliipeptiidi ja (b) kandidaatiihendiga ning nimetatud rakul (a) suhtes reaktsiooni puudumise

madramist.

47. Meetod, et identifitseerida {ihend, mis inhibeerib mistahes iihes ndudluspunktides 17 kuni
24 madratletud IL-17A/F-poliipeptiidi voi -kompleksi ekspressiooni rakkudes, mis harilikult
ekspresseerivad seda poliipeptiidi, sealjuures see meetod hdlmab rakkude ithendusse viimist
testitava lihendiga ning méaramist, kas IL-17A/F-poliipeptiidi vdi —kompleksi ekspressiooni

inhibeeritakse.

48. Meetod vastavalt ndudluspunktile 47, kusjuures nimetatud kandidaatithend on antisenss-

nukleiinhape.

49. Meetod iihendi, mis jéljendab mistahes lihes ndudluspunktides 17 kuni 24 méératletud IL-
17A/F-poliipeptiidi vai -kompleksi aktiivsust, identifitseerimiseks, nimetatud meetod hdlmab
rakkude, mis harilikult reageerivad nimetatud poliipeptiidile, {ihendusse viimist kandidaat-

ithendiga ning nimetatud raku nimetatud kandidaatiihendile reageerimise madramist.



EE — EP 1 641 822 B1

1/17

gl "Oid
A

' N
+ + ++ oLl
o+ 4+ ++ 4211
+-4+-+  +-+-+ L7
VNG?

VL1l

P R . M I BT K 7

Jaquinu

OL6 8 L9 W S¥veEeci eley

SI421-1l _ _ Sl 21l _

Holq 42411 i_

A

Is N
+ + + + L1

+ + + + 424

+-+-+ + -+ -+ L1

VNGO

Jv21-
Jaquinu

0L6 829 W S¥eEet! eley

_ Sl 421 _ _ Sl 217

_ noiq £1-11




EE — EP 1 641 822 B1

2117

0g-< 8 VA G2
06-8€ U plucolspyely 1£-6Z 1u pluooisiyel

2 . : 74\ e | 4Py olead

¥2-Z} U plucoispiely bk uplooispey o
° -

pI[23b 39V d-SaS pnyIAieA eBepaqoy apiuocoispjessnBiea ajeasulied )siuuojoy asoleydag-g

J

> V2 DI




ise kromatogramm

de valgu elueerum

iooni

IL-17A/F-i puhastamiskolonnist kogutud fraktsi

| B 4

317

viaal 37
viaal 36
viaal 35
viaal 34
viaal 33
viaal 32
viaal 31
viaal 30
viaal 29
viaal 28
viaal 27
viaal 26
viaal 25

viaal 24
viaal 23

viaal 4
viaal 3
viaal 2
viaal 1
viaal 0

viaal _435
viaal 3 st
]

EE — EP 1 641 822 B1

40

30

Y
&
TN
2 |
[y ]
=
T
w
e

]
o
o
o
™M

|
o
o
o
N

llll'llll

mAuU

1000 —

I[ITIIIII

FIG..2B-2

-— - - -
]
[}
]
]
]
Coaownewdenowesewwd

FiG.-2B
' FIG..2B-1



4/17
mAu
o o o
n|l|¥l||1||4lL111J_1111|

viaal 81
viaal 80
Viddl 79

EE — EP 1 641 822 B1

=

viaal 78
viaal 77
viaal 76
viaal 75
viaal 74
viaal 73
viaal 72
viaal 71
viaal 70
viaal 69
viaal 68
viaal 67
viaal 66
viaal 65
viaal 64
viaal 63
viaal 62
viaal 61
viaal 60
viaal 59
viaal 58
viaal 57
viaal 56
viaal 55
viaal 54
viaal 53
viaal 52
viaal 51
viaal 50
viaal 49
V|aal 48

vy

s,

%

e ey
g K
B At

§E% R

&
&

Es%a:‘ '::!‘ .

A 3

p} e & el

gars 3
&

Pk od P

BREA B

=
35
%
i

wney
ot
2
o

A

B

Minutid

FIG._2B-2



IL-8 (ng/mi)

EE — EP 1 641 822 B1

517

3 34

17 AF

35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

C4 kolonnist saadud fraktsiooni number

FiIG._2C

IL-17AF

FIG._3A

Markerid

IL-17A/F-i puhastamiskolonnist périnevate fraktsioonide
IL-8 indutseeimise aktiivsus
800 —1— T T 7 T T T T T T ]
600
400
200 i ~ er ‘
== IL-8 (pg/mi)
0.-




EE — EP 1 641 822 B1

6/17

¢ "Old

r—

N\

(7:ON a1 D3S) OAHHIAJIADLIDALATIANTTIOISASIODHNNYAATLIODIJASN
WSIADIDOYNIOOTNHOOYOAATSd XUNAAMIALANMAS LSUSH INYSHSANONANT IOIA
TINSODdAdAISTANOIILHOAN A T MUV VAS 1AV 10115 T T ANANY A DN LLAALA

42171

(c:ON Q! D3S) VYAHHAIJLADLOODASATINITHISNGOHAdTWUIAT
IA00IdASNHHAQANDQUYNI OO THYONVAMIASA AYTIAINYHINMIS LSUNAAASSWI
NLNLNYNHINTNARALId INTISNA DO ANYA TLLIOVIAIVITS TTTTISATSIADALRN

L1
gesy | €94 | €92°€ | S6€'7 | 280°c | G8E'C | 090°L | 6297 | 959'0 [ 98152 | £S8'E [ 98L'OL | , crncorel |
D ) 4 1 H 5 A 3 d | M y | ¢smselel |ZON aI03s
205'c | 665'L | 9200 | 88y'¥ | 6258 | 901’y [ €9G°€ [2SL'0L | 029°'9L | 6429 | 2£0°94 [ €SE'LL el 1
N d 0 ) d N H d _ 1 _ 5 | smysaliel 11:0ON QI D3S
vi/sLEL/abjeL/on| L/6 | OL/8 | 6/Z | 8/9 | LIS | 9/ | S/€ | v/2 | €/1 | MRUEDNS
‘ON Q1038

SNW3[N} 9SIWLIGBUDIANIS




EE — EP 1 641 822 B1

77

vy —Old
A

[ayea ¢¢ 1Beeliuneysns) ejaye-/1-7| el z¢| 16eefiule)sns) ejoye-4/1-7|
[ayeaA gz} 16eefiule)sns) ejaye-, |- el /i 1Beefiulie)sns) ejoye-4/1-7|
‘JopIsply|nsip }si[ayensjejaye ajyey qepjesis 4/y/1-1i

12148441 6¢l 66 16 £ e

mm~ LA [ . . . W

_ — : — VAHHATALADLOBf

SATINZTHIEND JHId RN TATIZ00 IdASNHHACANOQYN T OO THIONVIMI ASd AT AINUHINMAS LSUNAKIS SUNININLNINH ININARNALY A ANNAISNA 0DSNEd TL I

L | B -

—— il C_GCO N Pnﬂ

[ _ | onmmracundsoon

INATI TS T8 S SO0 UAATLA00 T d ASNHS IARAO0YNT Y N OOWDANTSd AENIAMLALANMAS LSS T INNSHS ASONENT IO T ATINS 00d Add IS T F0ISTHIANA I

| - J_ | . |

£91 ' ¢ . . Ly [§3
¥S1est g} 01 20!

[eye AL4-1

dvLii-i



EE — EP 1 641 822 B1

8/17

ar "Oid

r _ J
eq S0°02v2 = +[H+W] sudoojosiouow

(6¢-0¢ peddeyouiwe ipmydad eAny) [osiweyio| ebiunsdniy ejoye-71-|) NAISNADIOAN

(sy1-pg 1 peddeyouiwe ipiydad eAnys) [osiweyio| ebiulisdni) ejaye-4/1-11)  MFTOISASIOOH

Z u yuswBeyy eBawapispIYINSIP 47V L}-]

eq 85 01 ¥e =3 [H+W]esudoojosiouow

(v€1-621 paddeyouiwe ipidad eAppie) [osiweyio| eBlunisdny ejaye-/1-7) . YASNJOHAAE

(96-9¢ paddeyoulwe Ipidad eAyya) |asiweyio| ebjulisdni) ejaye-4/1-1) MASOOIAIIISTINDIILHOA

| TujuswiBe1} eBaWISpISPIFNSIP /v Z}-1|



EE — EP 1 641 822 B1

917

p A N
z/u zZ/w |
0'8Eb2 N.m_?m tmw&m Qo_mvm o“e__vm odmvu O'CEYE  8'SeYE  9BLYE  PLIPE N.vmvm 0°26€¢
2 2 ) g 1 N 1 1 | 2 ] s 1
| i |
! ) i
-2 ¢
= J 5
o w e = w
5 £
> - S
! g | g L 3
K: | , <
— —~ @ — 090LtE = &
e t | - L.
- - T L,
- [ [ B
- B - T
- cLoeve [ L -
] 1 — 1 — 1 — 1 F 1 __§ — ] — ] — 1L — i ﬁ

2 1u JuawiBesy eBowapISPIINSIP AL}

| Ju juawBesy eBawapispiyinsip 4/vLL-1I



EE — EP 1 641 822 B1

10/17

mm om
C ¢ mmo
- m)
[
-
15eMm
L1 SSeWeEScHdE0EC90

S sw jind
9 + .4 Yeed eseq

6300'€:IN

-ay —"old

(unw) mm<,
st ol 0
— [ 4 ' 1
- -0
VN N
06 4ypg 5126 02
99'/ 0Lt "
o
1206 -
gamr N om
o8
2968 -
eL'vl E oot
— 1 1 1 ] — 1 || 1 1 — 1 [ H J 1 [ 1 | 1
20'GE - 000 LY



EE — EP 1 641 822 B1

11/17

(uiw) Bay
s o_m m_m ow m_ | ol S 0
[l 1 1 2 [l 1 i [ [N 1 1 [ [ 3 I '] Il 1 — L 1 1 i — ¥ 1 i
: - , 0
- golct gl _ s 60117 )| L0 Oel 80kl 4z J
-0'112l _ A :_NQ 1 :au gorel ° _ : : _ X
042t/ 9608 2 ‘giez” sz ooty ELP AN pS' Y g0 -
- oy
- -
- —09
- 08
: £'6LYZ+IN PNIEPIOYE) -
L | , 00
SSRWEEZZHAC0pZo0 |  0'6HZHN Aekepias @0z 00
SW
1 HDO ‘009 W ..mnwv_ WONH | A N W W N YU S VN VN DU T T T MWJO.&M“M_ UUMN“ Loy
SW find | 4 AqASNG e - A -
@. PPN—.:V.O—N—.HN\E Jaawipousjay ¢0'GE-000 ..—.K
8300°2°IN ALl




EE — EP 1 641 822 B1

12/17

e-arv 'oOid

(pnnuiw) Bay
se 8 2 0z Sl ol S 0
1 1 1 1 L i 'l ] 1 1 L 1 — L L L i m L i 1 i
o ~ _ 0
: 5 s: 0'gEl 8e L'8elL \ /n 01 '8t peELL -
w 0908 252 LaE 8161 95l 21t £2°¢ -
- (0% m: 02
" -
- o
I [
L 09
i {e+) 0'BELL -
I 80'l ”
L : — 08
i -
" L'60VE +IN PNIEpIoYE) -
* SSeWBEZZHAE0RzoD | O OOVE H ATePIe® o
S
W mmOO.OOOWo—mOO. @TON&H | IV W YN T JUNE VN ST TR T U N I mmmmemm&mO SLHOA [V SR S |
w N4 | : MHSODDANddDSTANDIILH . n
s JINd 15N O 20°SE - 00°0 LY
LB L LN Jeawiposajey 11|




EE - EP 1 641 822 B1
13/17

IL-17A/F-i IL-8 indutseeriva aktiivsuse annusest soltuv vastus:
eristuv voimekus vorreldes IL-17 ja IL-17F-ga

IL-8 indutseerimine IL-17A/F-ga
100 T T
o|L-17AF
o|L-17F
olL-17 }
¢ 8le o b
IL-8 (ng/ml) o g8
10 - 8
®
1 o t 5 -
8 g
32 ) 8
8 SSgags B 8
1
FI G 5 A 105 0,001 0,100 10,000

1000,000
Ligand (nM)
IL-6 indutseerimine IL-17A/F-ga
100 T
| le IL-17AF
o|L-17F
olL-17
o ¢ole
o ° $ (o] a
IL-6 (ng/ml) o °?%
10 o : o
(] D
IIRY
(-4
° 8 é S -
(-4
39 .0
oo ?; g 8
o © P
8 f
3
Fﬂ@ 58 105 0,001 0,900 10,000 1000,000
0. UO,

Ligang (nid),



EE — EP 1 641 822 B1

14/17

97°9Id

OOMACADIAXAXTANYOAAAYIAZVETSNHOTAV LA S IAYS I LIYOMASAVARISONAINTAYAMT TON O VOUAMEINISNILADSYYIST  #E€
OOMAGHYASIDITSHEYOA AAVIAIVEISNNOTAVLADIS LAYS LLIIOMAS AVAALSOONGATIDAMITON DI VOUAMEIOSASITIIOSYYIST €F
OOMACHYSSAMMININYVOX XAV IATVETSNROTAV LIS LAYS I LAY OVASAVAGIADALILIGOAMITTONDIVOUAMEIXSASILAOSYYIST 2E
OOMAHODMAMOMIMIVOAAA VY LATVY TS NROTAVLIDIS LAVS ILIUOYASAVANIVONGA S IMOAMI TON Od VOUAMBIMASNILIOSYYOST 1B

OOMAANY XS TSI ARRADXAAYE VYD A AAY LAZVI TSNHOTAV LA S LAVS I LA ONASTY XX LSONLAS IMVAMATON DA VOHAMETONDLILIOSYYOST  0F
VSHTTANYSVILAMINVOA AAVLAT VTS NWTTAV I S IAYS I LI OMASAVAQEADAR S LIMYAMTTONOIVOUAMHAIVISIILIOSYNIST 62
OOMATRAYAXVAASTOMIVOARAVIATVITS NHOTAV LIS LAVS I LIYONASAYAQINONAI LI SOAMTTONOIVOIAMBINSALITIOSYVIST 82
OOMATHYAVELND VS I98 UV O AANVIAT VI ISNNOTAVLINI S IAYS ILITDIAS AV ARAL KOS XAS IMYAMT TONOIYOUAMBIANGIILAOSYNIST L2
DOMATIYAAYS TS SUYANYO A XAYIATVY TS NHOTAY LN S LAYS T LIUONASAVANLAOS RIS IMYAMITONOIVOIAMATIRIOLITIOSYYIST O3
090 AMHAXDYANAHYEARASANYVO A AAV LATTI IS NHOTAV LADIS LAYS ILIUORAS AV XX LAONS IS IMYAMT TONOIYONAMHIOXOLILIOSYYIST G2
DOMAQILMASAD XS VIV OAAAVIAIVI TS NWOTAV LN S LAY S ILIYOIASNYARLS DS LA TIVAMATON OIVOUAMEISSASITLIOSYYOST ¥
0OMAQIIODTUVIAAAY LATTE ISNROTAV LN S LAVS I LIYOFASAVAXIXODXGLIADAMI TONOIVOIAMATIMIALIIIOSYYDST €2
OOMATHAXDYANTHUXAXXSAMHYIA XAV LATVI TS NROTAV LIS LAVS T LIUOMAS AV ARLAONS ASTNVAMTTONOIVONAMBIOADLILIIDSYYIST 22
OOMAQHAXDIANAAYMLIAYS LYV ANV LATVITS NHOTAY LIS LAVS ILIUOYASAYANL S OOSANTEOAMITONOIYOUAMEIALSNILIDSYYOST |
DOMAMHADDAAIADDA SHYIA ANV LAT VI TS NROTAVINIS LAYS I LI ONASAYAALADS YA LI OOAMATON O VOUAMBIYSSSTLIAOSYVIST (¢
OOMACRALOEDAOMMMATEY D A AAYIATVI TS NROTAV LA S LAYS T LI OAASAVIRISONLALIADAMTTON DI VOUAMBIMLSLILIOSYVIST Bl
OOMAMHYAOVSH AATTITHVOXAAYIATVITSNHOTAV LM SLAYS TLIUOYASAVAQLAOS KIS IMVAMTTON OIVOUAMETIRINLITZIOSYYOST @l
OOMAMHAX SYTMEMLADMEVIA XAV LATVE IS NWOTAY LIS LAYS I LIYOMASAYANLAOS LA L IMOAMITON O VOUAMHIONALIIIOSYYIST L)
OOMATHY ZOMETTO DIVOA ANV LATVETSNHOT XYL S IAYS I LINONASAVATLADS X dS IMYAMATON DAY DIAMEIASSSILAOSYYIST QL
OOMATRAXS ADMEG XA TLIIYD A XAV LAIVYTSNHOTAV LN S LAYS I LIYONASAVAXLEOS XS IMOAMITONOAVOUAMET ANQLILIDSVYYOST Gl
OOMATHARDTYAZS SNYOUYOAANVIAITITS NROTAV LIS LAYS TLIYORASAVAALSOSYANTI IOAMATONOAYOUAMEIASSSTLAOSYVYIST ¢l
OOMATHAYYAVEAS TOMMVYIARAV LAV ISNHROTAVIN S IAYS T LIUONASAYAQAINONAJ LISOAMITONOdYOUAMBIMSALILAOSYYOST €L
OOMAMNANA IOV IS AYIATUVD A ANV LATVIIS NROTAV LA S LAVS T LI OYASAYXAINDDS LI IYAMTTON O YDINAMBRIMSOSILIDSYYIST  ZL
OOMATNYOYMAVIOOEAVEY DA ANY LATVETS NN TAY LA S LAYS TLIUOMASAVANLS OONANIAYAMT TON DA YOUAMHIMXONT LIOSYYIST  LL
OOMAGAINNTINSEVOA RAAVLATVYTSNHNOTAVLIGISIAYS I LIOMASAYARLADARA A I IDAMITONDAVOIAMHIASANTIIADSYYIST  Ql,
OOMATHAXDDIXS DUV XANY AT VYIS NHOTAY LN SIAVS I LIYOIASAYARLVOAVAX IMYAMITONOIVOUAMHET AASLILAOSYYIST 6
OOMAQHOYAAIOSDATOIVAUVIA XAV LATVH IS NRDTAVINISIAYS TLIYORASAVARLXOAX AR IDYAMT TONOAVOUAMEINSISILADSYYOST 8
DOMATHYASAONDATIVOARNAY LA VYIS NROTAYIIDISIAVYS ILIUOMASAYAALAOS XAS IMYAMTTONOAVOUAMBI XLS LILIDSYYIST £
OOMATHYAD AYNS XA IAIAZTTVO ANV IATITSNHOTAY LIS LAVS ILIUORASAVARLSHSSALTADAMETONDIYOUAMEIMSNLILAOSYYOST 9
OOMATHARMIRAVEYO A ANV LATTIISNHOTAVINNY S LAYS TLIYOMASAVAALSOOXANT XYAMATONOIVOUAMEIASOSITIADSYEIST  §
DOMACHYYMIO XINDHONYD A ANV IATY ITSNHOTAVINNS LAVS TLIIONASAVANIAONAA LI XOAMATONOIIYOUAMHIVS SNILADSWVYOST ¢
OOMAQANSMNS YV A ANV LATVITSNROTAV LIS LAYS TLIUOMASAYAAIVOOXALTAYAMTTONOAVOUAMHIMINLILIOSVYIST €
DOMATNYOAMMMTTEVI A ANV LATVHISNHOTAVLNNS LAVS ILIIOMASAYARIADDAIS TIVAMITONOIVOUAMHIXSASILIOSVYOST 2
DOMATHY ADAARDUVEAVOAANVIATVITSNHOTAV LIS LAVS ILIUOUASAYAALAOS AL IOVAMATONOIVOUAMAIVSASILAOSYYOST |
£H-H4a0 ¢H-4Q0 1H-4a0 iU uoopy

}si-qe4 yseanpuoas ebi-4//1-71 SH-LH 3D qepjesis siw ‘eje asn)saliel ajadeyouiwe euuoyliid eAnIa3LIEA BJ3YE 3)SBY




EE - EP 1 641 822 B1
15/17

GCAGGCACAAACTCATCCATCCCCAGTTGATTGGAAGAAACAACGATGACTCCTGGGARAG
ACCTCATTGGTGTCACTGCTACTGCTGCTGAGCCTGGAGGCCATAGTGAAGGCAGGAATC
ACAATCCCACGAAATCCAGGATGCCCAAATTCTGAGGACAAGAACTTCCCCCGGACTGTG
ATGGTCAACCTGAACATCCATAACCGGAATACCAATACCAATCCCAAAAGGTCCTCAGAT
TACTACAACCGATCCACCTCACCTTGGAATCTCCACCGCAATGAGGACCCTGAGAGATAT
CCCTCTGTGATCTGGGAGGCAAAGTGCCGCCACTTGGGCTGCATCAACGCTGATGGGAAC
GTGGACTACCACATGAACTCTGTCCCCATCCAGCAAGAGATCCTGGTCCTGCGCAGGGAG
CCTCCACACTGCCCCAACTCCTTCCGGCTGGAGAAGATACTGGTGTCCGTGGGCTGCACT
TGTGTCACCCCGATTGTCCACCATGTGGCCTAAGAGCTCTGGGGAGCCCACACTCCCCAA
AGCAGTTAGACTATGGAGAGCCGACCCAGCCCCTCAGGAACCCTCATCCTTCAAAGACAG
CCTCATTTCGGACTAAACTCATTAGAGTTCTTARAGGCAGTTTGTCCAATTARAGCTTCAG
AGGTAACACTTGGCCAAGATATGAGATCTGAATTACCTTTCCCTCTTTCCAAGAAGGAAG
GTTITGACTGAGTACCAATTTGCTTCTTGTTTACTTTTTTAAGGGCTTTAAGTTATTTATG
TATTTAATATGCCCTGAGATAACTTTGGGGTATAAGATTCCATTTTAATGAATTACCTAC
TTTATTTTGTTTGTCTTTTTAAAGAAGATAAGATTCTGGGCTTGGGARTTTTATTATTTA
AAAGGTAAAACCTGTATTTATTTGAGCTATTTAAGGATCTATTTATGTTTAAGTATTTAG
AAAANAGGTGARAAAGCACTATTATCAGTTCTGCCTAGGTAAATGTAAGATAGAATTAAAT
GGCAGTGCAAAATTTCTGAGTCTITACAACATACGGATATAGTATTITCCTCCTCTTTIGTT
TTTAAAAGTTATAACATGGCTGAARAAGARAGATTAAACCTACTTTCATATGTATTAATTT
AAATTTTGCAATTTGTTGAGGTTTTACAAGAGATACAGCAAGTCTAACTCTCTGTTCCAT
TAAACCCTTATAATAAAATCCTTCTGTAATAATAAAGTTTCAAAAGAAAATGTTTATTTG
TTCTCATTAAATGTATTTTAGCAAACTCAGCTCTTCCCTATTGGGAAGAGTTATGCAAAT
TCTCCTATAARGCAAARCARAGCATGTCTTTGAGTAACAARTGACCTGGAAATACCCAAAAT
TCCAAGTTCTCGATTTCACATGCCTTCAAGACTGAACACCGACTAAGGTTTTCATACTAT
TAGCCAATGCTGTAGACAGAAGCATTTTGATAGGAATAGAGCARATAAGATAATGGCCCT
GAGGAATGGCATGTCATTATTAAAGATCATATGGGGAAAATGAAACCCTCCCCAAAATAC
AAGAAGTTCTGGGAGGAGACATTGTCTTCAGACTACAATGTCCAGTTITCTCCCCTAGACT
CAGGCTTCCTTTGGAGATTAARGGCCCCTCAGAGATCAACAGACCAACATTTTTCTCTTCC
TCAAGCAACACTCCTAGGGCCTGGCTTCTGTCTGATCAAGGCACCACACAACCCAGAAAG
GAGCTGATGGGGCAGAACGAACTTTAAGTATGAGAAAAGTTCAGCCCAARGTAAAATAAAA
ACTCAATCACATTCAATTCCAGAGTAGTTTCAAGTTTCACATCGTAACCATTTITCGCCC

FIG..7
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MTPGKTSLVSLLLLLSLEAIVKAGITIPRNPGCPNSEDKNFPRTVMVNLNIHNRNTNTNP
KRSSDYYNRSTSPWNLHRNEDPERYPSVIWEAKCRHLGCINADGNVDYHMNSVPIQQEIL
VLRREPPHCPNSFRLEKILVSVGCTCVTPIVHHVA

FIG._8

CAACTGCACCTCGGTTCTATCGATAGCCACCAGCGCAACATGACAGTGAAGACCCTGCAT
GGCCCAGCCATGGTCAAGTACTTGCTGCTGTCGATATTGGGGCTTGCCTTTCTGAGTGAG
GCGGCAGCTCGGAAAATCCCCAAAGTAGGACATACTTTTTTCCAAAAGCCTGAGAGTTGC
CCGCCTGTGCCAGGAGGTAGTATGAAGCTTGACATTGGCATCATCAATGAAAACCAGCGC
GTTTCCATGTCACGTAACATCGAGAGCCGCTCCACCTCCCCCTGGAATTACACTGTCACT
TGGGACCCCAACCGGTACCCCTCGGAAGTTGTACAGGCCCAGTGTAGGAACTTGGGCTGC
ATCAATGCTCAAGGARAGGAAGACATCTCCATGAATTCCGTTCCCATCCAGCAAGAGACC
CTGGTCGTCCGGAGGARGCACCAAGGCTGCTCTGTTTCTTTCCAGTTGGAGAAGGTGCTG
GTGACTGTTGGCTGCACCTGCGTCACCCCTGTCATCCACCATGTGCAGTAAGAGGTGCAT
ATCCACTCAGCTGAAGAAG

FIG._9

MTVKTLHGPAMVKYLLLSILGLAFLSEAAARKIPKVGHTFFQKPESCPPVPGGSMKLDIG
IINENQRVSMSRNIESRSTSPWNYTVIWDPNRYPSEVVOAQCRNLGCINAQGKEDISMNS
VPIQQETLVVRRKHQGCSVSFQLEKVLVIVGCTCVTPVIHHVQ

Signaaljarjestus: aminohapped 1-30
N-gliikosiitilimiskoht: aminohapped 83-86
N-muristtdlimiskoht: aminohapped 106-111; 136-141

FIG._10
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IL-17A/F ELISA CD3-vastase / CD28-vastase
antikehaga aktiveeritud inimese T-rakkudest
toodetud IL-17A/F-i m66tmine
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FIG._11 Tunnid

IL-17A/F ELISA fraktsioonid nr 31-33
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