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TEHNIKAVALDKOND

[0001] Kdnealune leiutis puudutab immunoloogia valdkonda. Tépsemalt puudutab leiutis
meetodit, millega tuvastada ligand, mis stimuleeriks mieloidrakkudel avalduvat
kéivitusretseptorit (TREM-1), ning antikehi, mis TREM-1 ligandit seovad. Sellised
antikehad vOivad moduleerida mueloidrakkude aktivatsiooni ning seega ka poletikulisi

reaktsioone.

LEIUTISE OLEMUS

[0002] Peptidogliikaani tuvastusvalk 1 (tuntud ka kui PGLYRP1, PGRP-S, TNFSF3L,
PGRP, TAG7 ja PGRPS) ekspresseeritakse neutrofiilides ning see vabaneb nende
aktiveerumisel. PGLYRP1 leidub ohtralt haigetes kudedes ning see on immunsulsteemi
t06s téhtis bakteriaalsete infektsioonide kdrvaldamisel. PGLYRP-valkude perekonna
(PGLYRP1, PGLYRP2, PGLYRP3, PGLYRP4) liikmed interakteeruvad bakteriaalsete
peptidoglukaanidega (PGNid), kuid valkude PGN-i seondumissaitides on olulisi erinevusi.
PGLYRP1-I on lisavagu, mis arvatavasti on seondumissait senitundmatule efektorile voi
signaalvalgule (J. Mol. Biol. 347: 683-691 (2005)). PGLYRPL1 on hésti konserveeritud 196
aminohappe pikkune valk, mis koosneb signaalpeptiidist ja peptidoglikaani

seondumisdomeenist.

[0003] PGLYRP1 vahendatava signaalmehhanismi tuvastamine on oluline, et mdista ning
seega muuta selle wvalgu funktsioone erinevates poletikulistes haigustes ning

nakkushaigustes.

[0004] TREM-1-1 on hasti teada mdjud immuunmodulatsioonile, kuid seni ei ole TREM-1
vahendatud immuunfunktsoonini viivat mehhanismi mdistetud. TREM-1 on retseptor,
mida ekspresseeritakse mueloidrakkudel, nagu monotsudid, makrofaagid ja neutrofiilid.
Tegu on transmembraanse valguga, mis koosneb 234 aminohappest, kaasa arvatud thest
rakuvalisest immunoglobuliindomeenist ja liihikesest tsutoplasmaatilisest sabast. TREM-
1-1  puudub selge signaliseerimismotiiv, ent aktiveerumisel ~moodustab see
dimeere/multimeere ning vahendab signaale ITAM-i sisaldava signaaladaptervalguga

DAP12 assotsieerumise teel. Allavoolu signaliseerimine v6ib hdlmata Syk-i ja Zap70
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fosforlleerimist. Allavoolu signaliseerimine vdib hdlmata NFAT, ELK, NK-kappaB
transkriptsioonifaktorite aktiveerimist. TREM-1 aktiveerumisel vallandub
mueloidrakkudes inflammatoorsete tsutokiinide vabastamine, sealhulgas TNF-o (TNF-

alfa), IL-8 ja monotstitne kemotaktiline valk 1.

[0005] TREM-1 on (lesreguleeritud patsientide organismis, kellel on sepsis,
reumatoidartriit (RA) ja pbletikuline soolehaigus (IBD, ingl inflammatory bowel disease),
ning tha enam uuringuid toetab teooriat, et TREM-1 soodustab pdletikuliste haiguste teket
ja arengut. TREM-1 signaalide blokeerimise puhul on in vivo hiiremudelites néidatud

terapeutilist toimet RA ja IBD ravis.

[0006] TREM-1 aktivatsiooni toimemehhanism on jaddnud tundmatuks, kuna TREM-1
aktiveeriv ligand ei ole valdkonna spetsialistidele teada. Seega on valdkonnas vaja
meetodit TREM-1 ligandi tuvastamiseks. Valdkonnas on vaja meetodit, mille abil
tuvastada molekul, nditeks antikeha, mis vdib vahendada, blokeerida vGi segada TREM-1
interaktsiooni selle ligandiga. Valdkonnas on vaja molekuli, néiteks antikeha, mis voib
seonduda TREM-1 ligandiga ja seega vahendada, blokeerida v0i segada TREM-1
stimuleerimist ligandiga. Valdkonnas on vaja molekuli, nditeks antikeha, mis on vdimeline
TREM-1 ligandit siduma. Valdkonnas on vaja molekuli, néiteks antikeha, mis on
vOimeline TREM-1 ligandit siduma ning seega blokeerima TREM-1 aktiveerumist ja
signaliseerimist. Valdkonnas on vaja molekuli, nditeks antikeha, mis on vdimeline TREM-
1 ligandit siduma ning seega vahendama voi blokeerima tsiitokiinide vabanemist TREM-1

avaldavatest mueloidrakkudest.

[0007] Selles dokumendis avaldatakse meetod ja katse, mille abil tuvastada TREM-1
ligand ja molekulid, nditeks antikehad, mis on vdimelised TREM-1 ligandit siduma. Siin
kirjeldatakse antikehi, mis on v@imelised TREM-1 aktiveerumist mdjutama. Seega
sobivad siin avaldatud antikehad farmatseutiliseks kasutamiseks. Antikehadel, mis seovad
TREM-1 ligandit ning mis véhendavad vO6i blokeerivad TREM-1 ja selle ligandi
interaktsiooni, vdib olla suur m&ju krooniliste pdletikuliste haigustega, nagu naiteks
reumatoidartriidi, psoriaatilise artriidi vo6i pdletikuliste soolehaigustega, patsientide
elukvaliteedile. Osanai et al. on avaldanud poliikloonsed antikehad, mis on v6imelised
PGLYRP1-ga seonduma (Infection and Immunity, 2010, 79. kd, nr 2, Ik 858-866).
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Leiutise ulatus on méadaratletud patendindudlusega, ja mis tahes teave, mis ei kuulu

ndudluse piiresse, on esitatud ainult tdiendava infona.

LEIUTISE OLEMUS

[0008] Leiutis puudutab meetodit, mille abil tuvastada TREM-1 ligand ja molekulid,
néiteks antikehad, mis seonduvad TREM-1 ligandiga ning mis on selles dokumendis
tahistatud kui PGLYRP1. Leiutis puudutab ka PGLYRP1-antikehi, mida on vdimalik
leiutisekohase meetodi abil tuvastada. Seega puudutab leiutis PGLYRP1-antikehi, mis on
vOimelised muutma TREM-1 aktiveerimist PGLYRP1 abil, nagu nditeks PGLYRP1-
antikehad, mis on vdimelised vahendama TREM-1 aktiivsust (signaliseerimist ja/vOi
aktiveerumist) PGLYRP1 mdojul. Antikehi, mis vidhendavad TREM-1 aktiivsust, vdib
kasutada pdletike ravis.

[0009] TREM-1 ligandi tuvastamise meetod hélmab (a) TREM-1, TREM-1 signaalvalku
ja selle signaalvalgu aktiveeritavat reporterkonstrukti ekspresseeriva raku kasvatamist; (b)
nimetatud TREM-1 ekspresseeriva raku aktiivsuse tuvastamist ja eelistatavalt
kvantifitseerimist selle kontakti viimisel raku, Uhendi vOi vedelikuga, nagu néiteks
bioloogiline vedelik v6i kude, mis vallandab TREM-1 aktiveerumise; (c) kultuuri (b)
kontakti viimist TREM-1-aktiveeriva komponendiga; (d) TREM-1 siduva komponendi
eraldamist ja (e) eraldatud komponendi iseloomustamist. TREM-1 ligandit, mis leiutise
kohaselt on tuvastatud kui PGLYRP1, vGib kasutada TREM-1 aktiivsuse muutmiseks.

[0010] Spetsiifiliselt PGLYRP1 siduva ja TREM-1-vahendatud rakuaktiivsust
modifitseeriva molekuli tuvastamise meetod hdlmab: (a) raku kasvatamine mis tahes
teostuse 1-18 jargi; (b) nimetatud TREM-1 ekspresseeriva raku aktiivsuse tuvastamist ja
eelistatavalt kvantifitseerimist selle kontakti viimise korral PGLYRP1-ga ja valikuliselt
multimeerainega, nagu PGN; (c) kultuuri (b) kontakti viimist molekuliga, mis
spetsiifiliselt seob PGLYRP1; ja (d) tuvastamist ja eelistatavalt kvantifitseerimist, et
nimetatud TREM-1 ekspresseeriva raku aktiivsus on suurem voi vaiksem kui selle etapis

(b) mbddetud aktiivsus.



10

15

20

25

30

EE-EP 2 814 842 B1
[0011] Meetod TREM-1-vahendatud rakuaktiivsust mojutava PGLYRP1-antikeha
tuvastamiseks hoélmab: (a) TREM-1, TREM-1 signaalvalku ja selle signaalvalgu
aktiveeritavat reporterkonstrukti ekspresseeriva raku kasvatamist; (b) nimetatud TREM-1
ekspresseeriva raku aktiivsuse tuvastamist ja eelistatavalt kvantifitseerimist selle kontakti
viimise korral PGLYRP1-ga ja valikuliselt kombinatsioonis multimeerainega, nagu PGN;
(c¢) kultuuri (b) kontakti viimist molekuliga, mis spetsiifiliselt secob PGLYRP1; ja (d)
tuvastamist ja eelistatavalt kvantifitseerimist, et nimetatud TREM-1 ekspresseeriva raku

aktiivsus on suurem vdi véiksem kui selle etapis (b) mdddetud aktiivsus.

[0012] Uks meetod TREM-1-vahendatud rakuaktiivsust vahendava PGLYRP1-antikeha
tuvastamiseks hélmab: (a) TREM-1, signaalvalku, nagu DAP12, ja reportergeeni, nagu
lutsiferaas vOi beetagalaktosidaas, ekspresseeriva raku, nagu T-rakk, kultiveerimist; (b)
saadud raku inkubeerimist aktiveeritud neutrofiiliga ja valikuliselt kombinatsioonis
multimeerainega, nagu PGN; (c) nimetatud raku luminestsentsi tuvastamist ja eelistatavalt
kvantifitseerimist; (d) rakukultuuri ja aktiveeritud neutrofiili kontakti viimist PGLYRP1-
antikehaga; ning (e) tuvastamist ja eelistatavalt kvantifitseerimist, et nimetatud raku

luminestsents on véiksem kui selle etapis (c).

JOONISTE LUHIKIRJELDUS

[0013]

Joonisel fig 1 on kujutatud neutrofiile aktiveerimas reporterrakuliini BWZ-
TREM-1. Reporterrakuliin BWZ ekspresseerib inimese TREM-1 ja vahendab
NFAT-seotud beeta-(B)- galaktosidaasi reportergeeni, mida saab kvantifitseerida
luminestsentsi abil komplektiga Beta-Glo Assay System (Promega, Taanis),
aktiveerimist. Joonis kujutab reporterrakuliini aktiveerumist, kui see on
kultiveeritud neutrofiilidega kas TNF-alfat (o), IL-6, IFN-gammat (y) ja GM-CSF-i
sisaldavate tsutokiinkokteilide voi tollilaadset retseptorit (TLR) aktiveerivate
kokteilide (tlrl-kit2hm, Invivogen, Sigma-Aldrich, Taani) juuresolekul, voi ka
nende aktiveerimissegude eraldi olevate komponentide juuresolekul.

Joonisel fig 2 on kujutatud PGN-stimuleeritud neutrofiilide
voolutsiitomeetrilist ~ margistamist TREM-1-tetrameeri  rekombinantse

valguga. Kontrollvalk ei seondu (joonis fig 2A), samal ajal kui TREM-1-tetrameer
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(SEQ ID NO: 2) seondub PGN-aktiveeritud neutrofiilide alarihmaga (joonis fig
2B), ning seda vOib vorrelda teise TREM-1-valguga (joonis fig 2D), mis ei ole
kontrollvalk (joonis fig 2C), kinnitamaks spetsiifilist interaktsiooni.
Joonis fig 3: PGLYRP1 on tuvastatav immunosadestamise (IP, ingl
Immunoprecipitation) / massispektromeetria (MS) abil TREM-1-ga. Lahustuv
TREM-Fc inkubeeriti koos PGN-aktiveeritud neutrofiilidega, ristseoti ja
immunosadestati, millele jargnes tripsiiniga I6hustamine ja massispektromeetria.
TREM-1 sidevalkude immunosadestamine andis tulemuseks 3 spetsiifilist valku,
73 valku kattusid kontrollvalguga ning 72 sadestusid ainutiksi kontrollvalgu abil
(taust). Tabel naitab TREM-1-spetsiifilise immunosadestamise ja jargnenud
massispektromeetria tulemusi.
Joonisel fig 4 on kujutatud, et lahustuv TREM-1 seondub PGLYRP1-ga. Seda
nditavad nii  voolutsutomeetriline varvimine TREM-1-ga rekombinantset
PGLYRP1 ekspresseerivatel HEK293 transfektantidel (joonis fig 4A) kui ka
Biacore ja Fortebio PGLYRP1 ja TREM-1 tetrameeri analtisid (SEQ ID NO: 2).
Lahustuv inimese PGLYRP1 sidus immobiliseeritud inimese TREM-1 nii 10
pg/ml lahustuva E. coli peptidoglikaani juuresolekul kui ka puudumisel (PGN)
(joonis fig 4B). PGN eraldi sidus ka immobiliseeritud inimese PGLYRP1 (joonis
fig 4C) ja lahustuv inimese TREM-1 seondus immobiliseeritud PGLYRP1-ga enne
ja parast PGLYRP1 pinna paljastamist ja PGN-iga sidumist (joonis fig 4D).
Joonis fig 5 naitab reporterrakuliini TREM-1 aktiveerimist rekombinantse
PGLYRP1-ga. Reporterrakuliini TREM-1 stimuleerimine nii rekombinantse
PGLYRP1 (kat-nr 2590-PG-050R&D Systems Minneapolois MN, USA), kui ka
laboris loodud PGLYRP1-ga (SEQ ID NO: 1) annab PGN juuresolekul annusest
sOltuva reaktsiooni (joonis fig 5A). Seda PGLYRP-1 indutseeritud reaktsiooni voib
spetsiifiliselt blokeerida TREM-1-Fc liitvalk (joonis fig 5B).
Joonis fig 6 nditab monokloonsete PGLYRP1-vastaste antikehade vdimet
blokeerida TREM-1 reaktsiooni reporteranalliUsis, stimuleerituna PGN-
aktiveeritud  neutrofiilidega.  Valikut  antikehahiibridoomide  kloonide
supernatante analldsiti erinevatel plaatidel, et tuvastada nende omadus blokeerida
aktivatsioonisignaali. Moned antikehad (loetletud punktiirjoonest allpool, nagu
naiteks F10, F95) on vBimelised seda signaali blokeerima. Mustad tépid esindavad

isottubikontrolli igal plaadil (joonis fig 6A). Joonis fig 6B illustreerib veel the
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liitmise katset, mille abil tuvastati veel kaks blokeerivat PGLYRP1-antikeha, M-
hPGRPS-2F5 ja -2F7. Kaubanduslikult kattesaadavate PGLYRP1-vastaste mAb-de
testimine nditab, et need ei blokeeri signaali isegi suurte annuste korral, ent
polikloonsed saadaval olevad PGLYRP1 pAb-d (AF2590, R&D Systems
Minneapolis MN, USA) on selleks voimelised. Joonisel fig 6C on kujutatud
kaubanduslikult kattesaadava isotulbi kontrolliga (MAB002) PGLYRP1-vastase
mAb 188C424 (Thermo Scientific, Waltham MA, USA) ja polikloonse
PGLYRP1-vastase pAb (AF2590) vordlust. Joonisel fig 6D on kujutatud
kaubanduslikult kéattesaadava isotulbi kontrolliga (MAB002) PGLYRP1-vastase
mAb 4H230 (US Biological, Salem MA, USA) ja poliukloonse PGLYRP1-vastase
pAb (AF2590) vordlust. Joonis fig 6E illustreerib kaubanduslikult kattesaadava
isotulibi kontrolliga (MABO002) PGLYRP1-vastase mAb 9A319 (US Biological,
Salem MA, USA) ja polikloonse PGLYRP1-vastase pAb (AF2590) vordlust,
joonis fig 6F illustreerib kaubanduslikult kattesaadava isotiibi kontrolliga
(MAB002) PGLYRP1-vastase mAb 6D653 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz CA, USA) ja polikloonse PGLYRP1-vastase pAb (AF2590) vordlust. mAb
SC 6D653 puhul téheldatud vaike aktiivsuse langus paistab tulenevat asiidi
sisaldavast preparaadist, kuna PGLYRP1 eraldi olev signaalivallandav TREM-1
koos 1 pg/ml TREM-1-vastase mAb-ga plaadil andis sama tulemuse (joonis fig
6G).
Joonis fig 7 illustreerib, et inimese RA puhul liigesevdides esinev TREM-1
ligand on vdimeline TREM-1 stimuleerima.
Joonis fig 7 illustreerib, et plaadiga seotud agonistlik TREM-1-vastane mAb (R&D
MAB1278, Minneapolis, MN, USA) stimuleerib TREM-1 (tdht) ning RA
liigesevdide (SF, ingl synovial fluid) proovil, millele oli lisatud PGN, ilmnes
hTREM-1 ligandi aktiivsus, mida saab neutraliseerida poliikloonse PGLYRP1-
antikehaga (AF2590), mis osutab TREM-1 aktiivsuse soltuvusele PGLYRP1-st.
Joonis fig 8 illustreerib Il ttupi PGLYRP1 konstrukti dldist struktuuri. I1C
(ingl intracellular) tahistab rakusisest domeeni, TM transmembraanset domeeni,
mis molemad tulenevad MDL-1 valgujarjestusest, kombinatsioonis EC (ingl

extracellular, rakuvéline) hPGLYRP1 domeeniga.
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[0014]
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SEQ ID NO: 1 téhistab kipse tdispika hPGLYRP1 peptiidjarjestuse
aminohappejérjestust.

SEQ ID NO: 2 téhistab rekombinantset valgujérjestust, mis sisaldab jargnevaid
elemente: inimese TREM-1 ECD, linkerpeptiid, inimese TREM-1 ECD, inimese
IgG1 Fc allotliip seitsme metsiktiibist erineva mutatsiooniga. (L15A, L16E,
G18A, A111S, P112S, D137E, L139M)

SEQ ID NO: 3 téhistab inimese IgG1l Fc allotiilipi viie metsiktulbist erineva
mutatsiooniga. 5A, L16E, G18A, A111S, P112S.

SEQ ID NO: 4 tahistab rekombinantset valgujarjestust, mis sisaldab jargnevaid
elemente N-terminaalsest otsast kuni C-terminaalse otsani: 6xHIS-margis, kaks
koopiat streptavidiiniga seonduvast valgudomeenist (SBP, ingl streptavidin
binding protein), GS-linker, kdhre oligomeerse valgu C-ots (COMP, ingl cartilage
oligomeric protein), GS-linker, hDCIR-ECD.

SEQ ID NO: 5 tahistab rekombinantset valgujarjestust, mis sisaldab jargnevaid
elemente: hTREM-1-ECD, GS-linker, kdhre oligomeerse valgu C-ots (COMP),
GS-linker, kaks koopiat streptavidiiniga seonduvast valgudomeenist (SBP),
6XHIS-mérgis.

SEQ ID NO: 6 tahistab rekombinantset valgujarjestust, mis sisaldab jargnevaid
elemente jarjekorras N-ots kuni C-ots: inimese CD83 ECD, G4Sx3-linkerpeptiid,
inimese CD83 ECD, inimese IgG1 Fc allotliuibi mutant.

SEQ ID NO: 7 tahistab taispikka inimese PGLYRP1 kodeerivat cDNA jarjestust
C-otsas oleva GPIl signaaljarjestusega. See jarjestus Kklooniti plasmiidi
pcDNA3.1zeo(+) (Invitrogen: V860-20, Carlsbad,CA, USA) EcoR1l ja Xhol
restriktaasisaitide kaudu.

SEQ ID NO: 8 téhistab kipset taispikka hTREM-1 ECD-d (ah 21-200).

SEQ ID NO: 9 tédhistab cDNA-d CD33 liidertandemis hTREM rakuvalistes
domeenides, mida eraldab G4Sx3-linker. Sinteetiline cDNA 5 EcoRlI
restriktaasisaidiga, GCCACC Kozaki jarjestus, CD33 liiderjarjestus, millele
jargneb inimese TREM-1 (ah 17-200) rakuvéline domeen vaheldumisi Kpnl

restriktaasisaidiga ja kolmes korduses glutsiin-gltsiin-glitsiin-seriin vaheosadega
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(G4Sx3), millele jargneb inimese TREM-1 (ah 17-200) rakuvalise domeeni koopia
ning Apal sait, et vimaldada kloonimist.
SEQ ID NO: 10 tahistab pentameerset nTREM-COMP-SBP38x2-6HIS-i. EcoR1
sait ja Kozak asetsevad 5'-otsas ja BamH1 sait on 3'-suunas ORF-ist.
SEQ ID NO: 11 t&histab hCD83 tetrameeri, mis on kloonitud vektorisse pJSV002-
hFcémut EcoR1 ja Apal-ga. EcoR1 sait ja Kozak asetsevad 5'-otsas ja Apal saidid
3'-suunas ORF-ist.
SEQ ID NO: 12 tahistab pentameerset 6HIS-SBP38x2-COMP-hDCIR-i. EcoR1
sait ja Kozak 5'-otsas ja BamH1 3'-suunas ORF-ist.
SEQ ID NO: 13 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F36, mAb 0182)
varieeruva raske ahela nukleiinhappejérjestust.
SEQ ID NO: 14 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F36, mAb 0182)
varieeruva kerge ahela nukleiinhappejarjestust.
SEQ ID NO: 15 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F36, mAb 0182)
varieeruva raske ahela aminohappejarjestust.
SEQ ID NO: 16 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F36, mAb 0182)
varieeruva kerge ahela aminohappejéarjestust.
SEQ ID NO: 17 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F10) varieeruva
raske ahela nukleiinhappejarjestust.
SEQ ID NO: 18 téhistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F10) varieeruva
kerge ahela nukleiinhappejérjestust.
SEQ ID NO: 19 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F10) varieeruva
raske ahela aminohappejarjestust.
SEQ ID NO: 20 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F10) varieeruva
kerge ahela aminohappejarjestust.
SEQ ID NO: 21 t&histab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F105, mAb 0184)
varieeruva raske ahela nukleiinhappejérjestust.
SEQ ID NO: 22 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F105, mAb 0184)
varieeruva kerge ahela nukleiinhappejarjestust.
SEQ ID NO: 23 t&histab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F105, mAb 0184)
varieeruva raske ahela aminohappejarjestust.
SEQ ID NO: 24 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F105, mAb 0184)

varieeruva kerge ahela aminohappejéarjestust.
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SEQ ID NO: 25 téhistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F95) varieeruva
raske ahela nukleiinhappejarjestust.
SEQ ID NO: 26 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F95) varieeruva
kerge ahela nukleiinhappejérjestust.
SEQ ID NO: 27 téhistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F95) varieeruva
raske ahela aminohappejarjestust.
SEQ ID NO: 28 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (1F95) varieeruva
kerge ahela aminohappejarjestust.
SEQ ID NO: 29 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (2F5) varieeruva raske
ahela nukleiinhappejérjestust.
SEQ ID NO: 30 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (2F5) varieeruva kerge
ahela nukleiinhappejéarjestust.
SEQ ID NO: 31 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (2F5) varieeruva raske
ahela aminohappejéarjestust.
SEQ ID NO: 32 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (2F5) varieeruva kerge
ahela aminohappejéarjestust.
SEQ ID NO: 33 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (2F7) varieeruva raske
ahela nukleiinhappejérjestust.
SEQ ID NO: 34 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (2F7) varieeruva kerge
ahela nukleiinhappejéarjestust.
SEQ ID NO: 35 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (2F7) varieeruva raske
ahela aminohappejéarjestust.
SEQ ID NO: 36 tahistab monokloonse PGLYRP1-antikeha (2F7) varieeruva kerge
ahela aminohappejéarjestust.
SEQ ID NO: 37 tahistab Il tudpi 1.0 PGLYRP1 aminohappejérjestust.
SEQ ID NO: 38 tahistab Il tudpi 2.0 PGLYRP1 aminohappejérjestust.
SEQ ID NO: 39 tahistab epitoopmargistusega aminohappejarjestust.
SEQ ID NO: 40 tahistab téaispikka inimese PGLYRP2 aminohappejérjestust.
SEQ ID NO: 41 tahistab tdispikka inimese PGLYRP3 aminohappejérjestust.
SEQ ID NO: 42 tahistab tdispikka inimese PGLYRP4 aminohappejérjestust.
SEQ ID NO: 43 tahistab hCD33-hTreml ECD(ah 17-200)-Fcémut

nukleiinhappejarjestust.
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SEQ ID NO: 44 téhistab hCD33-hTreml ECD(aal7-200)-Fcémut
aminohappejérjestust.

SEQ ID NO: 45 tahistab hCD33-hTremL1 ECD(aal6-162)-Fcémut
nukleiinhappejérjestust.

SEQ ID NO: 46 tahistab hCD33-hTremL1l ECD(aal6-162)-Fcémut
aminohappejérjestust.

SEQ ID NO: 47 tahistab hCD33-hTremL2 ECD(aal9-268)-Fcémut
nukleiinhappejarjestust.

SEQ ID NO: 48 tahistab hCD33-hTremL2 ECD(aal9-268)-Fcémut
aminohappejérjestust.

SEQ ID NO: 49 tahistab hCD33-hTREM2-Fc6mut dimeeri
nukleiinhappejarjestust.

SEQ ID NO: 50 tahistab hCD33-hTREM2-Fcémut dimeeri aminohappejarjestust.
SEQ ID NO: 51 tahistab praimeri nukleiinhappejarjestust.

SEQ ID NO: 52 tahistab praimeri nukleiinhappejarjestust.

SEQ ID NO: 53 tahistab hCD33 aminohappejarjestust.

LEIUTISE KIRJELDUS

[0015] Leiutis puudutab meetodit, mille abil saab tuvastada molekulid, nditeks antikehad,
mis on vOimelised spetsiifiliselt siduma TREM-1 signaliseerimispartnerit, mis siin on
méaaratletud kui PGLYRP1, ning mdjutama PGLYRP1 seondumist selle
signaliseerimispartneri TREM-1-ga. PGLYRP1 vdib kasutada TREM-1 aktiivsuse
muutmiseks. Seega puudutab leiutis molekule, nditeks antikehi, mis mdjutavad
PGLYRP1-vahendatud pdletikulisi reaktsioone. PGLYRP1-ga seonduvad ning TREM-1
aktiveerumist ja signaliseerimist mojutavad antikehad on loodud ja méé&ratletud.

[0016] TREM-1 ligandi ning molekulide, nditeks antikehade, mis on vdimelised
spetsiifiliselt siduma PGLYRP1 ja vdhendama vdi blokeerima TREM-1 aktiveerimist
PGLYRP1-ga, tuvastamiseks mdeldud meetodi voi anallitsi vOib saada jargnevalt:

esimene rakk vOi rakupopulatsioon transfekteeritakse TREM-1 kodeerivate geenide voi
nende fragmentide, signaalvalgu ja reporterkonstruktiga. Rakk vdib olla vereloomerakk,

nagu naiteks mueloidrakk, see voib olla ka T-rakk voi mis tahes teist tulipi rakk, mida voib
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transfekteerida ning mis ekspresseerib soovitud molekule. Signaalvalk vdib olla mis tahes
valk, mis on vOimeline kas otseselt vOi kaudselt edasi andma TREM-1 signaali
reporterkonstruktile ning nende hulka v6ib kuuluda DAP10, DAP12, TCR-(, Fc gamma
RIII, Fc-retseptor vdi mis tahes muu valk, mis on vdimeline TREM-1 signaali
reporterkonstruktile edastama. Teise variandina vO0ib signaalvalk olla ka TREM-
1/signaliseeriv  kimaarmolekul. Reporterkonstrukt sisaldab transkriptsioonifaktorit ja
reportergeeni, mis omakorda kodeerib reportervalku, mis annab tuvastatava signaali,
néiteks kvantifitseeritava signaali. Transkriptsioonifaktor voib olla NFAT v6i NFkB voi
mis tahes muu valdkonnas tuntud sobiv transkriptsioonifaktor. Reportergeen vdib
kodeerida  beeta(P)-galaktosidaasi, lutsiferaasi, rohelist fluorestseeruvat valku,
klooramfenikooli transferaasi vi mis tahes muud reportervalku, mis on vdimeline andma
tuvastatava signaali. Uks selleks biotestiks sobiv rakuliin on BWZ.36/hTREM-
1:DAP12:NFAT-LacZ T-rakk (siin nimetatakse ka BWZ/hTREM-1-reporterrakuks), mille
loomist on detailsemalt kirjeldatud ndidetes. Aktiveerimisel toodab BWZ/hTREM-1-
reporterrakk beeta(p3)-galaktosidaasi, mille tootlikkust on vdimalik mddta valdkonnas
tuntud varustuse voi komplektiga, nditeks Beta Glow™ (Promega E4720, Madison, WI,
USA).

[0017] Esimest rakku vOi esimest rakupopulatsiooni voib aktiveerida PGLYRP1-ga
inkubeerimise teel ja valikuliselt ka multimeeraine abil. Valikuline multimeeraine toimib
PGLYRP1 toesena ning selleks voib olla peptidoglikaan (PGN), neutrofiili rakuvélised
I6ksud (NET, ingl neutrophil extracellular trap), hiialuroonhape, proteogliikaanstruktuur,
nagu versikaan, agrekaan, dekoriin vOi fibriin vdi mis tahes muu loomulik
maatriksstruktuur vdi molekul, mis on v@imeline multimeriseerima voi esitlema
PGLYRP1. Esimese raku vOib aktiveerida selle inkubeerimise teel koos Uhe vdi enama
teise rakuga, mis ekspresseerivad oma pinnal voi rakusiseselt PGLYRP1. Naiteks vdib
rakusisene ekspresseerimine olla PGLYRP1 ladestumine sekretoorsetes graanulites. Teine
rakk voib seega olla mis tahes rakk (vdi rakupopulatsioon), mis ekspresseerib PGLYRP1
kodeerivat geeni voi on sellega transfekteeritud ning eksponeerib oma pinnal PGLYRP1.
Selline teine rakk vodib olla prokariiootne vOi eukartiootne rakk, néiteks imetaja rakk, nagu
CHO-rakk, BHK-rakk vdi HEK-rakk. Teine rakk voib olla ka aktiveeritud neutrofiil.
Neutrofiilid saadakse isendi verest vdi koest ning kasutatakse kas nende puhastamata kujul

vOi puhastatud neutrofiilidena. Neutrofiili aktiveerimiseks voib kasutada mis tahes ainet,
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mis matkib neutrofiilide bakteriaalset aktiveerimist, nagu nditeks peptidogliikaanid (PGN)
bakteri rakuseinast, nditeks PGN-SA, PGN-EB, PGN-EC, PGN-BS (InVivogen, tlrl-
pgnsa, SanDiego, CA).

[0018] Seejarel tuvastatakse ning eelistatavalt moddetakse esimese raku voi

rakupopulatsiooni aktiivsus.

[0019] PGLYRPL1 ekspresseerivad esimese ja teise raku kultuurid ja/vOi esimese raku
kultuur, mida on inkubeeritud PGLYRP1-ga ja valikuliselt multimeerainega, nagu PGN,
viiakse kontakti PGLYRP1-vastase antikehaga. Esimese raku vdi rakupopulatsiooni

aktiivsus tuvastatakse ning eelistatavalt mdddetakse.

[0020] Sel viisil on vdimalik tuvastada antikehad, mis on vdimelised siduma TREM-1
ligandit, PGLYRP1 ja mis m6jutavad TREM-1 ja PGLYRP1 interaktsiooni. Esimese raku
aktiivsust tdstvad PGLYRP1l-antikehad v6imendavad PGLYRP1 ja TREM-1
interaktsiooni ning on siin madratletud kui ,,stimuleerivad PGLYRP1-antikehad®“. Esimese
raku aktiivsust langetavad PGLYRP1-antikehad vdhendavad, segavad voi blokeerivad
PGLYRP1 ja TREM-1 interaktsiooni ning on siin méaératletud kui ,.inhibeerivad
PGLYRP1-antikehad“. Inhibeerivad PGLYRP1-antikehad vdhendavad voOi blokeerivad

TREM-1 aktiveerumist ja signaliseerimist.

[0021] Seega puudutab leiutis meetodit PGLYRP1-antikehade funktsiooni
iseloomustamiseks. Antikehi, mis on vdimelised PGLYRP1 spetsiifiliselt siduma ning
mojutavad TREM-1 aktiivsust ning allavoolu signaliseerimist, nimetatakse siin
»funktsionaalseteks PGLYRP1-antikehadeks”. Sellest tulenevalt hdlmab termin
»funktsionaalsed PGLYRP1-antikehad“ nii stimuleerivaid PGLYRP1-antikehi kui ka
inhibeerivaid PGLYRP1-antikehi.

[0022] Lisaks puudutab leiutis antikehi, mis on vdimelised PGLYRP1 spetsiifiliselt
siduma ning vahendama, segama vG6i blokeerima selle interaktsiooni TREM-1-ga, millega
vahendatakse TREM-1 aktiveerumist ja allavoolu signaliseerimist. Leiutisekohastel
antikehadel vdib olla immunoregulatoorne funktsioon, millega vdhendatakse TREM-1

ekspresseerivates mueloidrakkudes tsutokiinide tootmist. Naiteks vdivad leiutisekohased
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antikehad vahendada voi takistada TNF-alfa (o), IL-1beeta(b),IL-6, IFN-gamma (y), MIP-
lbeeta (b), MCP-1, IL-8 ja/vGi GM-CSF-i vabanemist mieloidrakkudest, nagu
makrofaagid ja/vGi neutrofiilid ja/véi mdieloidrakud haigetes kudedes, nagu
stnoviaalkude. Leiutisekohased antikehad voivad olla vBimelised neutrofiilreaktsioone

alla reguleerima.

[0023] Leiutisekohased PGLYRP1-antikehad vdivad vahendada voi blokeerida TREM-1
aktiveerumist he v6i mitme mehhanismi koosmojul, mille puhul mdjutavad TREM-1
otseselt voi kaudselt. Leiutisekohased antikehad voivad takistada PGLYRP1 ja TREM-1

funktsionaalse kompleksi moodustumist.

[0024] Leiutisekohased antikehad vbivad PGLYRP1 funktsiooni blokeerida TREM-1

aktiveerumise ning allavoolu signaliseerimise vahendamise vO0i blokeerimise teel.

[0025] Leiutis puudutab ka inhibeerivaid PGLYRP1-antikehi, mida on véimalik tuvastada

ka muul moel kui siin avaldatud meetodi abil.

[0026] Leiutisekohased antikehad vdivad olla vdimelised siduma nii inimese kui ka
inimesest erineva liigi PGLYRP1. Termin ,PGLYRP1* hdlmab siin kasutatuna koiki
looduslikke PGLYRP1 vorme, mida on vdimalik saada mis tahes sobivast organismist,
néiteks selgrootust voi selgroogsest organismist. PGLYRP1 siin kirjeldatud kasutuseks
voib olla selgroogse PGLYRP1, muu hulgas nditeks imetajatelt, nagu ahvilised (nagu
naiteks inimene, Simpans, jaava makaak vO0i reesusahv); narilised (nagu néiteks hiir voi
rott); janeselised (nagu nditeks kadlik); voi soralised (nagu néiteks lehm, lammas, siga voi
kaamel). Eelistatud on inimese PGLYRP1 (SEQ ID NO: 1). PGLYRP1 vdib olla
PGLYRP1 kips vorm, nagu néiteks PGLYRP1-valk, mis on sobivas rakus l&binud
translatsioonijargse tootluse. Selline kiips PGLYRP1-valk vdib olla nditeks glukostulitud.
PGLYRP1 voib olla taispikk PGLYRP1-valk. PGLYRP1 vdib olla splaissvariant.

[0027] Leiutisekohased antikehad vdivad olla ka voimelised spetsiifiliselt siduma
PGLYRP1 variante nagu SEQ ID NO: 37 (Il tlupi 1.0 PGLYRP1) ja/vdi SEQ ID NO: 38
(11 thdpi 1.0 PGLYRP1).
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[0028] Leiutisekohased antikehad vbivad olla vOimelised mdjutama, naiteks
inhibeerima/vahendama/blokeerima nii inimese TREM-1 kui ka teiste liikide TREM-1
aktiivsust (signaliseerimist ja/vdi aktivatsiooni). Termin ,TREM-1* hdélmab siin
kasutatuna koiki looduslikke TREM-1 vorme, mida on vdimalik saada mis tahes sobivast
organismist. Néiteks vdib TREM-1 siin kirjeldatud kasutuseks olla selgroogse TREM-1,
muu hulgas néiteks imetajate TREM-1, nagu primaatide (nagu naiteks inimene, Simpans,
jaava makaak v0i reesusahv); nariliste (nagu néiteks hiir vdi rott); janeseliste (nagu néiteks
kiulik); voi soraliste (nagu néiteks lehm, lammas, siga v6i kaamel) TREM-1. Eelistatud
TREM-1 on inimese TREM-1. TREM-1 vGib olla TREM-1 kiips vorm, nagu naiteks
TREM-1-valk, mis on sobivas rakus labinud translatsioonijargse to6tluse. Selline kiips
TREM-1-valk vdib olla nditeks glikosullitud. TREM-1 vdib olla taispikk TREM-1-valk.

TREM-1 v0ib olla splaissvariant.

[0029] Termin ,antikeha* viitab siin kasutatuna immunoglobuliini iduteejarjestusest
saadud valgule, mis on vdimeline spetsiifiliselt siduma PGLYRP1 vdi selle osa. Termin
hdlmab mis tahes isotiubi (IgA, IgE, 1gG, 1gM ja/voi 1gY) tdispikki antikehi ning nende
uksikahelaid vdi fragmente. Antikeha, mis seondub spetsiifiliselt PGLYRP1-ga, vOib
seonduda ainult PGLYRP1 v0i selle osaga vdi see vdib seonduda piiratud arvu

homoloogsete antigeenide vdi nende osadega.

[0030] Leiutisekohased antikehad voivad olla monokloonsed antikehad, kuna need vdivad
olla otseselt voi kaudselt tuletatud Uhest ainsast B-limfotsutdi kloonist. Leiutisekohane
antikeha v6ib olla monokloonne antikeha tingimusel, et see ei ole 188C424 (Thermo
Scientific), 4H230 v6i 9A319 (US Biological) vdi kloon 6D653 (Santa Cruz
Biotechnology).

[0031] Leiutisekohased antikehad vdivad olla isoleeritud. Termin ,,isoleeritud antikeha®
viitab antikehale, mis on eraldatud ja/vdi saadud selle organismiomase keskkonna
teis(t)est komponendist (komponentidest) ja/vbi saadud selle loomulikust keskkonnast

teiste komponentide segust puhastamise teel.

[0032] Antikehi vdib rekombinantselt ekspresseerida prokariiootsetes rakkudes,

eukaruootsetes rakkudes vOi rakuekstraktidest saadud rakusisteemis. Prokariiootne rakk
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voib olla E. coli. Eukartiootne rakk vdib olla parmi, putuka voi imetaja rakk, nagu nditeks
rakk, mis on saadud organismidelt, nagu ahvilised (nagu nditeks inimene, Simpans, jaava
makaak vOi reesusahv); narilised (nagu nditeks hiir voi rott); janeselised (nagu néiteks
kiulik); voi soralised (nagu naiteks lehm, lammas, siga v6i kaamel). Sobivate imetaja
rakuliinide hulka kuuluvad néiteks, kuid mitte ainult, HEK293-rakud, CHO-rakud ja
HELA-rakud. PGLYRP1-antikehi vdib toota ka teiste valdkonna asjatundjatele teada
olevate meetodite abil, nditeks faagikuva voi parmikuva meetodid. Leiutisekohased
antikehad vdivad olla saadud in vivo sobiva imetaja PGLYRPL, seda ekspresseeriva raku

vOi mblema kombinatsiooniga immuniseerimise teel.

[0033] PGLYRP1-antikehi vdib toota, sbeluda ja puhastada nditeks néidete osas
kirjeldatud meetodite abil. Lihidalt 6eldes vdib mis tahes sobiva hiire, kaasa arvatud
PGLYRP1 nokaudiga (KO, ingl knockout) hiire voi TREM-1 KO hiire immuniseerida
PGLYRP1-ga, seda ekspresseeriva rakuga vodi kombinatsiooniga mdlemast. Esmase
hiibridoomide supernatantide sdelumise voib teha ELISA v6i FMAT-i abil ja teisese
sOelumise voolutsiitomeetriaga. Positiivseid hibridoomi supernatante ning puhastatud
antikehi voib seejérel sdeluda nditeks nende tdispika PGLYRP1-ga seondumise suhtes.
Positiivseid hlbridoomi supernatante vdi puhastatud antikehi voib seejérel testida, et
tuvastada nende vOime védhendada vOi blokeerida TREM-1 kandvate rakkude

stimuleerimist PGLYRP1-ga. Sellel eesmargil voib kasutada leiutisekohast meetodit.

[0034] Leiutisekohased tdispikad antikehad vdivad sisaldada vahemalt nelja
polupeptiidahelat: kaht rasket ahelat (H) ja kaht kerget ahelat (L), mis on Uksteisega
seotud disulfiidsidemetega. Uks farmatseutilist huvi pakkuv immunoglobuliini alamklass
on 1gG perekond, mida vO0ib jagada isotulpideks 1gG1, 1gG2, 1gG3 ja 1gG4. IgG
molekulid koosnevad kahest raskest ahelast, mis on seotud kahe vOi enama
disulfiidsidemega, ning kahest kergest ahelast, mis on kumbki disulfiidsidemega
kinnitunud raske ahela kiilge. Raske ahel v0ib sisaldada raske ahela varieeruvat piirkonda
(VH) ja kuni kolme raske ahela konstantset piirkonda (CH): CH1, CH2 ja CH3. Kerge
ahel voGib sisaldada kerge ahela varieeruvat (VL) piirkonda ja kerge ahela konstantset
piirkonda (CL). VH- ja VL-piirkondi vOib omakorda jaotada hupervarieeruvateks
piirkondadeks, mida nimetatakse komplementaarsust mééravateks piirkondadeks (CDR,

ingl complementarity determining region), mis vahelduvad rohkem konserveerunud
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piirkondadega, mida nimetatakse raamistikupiirkondadeks (FR, ingl framework region).
VH- ja VL-piirkonnad koosnevad tavaliselt kolmest CDR-ist ja neljast FR-ist, mis
paiknevad aminoterminaalsest otsast karbokslterminaalse otsani jarjekorras: FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Raskete ja kergete aheldate hiipervarieeruvad piirkonnad
moodustavad (seonduva) domeeni, mis on vdimeline antigeeniga (PGLYRP1)
interakteeruma, samas kui antikeha konstantne piirkond véib vahendada immunoglobuliini
seondumist peremeeskudede voi faktoritega, kaasa arvatud (kuid mitte ainult) erinevad
immuunsusteemi rakud (efektorrakud), Fc-retseptorid ja klassikalise komplementsisteemi

esimene komponent (Clq).

[0035] Antigeeni siduvate fragmentide hulka kuuluvad néiteks Fab, Fab', F(ab)2, F(ab")2,
F(ab)S, Fv (tavaliselt antikeha tihe haru VL- ja VH-domeenid), Uksikahela Fv (scFv; vt nt
Bird et al., Science 1988; 242: 425-426; ja Huston et al. PNAS 1988; 85: 5879-5883),
dsFv, Fd (tavaliselt VH- ja CHI-domeenid), ja dAb (tavaliselt VH-domeen) fragmendid;
VH-, VL-, VhH- ja V-NAR-domeenid; monovalentsed molekulid, mis sisaldavad Uksikut
VH- ja uksikut VVL-ahelat, minikehad, diakehad, trikehad, tetrakehad ja kapakehad (vt, nt,
Il et al. Protein Eng 1997; 10: 949-957); kaamli 1gG; IgNAR; kui ka tks vdi enam
isoleeritud CDR-i vdi funktsionaalne paratoop, milles isoleeritud CDR-e vdi antigeeni
siduvaid jadke vOi pollpeptiide vdib assotsieerida voi kokku siduda, et moodustuks
funktsionaalne antikehafragment. Erinevat tlipi antikehafragmente on kirjeldatud voi
uuritud nt Holligeri ja Hudsoni artiklis, Nat Biotechnol 2005; 2S: 1126-1136;
dokumendisw02005040219 ja avaldatud USA patenditaotlustes 20050238646 ja
20020161201

[0036] Antikehade teatud antigeeni siduvad fragmendid vdivad olla leiutise kontekstis
sobivad, kuna on teada, et antikeha antigeeni siduvat funktsiooni saavad tdita ka taispika
antikeha fragmendid. Termin antikeha ,antigeeni siduv fragment“ viitab Uhele voi
enamale antikehafragmendile, millel on séilinud v8ime siinkirjeldatud moel spetsiifiliselt
seonduda antigeeniga, nagu inimese PGLYRP1 vdi mis tahes muu liigi PGLYRP1.
Antigeeni siduvate fragmentide hulka kuuluvad néiteks Fab, Fab', F(ab)2, F(ab")2, F(ab)S,
Fv (tavaliselt antikeha Uhe haru VL- ja VH-domeenid), tiksikahelaline Fv (scFv; vt nt Bird
et al., Science 1988; 242: 425-426; ja Huston et al. PNAS 1988; 85: 5879-5883), dsFv, Fd
(tavaliselt VH- ja CHI-domeenid), ja dAb (tavaliselt VH-domeen) fragmendid; VH-, VL-,
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VhH- ja V-NAR-domeenid; monovalentsed molekulid, mis sisaldavad tksikut VH- ja
uksikut VL-ahelat, minikehad, diakehad, trikehad, tetrakehad ja kapakehad (vt, nt, 11 et
al. Protein Eng 1997; 10: 949-957); kaamli IgG; IgNAR; kui ka ks v8i enam isoleeritud
CDR-i v0i funktsionaalne paratoop, milles isoleeritud CDR-e vdi antigeeni siduvaid jadke
vOi polipeptiide voib assotsieerida vOi kokku siduda, et moodustuks funktsionaalne
antikehafragment. Erinevat tulpi antikehafragmente on kirjeldatud vai uuritud nt Holligeri
ja Hudsoni artiklis, Nat Biotechnol 2005; 2S: 1126-1136; dokumendis W02005040219 ja
avaldatud USA  patenditaotlustes 20050238646 ja 20020161201  Nende
antikehafragmentide saamiseks vOib kasutada valdkonna asjatundjatele tuntud
tavaparaseid meetodeid ning neid fragmente sdelutakse nende kasulikkuse suhtes samal

viisil nagu terviklikke antikehi.

[0037] Leiutisekohane antikeha v@ib olla inimese antikeha vdi humaniseeritud antikeha.
Termin ,,inimese antikeha” hélmab siin antikehi, millel on varieeruvad piirkonnad, milles
vahemalt osa raamistikupiirkonnast ja/vdi véhemalt osa CDR-piirkonnast on saadud
inimese immunoglobuliini iduteejérjestustest. Néaiteks vdivad inimese antikehal olla
varieeruvad piirkonnad, milles raamistikupiirkonnad ja CDR-piirkonnad saadakse inimese
immunoglobuliini iduteejarjestustest. Enamgi veel, kui antikeha sisaldab konstantset
piirkonda, on ka konstantne piirkond saadud inimese immunoglobuliini iduteejérjestustest.
Leiutisekohaste inimese antikehade hulka vdivad kuuluda aminohappejadgid, mida
inimese iduliini immunoglobuliini jarjestused ei kodeeri (nt mutatsioonid, mida on
tekitatud juhusliku vOi saidispetsiifilise mutageneesiga in vitro vOi somaatilise

muteerimisega in vivo).

[0038] Selline inimese antikeha vO6ib olla monokloonne antikeha. Sellise inimese
monokloonse antikeha vo6ib toota hibridoomiga, mis sisaldab immortaliseeritud rakuga
liidetud B-rakku, mis on saadud inimesest erinevalt transgeenselt loomalt, nt transgeenselt

hiirelt, kelle genoom sisaldab inimese raske ahela transgeeni ja kerge ahela transgeeni.

[0039] Inimese antikehad voivad olla eraldatud jarjestusraamatukogudest, mis on loodud
inimese iduteejarjestustest, mida mitmekesistavad organismiomaste ja sunteetiliste

jarjestuste mitmekesisus.
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[0040] Inimese antikehi saab valmistada inimese lumfotstitide in vitro immuniseerimise

teel, millele jargneb limfotslutide transformeerimine Epstein-Barri viirusega.

[0041] Termin ,inimese antikeha derivaadid” tahistab inimese antikeha mis tahes

modifitseeritud vormi, naiteks antikeha ja teise aine v6i antikeha konjugaati.

[0042] Termin ,humaniseeritud antikeha“ tahistab siin inimese/inimesest erineva liigi
kimaarset antikeha, mis sisaldab tht vdi enamat inimesest erineva liigi immunoglobuliinist
saadud jarjestust (CDR-piirkonda). Humaniseeritud antikehad on seega inimese
immunoglobuliinid (retsipient-antikeha), milles véhemalt vastuvétja hupervarieeruvast
piirkonnast saadud jadgid asendatakse inimesest erineva liigi, nagu nt hiire, roti, kitliku
vOi inimesest erineva primaadi hipervarieeruvast piirkonnast saadud jaékidega (doonor-
antikeha), millel on soovitud spetsiifilisus, afiinsus ja tohusus. Osadel juhtudel on inimese
immunoglobuliini FR-jaagid asendatud vastavate inimesest erineva liigi jaakidega.
Néiteks voib selline modifikatsioon olla ihe vdi enama niinimetatud tagasimutatsiooni

rakendamine.

[0043] Lisaks vdivad humaniseeritud antikehad sisaldada jadke, mida ei leidu retsipient-
antikehas vOi doonor-antikehas. Neid modifikatsioone tehakse antikeha tBhususe
tdiendavaks viimistlemiseks. Uldiselt sisaldab humaniseeritud antikeha vihemalt (iht ja
uldjuhul kaht varieeruvat domeeni, milles k&ik vOi sisuliselt kdik CDR-piirkonnad
vastavad inimesest erinevat paritolu immunoglobuliini omadele ning milles k&ik voi
sisuliselt  kdik FR-piirkonnad on inimese immunoglobuliinjarjestuse  omad.
Humaniseeritud antikeha voib valikuliselt sisaldada ka vahemalt osa immunoglobuliini

konstantsest piirkonnast (Fc), tavaliselt inimese immunoglobuliini omast.

[0044] Termin ,,humaniseeritud antikeha derivaadid” téhistab inimese antikeha mis tahes

modifitseeritud vormi, naiteks antikeha ja teise aine v6i antikeha konjugaati.

[0045] Termin ,kimdarsed antikehad“ tahistab siin antikehi, mille kerge ja raske ahela
geenid on konstrueeritud tavaliselt geenitehnoloogia abil erinevate liikide

immunoglobuliini varieeruva ja konstantse piirkonna geenidest. Naiteks vdivad hiire
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monokloonse antikeha geenide varieeruvad segmendid olla liidetud inimese konstantsete

segmentidega.

[0046] Antikeha fragmendi kristalluv piirkond (,,Fc piirkond“/,,Fc-domeen®) on antikeha
N-terminaalse otsa piirkond, mis sisaldab konstantseid CH2- ja CH3-domeene. Fc-domeen
vOib interakteeruda raku pinnaretseptorite ehk  Fc-retseptoritega ning ka
komplementsusteemi teatud valkudega. Fc-piirkond vdimaldab antikehadel ja
immuunsisteemil interakteeruda. Leiutise (hes aspektis vdivad antikehad kanda
muudatusi  Fc-piirkonnas, tavaliselt Ghe vO0i enama funktsionaalse omaduse
modifitseerimiseks, nditeks seerumi pooldumisaeg, komplemendi fikseerumine, Fc-
retseptori seondumine, valgu stabiilsus ja/v0i antigeenist soltuv raku tsttotoksilisus voi
selle puudumine. Lisaks vOib leiutisekohast antikeha keemiliselt modifitseerida (nt saab
antikehale lisada Ghe vdi mitu keemilist fragmenti) vO0i modifitseerida selle
glikostilimise muutmiseks, jallegi selleks, et muuta antikeha Ght v&i mitut
funktsionaalset omadust. Eelistatult sisaldab modifitseeritud Fc-domeen tht v&i mitut ja
vOib-olla koiki jargnevaid mutatsioone, mille tulemusena vaheneb afiinsus teatud Fc-
retseptorite suhtes (L234A, L235E ja G237A) ja C1g-vahendatud komplemendi kinnituste
(A330S and P331S) suhtes (jaagid nummerdatud EL-i indeksi jargi).

[0047] Leiutisekohase antikeha isottlp voib olla 1IgG nagu néiteks IgG1, nagu 19G2, nagu
IgG4. Soovi korral voib antikeha klassi vahetada tuntud meetodite abil. Naiteks voib
antikeha, mis algselt toodeti IgM-molekulina, Klassi vahetada IgG antikehaks.
Klassivahetustehnikaid vo6ib kasutada ka (hest 1gG alamklassist teiseks muutmiseks,
naiteks 1gG1-st 1gG2-ks vdi 1gG4-ks; 1gG2-st 1gG1-ks voi 1gG4-ks; voi 1gG4-st 1gG1-ks
voi 1gG2-ks. Lisaks vOib kombineerida erinevate 1gG alamklasside piirkondi, et antigeene
muundada selliselt, et need toodaksid konstantse piirkonna kimadrseid molekule.

[0048] Uhes teostuses on CH1-liigendpiirkond modifitseeritud selliselt, et muutuks
hingepiirkonna tsusteiinjaakide arv, nt suuremaks vOi véiksemaks. Seda meetodit on
tdpsemalt Kirjeldatud USA patendis nr 5 677 425 (Bodmer et al.).

[0049] Konstantne piirkond vdib lisaks olla modifitseeritud antikeha stabiliseerimiseks, nt

et vdhendada bivalentse antikeha kaheks monovalentseks VH-VL-fragmendiks
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jagunemise riski. Naiteks vOib 1gG4 konstantses piirkonnas olla jadk S241 olla
muteerunud proliinijaagiks (P), et vbimaldada taieliku disulfiidsilla moodustumist liigendi
juures (vt nt Angal et al., Mollmmunol. 199S; 30: 105-108).

[0050] Antikehad vdi nende fragmendid vOivad olla madratletud ka nende
komplementaarsust maaravate piirkondade (CDR) jargi. Termin , komplementaarsust
maéaarav piirkond* voi ,,hipervarieeruv piirkond* tahistab siin antikeha piirkondi, milles
paiknevad antigeenide sidumises osalevad aminohappejadgid. CDR-id koosnevad
tavaliselt aminohappejaédkidest 24-34 (L1), 50-56 (L2) ja 89-97 (L3) kerge ahela
varieeruvas domeenis ning 31-35 (H1), 50-65 (H2) ja 95-102 (H3) raske ahela
varieeruvas domeenis; (Kabat et al. (1991) ,,Sequences of Proteins of Immunological
Interest”, viies trukk, USA tervishoiu- ja sotsiaalteenuste ministeerium, NIH véljaanne nr
91-3242) jalvoi ,,hipervarieeruvast suletud ahelast” parinevatest jaakidest (jadgid 26-32
(L1), 50-52 (L2) ja 91-96 (L3) kerge ahela varieeruvas domeenis ja 26-32 (H1), 53-55
(H2) ja 96-101 (H3) raske ahela varieeruvas domeenis; Chothia ja Lesk, J. Mol. Biol.,
1987 196: 901-917). Tavaliselt nummerdatakse selle piirkonna aminohappejéégid meetodi
abil, mida on kirjeldanud Kabat et al., eespool. Valjendid nagu ,,Kabati positsioon“ ja
»Kabati jaak* ning ,,Kabati jargi“ viitavad siin sellele raske ahela varieeruvate domeenide
vOi kerge ahela varieeruvate domeenide numeratsioonisiisteemile. Kabati numeratsiooni
abil vGib peptiidi tegelik lineaarne aminohappejarjestus sisaldada véhem vo6i rohkem
aminohappeid, mis vastavad raamistiku (FR) v0i varieeruva domeeni CDR-i
lihendamisele voi sellesse sisestamisele. Naiteks vdib raske ahela varieeruv domeen
hdlmata aminohappesisestusi (jaagid 52a, 52b ja 52c Kabati jargi) peale CDR H2 jaaki
52 ja sisestatud jaake (nt jaagid 82a, 82b, ja 82c jne Kabati jargi) peale raske ahela FR-
jaaki 82. Konkreetse antikeha jadkide Kabati numeratsiooni méaramiseks joondatakse
antikeha jarjestuse homoloogsed piirkonnad Kabati jargi nummerdatud ,,standardse*

jarjestusega.

[0051] Termin ,raamistikupiirkonna®* voi ,FR-i* jadgid téhistab VH voi VL-i
aminohappejééke, mis ei sisaldu CDR-ides siin méaratletud juhul.
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[0052] Leiutisekohane antikeha vOib sisaldada CDR-piirkonda Uhest vOi enamast siin
avaldatud spetsiifilisest antikehast, nagu nditeks CDR-piirkond, mis on valitud rihmast,
kuhu kuuluvad SEQ ID NO: 15, 16, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 31, 32, 35 v0i 36.

[0053] 1F34-antikehal on raske ahel jarjestusega SEQ ID NO: 15 ja kerge ahel
jarjestusega SEQ ID NO: 16. Leiutisekohane antikeha voib sisaldada seda varieeruvat
raske ahela jarjestust ja/vdi seda varieeruvat kerge ahela jarjestust. 1F36-antikehal on
CDR-jarjestused, mida esindavad aminohapped 31 kuni 35, 50 kuni 66 ja 98 kuni 108
jarjestuses SEQ ID NO: 15 ja aminohapped 24 kuni 34, 51 kuni 56 ja 89 kuni 97
jarjestuses SEQ ID NO: 16. Leiutisekohane antikeha vdib sisaldada 1, 2, 3, 4, 5 vdi k&iki 6

neist CDR-jérjestustest.

[0054] Leiutisekohane antikeha vOib sisaldada: CDRH1 jdrjestust, mis vastab
aminohappejéakidele 31 kuni 35 (SYWMN) jérjestuses SEQ ID NO: 15, kusjuures ks
neist aminohappejéakidest voib olla asendatud teise aminohappejéégiga; ja/voi CDRH2
jarjestust, mis vastab aminohapetele 50 kuni 66 (MIHPSDSETRLNQKFKD) jarjestuses
SEQ ID NO: 15, kusjuures Uks, kaks voi kolm neist aminohappejaakidest voib olla
asendatud teise aminohappejadgiga; ja/voi CDRH3 jarjestust, mis vastab aminohapetele
98 kuni 108 (DYSDYDGFAYY]) jarjestuses SEQ ID NO: 15, kusjuures ks, kaks voi kolm
neist aminohappejaakidest voib olla asendatud teise aminohappejaagiga.

[0055] Leiutisekohane antikeha vo6ib sisaldada CDRL1 jérjestust, mis vastab
aminohappejéakidele 24 kuni 34 (RASQSISDYLH) jarjestuses SEQ ID NO: 16, kusjuures
Uks, kaks vOi kolm neist aminohappejadkidest vdivad olla asendatud teise
aminohappejéagiga; ja/vdi CDRL2 jarjestust, mis vastab aminohapetele 51 kuni 56
(ASQSIS) jarjestuses SEQ ID NO: 16, kusjuures ks voi kaks neist aminohappejaéakidest
vOivad olla asendatud teise aminohappejdégiga; ja/vdi CDRL3 jarjestust, mis vastab
aminohapetele 89 kuni 97 (QNGHSFPLT) jarjestuses SEQ ID NO: 16, kusjuures ks voi
kaks neist aminohappejaakidest vdivad olla asendatud teise aminohappejaégiga.

[0056] 1F10-antikehal on raske ahel jarjestusega SEQ ID NO: 19 ja kerge ahel
jarjestusega SEQ ID NO: 20. Leiutisekohane antikeha voib sisaldada seda varieeruvat

raske ahela jarjestust ja/vdi seda varieeruvat kerge ahela jérjestust. 1F10-antikehal on
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CDR-jérjestused, mida esindavad aminohapped 31 kuni 35, 50 kuni 66 ja 99 kuni 109
jarjestuses SEQ ID NO: 19 ja aminohapped 24 kuni 33, 49 kuni 55 ja 88 kuni 96
jarjestuses SEQ ID NO: 20. Leiutisekohane antikeha vdib sisaldada 1, 2, 3, 4, 5 voi k&iki 6

neist CDR-jérjestustest.

[0057] Leiutisekohane antikeha vOib sisaldada CDRH1 jarjestust, mis vastab
aminohappejéaakidele 31 kuni 35 (DYNMY) jarjestuses SEQ ID NO: 19, kusjuures uks
neist aminohappejéakidest voib olla asendatud teise aminohappejéégiga; ja/voi CDRH2
jarjestust, mis vastab aminohapetele 50 kuni 66 (YIDPYNGDTSYNQKFKG) jarjestuses
SEQ ID NO: 19, kusjuures (ks, kaks vdi kolm neist aminohappejaékidest vGivad olla
asendatud teise aminohappejadgiga; ja/voi CDRH3 jarjestust, mis vastab aminohapetele
99 kuni 109 (GDYGNPFYLDY) jarjestuses SEQ ID NO: 19, kusjuures uks, kaks voi
kolm neist aminohappejaékidest vdivad olla asendatud teise aminohappejaagiga.

[0058] Leiutisekohane antikeha vo6ib sisaldada CDRL1 jérjestust, mis vastab
aminohappejéakidele 24 kuni 33 (SVSSSVNYMY) jarjestuses SEQ ID NO: 20, kusjuures
Uks, kaks vOi kolm neist aminohappejaékidest vdivad olla asendatud teise
aminohappejéagiga; ja/vdi CDRL2 jarjestust, mis vastab aminohapetele 49 kuni 55
(DTSKLPS) jarjestuses SEQ ID NO: 20, kusjuures (ks vOi kaks neist
aminohappejéékidest vodivad olla asendatud teise aminohappejddgiga; ja/voi CDRL3
jarjestust, mis vastab aminohapetele 88 kuni 96 (QQWTSNPPT) jarjestuses SEQ ID NO:
20, kusjuures (ks vdi kaks neist aminohappejéékidest voivad olla asendatud teise

aminohappejéagiga.

[0059] 1F105-antikehal on raske ahel jarjestusega SEQ ID NO: 23 ja kerge ahel
jarjestusega SEQ ID NO: 24. Leiutisekohane antikeha vdib sisaldada seda varieeruvat
raske ahela jarjestust ja/vGi seda varieeruvat kerge ahela jarjestust. 1F105-antikehal on
CDR-jarjestused, mida esindavad aminohapped 31 kuni 35, 50 kuni 66 ja 99 kuni 108
jarjestuses SEQ ID NO: 23 ja aminohapped 24 kuni 33, 49 kuni 55 ja 88 kuni 96
jarjestuses SEQ ID NO: 24. Leiutisekohane antikeha voib sisaldada 1, 2, 3, 4, 5 v6i kbiki 6

neist CDR-jérjestustest.
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[0060] Leiutisekohane antikeha vOib sisaldada CDRH1 jdrjestust, mis vastab
aminohappejéakidele 31 kuni 35 (DTYIH) jarjestuses SEQ ID NO: 23, kusjuures (ks neist
aminohappejéaakidest vOib olla asendatud teise aminohappejéégiga; ja/vdi CDRH2
jarjestust, mis vastab aminohapetele 50 kuni 66 (RIDPANDDTKYDPNFQG) jarjestuses
SEQ ID NO: 23, kusjuures uks, kaks voi kolm neist aminohappejaékidest vdivad olla
asendatud teise aminohappejadgiga; ja/voi CDRH3 jérjestust, mis vastab aminohapetele
99 kuni 108 (SDNSDSWFAY) jarjestuses SEQ ID NO: 23, kusjuures ks, kaks voi kolm
neist aminohappejaakidest voib olla asendatud teise aminohappejaagiga.

[0061] Leiutisekohane antikeha vo6ib sisaldada CDRL1 jérjestust, mis vastab
aminohappejéakidele 24 kuni 33 (SVSSSVNFMN) jarjestuses SEQ ID NO: 24, kusjuures
Uks, kaks vOi kolm neist aminohappejaékidest vdivad olla asendatud teise
aminohappejéagiga; ja/vdi CDRL2 jarjestust, mis vastab aminohapetele 49 kuni 55
(DTSKLAP) jarjestuses SEQ ID NO: 24, kusjuures (ks vOi kaks neist
aminohappejéaakidest vdivad olla asendatud teise aminohappejddgiga; ja/vdoi CDRL3
jarjestust, mis vastab aminohapetele 88 kuni 96 (HQWSSYSLT) jarjestuses SEQ ID NO:
24, kusjuures uks vOi kaks neist aminohappejaékidest voivad olla asendatud teise

aminohappejéagiga.

[0062] 1F95-antikehal on raske ahel jarjestusega SEQ ID NO: 27 ja kerge ahel
jarjestusega SEQ ID NO: 28. Leiutisekohane antikeha vdib sisaldada seda varieeruvat
raske ahela jarjestust ja/vdi seda varieeruvat kerge ahela jarjestust. 1F95-antikehal on
CDR-jarjestused, mida esindavad aminohapped 31 kuni 35, 50 kuni 66 ja 99 kuni 106
jarjestuses SEQ ID NO: 27 ja aminohapped 24 kuni 33, 49 kuni 54 ja 87 kuni 95
jarjestuses SEQ ID NO: 28. Leiutisekohane antikeha voib sisaldada 1, 2, 3, 4, 5 voi koiki 6
neist CDR-jérjestustest.

[0063] Leiutisekohane antikeha vdib sisaldada CDRH1 jdrjestust, mis vastab
aminohappejéakidele 31 kuni 35 (DYNMH) jarjestuses SEQ ID NO: 27, kusjuures uks
neist aminohappejéakidest voib olla asendatud teise aminohappejéégiga; ja/voi CDRH2
jarjestust, mis vastab aminohapetele 50 kuni 66 (YVDPYDGGTSSNQKFKG) jarjestuses
SEQ ID NO: 27, kusjuures Uks, kaks vdi kolm neist aminohappejaékidest vGivad olla

asendatud teise aminohappejédégiga; ja/vdi CDRH3 jarjestust, mis vastab aminohapetele
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99 kuni 106 (EVPYYFDY) jarjestuses SEQ ID NO: 27, kusjuures uks, kaks vdi kolm

neist aminohappejéékidest voivad olla asendatud teise aminohappejadgiga.

[0064] Leiutisekohane antikeha vOib sisaldada CDRL1 jarjestust, mis vastab
aminohappejéakidele 24 kuni 33 (VASSSVTYMY) jarjestuses SEQ ID NO: 28, kusjuures
Uks, kaks vOi kolm neist aminohappejadkidest vdivad olla asendatud teise
aminohappejéagiga; ja/vdi CDRL2 jarjestust, mis vastab aminohapetele 49 kuni 54
(THPLAS) jarjestuses SEQ ID NO: 28, kusjuures ks voi kaks neist aminohappejaakidest
voivad olla asendatud teise aminohappejadgiga; ja/vdi CDRL3 jarjestust, mis vastab
aminohapetele 87 kuni 95 (HQWSSYSLT) jarjestuses SEQ ID NO: 28, kusjuures uks voi

kaks neist aminohappejaakidest vdivad olla asendatud teise aminohappejéégiga.

[0065] 2F5-antikehal on raske ahel jarjestusega SEQ ID NO: 31 ja kerge ahel jérjestusega
SEQ ID NO: 32. Leiutisekohane antikeha voib sisaldada seda varieeruvat raske ahela
jarjestust ja/vOi seda varieeruvat kerge ahela jérjestust. 2F5-antikehal on CDR-jérjestused,
mida esindavad aminohapped 31 kuni 35, 50 kuni 66 ja 99 kuni 109 jarjestuses SEQ ID
NO: 31 ja aminohapped 24 kuni 33, 49 kuni 55 ja 88 kuni 96 jarjestuses SEQ ID NO: 32.

Leiutisekohane antikeha vdib sisaldada 1, 2, 3, 4, 5 v0i kbiki 6 neist CDR-jarjestustest.

[0066] Leiutisekohane antikeha vOib sisaldada CDRH1 jdrjestust, mis vastab
aminohappejéakidele 31 kuni 35 (DYYMY) jarjestuses SEQ ID NO: 31, kusjuures uks
neist aminohappejéakidest voib olla asendatud teise aminohappejéégiga; ja/voi CDRH2
jarjestust, mis vastab aminohapetele 50 kuni 66 (AISDDSTYTYYPDSVKG) jérjestuses
SEQ ID NO: 31, kusjuures iks, kaks vdi kolm neist aminohappejaékidest voivad olla
asendatud teise aminohappejédégiga; ja/vdi CDRH3 jarjestust, mis vastab aminohapetele
99 kuni 109 (GGYGNLYAMDY) jarjestuses SEQ ID NO: 31, kusjuures uks, kaks voi

kolm neist aminohappejaékidest voivad olla asendatud teise aminohappejadgiga.

[0067] Leiutisekohane antikeha vOib sisaldada CDRL1 jarjestust, mis vastab
aminohappejéékidele 24 kuni 35 (TASSSVSSSYLH) jarjestuses SEQ ID NO: 32,
kusjuures (ks, kaks v6i kolm neist aminohappejaakidest vdivad olla asendatud teise
aminohappejéagiga; ja/vdi CDRL2 jarjestust, mis vastab aminohapetele 51 kuni 57
(STSNLAS) jarjestuses SEQ ID NO: 32, Kkusjuures (ks vOi kaks neist
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aminohappejéékidest voivad olla asendatud teise aminohappejddgiga; ja/voi CDRL3
jarjestust, mis vastab aminohapetele 90 kuni 98 (HQYHRSPFT) jarjestuses SEQ ID NO:
32, kusjuures (ks vdi kaks neist aminohappejéékidest voivad olla asendatud teise

aminohappejéégiga.

[0068] 2F7-antikehal on raske ahel jarjestusega SEQ ID NO: 35 ja kerge ahel jarjestusega
SEQ ID NO: 36. Leiutisekohane antikeha voib sisaldada seda varieeruvat raske ahela
jarjestust ja/vOi seda varieeruvat kerge ahela jarjestust. 2F5-antikehal on CDR-jarjestused,
mida esindavad aminohapped 31 kuni 35, 50 kuni 66 ja 99 kuni 109 jarjestuses SEQ ID
NO: 35 ja aminohapped 24 kuni 34, 50 kuni 56 ja 89 kuni 96 jarjestuses SEQ ID NO: 36.

Leiutisekohane antikeha vdib sisaldada 1, 2, 3, 4, 5 v0i kbiki 6 neist CDR-jarjestustest.

[0069] Leiutisekohane antikeha vOib sisaldada CDRH1 jdrjestust, mis vastab
aminohappejéaakidele 31 kuni 35 (NYVMH) jarjestuses SEQ ID NO: 35, kusjuures uks
neist aminohappejéakidest voib olla asendatud teise aminohappejéégiga; ja/vdoi CDRH2
jarjestust, mis vastab aminohapetele 50 kuni 66 (WINPFNDGTNYNENFKN) jarjestuses
SEQ ID NO: 35, kusjuures uks, kaks voi kolm neist aminohappejaékidest voivad olla
asendatud teise aminohappejadgiga; ja/voi CDRH3 jarjestust, mis vastab aminohapetele
99 kuni 109 (SGFITTLIEDY) jarjestuses SEQ ID NO: 35, kusjuures uks, kaks voi kolm
neist aminohappejaakidest voivad olla asendatud teise aminohappejaagiga.

[0070] Leiutisekohane antikeha vdib sisaldada: CDRL1 jérjestust, mis vastab
aminohappejéakidele 24 kuni 34 (KASESVGSFVS) jérjestuses SEQ ID NO: 36, kusjuures
Uks, kaks vOi kolm neist aminohappejadkidest vdivad olla asendatud teise
aminohappejéagiga; ja/vdi CDRL2 jarjestust, mis vastab aminohapetele 50 kuni 56
(GASNRYT) jarjestuses SEQ ID NO: 36, kusjuures ks vdi kaks neist
aminohappejéaakidest vdivad olla asendatud teise aminohappejadgiga; ja/vdi CDRL3
jarjestust, mis vastab aminohapetele 89 kuni 96 (GQYYTHPT) jérjestuses SEQ ID NO:
36, kusjuures uks vOi kaks neist aminohappejaékidest voivad olla asendatud teise

aminohappejéégiga.

[0071] Termin ,antigeen* (Ag) viitab molekulaariksusele, mida kasutatakse

immunokompetentse selgroogse immuniseerimiseks, et toota Ag-d dra tundev antikeha
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(ADb). Siin on Ag defineeritud laiemalt ning Uldiselt hdlmab sihitud molekule, mida Ab
spetsiifiliselt dra tunneb, seega hdlmab ka fragmente vdi jéljendeid molekulist, mida
kasutatakse Ab tootmiseks kasutatavas immuniseerimisprotsessis v8i muus protsessis, nt

faagikuvas.

[0072] Termin ,,epitoop” on siin kasutatuna defineeritud ,,antigeeni siduva pollpeptiidi*,
nagu antikeha (Ab) ja sellele vastava antigeeni (Ag) vahelise molekulaarse interaktsiooni
kontekstis. Uldiselt tahistab ,,epitoop* Ag ala vdi piirkonda, mida Ab spetsiifiliselt seob, st
Ab-ga flusiliselt kokku puutuvat ala voi piirkonda. Fulusiline kontakt voib olla
defineeritud erinevate kriteeriumite abil (nt kauguspiirang 2-6 A, nagu 3 A, nagu 4 A,
nagu 5A; voi solvendi ligipadsetavus), mis kehtivad Ab ja Ag molekulide aatomitele.
Valgu epitoop voib sisaldada Ag-s aminohappejaéke, mis on otseselt kaasatud Ab-ga
seondumisse (tuntud ka kui epitoobi immunodominantne komponent), ja teisi
aminohappejédke, mis ei ole seondumisega otseselt seotud, nagu naiteks Ag
aminohappejéagid, mida Ab blokeerib, nt Ab ,solvendivaba pind“ ja ,jalajélje*

aminohappejééagid.

[0073] Termin epitoop hdlmab siin kasutatuna mdlemat tilpi seondumispiirkondi mis
tahes PGLYRP1 piirkonnas, mis spetsiifiliselt seondub PGLYRP1-antikehaga. PGLYRP1
vOib sisaldada erinevaid epitoope, mille hulka voivad néiteks kuuluda (piiranguteta)
Kinnitavad epitoobid, mis koosnevad Uhest vdi mitmest piirnevast aminohappest, mis
paiknevad kipse PGLYRP1 konformatsioonis (ksteise ldhedal ja mille
translatsioonijargsed epitoobid koosnevad kas osaliselt voi taielikult PGLYRP1-ga
kovalentselt seotud molekulaarstruktuuridest, nditeks susivesinikrihmadest. PGLYRP1

vOib lisaks sisaldada lineaarseid epitoope.

[0074] Nimetatud antikeha (Ab) / antigeeni (Ag) paari epitoopi voib kirjeldada ja
iseloomustada erineva Uksikasjalikkusega erinevate Katseliste ja arvutuslike epitoobi
kaardistamise meetodite abil. Katseliste meetodite hulka kuuluvad mutagenees,
rontgenkristallograafia, tuumamagnetresonants  spektrokoopia  (TMR),  vesiniku
deuteeriumvahetuse massispektomeetria (HX-MS) ja erinevad konkureeriva seondumise
meetodid; meetodid, mis on valdkonnas tuntud. Kuna iga meetod toetub unikaalsele

pbhimdttele, on epitoobi Kirjeldus tugevalt seotud méadratlemise meetodiga. Seega vdib



10

15

20

25

30

27
EE-EP 2 814 842 B1

Ab/Ag paari epitoopi kirjeldada mitut moodi, olenevalt kasutatud epitoobi kaardistamise

meetodist.

[0075] Kdige uksikasjalikumal tasandil vb6ib Ag ja Ab vahelise interaktsiooni jaoks
vajalikku epitoopi kirjeldada Ag-Ab interaktsiooni aatomikontaktide koordinaatide kaudu
ning nende suhtelise panuse kaudu seondumise termodiinaamikasse. Véhem Uksikasjalikul
tasandil vdib epitoopi iseloomustada koordinaatide kaudu, mis maédravad Ag ja Ab
aatomikontakte. Veel védhem (ksikasjalikul tasandil vdib epitoopi iseloomustada selles
sisalduvate aminohappejéékide kaudu, mis on madratletud spetsiifiliste kriteeriumite jérgi
nagu Ab:Ag kompleksi aatomite vaheline kaugus voi solvendi ligipaas selle aatomitele.
Veel vahem iksikasjalikul tasandil vdib epitoopi iseloomustada funktsiooni kaudu, nt
seondumise konkurents teiste Ab-dega. Epitoop vOib olla mé&éaratletud uldisemalt
aminohappejéékide sisalduse kaudu, kus mone aminohappe asendus muudab Ab ja Ag

interaktsiooni tingimusi.

[0076] Rontgenmeetodil saadud kristallstruktuuri, mida maaratletakse Ab, nt Fab-
fragmendi, ja selle Ag vaheliste koordinaatide kaudu, ja juhul, kui kontekst pole vastuolus
vOi pole tapsustatud teisiti, moistetakse siin epitoopi spetsiifiliselt kui PGLYRP1 jé&éki,
mida iseloomustab raske aatomi (nt muu kui vesiniku aatomi) paiknemine 2—-6 A, naiteks
3 A naiteks 4 A, naiteks 5 A kaugusel Ab raskest aatomist.

[0077] Kuna olenevalt epitoobi kaardistamise meetodist saadakse erineva
detailsustasemega epitoopide kirjeldused, on véimalik ka sama Ag erinevaid Ab epitoope

vorrelda erineva Uksikasjalikkusega.

[0078] Aminohappetasemel Kirjeldatud epitoobid, nt réntgenstruktuuri abil tuvastatud, on
identsed, kui need sisaldavad samu aminohappejdéke. Epitoobid on kattuvad, kui
epitoobid jagavad vahemalt Uht aminohapet. Epitoobid on erinevad (unikaalsed), kui need

ei jaga Uhtegi aminohappejaaki.

[0079] Termini ,paratoop” mé&ératlus tuletatakse lal toodud epitoobi madratlusest
vastupidise perspektiiviga. Seega tahistab termin ,,paratoop“ Ab ala vdi piirkonda, mida

Ag spetsiifiliselt seob, st Ag-ga futsiliselt kokku puutuvat ala voi piirkonda.
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[0080] Kui rontgenmeetodil saadud kristallstruktuuri, mida maaratletakse Ab, nt Fab-
fragmendi, ja selle Ag vaheliste koordinaatide kaudu, ja juhul, kui kontekst pole vastuolus
vOi pole tépsustatud teisiti, mdistetakse siin paratoopi spetsiifiliselt kui Ag jaaki, mida
iseloomustab raske aatomi (nt muu kui vesiniku aatomi) paiknemine 4 A kaugusel
PGLYRP1 raskest aatomist.

[0081] Antikeha (Ab) / antigeeni (Ag) paari epitoopi ja paratoopi on vdimalik kindlaks
méadrata tavapéraste meetoditega. Nditeks vdib epitoobi Uldise asukoha kindlaks teha, kui
hinnata antikeha vGimet seonduda erinevate fragmentide voi PGLYRP1 polipeptiidide
variantidega. PGLYRP1 spetsiifilised aminohapped, mis puutuvad kokku antikehaga
(epitoobiga) ja spetsiifilised aminohapped antikehas, mis puutuvad kokku PGLYRP1-ga
(paratoobiga) on samuti vdimalik kindlaks méérata tavapéraste meetoditega. Naiteks vdib
kombineerida antikeha ja sihtmolekuli ning kristalliseerida Ab:Ag kompleksi. Kompleksi
kristallstruktuuri on vBimalik kindlaks mé&érata ning kasutada antikeha ja selle sihtmargi

spetsiifiliste interaktsioonisaitide méaaratlemiseks.

[0082] Sama antigeeniga seonduvaid antikehi v6ib iseloomustada l&htudes nende vdimest
seonduda samal ajal sama antigeeniga ning neid vdib analiilisida konkureeriva seondumise
/ rihmitamise meetoditega. Selles kontekstis viitab ,,ruhmitamine” meetodile, mille
raames rihmitatakse sama antigeeniga seonduvad antikehad. Antikehade ,,rihmitamine*
vOib oleneda nende sama antigeeniga seondumise konkurentsist analliusides, mis
pdhinevad tavaparastel tehnikatel nagu pinna plasmonresonants (SPR, ingl surface

plasmon resonance), ELISA v6i voolutsiitomeetria.

[0083] Antikeha ,rihm* madratakse vordlusantikeha jargi. Kui teine antikeha ei saa
seonduda antigeeniga samal ajal vdrdlusantikehaga, kuulub teine antikeha samasse rihma
kui vordlusantikeha. Sellisel juhul seonduvad vdrdlusantikeha ja teine antikeha
konkureerivalt antigeeni sama o0saga ning neid nimetatakse ,konkureerivateks
antikehadeks”. Kui teine antikeha saab antigeeniga seonduda samal ajal
vordlusantikehaga, kuulub teine antikeha teise ,,rihma“. Sellisel juhul ei konkureeri teine
antikeha ja vordlusantikeha (ksteisega antigeeni sama osaga seondumisel ning neid

nimetatakse ,,mittekonkureerivateks antikehadeks*.
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[0084] Antikeha ,rihm* ei anna otsest informatsiooni epitoobi kohta. Konkureerivatel
antikehadel ehk samasse ,,riihma* kuuluvatel antikehadel vdivad olla identsed epitoobid,
kattuvad epitoobid vai isegi eraldi epitoobid. Viimasel juhul hdivab epitoobiga seondunud
vordlusantikeha antigeenil ruumi, mis on vajalik teise antikeha ja epitoobi kontaktiks
(,,Steeriline takistus®™). Mittekonkureerivatel antikehadel on dldjuhul eraldi asetsevad

epitoobid.

[0085] Leiutisekohane antikeha vdib 1F10-ga voistelda PGLYRP1-ga seondumise suhtes.
Leiutisekohane antikeha vdib 1F36/mAb 0182-ga vdistelda PGLYRP1-ga seondumise
suhtes. Leiutisekohane antikeha vdib 1F95-ga vdistelda PGLYRP1-ga seondumise suhtes.
Leiutisekohane antikeha vdib 1F105/mAb 0184-ga vdistelda PGLYRP1-ga seondumise
suhtes. Leiutisekohane antikeha v0ib 2F5-ga voistelda PGLYRP1-ga seondumise suhtes.
Leiutisekohane antikeha v6ib 2F7-ga voistelda PGLYRP1-ga seondumise suhtes. Seega
vOib leiutisekohane antikeha kuuluda samasse riihma kui mis tahes ks vOi enam

nimetatud antikeha.

[0086] Termin ,,seondumisafiinsus® tahistab siin kahe molekuli, nt antikeha vdi selle
fragmendi ning antigeeni vahelise mittekovalentse interaktsiooni tugevust. Terminit
»seondumisafiinsus®” kasutatakse monovalentse interaktsiooni (iseloomuliku aktiivsuse)

kirjeldamiseks.

[0087] Kahe molekuli, nt antikeha vo6i selle fragmendi ning antigeeni vahelist
seondumisafiinsust monovalentse interaktsiooni kaudu on v@imalik médrata tasakaalulise
dissotsiatsioonikonstandi (Kp) mé&&ramise teel. KD vdib omakorda kindlaks médrata
kompleksi moodustumise ja dissotsieerimise kineesi teel, nt SPR-meetodi abil.
Monovalentse kompleksi moodustumise ning dissotsieerumise konstantidele viidatakse
kui assotsieerumise Kiiruskonstant ka (vOi Kon) ja dissotsieerumise Kiiruskonstant kg (voi

Koff). Ko on seotud ka-ga ja kq-ga vorrandi Kp = kg / ka kaudu.

[0088] Eelnenud definitsiooni kohaselt voib erinevate molekulaarsete interaktsioonidega
seotud seondumisafiinsusi, nditeks antigeeni erinevate antikehade seondumisafiinsusi,

vorrelda selle antikeha/antigeeni kompleksi Kp véartustega.
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[0089] Leiutisekohasel PGYLRP1-antikehal v6ib olla selle sintmérgi (PGLYRP1) suhtes
KD 1 x 107 M vai vaiksem, 1 x 10" M vai vaiksem, 1 x 108 M v&i vaiksem, v&i 1 x 10~
9 M vdi vaiksem, v8i 1 x 1071° M véi vaiksem, 1 x 10~ M vai vaiksem, 1 x 10712 M vdi

vaiksem voi 1 x 10712 M voi vaiksem.

[0090] Leiutisekohane antikeha vOib konkureerida PGLYRP1-ga seondumisel teise
molekuliga, nagu loomulikult esinev ligand vdi retseptor voi teine antikeha. Seega vdib
leiutisekohane antikeha seonduda PGLYRP1-ga suurema afiinsusega kui teine molekul,
mis on vOimeline PGLYRP1-ga seonduma. Antikeha vdimet antigeeniga seondumisel
konkureerida loomulikult esineva ligandi/retseptoriga vOib hinnata kD vaartuste
méaaramise ja vordlemise teel huvialuses interaktsioonis, néiteks antikeha ja antigeeni
vahelise spetsiifilise interaktsiooni pdhul, kusjuures kD véértus tuleb interaktsioonist, mis

pole huvialune.

[0091] Termin ,,seondumisspetsiifilisus* tahistab siin molekuli, nagu néiteks antikeha voi
selle fragmendi interaktsiooni (he eksklusiivse antigeeni voi piiratud arvu korge
homoloogsusega antigeenidega (vOi epitoopidega). Antikehad, mis on v&imelised
PGLYRP1-ga spetsiifiliselt seonduma, ei ole vB8imelised siduma erinevaid molekule.
Leiutisekohased antikehad ei pruugi olla vdimelised siduma PGLYRP perekonda
kuuluvaid molekule, nagu PGLYRP2, PGLYRP3 ja PGLYRPA4. Leiutisekohased
antikehad ei pruugi olla vdimelised siduma inimese PGLYRP perekonda kuuluvaid
molekule, nagu inimese PGLYRP2, inimese PGLYRP3 ja inimese PGLYRP4.

[0092] Interaktsiooni spetsiifilisus ja tasakaalulise seondumiskonstandi véértus on
vOimalik kindlaks maarata valdkonnas tuntud meetodite abil. Standardsed anallilsid
selleks, et hinnata ligandite (nagu antikehade) vOimet oma sihtmérki siduda, on
valdkonnas tuntud ning nende hulka kuuluvad nditeks ELISA, immunoblotanaliisid,
RIA-d ja voolutsitomeetriaanaliilis. Seondumiskineetikat ja antikeha seondumisafiinsust

on samuti voimalik hinnata valdkonnas tuntud standardsete analiitiside, naiteks SPR-i abil.

[0093] Teha vbib konkureeriva seondumise anallitsi, kus vorreldakse antikeha seondumist

sihtmérgiga ja sihtmérgi seondumist muu ligandiga, naiteks teise antikehaga.
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[0094] Veel Uhes aspektis pakutakse leiutisega kompositsioonid ja preparaadid, mis
sisaldavad leiutisekohaseid molekule, naiteks eelkirjeldatud PGLYRP1-antikehad,
polunukleotiidid, vektorid ja rakud. Naiteks pakutakse leiutisega farmatseutiline
kompositsioon, mis sisaldab dht vO6i mitut leiutisekohast PGLYRP1-antikeha koos
farmatseutiliselt vastuvfetava kandjaga.

[0095] Seega on leiutise Uiks eesmérk pakkuda farmatseutilist kompositsiooni, mis sisaldab
sellist PGLYRP1-antikeha, mille kontsentratsioon oleks 0,25 mg/ml kuni 250 mg/ml, ja
kusjuures nimetatud kompositsiooni pH oleks vahemikus 2,0 kuni 10,0. Preparaat voib
lisaks sisaldada tht vdi mitut puhversusteemi, séilitusainet, toonilisust reguleerivat ainet,
kelaativat ainet, stabilisaatorit voi pindaktiivset ainet vdi nende erinevaid kombinatsioone.
Sailitusainete, isotoonsete ainete, kelaativate ainete, stabilisaatorite ja pindaktiivsete ainete
kasutus farmatseutilistes kompositsioonides on asjatundjale teada. Viidata vdib teosele

»,Remington: The Science and Practice of Pharmacy*, 19. valjaanne, 1995.

[0096] Uhes teostuses on farmatseutiline preparaat veepShine preparaat. Selline preparaat
on tavaliselt lahus vOi suspensioon, ent nende hulka vdivad kuuluda ka kolloidid,
dispersioonid, emulsioonid ja mitmefaasilised materjalid. Termin ,,veepdhine preparaat*
tahistab preparaati, mis sisaldab vahemalt 50 massiprotsenti vett. Samuti téhistab ka
termin ,vesilahus® lahust, mis sisaldab vahemalt 50 massiprotsenti vett, ning termin

,Vesisuspensioon® suspensiooni, mis sisaldab vahemalt 50 massiprotsenti vett.

[0097] Veel hes teostuses on farmatseutiline preparaat kuivkilmutatud preparaat, millele

arst voi patsient lisab enne kasutamist lahustit ja/vdi lahjendusvedelikku.

[0098] Uhes taiendavas aspektis sisaldab farmatseutiline kompositsioon sellise antikeha
vesilahust ja puhvrit, kusjuures antikeha kontsentratsioon on 1 mg/ml v6i suurem ning

kusjuures preparaadi pH on vahemikus ligikaudu 2,0 kuni 10,0.

[0099] Leiutisekohaseid PGLYRP1-antikehi ja selliseid antikehi sisaldavaid
farmatseutilisi kompositsioone vOib kasutada pdletikuliste haiguse ravis, mille hulka
kuuluvad haigused, nagu nditeks pdletikuline soolehaigus (IBD), Crohni tobi (CD, ingl
Crohns disease), haavandiline koliit (UC, ingl ulcerative colitis), sooledrritussiindroom,
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reumatoidartriit (RA), psoriaas, psoriaatiline artriit, susteemne erutematoosne luupus
(SLE, ingl systemic lupus erythematosus), nefriitluupus, | tilpi diabeet, Gravesi tdbi,
poluskleroos (MS, ingl multiple sclerosis), autoimmuunne muokardiit, Kawasaki tdbi,
koronaararteri haigus, krooniline obstruktiivne kopsuhaigus, inerstitsiaalne kopsuhaigus,
autoimmuunne tareoidiit, sklerodermia, susteemne skleroos, osteoartriit, atoopiline
dermatiit, vitiliigo, hulgamisreaktsioon, Sjogreni  tbbi, autoimmuunne nefriit,
Goodpasture’i  stindroom, krooniline pdletikuline demiieliniseeriv poliineuropaatia,
allergiad, astma ja teised atuoimmuunhaigused, mis tulenevad kas akuutsest vOi
kroonilisest pdletikust. Leiutisekohaseid PGLYRP1-antikehi ja neid sisaldavad
farmatseutilisi kompositsioone vdib kasutada ka stidame- ja veresoonkonna haiguste,

insuldi, isheemilise reperfusioonivigastuse, kopsupdletiku, sepsise ja vahi ravis.

[0100] Leiutisekohased PGLYRP1-antikehad sobivad kasutamiseks pdletikulise
soolehaigusega indiviidide ravimiseks. Pdletikuline soolehaigus (IBD) on haigus, mis vdib
mdojutada kdiki seedetrakti osi suust parakuni ning pohjustada mitmeid stiimptomeid. IBD
pbhjustab peamiselt valu kohus, kdhulahtisust (vOib esineda veritsust), oksendamist,
kaalukaotust, kuid voOib poéhjustada komplikatsioone ka valjaspool seedetrakti, nagu
néiteks nahalddbed, artriit, silmapdletik, vasimus ja keskendumisraskused. Patsiendid,
kellel on IBD, vbib jagada kahte suuremasse rihma: need, kellel on haavandiline koliit
(UC) ja need, kellel on Crohni tébi (CD). Kuigi CD mdjutab uldiselt niudesoolt ja
k&arsoolt, vdib see mojutada ka soolestiku muid piirkondi, kuid mitte pidevalt
(haiguskolded levivad soolestikus), UC mdjutab alati parakut (k&arsool) ja on pidevam.
CD puhul on pdletik transmuraalne, mis viib méadanike, fistulite ja ahendite tekkeni, ent
UC puhul piirdub pdletik Gldiselt limaskestaga. Crohni tdve vélja ravimiseks pole Ghtki
teadaolevat farmatseutilist voi kirurgilist vahendit, ent UC-d on vOimalik valja ravida
kirurgiliselt kadrsoole eemaldamise teel. Ravivdimalused piirduvad sumptomite kontrolli
all hoidmise ja haiguse taastekke ennetamisega. Kliinilist efektiivsust pdletikulise
soolehaiguse ravis voib mddta Crohni tdve aktiivsusindeksi (CDAI, ingl Crohn’s Disease
Activity Index) CD skoori languse kaudu, kus tulemus p6hineb analtitsidel ja elukvaliteeti
puudutaval kisimustikul. Loommudelites mdddetakse efektiivsust peamiselt kaalutdusu ja
haiguse aktiivsusindeksi (DA, ingl disease activity index) kaudu, kus vOetakse arvesse

rooja konsistentsi, kaalu ja veritsust roojas.
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[0101] Leiutisekohased PGLYRP1-antikehad sobivad kasutamiseks reumatoidartriidi
ravis. Reumatoidartriit (RA) on siisteemne haigus, mis mdjutab kogu keha ja on kdige
levinum artriidi vorm. Seda iseloomustab liigeste pdletikulisus, mis p&hjustab valu,
jaikust, kuumamist, punetust ja paistetust. See poletik tekib pdletikuliste rakkude
paésemisel liigestesse, kus need vabastavad ensulime, mis vOivad I6hustada luu- ja
kdhrkude. Seetdttu voib selline pdletik oluliselt kahjustada luid ja kdhre ning p&hjustada
muu hulgas liigeste seisukorra halvenemist ja tugevat valu. Pdletikuline liiges voib

kaotada oma kuju ning dige asendi, mille tulemuseks on valu ning liikumisvéime langus.

[0102] Valdkonnas tuntakse mitut reumatoidartriidi loommudelit. Naiteks kollageen-
indutseeritud artriidi (CIA, ingl collagen-induced arthritis) mudeli puhul areneb hiirtel
krooniline pdletikuline artriit, mis sarnaneb suurel mé&aral inimese reumatoidartriidiga.
Kuna CIA-I ja RA-I on sarnased immunoloogilised ja patoloogilised omadused, on CIA
sobiv mudel potentsiaalselt ka inimeste pdletikuvastaste Uhendite sGelumiseks. Mudeli
efektiivsust hinnatakse liigese paistetuse alanemise pdhjal. RA-d mdjutavat Kliinilist
aktiivsust hinnatakse patsientide simptomite vahenemise kaudu, sh liigeste paistetus,
eritotsudtide ladestumise Kiirus, C-reaktiivsete valkude tasemed ja seerumifaktorite

tasemed, nagu nditeks tsitrulliinitud valgu vastased antikehad.

[0103] Leiutisekohased PGLYRP1-antikehad sobivad kasutamiseks psoriaasi ravis.
Psoriaas on T-rakkude vahendatud nahapdletik, mis v6ib pdhjustada suuri ebamugavusi.
Tegu on haigusega, mida pole v6imalik valja ravida ning mis mdjutab igas vanuses
inimesi. Kuigi inimesed, kellel on psoriaasi kergem vorm, saavad haigust toopiliste
vahenditega kontrolli all hoida, on maailmas ule miljoni patsiendi, kes vajavad
ultraviolettvalgusravi ~ v0i  sisteemset  immunosupressioonravi.  Kahjuks  pole
ultraviolettvalgusravi ebamugavuse ja riskide tdttu ning paljud teraapiad toksilisuse tottu
sobivad pikaajaliseks kasutamiseks. Lisaks tuleb psoriaas tavaliselt tagasi ning mdnedel
juhtudel juba varsti parast immunosupressioonteraapia I6petamist. Hiljuti vélja arendatud
CD4" T-rakkude Ulekandel p6hinev psoriaasimudel matkib mitmeid inimese psoriaasi
aspekte ning seega on seda vdimalik kasutada psoriaasi ravimiseks sobilike thendite
tuvastamiseks (Davenport et al., Internat. Immunopharmacol 2: 653-672, 2002). Selles
mudelis hinnatakse efektiivsust naha patoloogiate vdhenemise kaudu punktiststeemi abil.

Samuti hinnatakse naha patoloogiate vdhenemise kaudu ravi efektiivust ka patsientides.
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[0104] Leiutisekohased PGLYRP1-antikehad sobivad kasutamiseks psoriaatilise artriidi
ravis. Psoriaatiline artriit (PA) on pdletikuline artriit, mis vOib esineda psoriaasiga
patsientidel. Nendel patsientidel esineb lisaks naha patoloogiatele/simptomitele ka liigeste
paistetus, mis sarnaneb reumatoidartriidi sumptomile. See poOhjustab laigulisi,
esilekerkivaid, punaseid pdletikulisi laike nahal, mis hakkab kooruma. Psoriaas mojutab
tihti kiunarnukke ja pdlvi, peanahka, naba, suguelundite vdi paraku Gmbrust. Ligikaudu

10% psoriaasiga patsientidest esineb haigusega seotud liigesepdletik.

[0105] Termin ,ravi* tahistab siin seda vajava inimesele vdi teist liiki loomale osutatavat
meditsiinilist teraapiat. Eeldatakse, et ravialuse on l&bi vaadanud arst vdi veterinaararst,
kes on pannud esialgse voi kindla diagnoosi, mis nditaks, et nimetatud ravi rakendamine
on selle inimese vOi teist liiki looma tervislikule seisundile kasulik. Ravi aeg ja eesmark
vOib olenevalt ravialusest erineda ja soltub erinevatest teguritest, naiteks ravialuse
tervislikust seisundist. Seega vOib ravi olla profllaktiline, leevendav, simptomaatiline

ja/vai raviv.

[0106] Leiutise kontekstis vdivad profilaktilised, leevendavad, simptomaatilised ja/voi

ravimeetmed esindada leiutise erinevaid aspekte.

[0107] Leiutisekohast antikeha vdib manustada parenteraalselt, néiteks veenisiseselt,
néiteks lihasesiseselt, néiteks nahaaluselt. Muul juhul vG6ib leiutisekohast antikeha
manustada ka mitte-parenteraalsel teel, néiteks suu kaudu voi toopiliselt. Leiutisekohast
antikeha vOib manustada profilaktiliselt. Leiutisekohast antikeha vdib manustada

terapeutiliselt (ndudmisel).

NAITED

Néide 1: BWZ.36 inimese REM-1:DAP12 stabiilse rakuliini tootmine

[0108] Rakuliin BWZ.36/hTREM-1:DAP12:NFAT-LacZ (siin ka BWZ/hTREM-1-
reporterrakk) saadi BW5147 T-rakkudest (Mus musculus’e harknddrme limfoomi rakuliin,

ATCC TIB-47, LGC Standards, Middelsex, UK) ja sisaldab LacZ-i reporterkonstrukti,

mida reguleerivad neli NFAT promootorelemendi koopiat (vt Karttunen, J. & Shastri, N.
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(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 3972-3976 ja Fiering, S., Northrop, J. P., Nolan, G.
P., Matilla, P., Crabtree, G. R. & Herzenberg, L. A. (1990) Genes Dev. 4: 1823-1834).
Vektor TREM/DAP12/pMX-IRES (mis kodeerib 786 bp TREM-1) Smal saidist BamHI
saidini, mille puhul kasutatakse matriitsina TREM-1 cDNA-d (Gene Bank
ID:NM_018643.2, Sino Biological Inc., Beijing, Hiina) ning oligonukleotiide 5'-
TAGTAGGGATCCGCTGGTGCACAGGAAGG (SEQ ID NO: 51) ja 5
TAGTAGGCGGCCGCTTCGTGGGCCTAGGGTAC (SEQ ID NO: 52) praimeritena,
klooniti vektorisse pIREShyg GenBanki registreerimisnumbriga U89672 (kat-nr 6061-1,
Clontech Laboratories, CA, USA), transfekteeriti PLAT-E pakkimisrakuliini (W.
Yokoyama, Washington University; alternatiivselt, kat-nr RV-101, Cell BiolabsInc, Bio-
Mediator KY, Vantaa, Soome) transfekteerimisreagendi Superfect (kat- no 301305,
Qiagen Nordic, Taani) abil. TREM/DAP12/pMX-IRES viirusosi sisaldavaid PLAT-E
supernatante kasutati BWZ.36-rakkude nakatamiseks jargnevalt: 2 x 10° BWZ.36-rakku
kasvatati 6-stvendilistes plaatides ning s66de asendati 1,5 ml viirusosakesi sisaldava
supernatandiga, mis sisaldas 8 mg/ml polibreeni. 6-8 tunni parast lisati stivendisse 1,5 ml
tavapdrast soodet ning rakke inkubeeriti veel 24 tundi. TREM-1 stabiilselt ekspresseerivad
BWZ.36-rakuliinid mérgistati TREM-1-vastase monokloonse antikehaga (kloon 21C7;
Bouchon et al., 2000, J.Immunolvol. 164 Ik 4991-4995) ja eraldati rakusortimise teel.

Naide 2. Bioanalutsi loomine TREM-1 ligandit ekspresseerivate rakkude

tuvastamiseks

[0109] TREM-1 reporterrakuliin loodi NFAT-lacZ-d kandva BWZ.36 rakuliini hnTREM-1
ja DAP12-ga transfekteerimise teel (Sanderson S, Int. Immun. 1994) nagu kirjeldatud
néites 1. See BWZ.36/hTREM-1:DAP12:NFAT-LacZ rakuliin (siin ka: BWZ/hTREM-1
reporterrakk) on véga reaktiivne antikeha-vahendatud TREM-1 linkimisele, andes
vorreldes kontrollisotutibiga tulemuseks ligikaudu 40-kordse induktsiooni NFAT-
aktiveeritud LacZ tootluses, kui seda stimuleeritakse 1-10 pg/ml suvendiga seotud
kaubanduslikult saadaoleva anti-TREM-1 antikehaga. NFAT-aktiveeritud LacZ-i tootlust
reporterrrakkudes voib analulsida luminestsentsil pdhineva komplektiga Beta Glow™
(Promega E4720, Madison, WI). Plaadid kaeti kontrollisotliubi v6i TREM-1 MAB1278-
ga (konts. 3 pg/ml PBS-is, 100 pl/sivend) (R&D Systems, Minneapolis, USA)
temperatuuril 4 °C 16 tunniks voi temperatuuril 37 °C 2 tunniks, 5 % CO2 juuresolekul, ja
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BWZ/hTREM-1-reporterrakud eemaldati 10 ml Versene’i (katalooginumber 15040,
Gibco, Carlshad CA, USA) lisamisega, tsentrifuugiti kiirendusel 400 g 5 minutit ja
loputati PBS-is ja sootmes (RPMI-1640 ilma fenoolpunaseta); kat-nr 11835 Gibco,
Carlsbad CA, USA) enne kaetud plaatidele lisamist (1 x 10° rakku/ml, 4 x 10* rakku
suvendi kohta) kogumahuni 100 pl ja inkubeeriti Ule 66 (16-20 tundi) 37 °C, 5 % CO-

juuresolekul.

[0110] Neid TREM-1-reaktiivseid rakke kasutati TREM-1 ligandit ekspresseerivate
rakkude tuvastamiseks. Uks selline rakutiiip on tiisverest saadud neutrofiilid. Heas
tervislikus seisundis doonoritelt saadud neutrofiilid puhastati Ficolli ja dekstraani
sadestusega ning neid stimuleeriti PGN-iga (InVivogen, tirl-pgnsa, SanDiego, CA, USA)
ule 66. Pdgusalt lisati aktiveeritud neutrofiilikultuuridele BWZ/hTREM-1 reporterrakud,
vahekorras 1 : 3, reporterrakk:neutrofiilid. Analiis tehti polu-D-lUsiiniga kaetud mustadel
rakukultuuriplaatidel (nr 356640, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). TREM-1
aktivatsiooni loeti parast 24-tunnist kultiveerimist reaktiiviga BetaGlo (E4720, Promega,
Madison, WI, USA) ja luminestsents moddeti Perkin Elmeri loenduriga TopCount

Luminescence.

[0111] Vitro stimuleeritud neutrofiilidel oli ligand, mis oli vbimeline indutseerima TREM-
1 signaliseerimist ning heas tervislikus seisundis doonorite téaisverest saadud neutrofiilid
puhastati dekstraansadestusega ning neid stimuleeriti Gle 66 mitmete reaktiividega. Ainus
reaktiiv, mis oli vdimeline neutrofiilides TREM-1-reaktiivset signaali stimuleerima, oli
PGN-SA (Invivogen, tlrl-pgnsa, SanDiego,CA,USA), mis matkib rakkude bakteriaalset
aktivatsiooni. Neid aktiveeritud neutrofiile kasutati seejarel reporterrakuliini
BWZ/hTREM-1 stimuleerimiseks rakkude koos kultiveerimise teel. Pdgusalt lisati
aktiveeritud neutrofiilikultuuridele BWZ/hTREM-1 reporterrakud, vahekorras 1 : 3,
reporterrakk:neutrofiilid. ~ Analliis  tehti  poli-D-lisiiniga  kaetud  mustadel
rakukultuuriplaatidel (nr 356640, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). TREM-1
aktivatsiooni loeti pérast 24-tunnist kultiveerimist reaktiiviga BetaGlo (E4720, Promega,
Madison, WI, USA) ja luminestsentsi mdddeti loenduriga TopCount Luminescence
(Perkin Elmer, Waltham MA, USA). Nagu nédhtub jooniselt fig 1, téheldati PGN-
stimuleeritud  neutrofiilidega  kooskultiveeritud BWZ/hTREM-1-rakkudes olulist

reporteraktiivsuse indutseerumist. See induktsioon sbltus tugevalt neutrofiili
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aktivatsioonist. Puhkeseisundis neutrofiilide (2. tulba neutrofiilid) puhul ei téheldatud
reaktsiooni. Samuti ei tdheldatud reaktsiooni ka BWZ/hTREM-1-reporterrakkude
stimuleerimisel PGN-SA-ga TLRL-kokteilis ilma neutrifiilideta (tulp 1-TLRL), mis
néitab, et reaktsioon ei ole ainult PGN-i otsese mdju tulemus. Ka neutrofiilide aktivatsioon
tsutokiinkokteilidega (3. ja 4. tulp neutrofiilid + tsttokiinid) ei andnud Giget TREM-1

aktivatsioonisignaali.

Naide 3. Lahustuva TREM-1 seondumine PGN-aktiveeritud neutrofiilidega

[0112] PGN-iga stimuleeritud neutrofiilid olid vOimelised TREM-1 aktivatsiooni
indutseerima, mis tdhendab, et PGN-stimuleeritud kultuurides on TREM-1 stimuleeriv
faktor. Neutrofiilil TREM-1-ga interaktsioonis oleva valgu olemasolu kinnitamiseks
margistati PGN-stimuleeritud neutrofiilid rekombinantse TREM-1-tetrameerse valguga
ning analtdsiti voolutsiitomeetria abil. Granulotsiiudid eraldati firmalt Astarte Biologics
(Redmond,WA, USA) saadud téisverest Ficoll-dekstraan-sadestamismeetodi abil. Veri
kihistati FicollPaque (17-0840-03, GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) gradiendis
suhtega 3 osa Ficolli ja 4 osa verd 50 ml tuubis ning tsentrifuugiti katkematult kiirendusel
100 x g temperatuuril 22 °C 30 minutit. Vahepealne PBMC vi6t eemaldati ettevaatlikult
aspiratsiooni teel. Pakitud RBC-I kihistatud granulotstiudid aspireeriti ning kanti tile 50 ml
pollpropileentuubi. Granulotstiudid ning saastavad RBC-d lahjendati koguseni 40 ml 1x
PBS-iga ning neile lisati seejarel PBS-i lahuses 10 ml 4% DEXTRAN 500 (Sigma, 31392,
St Louis, MO, USA). Parast tuubi segamist ettevaatlikult Gmber pddramise teel kanti
granulotsutdirikas supernatant puhtasse tuubi ning tsentrifuugiti kiirendusega 250 x ¢
temperatuuril 22 °C 5 minutit; supernatant aspireeriti ning visati dra. Saastavad RBC-d
eemaldati osmootse lulsimise teel, rakupellet resuspendeeriti 7,5 ml 0,2%
naatriumkloriidis; segati Ornalt 55-60 sekundit ja sellele lisati 17,5 ml 1,2%
naatriumkloriidlahust. Seejarel suurendati kogus PBS-iga 50 milliliitrini ning tsentrifuugiti
kiirendusega 250 x g 5 minutit, pellet resuspendeeriti 7,5 ml 0,2% naatriumkloriidis, et

luGsimist korrata. Loplik granulotsttide pellet resuspendeeriti RPMI-s / 10% FBS-is.

[0113] Eraldatud granulotsiiiite kultiveeriti tihedusega 3,8 x 108/ml RPMI / 10% FBS + 10
pg/ml PGN-SA (Invivogentlrl-pgnsa, San Diego, CA, USA) segus 7 péeva. Rakud
sadestati tsentrifuugimise teel ning resuspendeeriti vaarvimiseks PBS-is / 2% FBS-is.
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Resuspendeeritud granulotsiitidid kanti seejarel 96-slivendilisele plaadile (Uimara pdhjaga)
tihedusega 100 000/stivend koos vai ilma 2 pg/ml sondita, koos vdi ilma 100 pg/ml (50x%)
spetsiifilise voi ebaolulise konkureeriva valguta. Rakke inkubeeriti sondi/konkurendiga
mahus 50 pl stuvendi kohta temperatuuril 4 °C 1 tund. Inkubeerimisaja 18pus lisati 150 pl
PBS-i / 2% FBS-i stivendi kohta ja rakud sadestati. Sadestatud rakud resuspendeeriti 50 pl
kitse hFc-vastase F(ab")2/PE konjugaadis suvendi kohta (Jackson ImmunoResearch 109-
116-098, West Grove, PA, USA) ja inkubeeriti temperatuuril 4 °C 30 minutit. Lisati 150
pl PBS-i / 2% FBS-i suvendi kohta ning rakud sadestati. Sadestatud rakud loputati 200 pl
PBS-is / 2% FBS-is stivendi kohta ja sadestati. Loputatud rakud resuspendeeriti 100 pl
fiksaatoris (1 : 1 PBS:Cytofix. 554655, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) ja neid
inkubeeriti 5 minutit toatemperatuuril. Fikseeritud rakkudele lisati 100 pl PBS-i / 2%
FBS-i ning seejérel rakud sadestati. Méargistatud/fikseeritud rakud resuspendeeriti 100 pl
PBS-is / 2% FBS-is voolutsiitomeetria analulsiks voolutsutomeetriga LSR Il. (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA).

Proovide komplekt:

Fc mut 5,36 mg/ml) SEQ ID NO: 3

hTREM-1tet/Fc mut 1,07 mg/ml) SEQ ID NO: 2

hTREM-1 tet/Fc mut-i konkurendid:
50x DCIR COMP 0,3 mg/ml) SEQ ID NO: 4

50x TREM COMP 1,14 mg/ml) SEQ ID NO: 5

[0114] Voolutsitomeetriast saadud andmete p6hjal koostati histogrammid. Kitse hFc-
vastase / PE konjugaadi taustfluorestsents oli iga histogrammi taustaks ning tahistati
luhendiga ,,PE*. Igale histogrammile tehti identne tahis, mis nditaks rakkude protsenti, mis
seondusid teisese kitse hFc-vastase / PE konjugeeritud antikehaga. Negatiivse kontrollina
kasutatud valgul Fc mut esines 2% positiivseid seondumisrakke, mis oli samavaarne
taustfluorestsentsi tulemusega kitse hFc-vastase / PE konjugaadiga Uksi (joonis fig 2A).
Kui rakud mérgistati 2 pg/ml hTREM-1/tetrameeriga, olid need 39% positiivsed (joonis
fig 2B). Kui TREM-1 tetrameeriga sidumine toimus 100 pg/ml valgu DCIR COMP
kontekstis, olid rakud 41% ulatuses positiivsed, mis kinnitab, et DCIR COMP ei
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konkureerinud seondumisel TREM-1 tetrameeriga (joonis fig 2C). Kui TREM-1
tetrameeriga sidumine toimus 100 pg/ml TREM-1 COMP juuresolekul, olid rakud 10%
ulatuses positiivsed, mis kinnitab, et valk TREM COMP ei konkureerinud rakkudega
seondumisel TREM-1 tetrameeriga (joonis fig 2D).

Naide 4. PGLYRP1 tuvastamine neutrofiilide ekspresseeritava TREM-1 ligandina

[0115] PGLYRP1 tuvastati TREM-1 ligandina  immunosadestamise  ja
massispektroskoopia (IP-MS) abil. Ligandi tuvastamiseks kasutati lahustuvat TREM-1
tetrameeri afiinsuse ,,s66tmolekulina®“. TREM-1-tetrameer-Fc-d (SEQ ID NO: 2) ja eraldi
ka CD83-Fc-d (SEQ ID NO: 5) inkubeeriti I6plikel kontsentratsioonidel 100 pg/ml 270
miljoni inimese neutrofiiliga, mis olid puhastatud dekstraansadestuse abil, nagu eespool
kirjeldatud, 1 ml PBS-is temperatuuril 4 °C 90 minutit kerge loksutamisega. Pdrast
sadestamist  resuspendeeriti  rakud 1 ml PBS-puhvris ristsidujaga @ 3,3-
ditiobis[sulfosuktsiinimidlulpropionaat] (DTSSP) (Thermo Scientific: 21578, Rockford,
IL, USA) konsentratsioonil 2 mM ja inkubeeriti 30 minutit toatemperatuuril. Rakke
loputati kolm korda 1 ml PBS-iga, millele jargnes liusimine 1 ml RIPA puhvris (Thermo
Scientific, 89901, Rockford, IL, USA). Lisaati tsentrifuugiti Kiirendusega 15 000 x ¢
temperatuuril 4 °C 10 minutit, et eemaldada mittelahustuvad osad. Fc-ga seondunud
sondiga ristseondunud neutrofiilide valgud immunosadestati supernatandist kerakestega
Protein A Mag Sepharose™ (GE Healthcare Life Sciences, 28-9670-56, Piscataway, NJ,
USA). 50 pl kerakesi loputati esmalt 200 pl PBS-iga ning seejarel resuspendeeriti 1 ml
rakullisaadis, inkubeeriti 60 minutit temperatuuril 4 °C, koguti magnetiliselt ning loputati
kaks korda 200 pl RIPA puhvriga ning seejarel kolm korda 200 pl PBS-iga. Péarast PBS-i
eemaldamist 10plikust magnetsaagisest, elueeriti valgud magnetiliselt helmestelt 200 pl
puhvriga, mis sisaldas 8 M uuread, 100 mM Tris-i (pH 8,0), jal5 mM TCEP-i (Thermo
Scientific, 77720, Rockford, IL, USA), ja inkubeeriti toatemperatuuril 30 minutit, helmed
koguti ning supernatant kanti tle MicroconUltracel YM-30 filtrile (Millipore, 42410,
Billerica, MA, USA). Proove tsentrifuugiti kiirendusega 14 000 x g temperatuuril 20 °C
30-60 minutit kuni filtri membraani pind oli kuiv. Alles jéetud valgud alkadliti 100 pl
50mM IAA (joodatsetamiid) in 8 M uureas 30 minuti véltel, pimedas ja toatemperatuuril.
Filtrit loputati kaks korda 100 pl 50 mM NH3HCOs-ga ning viidi tle uude kogumistuubi.
Lisati 1 pg tripsiini (kat-nr V5111, Promega, Madison WI, USA) 60 pl 50 mM
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NH3HCOs-s, millele jargnes inkubatsioon temperatuuril 37 °C dle 66. Trupsiini
hidrolisaat koguti 30-minutilise tsentrifuugimise teel kiirendusel 14 000 x g, misjarel
filter loputati 50 pl 50 mM NHsHCOz-ga. 10 pl hiidroltsaati analudsiti LC/MS/MS-iga
LTQ-Orbitrap-XL massispektromeetri abil (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
Andmeid kontrolliti IPI inimese andmebaasiga (v3.81) ststeemi SEQUEST-Sorcerer
(4.0.4 mudel) (SageN, Milpitas, CA, USA) abil ja jareltéodeldi Scaffold 3 abil (Proteome
Software, Portland, OR, USA), et filtrida valgu ID-d valetuvastuste osakaaluga 1%. Pérast
negatiivse kontrolli eemaldamist avastati, et PGLYRP1 oli kdrge usaldusvéarsusega valk,
mis on  spetsiifiliselt  assotsieeritud hTREM-1  tetrameeriga.  Neutrofiilide
immunosadestamine nditas, et 148 tuvastatud valgust 72 olid immunosadestatud ainult
kontrollkonstruktiga (CD83), 73 valku olid TREM-1 ja CD83-ga identsed ja ainult kolm
olid TREM-1-spetsiifilised (joonis fig 3). Seejarel korrati katset erinevalt doonorilt saadud
neutrofiilidega, ning taaskord avastati, et PGLYRP1 ja hTREM-1 interakteeruvad

spetsiifiliselt.

Naide 5. HEK293 6E ekspresseeritud inimese PGLYRP1 puhastamine

[0116] Rekombinantne valgujarjestus konstrueeriti, sulandades inimese CD33
signaalpeptiidjarjestus (SEQ ID NO: 53) inimese kiipse PGLYRP1 kodeerimisjarjestusega
(SEQ ID NO: 1). Selle tulemusel saadud avatud lugemisraam klooniti vektorisse pcDNA
3.1/Zeo(+) (Life Technologies, Carlsbad CA, USA) parast CMV promootorit. Seejarel
transfekteeriti konstrukt pcDNA 3.1-hPGLYRP1 rakkudesse HEK?293 6E reaktiivi
293fectinTM (Life Technologies, Carlsbad CA, USA) abil tootja juhiste jargi. 5 péeva
parast transfektsiooni koguti eritatud inimese PGLYRP1-d sisaldavad kultuuri
supernatandid kokku tsentrifuugimise teel (15 000 p/min 20 min, 4 °C) ja seejarel
puhastati need 0,22 pm tselluloosnitraatmembraaniga filtrimise teel. Puhastatud
supernatanti lahjendati esmalt 10 korda 20 nM naatriumtsitraadiga ning kanti siis Hitrap
SP HP 5 ml kolonni (17-1151-01 GE Healthcare, Uppsala, Rootsi), millele jargnes kolonni
loputamine 20 mM naatriumtsitraadiga, mille pH oli 5,0. Seotud inimese PGLYRP1
elueeriti seejarel 0-100% 20 mM pH 5,0 naatriumtsitraadi ja 1 M naatriumkloriidi
lineaarse gradiendiga 30 kolonni mahus. Inimese PGLYRP1 dimeerseid ja monomeerseid
vorme sisaldavad fraktsioonid koguti eraldi ja konsentreeriti mahuni vdiksem kui 4 ml
tsentrifugaalseadmetega Amicon ultra 15 (UFC800324 3,000kDa MWCO, Millipore,
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Hellerup, Taani). Dimeeride ja monomeeride kogud viimistleti ning puhver vahetati
fosfaatpuhverdatud soolalahusesga Hiload 26/60 Superdex 75 abil, 318 ml kolonni kohta
(17-1070-01GE Healthcare, Uppsala, Rootsi). Parast konsentreerimist maarati 16plikud
valgukonsentratsioonid kindlaks UV-spektromeetriga NANODROP lainepikkusel 280 nm
neelduvuse moadtmise teel. Valkude puhtust hinnati

naatriumdodetstitlsulfaatpoltakriulamiidi geelelektroforeesi (SDS-PAGE) abil.

Naide 6. E. coli’s ekspresseeritud inimese PGLYRP1 uuesti kokkuvoltimine ja

puhastamine

[0117] Inimese PGLYRP1 ekspresseeriti Escherichia coli rakkudes BL21 (DE3)
inklusioonkehadena. Bakterid koguti tsentrifuugimise teel, resuspendeeriti 50 mM Tris-
HCI-i (pH 8,0), 500 mM NaCl-i, 5 mM EDTA, 0,5% Triton X-100 segus ja purustati
ultrahelitd6tlusega. Lahustumatut pelletit loputati kolm korda 50 mM Tris-i, pH 8,0, 1%
TritonX-100, 2 M uurea lahuses ning ks kord 50 mM Tris-iga, pH 8,0, ning seejarel
muudeti 50 mM Tris-HCI-i, 6 M guanidiinhidrokloriidi, pH 7,4, 1 mM DTT segus
lahustuvaks (I6plik valgukonsentratsioon 20 mg/ml). In vitro voltimiseks lahjendati
lahustuvaks muudetud inimese PGLYRP1 inklusioonkehad segus, mis koosnes 50 mM
Tris-ist, pH 8,0, 2 mM EDTA-st, 5 mM tsistamiinist, 0,5 mM tsistamiinist, 0,4 M
arginiinist (I6plik valgukonsentratsioon 1 mg/ml). Pérast segus hoidmist Ule 60
temperatuuril 4 °C, selgendati voltimissegu tsentrifuugimise/filtrimise teel ning seejérel
lahjendati 12-kordselt 10 mM MES-is, pH 3,5, et langetada juhtivust ja pH-d (16plik pH ~
5,8, juhtivus ~ 6 mS/cm). Lahjendatud voltimissegu kanti seejarel 5 ml kolonnile Hitrap
SP HP (17-1151-01 GE Healthcare, Uppsala, Rootsi), millele jargnes 5 kolonni mahus
loputamine 50 mM MES-iga, pH 5,8. Seotud inimese PGLYRPL1 elueeriti seejarel 20
kolonni mahus 0-60% 50 mM MES-i, pH 5,8, ja 1 M NaCl-i lineaarse gradiendiga.
Taasvolditud inimese PGLYRPL1 sisaldavad osad koguti ja konsentreeriti mahuni vdhem
kui 4 ml tsentrifugaalseadmetega Amicon ultra 15 (UFC800324 3,000kDa MWCO,
Millipore, Hellerup, Taani). Seejarel valgud viimistleti ja puhver vahetati
fosfaatpuhverdatud soolalahusega Hiload 26/60 Superdex 75 abil, 318 ml kolonni kohta
(17-1070-01GE Healthcare,Uppsala, Rootsi). Suurem osa taasvolditud inimese
PGLYRP1-valkudest olid monomeersel kujul. Pérast konsentreerimist maérati 10plik

valgukonsentratsioon kindlaks UV spektromeetriga. NANODROP lainepikkusel 280 nm
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neelduvuse moadtmise teel. Valkude puhtust hinnati

naatriumdodetstitlsulfaatpoltakriulamiidi geelelektroforeesi (SDS-PAGE) abil.

Naide 7. Hiirte immuniseerimine ja mAb-de tuvastamine

[0118] Antikehade tootmiseks immuniseeriti hiired puhastatud inimese PGLYRP1-ga.
Hiiri immuniseeriti 3 korda, 20 pg rekombinantset PGLYRP1 immuniseerimise kohta.
Esimene immuniseerimine tehti naha kaudu Freundi téieliku adjuvandi abil (kat-nr 3018,
Statens Serum Institut, Kopenhaagen, Taani). Jargmised kaks immuniseerimist olid
kdhukelmesisesed Freundi tdieliku adjuvandi abil (kat-nr 3016, Statens Serum Institut,
Kopenhaagen, Taani). Kimme péeva péarast viimast immuniseerimist voeti pdsest verd
ning seerumeid testiti PGLYRP1 vastu otseses ELISA-s.

Naide 8. Lahustuva TREM-1 sidumine PGLYRP1-ga

[0119] Uks sagedasti kasutatav meetod uue valk-valk interaktsiooni kinnitamiseks on
interaktsiooni taasloomine rekombinantsete reaktiividega. Rekombinantset inimese
PGLYRP1 ekspresseeritakse C-terminaalse otsa epitoobiga, mis signaliseerib
glukosuilfosfaatidiulinositooli (GPI) translatsioonijargset lisandust. C-terminaalses otsas
GPI struktuure sisaldavaid valke sihitakse eksponeerimiseks plasmamembraanil. See tihti
kasutatav tehnika vOimaldab kuvada tavaliselt lahustuvaid valke, et analulsida
voolutsutomeetria abil nende seondumisvdimet. Joonisel fig 4a, transfekteeriti HEK-
2936E-rakud pCDNA 3.1/zeo(+) hPGLYRP1-GPI-ga (SEQ ID NO: 7), 3 pg DNA-d
lahjendati 100 pl Optimemis (kat-nr 31985062, Life Technologies, Carlsbad,CA, USA).
100 pl Optimemile (kat-nr 31985062, Life Technologies, Carlsbad,CA, USA) lisati 4 ul
293fektiini (kat-nr 51-0031, Life Technologies, Carlsbad,CA, USA) ja inkubeeriti
temperatuuril 22 °C 5 minutit. DNA/Optimemi segu ja 293fektiin/Optimemi segu
kombineeriti ja inkubeeriti veel 20 minutit toatemperatuuril. HEK-2936E-rakud lahustati 3
ml-ni vahekorras 1e6/ml Freestyle keskkonnas (kat-nr 12338, Life Technologies,
Carlsbad,CA, USA) ja kanti 6-stivendilisele plaadile (kat-nr 35-3046, Biosciences San
Jose, CA, USA) ning seejarel lisati rakkudele tilkade kaupa DNA/293fektiini segu. Rakke
inkubeeriti 48 tundi temperatuuril 37 °C ja samal ajal raputati. 1 pg/ml inimese TREM-1-
GA4Sx3-TREM-1/Fcémut (SEQ ID NO: 2) lahjendati PBS-is / 2% FBS-is ning 50 ul sondi



10

15

20

25

30

43
EE-EP 2 814 842 B1

lisati 80 000 transfekteeritud HEK?293-6E-rakkudele Umarapdhjalises 96-siivendilises
plaadis (kat-nr 3799, Costar, Lowell, MA, USA). Rakke inkubeeriti temperatuuril 4 °C 1
tund ning see jarel loputati 2 korda 200 pl PBS-i / 2% FBS-iga. Lisati 50 pl 1 pg/ml PE
kitse inimesevastast Fc-d (kat-nr 109-116-098, Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA, USA) ning inkubeeriti veel (ks tund, mille jarel loputati 2 korda PBS-is / 2% FBS-is.
Rakke fikseeriti 5 minutit 1 : 1 PBS-iga lahjendatud BDCytofix-is (kat-nr 554655, BD
Biosciences, San Jose,CA, USA) ja inkubeeriti 5 minutit, millele jargnes loputamine 200
pl PBS-i / 2% FBS-iga. Rakud suspendeeriti 100 pl PBS-i / 2% FBS-iga enne nende
analtiisimist FACS LSRII-ga (BD Biosciences, San Jose, CA). Selle katse tulemused on
naidatud joonisel fig 4a, kus varvimata rakud on ndidatud pideva musta joonega (G03).
Transfekteeritud rakkude mudeli TREM-1-G4Sx3-TREM-1/Fcémut- madargistamine on
tahistatud katkendjoonega ning ei néita margistamata rakkudega suhtelist seondumist.
Inimese  PGLYRP1-GPIl-ga  transfekteeritud = TREM-1-G4Sx3-TREM-1/Fcémut-i
robustselt siduvad rakud on néidatud punktiirjoonega. Seondumist véljendatakse keskmise

fluorestsentsiintensiivsusena MFI.

[0120] Lisaks voolutsutomeetriale hinnatakse valkude interaktsioone tihti ka pinna
plasmonresonantsi jargi (SPR). Inimese TREM-1 ja inimese PGLYRP1 vahelise ning
inimese PGLYRPL1 ja ultrahelitd6deldud lahustuva E. coli peptidoglikaani (kat-nr tlrl-
ksspgn, Invivogen, San Diego, CA, USA) vahelise interaktsiooni analitisimiseks kasutati
instrumenti Biacore T200 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). Koik analtlsid tehti
temperatuuril 25 °C voolukiirusel 20-30 pl/min, 1x HBS-P anallusipuhvris (kat-nr BR-
1006-71, GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA).

[0121] Joonisel fig 4B on kujutatud 4641.1 RU inimese TREM-1 tetrameeri (SEQ ID NO:
2) amiinihendamist Biacore kiibiga CM5 (kat-nr BR-1005-30, BR-1000-50, GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) tootja soovitatud meetoditega. PGLYRP1 (kat-nr 2590-
PG,R&D Systems, Minneapolis, USA) lahjendati mahuni 150 nM 1x HBS-P
analiusipuhvris (kat-nr BR-1006-71, GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) 10 pg/ml
lahustuva E. coli peptidoglikaani (kat-nr tlrl-ksspgn, Invivogen, San Diego,CA, USA)
juuresolekul v&i puudumisel ning seejérel sisestati Ule TREM-1 pinna. Andmetest

lahutatakse vordlusarvud, vorreldes aktiveeritud ja blokeeritud (etanoolamiiniga)
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kontrollpinnaga. Kuigi PGLYRP1 seob TREM-1 nii PGN-i juuresolekul kui ka

puudumisel, tundub PGLYRP1 PGN-iga ristsidumisel olevat oluline aviidsusmdju.

[0122] Joonisel fig 4C on kujutatud 274.8 RU inimese TREM-1 dimeeri (SEQ ID NO: 1)
amiinthendamist Biacore kiibiga CM5 (kat-nr BR-1005-30, BR-1000-50, GE Healthcare,
Piscataway, NJ). Lahustuv E. coli peptidogliikaan (kat-nr tlrl-ksspgn, Invivogen, San
Diego,CA, USA) lahjendati 0 pg/ml 1x HBS-P anallusipuhvris (kat-nr BR-1006-71, GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) ning seejarel sisestati tile TREM-1 pinna. Andmetest
lahutatakse vordlusarvud, vorreldes aktiveeritud ja blokeeritud (etanoolamiiniga)

kontrollpinnaga.

[0123] Joonisel fig 4D kasutati sama kiipi kui joonisel fig 4C (274.8 RU PGLYRP1
dimeeri, (SEQ ID NO: 1). TREM-1 dimeer (SEQ ID NO: 8) lahjendati mahuni 150 nM 1x
HBS-P analulsipuhvris (BR-1006-71,GE Healthcare,Piscataway, NJ, USA) ja sisestati nii
enne kui pérast peptiiglikaani korduvat sisestamist (kujutatud joonisel B). Andmetest
lahutatakse vordlusarvud, voOrreldes aktiveeritud ja blokeeritud (etanoolamiiniga)
kontrollpinnaga, maha arvatakse ka puhvri tuhiproovi signaal. TREM-1 nditab selgelt
seondumist immobiliseeritud PGLYRP1-ga. Lahustuv TREM-1 dimeer seondub
samamoodi nii ainult immobiliseeritud PGLYRP1-ga kui ka PGLYRP1-ga, mis on PGN-
iga laetud. Uleiildine pind-immobiliseeritud TREM-1 retseptori sidumine PGLYRP1 ja
PGN-iga hdlmab keskmist afiinsust PGLYRP1/TREM-1 kompleksi mdningast afiinsust,

mida vBimendab tugevalt ristseotud PGLYRP1 aviidsusefekt.

Naide 9. TREM-1-vastuse aktivatsioon rekombinantse PGLYRP1-ga

[0124] Katsetamiseks, kas PGLYRP1 on vbimeline aktiveerima TREM-1 vastuse, kulvati
BWZ/hTREM-1 reporterrakuliin mustale 96-stivendilisele plaadile ja stimuleeriti
rekombinantse inimese PGLYRP1-ga (kat-nr 2590-PG-050, R&D Systems: Minneapolis,
MN) 10 pg/ml PGN-iga voi ilma. TREM-1 aktivatsiooni anallisiti parast 24 tundi
kultiveerimist reaktiiviga BetaGlo (kat-nr E4720, PromegaMadison, WI, USA) ja
luminestsentsi moddeti Perkin Elmeri loenduriga TopCount Luminescence. Nagu néhtub
jooniselt fig 5a, indutseeris TREM-1 reporterrakuliini stimuleerimine PGLYRP1-ga

annusest soltuva TREM-1 aktivatsiooni PGN-i juuresolekul. Katsetati mitut erinevat
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PGN-i, kaasa arvatud PGN-EC (E. coli), PGN-SA (S. aureus) and PGN-BS (B. subtilis)
(Invivogen, San Diego, CA, USA), mis kdik olid v6imelised soodustama PGLYRP1-
indutseeritud TREM-1-vastust.

[0125] Rekombinantse PGLYRP1 indutseeritud vastust vOib inhibeerida rekombinantse
TREM-1-Fc liitvalgu (SEQ ID NO: 2) lisamisega (joonis fig 5b) vd&i poliikloonse
PGLYRP1-vastase antikeha (kat-nr AF-2590,R&D Systems:Minneapolis, MN, USA)
lisamise teel, mis kinnitab, et PGLYRP1 on TREM-1 ligand ning lahustuv TREM-1 ja
PGLYRP1-vastane antikeha on potentsiaalselt kasulikud TREM-1 antagonistidena.

Naide 10. TNF-alfa vabanemine PGLYRP1-ga stimuleeritud M1-makrofaagidest

[0126] Monotstidid eraldati  M1-makrofaagidesse ning stimuleeriti PGLYRP1

kompleksiga, mille tulemuseks oli TNF-alfa vabanemine kahes erinevas doonoris.

[0127] Valdkonna asjatundjad teavad mitmetelt doonoritelt kogutud esmaste rakkude
kilmutuspanga kogu loomise eeliseid, mis vdimaldavad katseid mugavalt taasluua. In
vitro saadud makrofaagid saadi perifeerse vere monotsiltidest jargneval viisil.
Negatiivselt rikastatud monotstudid eraldati perifeerse vere ,,leukopakist®, mis on saadud
uuringute verekomponentidest (Brighton, MA, USA), kasutades Rosette Sep komplekti
(kat-nr 15068 Stem Cell Technologies, Vancouver BC, Kanada) tootja juhiste jargi.
Eraldatud monotsiiiidid suspendeeriti 10% DMSO/FBS alikvootides 50 x 108 rakku/ml ja
jahutati jark-jargult temperatuurini —80 °C. Makrofaagirakkude tootmiseks sulatati tiks voi
mitu kUlmutatud monotsiudiviaali  Kiiresti  37-kraadises vees, lahjendati 10 ml
kasvukeskkonnaga [RPMI 1640 (kat-nr 72400-047, Life Technologies, Carlsbad CA,
USA)) 10% FBS-iga (kat-nr 03-600-511, ThemoFisher, Waltham MA, USA) ja
tsentrifuugiti 5 minutit kiirendusega 250 x g. Rakud suspendeeriti 2 x 10° rakk/ml
kasvus0otmes, mida tdiendati 50 ng/ml inimese MCSF-iga (kat-nr PHC9501, Life
Technologies, Carlsbad CA, USA), paigutati koekultuuri td6deldud Petri
koekultuuriplaatidele ning niisutatud inkubaatorisse, mis oli seatud hupoksilisele
keskkonnale (5% CO», 2% O). Kolmandal pdeval kultuuris toideti rakke lisandusega, mis
sisaldas samavéarset kogust kasvusdddet, mida oli taiendatud 50 ng/ml inimese MCSF-

iga. Pérast 6 péeva kultuuris olid monotstudid diferentseerunud MO-makrofaagideks. MO-
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rakke diferentseeriti veelgi s60tme vahetamisegakasvusootme vastu, mida oli taiendatud
50 ng/ml inimese IFNg-ga (kat-nr, PHC4031, Life Technologies, Carlsbad CA, USA) M1
makrofaagide jaoks, v6i 40 ng/ml inimese IL-4-ga (kat-nr PHCO0045, Life Technologies,
Carlsbad CA, USA) M2-makrofaagide jaoks, ning viies makrofaagid tagasi inkubaatorisse
veel 22 tunniks. Seitsmendal p&eval diferentseeriti makrofaagid sobivalt bioanaltitsiks
kasutamisele. Luhidalt 6eldes koguti makrofaagid Petri plaatidelt nende loputamisega 1x
PBS-iga, ning 5 mM EDTA-ga PBS-is. Plaadid viidi 30 minutiks tagasi temperatuurile 37
°C ning rakud ,,survepesti“ plaadilt 10 ml sustla ja 22 G ndela abil. Seejarel lahjendati
rakud kasvusdotmega, tsentrifuugiti kiirendusega 250 x g 5 minutit, pérast mida

suspendeeriti rakupellet 15plikusse konsentratsiooni 1 x 108/ml.

[0128] Eelkirjeldatud meetodil valmistatud makrofaagirakke kasutati bioanaltusides, kus
rakkude TREM-1 ligandiga stimuleerimisel tulemusel saadud tsutokiine, nagu TNF-alfa
mooddeti ELISA toddeldud sodtmes. Sellist bioanaltiisi kasutati lisaks ka TREM-1
spetsiifiliste antikehade stimuleeritud TREM-1 ligandi blokaadi mddtmiseks. TREM-i
ligand voi negatiivsed kontrollid valmistati ette kasvusodtme 4x konsentratsioonis ning 50
miktroliitrit/stivend lisati 96-stivendilistele mikrotiiteralustele. TREM-1 ligandi 16plikud
konsentratsioonid koosnesid 7,5 ng/ml rekombinantsest inimese PGLYRP1-st (saadud
néites 5 kirjeldatud protseduuriga) ja 3 pg/ml PGN-BS-ist (kat-nr, tlrl-pgnbs, Invivogen,
San Diego CA, USA). Rakke kasvatati eespool kirjeldatud niisketes hipoksilistes
tingimustes 22 tundi, parast mida koguti tédeldud sodde kokku ning mdddeti TNF-alfa
taset ELISA abil tootja juhiste jargi (kat-nr DY210,R&D Systems, Minneapolis MN,
USA).

Doonor 1 Doonor 2

TNF-a, pg/ml TNF-a, pg/ml
M1-makrofaag koos: Keskmine SD Keskmine 'SD
IIma lisata 0 0 22 1
0,4pg/ml PGN-BS 357 153 764 139

2,0 pg/ml PGN-BS 3086 151 5792 226
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Doonor 1 Doonor 2

TNF-a, pg/ml TNF-a, pg/ml
M21-makrofaag koos: Keskmine 'SD Keskmine |SD
5 ug/ml PGLYRP1 + 0,4 pg/ml PGN-BS | 7502 384 7819 945
5 ug/ml PGLYRPL + 2 ug/ml PGN-BS 31440 1030 40418 1633

See ndide nditab, et TREM-1 ligand PGLYRP1 on v@imeline lisaks suurendama TNFa

vabastamist kahe erineva doonori makrofaagidest.

Naide 11. Tsutokiinide vabanemine siUnoviaalkoe rakkudest RA-ga patsientides
PGLYRP1-ga stimuleerimisel

[0129] Sunoviaalkoe proovid saadi RA-ga patsientidest téieliku pdlveliigese proteesi
paigaldamise ajal. Uks siinoviaalkoeraku suspensioon eraldati IGhustamise teel 4 mg/ml
kollagenaasiga (kat-nr 11088793001, Roche, Mannheim, Saksamaa) ja 0,1 mg/ml
DNaasiga (kat-nr 11284932001, Roche, Mannheim, Saksamaa) 1 tunni véltel
temperatuuril 37 °C. Siinoviaalkoerakke 1 x 10%/siivend kultiveerimiskeskkonnas RPMI
(kat-nrR0883, Sigma Aldrich,St Louis, MO, USA) + 10% FCS (kat-nr S0115, BioChrom
AG, Grand Island, NY 14072, USA) stimuleeriti 4 pg/ml PGLYRP1 ja 1 pg/ml PGN-
ECNDi-ga (kat-nr tirl-kipgn, Invivogen,San Diego, CA 92121, USA). Pérast 24-tunnist
inkubeerimist koguti raku supernatandid ning tsttokiinide taset mdddeti kas ELISA
(TNFa (kat-nr DY210, R&D Systems, Minneapolis, MN55413 USA), IL-1b (kat-nr 88-
7010-88, eBioscience, San Diego CA USA), GM-CSF (kat-nr 88-7339-88,
eBioscience,San Diego CA USA) voi Flowcytomix abil (TNFa, IL-1b, MIP-1b, MCP-1,
IL-6, ja IL-8 (kat-nrBMS, eBioscience,San Diego CA USA). Tsutokiinid sekreteeriti

stinoviaalrakkudest pérast stimuleerimist TREM-1 ligandiga.

Tsatokiin (pg/ml) PGN PGN + PGLYRP1
TNFalfa 623,69 144459

IL-1beeta 2419,42 3772,74
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Tsutokiin (pg/ml) PGN PGN + PGLYRP1
GM-CSF 181,91 615,91

MIP-1beeta 2457,955 4394,725

MCP-1 273,055 471,26

IL-6 2056,94 4189,355

IL-8 2574,56 5509,195

See ndide nditab, et reumatoidartriidiga patsientide stinoviaalkoerakud reageerivad
TREM-1 ligandiga PGLYRP1 stimuleerimisele paljude tsutokiinide eritamisega.

Naide 12. TREM-1 aktiivsust inhibeerivate PGLYRP1-vastaste mAb-de tuvastamine

[0130] TREM-1 vastuseid blokeerivate monokloonsete PGLYRP1-vastaste mAb-de
tuvastamiseks immuniseeriti wtbalb/c-hiiri rekombinantse inimese PGLYRP1-ga. Esmane
sbelumine tehti otsese ELISA-ga PGLYRP1 valgul ning kéiki PGLYRP1-spetsiifilisi
hibridoomi supernatante testiti seejarel BWZ/hTREM-1 reporterraku analiisis, et
tuvastada monokloonsed PGLYRP1-vastased antikehad, mis on vdimelised PGN-
stimuleeritud neutrofiilidega indutseeritud TREM-1-aktivatsiooni inhibeerima, nagu
kirjeldatud ndites 1. Anallis tehti jargmisel viisil: 40 000 hTREM-1/BWZ.36
rakku/stivend kanti labipaistva pOhjaga mustale 96-siivendilisele plaadile 75 ng/ml
PGLYRP1 juuresolekul (SEQ ID NO: 1) 2,5 pg/ml PGN-ECndi-ga (kat-nr tlrl-
kipgn,Invivogen San Diego, CA, USA), et anda sub-maksimaalne positiivne signaal voi
sub-maksimaalsel tasemel (1 pug/ml) plastik-adsorbeeritud TREM-1-vastase monokloonse
antikeha (kat-nr MAB1278 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) juuresolekul anda
positiivne signaal. Testantikehad tiitriti analiisi alates mahust 10 pg/ml, 5 jéarjestikuse 2-
kordse lahjendamisega. Analiiusi inkubeeriti tile 60 temperatuuril 37 °C ning ilmutati Beta
Glo-ga (kat-nr E4740,Promega Madison,WI, USA) Beta Glo juhiste jargi ning
luminestsents  salvestati. Andmed kanti graafikule Beta Glo-st s6ltuvate
luminestsentsiihikute  vordlusena antikehakontsentratsiooniga. Mitte-neutraliseerivat
negatiivse kontrollina kasutatud mlgGl (kat-nrMABO002, R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) ja neutraliseerivat positiivse kontrollina kasutatud pollkloonset Kkitse
hPGLYRP1-vastast antikeha (kat-nr AF2590,R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
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analtdsiti igal analtiusiplaadil. Nagu ndidatud joonisel fig 6a, avastati, et F10, F14, F29,
F36, F38, F77, F95 ja F105 on vdimelised blokeerima TREM-1 vastust PGLYRP1-le.
Joonisel fig 6B on néidatud teised PGLYRP1-antikeha hibridoomi supernatandid, mis on
vdimelised blokeerima TREM-1-sdltuvat signaali. M-hPGRPS-2F5 (SEQ ID NO: 31-32 ja
-2F7 (SEQ ID NO: 35-36) on blokeerimisel vaga efektiivsed. Kaubanduslikult saadaval
olevate monokloonsete PGLYRP1-vastase antikehade testimine samas analulsis koos
PGLYRP1-vastase Kkitse polukloonse positiivse kontrolliga (kat-nr AF2590, R&D
SystemsMinneapolis, MN, USA) nditas aga, et Ukski neist antikehadest polnud v6imeline
TREM-1 aktivatsiooni blokeerima (joonis fig 6C). Testitud PGLYRP1-antikehade hulka
kuuluvad: 188C424 (Thermo Scientific (6D)), mAb-d 4H230 ja 9A319 (US Biological
(joonis fig 6D,6E)); ei blokeerinud TREM-1 bioanalusi stimuleerimist PGLYRP1-ga.
Taheldati, et kloonitud 6D653 (Santa Cruz Biotechnology (joonis fig 6F ja 6G)) blokeeris
analliusi mitte-spetsiifiliselt, p6hinedes analusil, et mAb blokeeris nii PGLYRP1(6F) kui
ka TREM-1-vastast stimuleerimist (6G), samas kui positiivse kontrollina kasutatud
PGLYRP1-vastane polukloonne Ab blokeeris ainult PGLYRP1-vahendatud aktivatsiooni.
See mittespetsiifiline blokeerimine vdib tuleneda bioanalliusi asiidtoksilisusest.

[0131] Kokkuvottes tuvastati PGLYRP1-antikehad, mis mitte ainult ei seo PGLYRP1,
vaid neutraliseerivad ka selle TREM-1 signaalid. Nende molekulide leidmiseks kasutatud
meetodil on tavaparastelt PGLYRP1-antikehade tuvastamiseks kasutatavate meetodite
suhtes unikaalne eelis, millest annab tunnistust saadaval olevate kaubanduslike antikehade

vOimetus neutraliseerida PGLYRP1.

Naide 13. PGLYRP1-antikehad blokeerivad TREM-1-spetsiifilist signaali

[0132] PGLYRP1 hibridoomi kloonid jarjestati ning ekspresseeriti rekombinantselt
higG4-antikehana. Kaht neist, mAb0182 (1F36-st) (SEQ ID NO: 15 ja 16) ja mAb 0184
(1F105-st) (SEQ ID NO: 23 ja 24) analtsiti uuesti BWZ/hTREM-1 reporterrakuanal(iusis
ndite 13 pdhjal. Need PGLYRP1-vastased antikehad blokeerivad BWZ/hTREM-1
reporterrakuanalliisis TREM-1 vastust annusest s6ltuvalt.
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BWZ.36/hTREM-1 reaktsioon, Beta Glo RLU
Antikeha | Isotilup 182 184

uag/ml Keskmine SD Keskmine SD Keskmine SD

0 74636 10004 74636 10004 74636 10004
0,16 70289 13018 81858 3336 60738 5449
0,31 68555 5585 73382 650 59830 2837
0,63 68105 11547 73831 7818 51198 397
1,25 71797 8545 63280 1663 46447 708

2,5 69207 5004 51675 1270 42062 1953

5 76951 901 33641 842 36194 1461

10 83930 8962 20655 1080 25239 407
20 74555 511 11852 464 21333 115
40 72296 8228 7696 306 15693 1861

[0133] See néide nditab, et erinevalt kaubanduslikult saadaval olevatest PGLYRP1-
vastastest antikehadest, mida on néidatud joonistel fig 6C—G, on siin avaldatud antikehad
vOimelised BWZ/hTREM-1 reporterrakuanaliilisis blokeerima TREM-1 spetsiifilist

signaali.

Naide 14. TNF-alfa vabanemine PGLYRP1-stimuleeritud M2-makrofaagidest

[0134] Monotstudid diferentseeriti M2-makrogaagideks ning stimuleeriti PGLYRP1
kompleksiga. PGLYRP1 vastu suunatud antikehad (10 pg/ml) mAb -0182 ja -0184 on
voimelised vahendama TNF-alfa vabastamist M2-makrofaagidest. M2-makrofaagid
diferentseeriti, nagu Kkirjeldatud ndites 10. Testitavad antikehad valmistati ette 4x
kontsentratsioonides kasvusootmes, neile lisati 50 mikroliitrit siivendi kohta. Viimane
samm bioanaltdsi alustamisel oli 100 mikroliitri eelkirjeldatud moel ette valmistatud M2-
makrofaagirakkude lisamine suvendi kohta. Monokloonseid antikehi PGLYRP1 (mAb
0182 ja mAb 0184) analtiUsiti, et tuvastada M2-makrofaagidel neutraliseerivat aktiivsust.
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Duplikaate (kui ei ole mérgitud teisiti) katseslivenditest testiti jargnevatel tingimustel:
puudus lisastimulatsioon; ainult 7,5 ng/ml PGLYRP1; ainult 3 pg/ml PGN-BS-i (kat-nr
tlrl-pgnbs, Invivogen San Diego, CA, USA) (6x duplikaat); PGLYRP1-t ja PGN-BS-i (6x
duplikaat), PGLYRP1 ja PGN-BS-i tiitriti PGLYRP1 antikehade voi hlgG4 isotubi
kontroll-antikehaga konsentratsioonidel vahemikus 40 pg/ml kuni 0,31 pg/ml

kahekordsetes lahjendustes.

Doonor 1 TNF-a, pg/ml  Doonor 2 TNF-a, pg/ml

M2-makrofaagid koos: Keskmine SD Keskmine SD
lIma lisata 108 42 68 16
PGLYRP1 167 98 89 33
PGN 424 105 635 156
PGLYRP1+PGN 1660 198 2168 210
PGLYRP1 +PGN-+isotlip 1726 182 2483 251
PGLYRP1+PGN+mAb 0182 1322 173 2014 107
PGLYRP1+PGN+mAb 0184 1207 168 1948 173

[0135] See ndide néitab, et TREM-1 ligand PGLYRP1 on vdimeline veelgi suurendama
TNFa vabanemist M2-makrofaagidest kahelt erinevalt doonorilt ning siin avaldatud
antikehad on vGimelised sellist TNFa vabanemist vdhendama. Seega on need PGLYRP1-

antikehad potentsiaalselt kasulikud TREM-1 antagonistidena.

Naide 15. TREM-1 ja PGLYRP1-ga seotud molekulide vaheliste interaktsioonide

uuring kinnitab spetsiifilisust

[0136] Olles kinnitanud, et TREM-1 on vdimeline PGLYRP1-ga seonduma ning TREM-1
aktiveerima PGN-i juuresolekul, tahtsime me kindlaks teha, kas TREM-1 on v@imeline
seonduma teiste PGLYRP perekonda kuuluvate molekulidega. PGLYRP1 ankurdati
rakumembraanis  kunstlikult  N-terminaalsesse otsa rakkudevahelise (IC) ja

transmembraanse domeeni (TM) lisamiase teel, mis saadi Il tldpi retseptorist MDL-1.
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Viimased konstruktid t&histati kui Il tupi PGLYRP1 (joonis fig 9a). Il tlubis 1.0 (SEQ
ID NO:

37) sailitatakse natiivse MDL-1 retseptori TM laetud aminohape ning selle valgu tdhus
ekspresseerimine s6ltub DAP12 koekspressioonist. Il tulibi 2.0 PGLYRP1 konstruktis
(SEQ ID NO: 38) on laetud TM-jadk asendatud neutraalse aminohappega (lisiini asemel
leutsiin), mis vdimaldab valgul ekspresseeruda iseseisvalt nt DAP12-st, ning lisatud on
epitoopmérgis DYKDDDDK (SEQ ID NO: 39. Taispikad hPGLYRP2 (SEQ ID NO: 40),
hPGLYRP3 (SEQ ID NO: 41) ja hPGLYRP4 (SEQ ID nr: 42]) cDNA-d siinteesiti
membraanankurdatud valkudena N-terminaalsesse otsa Il tlupi 2.0 MDL1 N-terminaalse
otsa liitmist, nagu tehti eelkirjeldatult ka PGLYRP1 puhul. cDNA-d subklooniti
modifitseeritud ekspressioonivektorisse pTT5 (Zhang J et al. Protein Expression and
Purification, 65. kd, 1. véljaanne, mai 2009, |k 77-78), ja transfekteeriti néites 8
kirjeldatud protsessiga HEK?293-6E-rakkudesse koos tiihja vektori negatiivkontrolliga
(tuhikatse). Rakke analtisiti voolutsutomeetriaga, et tuvastada nii alljargnevate sondide
pindmist kui ka rakkudevahelist seondumist: kitse inimesevastane PGLYRP1 (PGRPS)
(kat-nr AF2590, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA); Mab inimesevastane PGLYRP2
(PGRP-L) (kat-nrMABQ755, Abnova,Walnut, CA, USA); Mab inimesevastane PGLYRP3
(PGRP-1a) (kat-nrMAB0068, Abnova,Walnut, CA, USA); Mab inimesevastane
PGLYRP3 (PGRP-1a) (kat-nr ab13901, Abcam, Cambridge MA, USA); kiiliku
inimesevastane PGLYRP3 (PGRP-1a) (kat-nr 18082-1-AP, Protein Tech,Chicago IL,
USA); Kkitse inimesevastane PGLYRP4-biotiin (PGRP-1b) (kat-nr BAF3018, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA); Kkitse hiirevastane PGLYRP1 (PGRPS) (kat-nr
AF2696,R&D Systems, Minneapolis, MN, USA); huTREM-1.Fc dimeer (C0099);
huTREML1.Fc dimeer (C0246); huTREML2.Fc dimeer (C0247); huTREM2.Fc dimeer
(C0248); Seondumisprotokoll tehti kas tsttofiks/perm-puhvriga (kat-nr 51.2090KZ, BD
Biosciences, San Jose CA, USA) rakusiseseks vérvimiseks voi 2% FBS-i/PBS-iga
pindmiseks varvimiseks: rakupelletid taassuspendeeriti 96-stivendilisel Gmarap&hjalisel
plaadil (alustuseks: 160 000 rakku/stivend) 200 pl tsttofiks/perma-puhvriga 15 minutit
temperatuuril 22 °C, loputati kaks korda 200 pl 1x PermWash-puhvriga (lahjendatud 10x
DiH20-s), margistati 50 pl sondiga, mida lahjendati 5 g/ml 1x PermWash-puhvriga,
inkubeeriti 1 tund temperatuuril 4 °C, seejarel rakud loputati 200 pl 1x PermWash-

puhvriga, teine puhver lisati 50 pl 1x PermWash-puhvrile, rakke inkubeeriti temperatuuril
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4 °C 30 minutit, loputati kaks korda 200 pl 1x PermWash-puhvriga, pelletid
resuspendeeriti 50 pl 1 : 1 PBS-is, mida lahjendatid CytoFix-iga (BD:554655, San Jose,
CA), inkubeeriti 5 minutit tempertatuuril 22 °C, lisati 150 pl PBS-i / 2% FBS-i,
tsentrifuugiti 5 minutit kiirendusega 300 x g, loputati 1x 200 ul PBS / 2% FB Sand-iga ja
resuspendeeriti 100 pl PBS-is / 2% FBS-is. Seondumist analtisiti FACS-analliusiga
seadmega LSRII (BD, San JoseCA, USA).

[0137] Nagu alljargnevas tabelis kokkuvotvalt ndidatud, seondus TREM-1 sond ainult
hPGLYRP1-ga ning uhegi hTREM perekonna molekuli seondumist PGLYRP2,
PGLYRP3 vdi PGLYRP4-ga ei taheldatud.

Tulp
_ Tualp 11|Taap N Tadp I Tadp 1 Taap 1
% PGLY PGLYRP PGLYRP PGLYR PGLYR muPGLY
2 3 P4 P3+4 |RP1
= RP1
anti
huPGLYRP1 - +++++ | — - ++ + ++++
(R&D, AF2590)
anti
huPGLYRP2 Andmed
- - ++++ - - -
(Abnova, puuduvad
MABOQ7755)
anti
huPGLYRP3 Andmed
(Abnova, - - - - - - puuduvad
MABO0068)
anti
huPGLYRP3 Andmed
(Abeam, - - - - - - puuduvad
ab13901)

anti - - - - - - Andmed
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Tuup
I Taup 11 Taup 1 Taap 11 Taap 1 Taup 11
é PGLY PGLYRP |PGLYRP PGLYR |PGLYR muPGLY
(B}
2 3 P4 P3+4 |RP1
7 RP1
huPGLYRP3 puuduvad
(Proteintech,
18082-1-AP)
anti
huPGLYRP4 Andmed
- +H++ |- - ++++ ++++
(R&D, puuduvad
BAF3018)
anti Andmed |Andmed
Andmed Andmed
muPGLYRP1 |- ++++ puuduva |puuduva |++++
puuduvad puuduvad
(R&D, AF2696) d d
huTrem1.Fc/CO
- ++++ | — - - - -
099
huTremL1.Fc/C
0246
huTremL2.Fc/C Andmed
0247 puuduvad
huTrem2.Fc/CO Andmed
248 puuduvad

[0138] Inimese membraani ankurdatud PGLYRP1, PGLYRP2, PGLYRP3 ja PGLYRP4
ekspresseeriti ajutiselt HEK293-s ja sondeeriti nii leiutisekohaste kui ka kaubanduslike
retseptorite ja antikehadega, et tuvastada perekonda kuuluvate molekulide uusi
interaktsioone. Seondumisskoore téhistati kas ,n/d*, -, ,,+* vOi ,++++“ Skoorid
pohinevad sondi margistuse keskmise fluorestsentsintensiivsuse (MFI, ingl mean
florescent intensity) ning negatiivkontrollmargistuse suhtarvul; ,,—* téhistab vahekorda <

1,,,++++" tahistab skoori, mis on > 30, ,,++* tahistab ligikaudu 10-15, ,,+“ tdhistab 2-5
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statistiliselt olulise erinevusega (p < 0,05). Valdkonna asjatundjad vdivad skoori nimetada

vastavalt kas negatiivseks, eredaks voi tuhmiks.

[0139] TREM-1 seondub ainult PGLYRP1-ga ja mitte Uhegi teise PGLYRP perekonna
lilkmega, ning vastupidi: PGLYRP1 interakteerub ainult TREM-1-ga ja mitte Uhegi teise
TREM-perekonna liikmega.

Naide 16. TREM-1 ligandi esineb RA stinoviaalvedeliku proovides

[0140] Reumatoidartriiti iseloomustab sérmeliigeste (MCP) pdletik, milles méngivad suurt
rolli granulotsiiidid. PGYLRP1 anallisiti ELISA-ga ja Kkatsetati BWZ/hTREM-1
reporterrakuanalulsis sinoviaalvedelikust, mis saadi 9 RA-ga patsiendi sdrmeliigestest.
Kaubanduslikult saadud stunoviaalvedelik (Asterand, Detroit MI, USA) sulatati, keeristati,
lahjendati jark-jargult ELISA puhvriga ja analliisiti PGLYRP1 analllsis tootja juhiste
jargi  (Promega, MadisonWI, USA). Neljal patsiendil (heksast olid korgendatud
PGLYRP1 tasemed.

RA SF doonor PGLYRPP1, ng/mi

Keskmine SD
1 14 5)
2 8 1
3 213 44
4 229 58
5 135 49
6 47 4
7 39 13
8 116 33
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[0141] Ra sunoviaalvedekuproove analiiisiti seejarel BWZ reporteranaliilisis néite 2
kohaselt, et tuvastada TREM-i ligandi aktiivsust. Luhidalt Geldes, sinoviaalvedelik
sulatati, keeristati ja lahjendati jark-jargult ja analtlsiti duplikaadis +/- 10 pg/ml
PGNECNdi (Invivogen, SanDiego, CA, USA) polikloonse PGLYRP1-antikeha lisamisega
(kat-nr AF2590,Promega, MadisonWI, USA) vdi polikloonse negatiivkontrolliga.
Plastikule kinnitatud monokloonsed TREM-1- ja isotulbi antikehad (R&D Systems,
Minneaopolis MN, USA) olid vastavalt positiivseks ja negatiivseks kontrolliks. Joonis fig
8 illustreerib ndidet sellest, kuidas reumatoidartriidiga patsiendi stnoviaalvedelik on
vOimeline vallandama BWZ/hTREM-1 reporterrakuanalttsi soltuvalt PGLYRP1-st.

Naide 17. Imetajate ekspressioonivektorite koostamine, mis on Kkasulikud

PGLYRP1: TREM-1 interaktsiooni tuvastamisel ja iseloomustamisel

A.) pJSV002 hTREM-1-G4Sx3-hTREM-1/Fc6mut konstruktsioon (SEQ ID NO: 9.

[0142] Inimese 1gG1 puudulikku versiooni siduv Fc retseptor loodi, eemaldades esimesed
215 aminohapet inimese 1gG1-st, mis sisaldab varieeruvat ja konstantset (CH1) domeeni,
ning tehes liigendis, 2. konstantses ja 3. konstantses domeenis jargnevad
aminohappeasendused: (E216G, C220S, L234A, L235E, G237A, A330S, P331S). Sellele
konstruktile pandi nimeks Fcémut, kuna Fc retseptoritega seondumise moduleerimiseks
tehti 6 mutatsiooni, samas kui 7. mutatsioon (E216G) inkorporeeriti aPal restriktsiooni
kloonimissaidi loomiseks. Need mutatsioonid sisestati pJSV002-sse (modifitseeritud
pTT5, Zhang J et al. Protein Expression and Purification, 65. kd, nr 1, mai 2009, Ik 77—
78), et vbimaldada Fcémut 5' retseptorite rakuvaliste domeenide kloonimist EcoRI/Apal
fragmentidena. cDNA sunteesiti 5 EcoRI restriktsioonisaidiga, Kozaki jarjestusega
GCCACC, CD33 liiderjarjestusega, millele jargnes inimese TREM-1 (ah 17-200)
rakuvéline domeen Kpnl restriktsioonisaidi vaheosa ja kolmekordse glutsiin-glitsiin-
glitsiin-seriin vaheosaga (G4Sx3), millele jargnesid koopia inimese TREM-1 (ah 17-200)
rakuvélisest domeenist ja Apal sait, et vdimaldada kloonimist Fcémut-ist Glesvoolu. Seda
stnteesitud DNA-d 16igati EcoRI ja Apal-iga ning ligeeriti pJSV002 Fc6mut-i, mis oli
samuti ette valmistatud EcoRI/Apal-ga lI8hustamise teel. See ligatsioon elektroporeeriti
DH10B E. coli’sse ja plaaditi ampitsilliiniga agarplaatidele. Individuaalsed kloonid

kasvatati tle 66 2 ml LB-s + ampitsilliinkultuurides ning valmistati minipreparaatidena
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ette, millele j&rgnes restriktsiooni sdelumine EcoRI/Apal-ga, et leida kloonid sobiva 1219
aluspaarsisestusega. Oiged kloonid jérjestati ning tiks kloonidest (nr 519) valiti vélja lisa-

DNA ette valmistamiseks.

B.) hnTREM-1-COMP-SBP38x2-6His-i konstruktsioon (SEQ ID NO: 10)

[0143] Pentameerse TREM ECD  molekuli  saamiseks loodi  pJSV002
ekspressioonivektoris C-terminaalse otsa epitoobi margis. Kohre oligomeerset valku
(COMP) kodeeriv sunteetiline cDNA liideti kahe koopiaga streptavidiini siduva valgu
domeenist (SBP), millele jargnes C-terminaalse otsa 6xHis-domeen, mis on pJSV002
sisestatud ndnda, et retseptorite rakuvalised domeenid tuleks kloonida 5'-suunas sellest
fragmendist, EcoRI/Kpnl fragmendina. Seejarel stnteesiti ahTREMcDNA EcoRI
restriktsioonisaidiga, millele jargnesid GCCACC Kozaki jarjestus ja inimese TREM-1
rakuvéline domeen C-terminaalses otsas oleva Kpnl saidiga. See EcoRI/Kpnl fragment
ligeeriti eespool kirjeldatud vektoriga pJSV002 COMP-SBP38x2-6His. See ligatsioon
elektroporeeritibDH10B E. coli’sse (Life Technologies, Carlsbad CA, USA) ja plaaditi
ampitsilliiniga agarplaatidele. Individuaalseid kloone kasvatati tle 66 2 ml LB-s +
ampitsilliinkultuurides ning valmistati ette minipreparaatidena, millele jérgnes
restriktsiooni s6elumine EcoRI/Apal-ga, et leida kloonid sobiva 616 aluspaarsisestusega.
Oiged kloonid jarjestati ning tks kloonidest (nr 525) valiti vélja lisa-DNA ette
valmistamiseks. Taispikk cDNA on tahistatud kui SEQ ID NO: 10.

C.) pJSV002 hCD83-G4Sx3-hCD83/Fcémut-i konstruktsioon (SEQ ID NO: 11)

[0144] hCD83 tetrameeril on varasemalt FACS-analtitisiga leitud olevat vadike seonduvus
vorreldes paljude erinevate rakuliinidega ning see on seega suurepdrane negatiivne
kontroll néites 3 kirjeldatud IPMS-katses. Selle molekuli loomiseks stinteesiti cDNA-d 5'
EcoRI restriktsioonisaidiga, GCCACC Kozak-i jarjestusega, CD33 liiderjarjestusega,
millele jargneb inimese CD83 rakuvéline domeen vaheldumisi Kpnl restriktsioonisaidiga
ja kolmekordse glitsiin-glutsiin-glitsiin-seriin vaheosaga (G4Sx3), millele jargneb koopia
inimese CD83 rakuvalisest domeenist. Seejarel see cDNA klooniti tlesvoolu hFcémut-ist

eelnevalt kirjeldatud ekspressioonivektoris. Saadud kips valk on tahistatud kui SEQ ID
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NO: 6 ja CD83 rakuvélise domeeni cDNA jéarjestuse tandem EcoR1 ja Apal vahel on
tahistatud kui SEQ ID NO: 11.

D.) pJSV002 NCOMP-hDCIR-i konstruktsioon (SEQ ID NO: 12)

[0145] Naites 5 kasutatud hTREM-1-COMP pentameeri negatiivseks kontrolliks kasutati
hDCIR-COMP-i. pJSV002-pdhine ekspressiooniplasmiid loodi jargnevate elementidega:
6xHIS-margis ning kaks koopiat streptavidiini siduva valgu domeenist (SBP) liideti kbhre
oligomeerse valgu (COMP) 3'-otsaga selliselt, et 2. tulpi retseptorite rakuvéliseid
domeene oleks vdimalik kloonida 3' sellest fragmendist Bglll/BamHI-fragmentidena ja
ekspresseerida pentameersete lahustuvate retseptoritena. PCR-fragmenti amplifitseeriti
stnteetilisest cDNA matriitsilt, et luua DNA fragment, millel oleksid Bglll ja BamHI
otsad vastavalt 5- ja 3'-otsades. Seda fragmenti I0igati Bglll ja BamHI
restriktsioonienstiimidega, millele jargnes voo6di puhastamine. Tulemuseks saadud
fragment ligeeriti pJSV002 NCOMP-i, mida oli eelnevalt Bglll ja BamHI-ga I6igatud. See
ligatsioon  elektroporeeriti DH10B E. coli’sse ja paigutati  ampitsilliiniga
selektsiooniagarile. Kloonid valiti vélja, valmistati ette ja sdeluti EcoRI ja BamHI abil,
ning Gige 1137 kB sisestusega kloonid jarjestati. Téaielikku avatud lugemisraami, k.a
NCOMP-SBP ja DCIR jéarjestust kodeeriv cDNA on tahistatud kui SEQ ID NO: 12, ning
kodeerib eelnevalt mainitud kupset peptiidjarjestust SEQ ID NO: 4.

E.) pNNC649-hTREM1-hFcémut-i dimeeri konstruktsioon

[0146] TREM-1-Fc dimeeri kasutati ndites 14 PGLYRP1-ga seondumise kinnitamiseks
ning teiste PGLYRP perekonna liikmetega seondumise testimiseks. ApTT5-pdhist
plasmiidi (Zhang J et al., Protein Expression and Purification, 65. kd, nr 1, mai 2009, Ik.
77-78) pNNC649 kasutati selleks, et vbimaldada retseptorite rakuvéliste domeenide
kloonimist raamistikus ning 5'-suunas Fcémut-st. N TREM1-Fcémut-i ekspresseerimiseks
stnteesiti cDNA 5' EcoRI restriktsioonisaidiga, GCCACC Kozaki jarjestusega, hCD33
liiderjarjestusega, millele jargnesid inimese TREM-1 (ah 17-200) rakuvéline domeen ja
Kpnl sait. See cDNA klooniti PNNC549-sse restriktsiooniensiiimide ning DNA

ligeerimistehnikate abil, mis on valdkonna asjatundjatele tuttavad. Tdaielikku avatud
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lugemisraami, k.a CD33 liidri, hTREM1 ECD ja Fcémut jarjestust kodeeriv cDNA on
tahistatud SEQ ID NO: 43 ning kodeerib kipset peptiidjarjestust SEQ ID NO: 44.

F.) pNNC649-hTREML1-Fc6mut-i dimeeri konstruktsioon

[0147] Siunteetiline cDNA loodi 5 EcoRI restriktsioonisaidiga, Kozaki jarjestusega
GCCACC ja hCDa33 liiderjarjestusega, millele jargnesid inimese TREML-1 (ah 16-162)
rakuvéline domeen ja Kpnl sait. See cDNA klooniti eelnevalt kirjeldatud vektorisse
PNNC549 restriktsioonienstiimide ning DNA ligeerimistehnikate abil, mis on valdkonna
asjatundjatele tuttavad. Taielikku avatud lugemisraami, k.a CD33 liidri, hTREML1 ECD
ja Fcémut-i jarjestust kodeeriv cDNA on tahistatud SEQ ID NO: 45 ning kodeerib kupset
peptiidjarjestust SEQ ID NO: 46.

G.) pNNC649-hTREML2-Fc6mut-i dimeeri konstruktsioon

[0148] Sinteetiline cDNA loodi 5' EcoRI restriktsioonisaidiga, Kozaki jérjestusega
GCCACC ja hCD33 liiderjéarjestusega, millele jargnesid inimese TREML-2 (ah 19-268)
rakuvéline domeen ja Kpnl sait. See cDNA klooniti eelnevalt kirjeldatud vektorisse
PNNC549 restriktsioonienstiimide ning DNA ligeerimistehnikate abil, mis on valdkonna
asjatundjatele tuttavad. Taielikku avatud lugemisraami, k.a CD33 liidri, nTREML2 ECD
ja Fcémut-i jérjestust kodeeriv cDNA on téhistatud SEQ ID NO: 47 ning kodeerib kupset
peptiidjarjestust SEQ ID NO: 48.

H.) pNNC649-hTREM2-Fcémut-i dimeeri konstruktsioon

[0149] Sinteetiline cDNA loodi 5' EcoRI restriktsioonisaidiga, Kozaki jérjestusega
GCCACC ja hCD3s3 liiderjarjestusega, millele jargnesid inimese TREM-2 (ah 19-174)
rakuvéline domeen ja Kpnl sait. See cDNA klooniti eelnevalt kirjeldatud vektorisse
PNNC549 restriktsioonienstiimide ning DNA ligeerimistehnikate abil, mis on valdkonna
asjatundjatele tuttavad. Tdielikku avatud lugemisraami, k.a CD33 liidri, nTREM2 ECD ja
Fcémut-i jarjestust kodeeriv cDNA on téhistatud SEQ ID NO: 49 ning kodeerib kiipset
peptiidjarjestust SEQ ID NO: 50.
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Naide 18. Multimeeritud PGLYRP1 aktiveerib TREM-1

[0150] TREM-1 vastasstruktuur voi ligand tuvastati seondumisanalliisi ja IP/MS-
proteoomika abil. Ligandi madratlus PGLYRP1 (PGRP-S) kinnitati spetsiifilise

blokeerimise teel.

[0151] Kuigi lahustuva PGLYRP1 sidumise vdib lugeda TREM-1 arvele, siis huvitaval
kombel nduab TREM-1 aktivatsioon PGLYRP1-ga tugiaine olemasolu, néiteks neutrofiili
rakuvélised lukud (NET) vdi PGN.

[0152] Rakuga seonduv PGLYRP1 valk loodi ja avaldati, et testida selliste alternatiivsete
ja multimeersete PGLYRP1 vormide vdimet siduda ja/vdi aktiveerida TREM-1. Testiti
kaht erineva kontseptsiooniga PGLYRP1 konstrukti. Uhes lisati PGLYRP1 C-
terminaalsesse otsa GPl-ankurdav jarjestusmotiiv. Teisel juhul ankurdati PGLYRP1
rakumembraanis kunstlikult, lisades N-terminaalsesse otsa rakkudevahelise (IC) ja
transmembraanse domeeni (TM), mis saadi Il tadpi retseptorist MDL-1. Viimased
konstruktid tahistati kui Il tidpi PGLYRPL1 (joonis fig 9a). 1l tltbis 1.0 (SEQ ID NO: 37)
séilitatakse natiivse MDL-1 retseptori TM-laetud aminohape ning selle valgu t6hus
ekspresseerimine s6ltub DAP12 koekspressioonist. Il tulbi 2.0 PGLYRP1 konstruktis
(SEQ ID NO: 38) on laetud TM-jadk asendatud neutraalse aminohappega (lusiini asemel
leutsiin), mis vdimaldab valgul ekspresseeruda iseseisvalt nt DAP12-s. Neid konstrukte
kodeerivaid cDNA-sid ekspresseeriti ajutiselt HEK293-6E-rakkudes, rakud koguti kokku
2. paeval pérast transfekteerimist ning seejéarel anallilsiti nende vdimet stimuleerida
reporterrakuliini BWZ/hTREM1. PGLYRP1 Il tilpi transfektandid inkubeeriti koos
BWZ/hTREML1 reporterrakkudega ilma PGN-ita. TREM1 aktivatsiooni kontrolliti parast
18 tundi BetaGlo reaktiivi abil (kat-nr E4720,Promega, MadisonWI, USA). Il tlupi
PGLYRP1 ekspresseerivad transfektandid indutseerisid TREM-1 aktivatsiooni ilma PGN-
ita kuni 24 korda kdrgemal tasemel kui tlhja ekspressioonivektoriga transfekteeritud
kontrollrakud. C-terminaalse otsa kaudu immobiliseeritud GPIl-ankurdatud PGLYRP1
seevastu ei vahendanud TREM-1 aktivatsiooni. Membraaniga seotud ja immobiliseeritud
PGLYRP1 valgu avaldumine raku pinnal tehti kindlaks voolutsiitomeetria abil
polukloonse PGLYRP1-vastase antikehaga (AF2590). Mdolemad valgud, nii Il tGupi
PGLYRP1 kui ka GPI-PGLYRP1, ekspresseerusid tdepoolest raku pinnal.
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Konstrukt Voldi aktiivsus
C-GPI PGLYRP1 2004 (n=23)

I tiiiipi 1.0 PGLYRP1 | 24+3,3(n=3)

[0153] Eelnev tabel nditab, et C-terminaalse otsa GPI ankru abil rakumembraani pinnaga
seonduv PGLYRP1 ei ole TREM-1 aktiivsuse indutseerimisel nii v6imekas kui N-
5 terminaalse otsa kaudu rakumembraani pinnaga seotud PGLYRP1. See nditab ilmekalt C-

terminaalse otsa PGLYRP1 vaba osa olemasolu tahtsust TREM-1 stimuleerimiseks.

[0154] Naidati, et Il tiupi PGLYRP1 aktivatsiooni inhibeeriti spetsiifiliselt PGLYRP1-
vastase antikeha abil. Polukloonse PGLYRRP1-antikeha (kat-nr AF2590, R&D Systems,

10  Minneapolis MN, USA) korgel konsentratsioonil (1 pg/100 pl analttsi mahust) lisamine
vOimaldas seega PGLYRP1-indutseeritud aktiivsuse taielikult inhibeerida.

Tingimused Toime
Il tlupi 1.0 PGLYRP1 100%
Il tlupi 1.0 PGLYRP1 + I1soAb 98%
Il tudpi 1.0 PGLYRP1 + AF2590 9,7%

[0155] PGLYRP1 C-terminaalse otsa jarjestused paistavad olevat TREM-1 retseptori
15  aktiveerimisel kriitilise tdhtsusega. Mitmetel konstruktidel, millel on thise omadusena
PGLYRP1 C-terminaalse otsa I6pu modifikatsioon, puudub v6ime vahendada
TREM1/BWZ reporteri aktiivsuse aktivatsiooni, samal ajal kui vastavatel konstruktidel,

millel on modifikatsioon N-terminaalses otsas, esineb aktiivsus.

Konstrukt Toime
PGLYRP1 t66tlemata +++

PGLYRP1 N-lipp +++
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Konstrukt Toime

PGLYRP1 C-lipp -

PGLYRP1 N-Fc 4t
PGLYRP1 C-Fc (+)
I titipi 1.0 PGLYRP1 4+
PGLYRP1 C-GPI (+)

[0156] See néitab C-terminaalse otsa PGLYRP1 vaba osa olemasolu téhtsust TREM-1

stimuleerimiseks.

Tdlgendamine ja bioloogilised véimalused

[0157] Vdime aktiveerida TREM-1 retseptor kasutades kas loomumast PGLYRP1-ligandit
PGN-iga vdi uusi PGLYRP1 variante, mis PGN-i ei vaja, néitab selgelt, et PGN ei ole
TREM-1 aktivatsiooni jaoks absoluutselt vajalik kaastegur. Paljude PGN-ist s6ltumatut
TREM-1 aktivatsiooni vGimaldavate erinevate molekulaarsete PGLYRP1 vormide uhine
omadus tundub olevat suur tihendus, mis viib hipoteesini, et PGN-i peamine roll natiivse
ligandi kofaktorina on olla tugi multimeerimisel. In vivo saaks sellise toe neutrofiilide
rakuvélistelt lukkudelt (NET) (Blood 2005, 106: 2551-2558) vdi teistelt loomuliku
tekkega maatriksstruktuuridelt, nagu hualuroonhape, proteoglikaanstruktuurid, nagu
versikaan, agrekaan, dekoriin voi fibriin, mis kdik vdivad PGLYRP1 multimeerida v0i

muul moel esitada.

[0158] Need avastused viitavad sellele, et PGLYRP1 C-terminaalse otsa modifitseerimine
vahendab TREM-1 aktivatsiooni, mis omakorda néitab, et PGLYRP1 C-terminaalse otsa
blokeerimine naiteks PGLYRP1 C-terminaalse otsa vastu suunatud antikehaga vahendaks

selle interaktsiooni TREM-1-ga ning seega ka TREM-1 stimuleerimist.

Naide 19. Il ttupi PGLYRP1 on vdimeline indutseerima TNF-alfa vabanemist

reumatoidartriidiga patsientide stinoviaalkoerakkudes
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[0159] Sunoviaalkoe proovid saadi RA-ga patsientidest téieliku pdlveliigese proteesi
paigaldamise ajal. Uksainus stinoviaalkoerakkude suspensioon eraldati 4 mg/ml
kollagenaasiga (kat-nr 11088793001, Roche, Mannheim, Saksamaa) ja 0,1 mg/ml
DNaasiga (kat-nr 11284932001, Roche, Mannheim, Saksamaa) l8hustamise teel 1 tund
temperatuuril 37 °C. Siinoviaalkoerakud (1 x 10%/siivend kultuursoétmes RPMI (kat-nr
22400105, Life Technologies, Carlsbad CA, USA) + 10% FCS (kat-nr S0115, BioChrom
AG, Berliin, Saksamaa) kaaskultiveeriti erinevate koguste HEK-rakkudega, mis olid
ajutiselt transfekteeritud Il tiupi PGLYRP1-ga hupoksilistel tingimustel. Parast 24-tunnist
inkubeerimist koguti raku supernatandid ning tsttokiine mdddeti TNFa ELISA-ga (kat-nr
DY210, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

TNF-a (pg/ml) vabanemine

Il tadpi PGLYRP1 (HEK-
_ 1x10° |3x10* 1x10* 3x10° 1x10°|0
transfekteeritud)/kontroll-HEK

1gG4 + tadp 1l 121,17 114,08 95,02 54,56 57,87 33,47

19G4 + kontroll 55,65 63,73 57,99 33,78 36,40 36,32

[0160] See ndide néitab, et TREM-1 ligand v6ib annusest séltuvalt indutseerida TNF-alfat

reumatoidartriidiga patsientide stinoviaalkoerakkudes.

Naide 20. PGLYRPl-antikehad blokeerivad TREM-1-vahendatud signaali

neutrofiilides ja vahendavad IL-8 vabanemist

[0161] Olles ndidanud, et neutrofiilid vdivad PGLYRP1 vabastada ning neutrofiilid
avaldavad ka TREM-1 retseptorit, katsetasime me neutrofiil-derivaat PGLYRP1 vdimet
stimuleerida neutrofiile ka autorkriinilaadselt. Eraldatud neutrofiile stimuleeriti PGN-SA-
ga (kat-nr tlrl-pgnsa, Invivogen, SanDiego CA, USA) ja moddeti IL-8 vabanemist
kultuurso6tmesse. PGLYRP1-antikeha mAb 0184 oli vdimeline vdahendama PGN-SA-
indutseeritud IL-8 vabanemist. Neutrofiilid saadi tervete inimdoonorite tdisverest, nagu
kirjeldatud ndites 3 ning resuspendeeriti RPMI / 10% FBS-is. Rakud kanti plaadile 1,5 x
10° rakku ml kohta ning triplikaattestsiivendeid testiti jargnevatel tingimustel: puudus
lisastimulatsioon; ainult 10 pg/ml PGN-SA -d voi 10 pg/ml PGN-SA-d PGLYRP1



10

64
EE-EP 2 814 842 B1

antikeha juuresolekul voi 4 pg/ml hlgG4 isotiibi kontrollantikeha. Proovid inkubeeriti 24
tundi temperatuuril 37 °C 5% CO> inkubaatoris. Seejarel koguti supernatandid kokku ning
anallusiti 1L-8 tuvastamiseks komplektiga Bioplex Pro Human Cytokine IL-8 (kat-nr 171-
B5008M, BioRad, Hercules CA, USA).

Neutrofiilid, stimuleeritud IL-8-ga, pg/ml

Keskmine SD

lIma lisata 52 3

PGN-SA 1158 341
PGN-SA + isottiubi kontroll 1195 144
PGN-SA + mADb 0184 449 50

[0162] See ndide taitab, et bakteriaalselt saadud PGN-SA-ga stimuleerimisest
induktseeritud 1L-8 vabanemist neutrofiilidest on véimalik PGLYRP1-vastase antikehaga
vahendada. TREM-1 ligand PGLYRP1 on seega neutrofiilide autokriinstimulant ning siin
avaldatavad antikehad on potentsiaalselt kasulikud neutrofiilvastuse allareguleerimiseks.
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Patendindudlus

1. Monokloonne antikeha vGi selle antigeeni siduv fragment, mis on vGimeline
spetsiifiliselt siduma PGLYRP1 ja vdahendama PGLYRP1-vahendatud TREM-1 aktiivsust.

2. Monokloonne antikeha vdi selle antigeeni siduv fragment vastavalt ndudluspunktile 1,
mis on vdimeline spetsiifiliselt siduma jarjestust SEQ ID NO: 37 (Il tidpi 1.0 PGLYRP1)
ja/vei SEQ ID NO: 38 (Il tiilipi 2.0 PGLYRP1).

3. Monokloonne antikeha vdi selle antigeeni siduv fragment vastavalt mis tahes
ndudluspunktile 1 v6i 2, mis on vdimeline PGLYRP1-ga seondumisel konkureerima
(i) antikehaga, millel on raske ahel jarjestusega SEQ ID NO: 19 ja kerge ahel
jarjestusega SEQ ID NO: 20.
(ii) antikehaga, millel on raske ahel jarjestusega SEQ ID NO: 15 ja kerge ahel
jarjestusega SEQ ID NO: 16.
(iii) antikehaga, millel on raske ahel jarjestusega SEQ ID NO: 27 ja kerge ahel
jarjestusega SEQ ID NO: 28.
(iv) antikehaga, millel on raske ahel jarjestusega SEQ ID NO: 23 ja kerge ahel
jarjestusega SEQ ID NO: 24.
(v) antikehaga, millel on raske ahel jarjestusega SEQ ID NO: 31 ja kerge ahel
jarjestusega SEQ ID NO: 32 ja/voi
(vi) antikehaga, millel on raske ahel jarjestusega SEQ ID NO: 35 ja kerge ahel
jarjestusega SEQ ID NO: 36.

4. Monokloonne antikeha voi selle antigeeni siduv fragment vastavalt mis tahes
ndudluspunktile 1-3, mis sisaldab
(i) CDRHL1 jarjestust, mis vastab aminohappejéékidele 31 kuni 35 (SYWMN)
jarjestuses SEQ ID NO: 15, kusjuures ks nimetatud aminohappejaakidest voib
valikuliselt olla erinev aminohappejaak;
(i) CDRH2 jarjestust, mis vastab aminohappejéékidele 50 Kkuni 66
(MIHPSDSETRLNQKFKD) jarjestuses SEQ ID NO: 15, kusjuures uks, kaks voi
kolm nimetatud aminohappejadkidest vodivad valikuliselt olla erinevad

aminohappejéégid;
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(ili) CDRH3 jarjestust, mis vastab aminohappejéakidele 98 kuni 108
(DYSDYDGFAY) jarjestuses SEQ ID NO: 15, kusjuures ks, kaks v6i kolm
nimetatud aminohappejéékidest voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped;

(iv) CDRL1 jarjestust, mis vastab aminohappejadkidele 24 kuni 34
(RASQSISDYLH) jarjestuses SEQ ID NO: 16, kusjuures ks, kaks v6i kolm
nimetatud aminohappejéaékidest voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped;

(v) CDRL2 jarjestust, mis vastab aminohappejdakidele 51 kuni 56 (ASQSIS)
jarjestuses SEQ ID NO: 16, kusjuures tks voi kaks nimetatud aminohappejaakidest
vdivad valikuliselt olla erinevad aminohapped; ja

(vi) CDRL3 jarjestust, mis vastab aminohappejaakidele 89 kuni 97
(QNGHSFPLT) jarjestuses SEQ ID NO: 16, kusjuures ks vdi kaks nimetatud
aminohappejéakidest vdivad valikuliselt olla erinevad aminohapped.

5. Monokloonne antikeha vdi selle antigeeni siduv fragment vastavalt mis tahes

ndudluspunktile 1-3, mis sisaldab

(i) CDRHL1 jarjestust, mis vastab aminohappejadkidele 31 kuni 35 (DYNMY)
jarjestuses SEQ ID NO: 19, kusjuures ks nimetatud aminohappejaakidest voib
valikuliselt olla erinev aminohappejaak;

(i) CDRH2 jarjestust, mis vastab aminohappejaékidele 50 Kkuni 66
(YIDPYNGDTSYNQKFKG) jarjestuses SEQ ID NO: 19, kusjuures tks, kaks voi
kolm nimetatud aminohappejadkidest vdivad valikuliselt olla erinevad
aminohappejaagid;

(ili) CDRH3 jarjestust, mis vastab aminohappejaakidele 99 kuni 109
(GDYGNPFYLDY) jarjestuses SEQ ID NO: 19, kusjuures ks, kaks vdi kolm
nimetatud aminohappejéékidest voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped;

(iv) CDRL1 jarjestust, mis vastab aminohappejadkidele 24 kuni 33
(SVSSSVNYMY) jéarjestuses SEQ ID NO: 20, kusjuures tks, kaks vdi kolm
nimetatud aminohappejéékidest voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped;

(v) CDRL2 jarjestust, mis vastab aminohappejaakidele 49 kuni 55 (DTSKLPS)
jarjestuses SEQ ID NO: 20, kusjuures tks voi kaks nimetatud aminohappejaakidest

voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped,; ja
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(vi) CDRL3 jarjestust, mis vastab aminohappejadkidele 88 kuni 96
(QQWTSNPPT) jarjestuses SEQ ID NO: 20, kusjuures lks voi kaks nimetatud

aminohappejéaakidest vdivad valikuliselt olla erinevad aminohapped.

6. Monokloonne antikeha voi selle antigeeni siduv fragment vastavalt mis tahes

ndudluspunktile 1-3, mis sisaldab

(i) CDRH1 jarjestust, mis vastab aminohappejaédkidele 31 kuni 35 (DTYIH)
jarjestuses SEQ ID NO: 23, kusjuures ks nimetatud aminohappejaakidest voib
valikuliselt olla erinev aminohappejaak;

(i) CDRH2 jarjestust, mis vastab aminohappejaékidele 50 Kkuni 66
(RIDPANDDTKYDPNFQG) jarjestuses SEQ ID NO: 23, kusjuures ks, kaks voi
kolm nimetatud aminohappejadkidest vdivad valikuliselt olla erinevad
aminohappejéégid;

(ili) CDRH3 jarjestust, mis vastab aminohappejdakidele 99 kuni 108
(SDNSDSWFAY) jarjestuses SEQ ID NO: 23, kusjuures ks, kaks voi kolm
nimetatud aminohappejéékidest voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped;

iv) CDRL1 jarjestust, mis vastab aminohappejéékidele 24 kuni 33
(SVSSSVNFMN) jarjestuses SEQ ID NO: 24, kusjuures ks, kaks voi kolm
nimetatud aminohappejéékidest voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped;

v) CDRL2 jdrjestust, mis vastab aminohappejadkidele 49 kuni 55 (DTSKLAP)
jarjestuses SEQ ID NO: 24, kusjuures tks vOi kaks nimetatud aminohappejaakidest
voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped,; ja

vi) CDRL3 jarjestust, mis vastab aminohappejaakidele 88 kuni 96 (HQWSSYSLT)
jarjestuses SEQ ID NO: 24, kusjuures Uks voi kaks nimetatud aminohappejaakidest

voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped.

7. Monokloonne antikeha v&i selle antigeeni siduv fragment vastavalt mis tahes

ndudluspunktile 1-3, mis sisaldab

(i) CDRHL1 jarjestust, mis vastab aminohappejadkidele 31 kuni 35 (DYNMH)
jarjestuses SEQ ID NO: 27, kusjuures ks nimetatud aminohappejaakidest voib
valikuliselt olla erinev aminohappejaak;

(i) CDRH2 jarjestust, mis vastab aminohappejaékidele 50 Kkuni 66
(YVDPYDGGTSSNQKFKG) jéarjestuses SEQ ID NO: 27, kusjuures uks, kaks voi
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kolm nimetatud aminohappejadkidest vdivad valikuliselt olla erinevad
aminohappejaagid;

(ili) CDRH3 jarjestust, mis vastab aminohappejdékidele 99 kuni 106
(EVPYYFDY) jarjestuses SEQ ID NO: 27, kusjuures ks, kaks voi kolm
nimetatud aminohappejéékidest voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped;

iv) CDRL1 jarjestust, mis vastab aminohappejaékidele 24 kuni 33
(VASSSVTYMY) jérjestuses SEQ ID NO: 28, kusjuures ks, kaks voi kolm
nimetatud aminohappejéékidest voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped;

v) CDRL2 jarjestust, mis vastab aminohappejéékidele 49 kuni 54 (THPLAS)
jarjestuses SEQ ID NO: 28, kusjuures Uks voi kaks nimetatud aminohappejaakidest
voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped,; ja

vi) CDRL3 jarjestust, mis vastab aminohappejéaakidele 87 kuni 95 (PHWNTNPPT)
jarjestuses SEQ ID NO: 28, kusjuures tks vOi kaks nimetatud aminohappejaakidest

voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped.

8. Monokloonne antikeha voi selle antigeeni siduv fragment vastavalt mis tahes
ndudluspunktile 1-3, mis sisaldab

(i) CDRHL1 jarjestust, mis vastab aminohappejaédkidele 31 kuni 35 (DYYMY)
jarjestuses SEQ ID NO: 31, kusjuures ks nendest aminohappejaakidest voib
valikuliselt olla erinev aminohappejaak;

(i) CDRH2 jarjestust, mis vastab aminohappejéékidele 50 Kkuni 66
(AISDDSTYTYYPDSVKG) jarjestuses SEQ ID NO: 31, kusjuures uks, kaks voi
kolm nimetatud aminohappejadkidest vdivad valikuliselt olla erinevad
aminohappejaagid;

(iii) CDRH3 jarjestust, mis vastab aminohappejéakidele 99 kuni 109
(GGYGNLYAMDY) jarjestuses SEQ ID NO: 31, kusjuures ks, kaks voi kolm
nimetatud aminohappejéékidest voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped;

iv) CDRL1 jarjestust, mis vastab aminohappejaékidele 24 kuni 35
(TASSSVSSSYLH) jéarjestuses SEQ ID NO: 32, kusjuures uks, kaks voi kolm
nimetatud aminohappejéékidest voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped;

v) CDRL2 jéarjestust, mis vastab aminohappejdékidele 51-57 (STSNLAS)
jarjestuses SEQ ID NO: 32, kusjuures Uks voi kaks nimetatud aminohappejaakidest

voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped; ja
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vi) CDRL3 jdrjestust, mis vastab aminohappejaékidele 90-98 (HQYHRSPFT)
jarjestuses SEQ ID NO: 32, kusjuures Uks voi kaks nimetatud aminohappejaakidest

voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped.

9. Monokloonne antikeha voi selle antigeeni siduv fragment vastavalt mis tahes

ndudluspunktile 1-3, mis sisaldab
(i) CDRHL1 jarjestust, mis vastab aminohappejaédkidele 31 kuni 35 (NYVMH)
jarjestuses SEQ ID NO: 35, kusjuures ks nendest aminohappejaakidest voib
valikuliselt olla erinev aminohappejaak;
(i) CDRH2 jarjestust, mis vastab aminohappejaékidele 50 Kkuni 66
(WINPFNDGTNYNENFKN) jarjestuses SEQ ID NO: 35, kusjuures uks, kaks voi
kolm nimetatud aminohappejadkidest vdivad valikuliselt olla erinevad
aminohappejéégid;
(ili) CDRH3 jarjestust, mis vastab aminohappejaakidele 99 kuni 109
(SGFITTLIEDY) jarjestuses SEQ ID NO: 35, kusjuures iks, kaks vdi kolm
nimetatud aminohappejéékidest voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped;
iv) CDRL1 jarjestust, mis vastab aminohappejédkidele 24 kuni 34
(KASESVGSFVS) jarjestuses SEQ ID NO: 36, kusjuures (ks, kaks voi kolm
nimetatud aminohappejéékidest voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped;
v) CDRL2 jarjestust, mis vastab aminohappejaékidele 50 kuni 56 (GASNRYT)
jarjestuses SEQ ID NO: 36, kusjuures tks voi kaks nimetatud aminohappejaakidest
voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped,; ja
vi) CDRL3 jérjestust, mis vastab aminohappejaakidele 89 kuni 96 (GQYYTHPT)
jarjestuses SEQ ID NO: 36, kusjuures Uks voi kaks nimetatud aminohappejaakidest

voivad valikuliselt olla erinevad aminohapped.

10. Farmatseutiline kompositsioon, mis sisaldab mistahes ndudluspunkti 1-9 kohast

antikeha voi selle fragmenti ning farmatseutiliselt vastuvdetavat kandjat.

11. Monokloonne antikeha vOi selle antigeeni siduv fragment vastavalt mis tahes
ndudluspunktile 1-9 vdi farmatseutiline kompositsioon vastavalt ndudluspunktile 10

kasutamiseks ravimina.
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12. Isoleeritud antikeha vOi selle antigeeni siduv fragment vastavalt mis tahes
ndudluspunktile 1-9 vdi farmatseutiline kompositsioon vastavalt ndudluspunktile 10
kasutamiseks akuutse voi kroonilise pdletiku tulemusel tekkinud pdletikulise haiguse voi

autoimmuunhaiguse ravimiseks ravi vajavas patsiendis.

13. Antikeha v0i selle antigeeni siduv fragment kasutamiseks vOi farmatseutiline
kompositsioon kasutamiseks vastavalt ndudluspunktile 12, kusjuures pdletikuline haigus
vOi autoimmuunhaigus valitakse rihmast, kuhu kuuluvad pdletikuline soolehaigus, Crohni
tobi, haavandiline koliit, sooleérritussiindroom, reumatoidartriit, psoriaas, psoriaatiline
artriit, susteemne ertitematoosne luupus, nefriitluupus, | tulpi diabeet, Gravesi tdbi,
poluskleroos, autoimmuunne miokardiit, Kawasaki tdbi, koronaararteri haigus, krooniline
obstruktiivne kopsuhaigus, inerstitsiaalne kopsuhaigus, autoimmuunne tireoidiit,
sklerodermia, susteemne skleroos, osteoartriit, atoopiline dermatiit, vitiliigo,
hiilgamisreaktsioon, Sjogreni tdbi, autoimmuunne nefriit, Goodpasture’i siindroom,

krooniline pdletikuline demieliniseeriv polineuropaatia, allergiad ja astma.

14. Meetod mis tahes ndudluspunkti 1-9 kohase antikeha voi selle antigeeni siduva
fragmendi loomiseks, mis sisaldab antikeha vdi selle antigeeni siduva fragmendi

rekombinantset ~ ekspresseerimist  prokarliootses  VOi eukariiootses rakus.
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NSO
-1 1
o

Val

Gin

Serxr

Val
35C

Ala

Tyr

Gln

“hr

EE-EP 2 814 842 B1

Trp
Fhe

240

Ala

Leu

Pro

EFro

320

Trp

Glu

&lu Leu Lys

15

5lu Lys Phe

20

Glu

Met

Pro



EE-EP 2 814 842 B1

a5 4% 45

His Pro Va_

0
=)
wn
m
et

Lys Thr Leu Ala Cys Thr G_u Arg Pro Ser Lys As
50 55 b

o3

G_n Val Gly Arg Ile Ile Leu Glu Asp Tyr His Asp His Gly Leu Leu

Arg Vel Arg Met Val 2sn Leu Gln Val Glu Asp Ser Gly Leu Tyr G.n
2

Cys Va_ TI.2 Tyr G.n Pro Pro Lys G_u Pro His Met Leu Phe Asp Arg
169 05 110

I'e Arg Leu Va_ Val Thr Lys Gly Phe Ser Gly Thr Pro Gly Ser Asn
1.5 20 125

I
e
>

G_u Asn Ser Thr Asn Vel Tyr Lys _le Pro Pro Thr Thr Thr Lys
1320 135 147

A_z Leu Pro Leu Tyr Thr Ser Pro Arg Thr Val Thr Gln Ala Pro
145 150 .55 180

2
=<
0

Pro Lys Ser Thr Alz Asp Vel Ser Thr Pro Asp Ser Glu Ile Asn Leu

o

[}
P
=]

Thr Asn Va. Thr Asp Ile Ile Arg Gy Thr Leu Glu Va' Leu Phe
189 85 190

<
o)
o
<

Gy Pro GLly 51 Ser GLy Gly Gly Ser Gly 3ly Gly Ser Gly Asp
125 230 205

Leu Ala Pro Gln Met Leu Arg Glu Leu G-n Glu Thr Asn Ale Ala Leu
5

o
s
[
H
@

u Leu Arg Gln G_n Val Lys Glu Ile Thr Phe

_n Asp Va. Arg
2 230 235 240

NGy
[

Leu Lys Asn Thr Val Met Glu 3 ¢ 3 Met Gln Pro Als
245 250 255

7
kg
P
i
t
T
o
i
oH
9]
=
0
0
=
=

Arg Thr Pro Gly Leu Ser Val Gly Gly GLy Ser Gly Gly Gly 3er Gly
260 265 270

-

Gy G_y Ser Met Asp Glu Lys Thr Thr Gly Trp Arg Glv Gly His Va_
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Vea_ Glu G-y Leu Ala
280

His His Pra Gln Gly

Thr Thr Gly Trp Arg
325

Leu Glu Gin Leu Arg
3470

G_u Pro Asp Leu

(SRR )

<210>6
<211>505

< 212> PRT

< 213> Tehislik
<220>

51ln

310

Gly

Ala

Tyr

< 223> hCD83 ECD Fc

<400> 6
Thr Pro G-u Va. Lys
1 5

Thr Ala Pro Trp Asp

Leu Leu Glu Gly Gly G

Leu Arg Gly Gln Ilis
50

Ala Pro Asn Glu Arg

Arg Asn Leu Ser Gly
100

Val

Pro

Tvr

Pro

=
i

Tyr

Lys

Arg

Phe

[Iis

Tyr

Arg

280

Leu

P
=

[Iis

Leu

Cys

Val

Arg
40

Zle

G_u

Pro

Val

Ser

Pro

25

Met

Lys

Leu

“hr

Gln

Val
230

IIis

His

Lys

Leu

Arg

Leu

Ser

215

Glu

IIis

His

ASE

Thr

Thr

Gln

Gly

Pra

Eis

Val

Val

Pro

Thr

285

Met

Leu

Gln G

His
365

Asp

Cer

Gln

45

Gly

Pro

Arg

Asp ¢

His

Leu

Trp

30

[}
v
=

Ser

“hr

Gly
335

Gln

His

Fro
5

Val

ho]
&)
el

Phe

“hr

Pro

EE-EP 2 814 842 B1

Glu

Lys
320

Cys

Gln



Pra

Gin

Asn

Ser

225

Leu §

Lys

Thr

Pro
305

Arg

Trp

Gy G

Glu G

G_u

Prc G

2580

Lys

Asp

Thr

Asp

Asp

Glu

Val_

Pro

Glu

180

Tyr

FPro

Ala

Thr

Va_

val
340

Iisg

Tyr

Arg C

Val
245

Phe

Leu

Thr

Val

Arg

Ile

Lys

Gly

[lis

val

Phe

Pro

Met

Lys

Leu

5 Thr

Lys

Asp

Iis

Lys
_20

Gly S

Clu

Tyr

Glu

Gly

200

Lys

Leu

Arg

“yr

Lys

280

Pro

Ser

Asn

10

Lys

“hr

“hr

_85

G_n

__e

Val

Arg
265

“hr

Fro

345

Pro

Asn

Arg

ASP

“hr

250

Ala

s

Thr

Arg

Gly G

Gln

Gly

Fro

233

Gly

Glu

“hr

Fhe

Fro
315

u vVal

“hr

Ala

Leu

Tro

Ser

ASD

[}

Gly I

Cys

Leu

chele)
PRRVAV)

Lys

Lys

Glu
125

v Gly 3

Pro

Va_

Asp

r Thr

Gly

Pro

Prao

285

The

Va_

The

Pro

Gly

Iis
190

> Asp

Ser

Gln

Ala

Leu

270

Prc

Prc

Thr

Asn

Thr

Thr

Thr

Leu

175

Leu

Ala

Arg

Gln
255

Ala &

Cys

Pro

Cys

Trp
335

EE-EP 2 814 842 B1

Goy

Pro

Leu

Arg

Fro

Asn
240

Arg

Fro

Lys

Va.

320

Iyr

QY
I
c
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Gin

Asp
370

Leu Fro

385
Pro Arg Glu
Thr Lys

Ser

Thr

<210>7
<211> 684

2 Ala Val

Ser Thr

Leu Asn

Gln
405

Pro

Gln val

420

Thr Pro

Leu Thr

Tyr Arg

Gly

Ser

Glu

Fro

Val

Lys
375

Glu

“hr

yr

Leu "hr

Glu
440

“re

val
455

Leu

470

Ser Val
485

Leu

< 212> DNA
< 213> Tehislik

<220>

< 223> hPGYRP1-GPI

<400> 7

geattcgoca
60

cgactoggeayg
20

aacgaghgga
280

gtagtggteat

ccatgtecoyg

cggetoagga

aggooctgge

Met

Ler

i3

Fro Gly

gacagasgac

atcagaghtgo

cgracacgge o

11

Val Ser vel

Tyr Lys Cys

“hr Ile Ser

395

Pro Pro

410

Leu

Cys Leu Vel

425

Ser Gly

Ser Asp

Ser Arg Trp

475

Ala iz

oo

Lys
505

ctgcttgoct

ceggectget

goooegeace

tgcaacacce

“hr
365

Leu Val

Ser

Arg Glu

Gly

Gln Pro

445

Gly Fhe

460

Gln Gly

IIis

cggctotcocoe

ceagecocat

tgagectgoe

cocgeotegty

Tyr T

EE-EP 2 814 842 B1

Leu Iis

Gly Gl

3lu Met
415

“yr Fro

Phe Leu

Asn Val
480

Gln

cagcctoott

agtgceocgy

cbtacgotat

cragcageaqg



240

gocoggaatyg
300
ttecotgattyg
360

cactecaggte
420

gatoggutge
480

tgragcacta

gagaagacygyg

acttatyggas

ccacacecia

ccacatgaac

getegtatac

caoeceatgteo

gygccatcoge

12

acactgggct

gagggoegty

attggeatea

geageceagy

gctoagyggeyg coctgaggte caactatgtc ctozaaggac
540
ctetetecag gocaaccaget ctaccaceIc atocagaatt
z00
tecteatoga caactacygac cacaactace accctactto
680
cttetgetee tactttgact cgag
684
<210> 8
<211>180
< 212> PRT
< 213> Homo sapiens
<400> 8
A_z Thr Lys Leu Thr Slu G_u Lys Tyr Slu Leu
1 5 19
Leu Asp Val Lys Cys RAsp Zyr Thr Leu Slu Lys
20 25
Lys Ala Trp Gln Ile Ile Arg Asp Gly Glu Met
3 40
Cvs Thr Glu Rrg Pro Zer Lys Asn Ser Illis Pro
5C 55
Ile Ile Leu 3lu Asp Tyr His Asp His Sly Leu
65 70 7
V&l Asn Leu Gln val Glu Asp Ser Gly Leu Tyr
g5 39
Gln Pro Pro Lys Glu Pro His Met Leu Phe Asp
100 205

cgtgegacgt
cotggaactt
cetteatggy
ctetactgge
Zcogggatgt
cgccacacta

teoctgotact

Lys

Phe Als

Fro ~hr

45

Gln Val

Leu Arg Val

Gln Cys val

Ary Zle Arg

_lC

EE-EP 2 814 842 B1

gggctacaac

cacgggtgeo

caactacaty

ctgeggtoatyg

gcagcgtaca

[sfato Tl utolafuts!

tectgetoectea

; 5ln Thr

5

Gln

Leu

o
o
<

Bryg

Zle
35

Leu val
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Vea- Thr Lys
1.5

Gln Asn vVal
130

Leu Tyr Thr
145

A_z Asp Va_

Asp Ile Ile

<210>9

Phe
Tyr

Lys

Frc

Ile

Rrg

Thr
220

Pro

“hr val

150

Thr
165

ser

Arg
1890

<211> 1221
< 212> DNA
< 213> Tehislik

<220>

Pro ?

< 223> hTREM ECD x2

<400> 9

geattcygcea
€0

gaactgaggg
T

_ 4

ctggacgTga
80

atcattageg
240

ageraccrey
300

cgggtgagea
3¢0

cagcoeocccta
420

ttttctggga
480

accacaacta
540

zcaazgagta
800

ctatguetot

ccgotaccaa

agtgcgatta

acggegagat

tgcaggteygy

tggtcaatct

cogetgacygt

getgetgeze

actgaccgaa

tacactggaa

gooccaageact

cegaatecatt

gcaggtggag

tatgctgtzc

taacgagsac

ccecectgtat

Jagcacacoo

13

Pro Gly &

“hr Thr Thr

~hr 51n Ala
155

Ile Asn
178

ctgeoctoctge

gzazagtacg

aagttcgcaa

ctggoettgta

ctggaggact

gactccggcece

gataggattc

agcacccaga

zcatctecte

gettocgaga

Glu Asn
_25

Asn

Alz Leu

Lys
0

Pro Pro

Leu Thr Asn

tgtgggetagy

cogagzogooe
acracgates
tgtaccagtg

ccotggtagt

ttaacetgae

EE-EP 2 814 842 B1

Ser Thr
Fro

Cys

Thr
160

Jer

Yal Thr

P

cgcactgygct

agggcagacc

agcctggcag

ttcaaazaac

tgggetgety

cgtcatctat

cactaazggc

gatcc

[s2-Re el

acaggceccoct

aaatgtgact
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gacatcatta
&e0

tcocgeactge
720

actctggacyg
780

cagatcatte
840

aactctcacc
200

tatcaaccee
~020

ggctttageg
2080

cctactacca
~140

cotocaaaga
Z200

acagatatta
_22°

<210>10

ggggtaccgg

gogoogetac

tgzaatgcgs

gcgatgggga

ctgtgcaggt

ggatggtgas

ctazaggaacoe

<211>1170
< 212> DNA
< 213> Tehislik

<220>

ajggaggagyga

caagctgaca

ttataccc

gatgcotaac

cggaagsaatc

tetgoaggze

tcatatgezo

atctaacgac

gtgccoacta

tytgagoact

< 223> hTREM COMP

<400> 10

gaattograa

&0

gaactgagag
20

ctggacgtga
80

atcattageag
240

ajgectacocey

300

caggtgagea

ctatgeetet

ccgctaccaa

agtgcgatta

acggagagat

tgcaggtegg

tggtcastot ¢

getgetgeze

actgaccgas

tacactggaa

gcccaagac

cogaatoatt

il
0]

14

teocggaggag

Jaggaaaaat

attctggaag

gaggacagty

ttogatagaa

zztagtactac

tatacaagcc

ccagatagey

ctgeotaotge

gaaaagtacy

zagttcgceaa

ctggcttgta

ctggaggact

gactocggee

CEYYREYTTY

etgagctgaa

ttaggctyggt

sgaacgtgta

cacgaactgt

tgtgggetgy

acracgatoa

tgtaceagtyg

EE-EP 2 814 842 B1

agygogygggga

agaaggccag

gaaagcatgg

goectecaas

tcatggcctyg

atgogtcate

ggtcaczaas

caaaattcocot

gacccaggca

Jaccaatgtg

cgecactgget

agggcagace

agcctggcag

ttcaaaaaac

tgggetgotyg

cgtecatcectat
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360
cagccececta
420
ttttctggga
480

accacaarcta
540

ccaazgagta
500

on

gecatcatta
660

ggcagoggcy
720

aacgergoktoe

780

ctgazaaata
840

ctgagegngy
200

acaggatgga
260

gctagactgg
020

actaccgget
_080

agagctcgeo
2140

tctcoaccate
2170

<210>11

<211> 867

aggasccaca

cocceggaayg

aggcccoctgtg

ccgectgacgt

ggggtaccat

ggggatctgg

tgreaggatgt

ctgtgatgga

Jagygagygaay

gaeggggagy

< 212> DNA
< 213> Tehislik

<220>

tatgctgtzc

taacgagsac

ggaggtgcetg

ggacctggoe

gogggagotg

gtgogacgoh

tggagygagga

cygtggtggas

acagggacac

acacygtggtce

tcctcaggge

ttaaggatce

< 223> hCD83 tetrameeri jaoks

<400> 11

15

gataggattc

sgraccocaga

zcatctecte

gattccogaga

ttocagggac

cotecagatge

ctgagacage

tgtggaatge

tcaggaggag

ggactyggety

Jagggectag

cagagagagc

gectggtagt

acgtgtacss

caaccgtgac

ttaacctgac

caggagygadyg

tgagggagct

eggtgaagga

agoecagaetag

czagestgga

cegagetygga

ceggegaact

cegaggacct

EE-EP 2 814 842 B1

cactaazaggc

gatcocacce

acaggcoocct

aaatgtgact

aageggaggs

graggazace

aatcacattt

gacacctgga

tgagaagacc

acagcetgagy

Jgacgazaaa

ggagcagcty

gtacttccag

gaattcgcea coatgoetot getgetgese ctgccactge tgtgggotgg cgototgget
&0

accocagagy tgeaggtygge ttgetoogas gaucgtgyggato tgocttgtace ageccocotgg
220
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gacoetcagy
280

atggagacac
240

ggatcttzcg
300

tgcaattccg
360

gocazagTga

ggatccacte
540

cectgggate
00

gaacggatgg
6D

gazcgggat
0

o]

-1 Q]

acctcttgca
780

ctgtccggcea
840

tttaagaast
8L7

<210> 12

tgecatacac

cacaggasagea

toctgegggt

ccgaggatac

ctgazgtygas

ctecaggtgoo

ageoccetes

cattcgatge

atagtggaac

aagltgatcct

atagggccgs

<211>1143
< 212> DNA
< 213> Tehislik

<220>

< 223> hDCIR COMP

<400> 12

gaattogoca

ctggaacaca
240

ceatgoeact

atcotcaggg

cygtgagetge

ccacctgaga

tgaacggoct

gtgtactczg

Jacaggotge

gygtggottge

atacacagtc

ggaagaccat

cccaaatgas

ctataggtgt

gagggtgac

ggggces

gotgotgezoe

ggacctgtac

ccagagggac

16

gtgazactgae

gggcagcact

tacagtcetga

caggacoccty

ccagetoaga

ggatccggay

agtgaagacy

tcttgggtga

ctgagaggoee

aggcaectaca

acactgcagg

ggctgtectyg

ctgooactya

ttcoceocagteoca

gctggagage

ccagggtetyg

tggaggyegy

ztratcagas

c¢aaaggagga

tggatctgcoe

agctgoetggs

zgrattaces

tgtgggetgy

tggatgzaaz

EE-EP 2 814 842 B1

Jygaggaccygy

ggggcagaac

caccaceaqo

caacctgagc

aacttttaag

ctgtaccgcec

Jgygygagygcgag

treagaaggge

cogcaacact

gcagcgcaat

agaggaaacc

agetetgget

Jacocacegga

gagggctage

aaaaactaca



ggctggagagy
300

aggctggage
360

ggaggaggct
420

getotgcagy

480

aztactygzya
540

gtgggaggeay
&00

ccecagatcta
c&0

actacaaasy
720

gagacagect
780

atttctactg
840

gaatctygett
9¢0

getcagacac
~020

aatgageoget
080

gttazttgtc
2140

tec
2143

<210> 13
<211> 426

goeggoecatgt

accatccace

ctggcgacct

atgtgeggygsa

tggagtgoga

gcagtyggagy

ttgettttgt

agetggttos

ggegctgttg

aatcagcatc

tgataaacac

attttgtggg

catacazstgsz

gogttgtget

ttggtcctca

<212> DNA

< 213> Mus musculus

<400> 13

azgottgooy

&0

gctocaggzee

ceaccatgoe

agctgcagca

cgtecgasgge

gggacagagg

ggcccoacac

gotgetgags

tygcttgtggsa

aggctoagga

cattttott

tacaacatsc

cocaaageat

ttggcasgac

tcaagasgac

getetecagat

aagttccaca

aaatttteogt

aagdtcocegzt

tetygctgeze

gocctggagoe

17

ctggocyggcy

gzacctggag

atgctgagag

cageaggtyga

atgcageceay

ggaggcagee

atatt

2]

céaa

gagtgtygtyga

tggaagtcat

zgtgagaagyg

caggatttca

ccagsaggte

ttotggeata

zzatcaccea

tgtgagatga

zactggagos

ceggoagogy

zgstgoaggea

aggazatcac

ctaggacace

tggaggtygct

ctragettet

zzaazaatat

ttagttcoas

sctgtgetag

tcttocagaa

zgrgeacatty

cacgtgagcc

zzagatgggy

tgaagatcca

EE-EP 2 814 842 B1

gctgagagoet

aggaggrcteo

aaccaacgcc

attcotgaas

tggactgaqgce

gtttcagggc

tgaaaazaaq

Juocgtggasz

cbtgctacttt

aatggaggct

tctgecasgas

graabtgggtt

cagtgatccc

ctggaatgat

cttatgagge

ctgetyecte tgotgtygge cggggetety

gzactggtce caccagggae atctgtqgaasz
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220

ctgagttgea
280

cgaccaggac
240

ctgaatcaga
300

tacatgcaqc
3c0

tactetgact
420

gctagc
42¢

<210> 14

<211>390

aggeotetgy

agggactgga

agtttaaaga

tgagttcace

atgatgggtt

<212> DNA

< 213> Mus musculus

<400> 14

aagottgeey
&0

gctgatattyg
220

agcotgtoct
80

tctoatgaga
240

tceooggtTea
300

ccagzagatyg
3&0

accgggaceaa
330

<210> 15

<211> 446

ceeaceatgeo

tgatgactca

gocagagecte

gtooccagget

gtggoteagy

tgggagtcta

agctggaact

<212>PRT

< 213> Mus musculus

<400> 15

atacayttzc

gtggatcgge

caagyctacs

cactagcgac

cygcctattge

tetgectgetoe

gtcacocogot

tcagagtatce

gotgatcaac

gagcggatcoe

ctattgteoac

Jgaaacgtace

18

sectoatatt

atgattcacc

ctgacagtgy

gacteceogecy

ggacagggca

ctgctygcetce

accctgtecg

tcagattacc

zatggccaca

cgatgzacty

ctagocgactco

staagagotc

tctactatty

ctotggtygac

tgctgtygygge

tgaceccagyg

tgcactggta

EE-EP 2 814 842 B1

gygtcaazcag

cgaaaceaadga

ctotacages

tgctagagat

cgteagaoget

tggyggcectoctg

ggaccgggtg

tcagcagaag

tggcattoct

cagegtogag

gacetttgge

Gln Val 5ln Leu Gln 3ln Pro Gly Ale Glu Leu Val Arg Prg Sly Rla

5

~0

5



Ser

Trp

Met

Thr

Pro

Asn

Leu

Val

Ket

et

50

Asp

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Asn
220

Pro

Phe

Lys

Leu &

1.5

Leu

Leu

135

Thr

Pro

Fro

s Leu

20

Trp

His

Ala

Tyr
1G0

Thr

z Pro

Va_

&la

Gly

189

Gly

Lys

Cys

Pro

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Val

Cys

Lys

Leu

Thr

Val

Prac

Lys
245

Cys

Lys

Leu
”
o

Pro

Lsp

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Lys

Bap

55

Thr

Thr

Tyr

Arqg
135

Tyr

Thr

Pro

Lys

Alz

Arg
43

Phe

Leu

yr
200

Arg

Glu

Pro

Gy

_05%

Ser

Thr

Pro

Val

Val

Phe

“hr

Thr

Asp ¢

a0

Phe

“hr

Glu

Cvs

Leu 1

Leu
250

Tyr

Arg

Ala

Lys

3 Thr

Val

3
3
o

Met

Ala

Tyr

Sly

Ser

148

Val

Phe

Val

Val

Ile

Phe

Leu
45

val

Tre

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Pro S

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Ala

Val

190

His

Gly

Arg

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
35

Ala

Vel

175

Fro

Lys

Pro

Thr
255

EE-EP 2 814 842 B1

Tyr

Ile

Fhe

Fhe

Leu

Trp
1£0

Pro

Pro

Fhe

240

Fro
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EE-EP 2 814 842 B1

G-u Va- Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Prc Glu Vao

260 265 270

GIn Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val GIu Val Eis Asn Alza Lys Thr
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Phe

Pro

Pro

Zle
265

Tle

Zhr

20

s

Val

Gly

Phe

-
R

2 Met

aryg

Asp

Asp

“hr

Thr

3 1115

His

Gly

val

_55

Gly

Glu

Tyr

Val
235

Lys

Bsp G

Arg

Gly

Fro
315

Fro

Val

Eis

Thr

Asn

val

Tyr

Leu

NN
._,'DU

Gly

Va_

Gln

Iis

125

Thr

Tys

R
-

Thr

Gly

Ile

Iyr

Thr

110

Asn

Gly

Gln

Tle
190

PFrc

Ile

Arqg

270

Ser

Tyr

Vea_

25

Asn

Arg

Thr

Leu

Leu

Arg Gl

Leu

Cys

Glu

EE-EP 2 814 842 B1

Leu

Val

Tyr

160

Hig

Tyr

Leu

Lys

Leu

Asp



46
EE-EP 2 814 842 B1

10

A_z Leu 5.y Ile Thr Phe Met G-y Thr Phe Thr Gly Zle Prc Pro A&sn
325 330 335
Ale Ala Alz Leu Glu Ala Alz Gln Asp Leu Ile Glon Cys Ala Met val
340 345 35C
Lys Gly Tyr Leu Thr Fro Asn Tyr Leu Leu Vel Gly Ilis Ser Asp Val
355 360 365
A_z Arg Thr Leu 5Ser Pro Goy Gon A_a Leu Tyr Asn Zle Z_e¢ Ser Thr
370 375 280
Trp Pro His Phe Lys Ilis
385 380
<210> 43
< 211> 1317
<212> DNA
< 213> Tehislik jarjestus
<220>
< 223> huCD33-huTreml1 ECD(aal7-200)-Fcémut
<400> 43
geattcgecea cteatgectet getygctogete ctgoctetge tatgoggetgy cgcactggct
&0
geactgaggyg ccgctaccaa actgaccgas gaazagtacg sgitgezaga agggcagacco
T
ctggacgtga agtgcgatta tacactggaa aagttcgcaa cctcccagaa agcctggcag
_80

atcattageg
240

ageraccrey
300

cgggtgagea
3¢0

cagcoeocccta
420

ttttctggga
480

accacaacta
540

zcaazgagta
800

acggegagat

tgcaggteygy

tggtcaatct

cogetgacygt

gooccaageact

cegaatecatt

gcaggtggag

tatgctgtzc

taacgagsac

ccecectgtat

Jagcacacoo

ctggoettgta

ctggaggact

gactccggcece

gataggattc

agcacccaga

zcatctecte

gettocgaga

cogasocgooc

acracgates

tgtaccagtg

ccoctggtggt

ttaacetgae

ttcaaazaac

tgggetgety

cgtcatctat

cactaazggc

gatccroacco

acaggceccoct

aaatgtgact



10

gacatcatta

accctcatga
780

gacoetgagy
840

tcctecazey
~020

accotgeoce
080

asaggetTet
~1l40

aactacaaga

gaggeteIge
~317

<210> 44
< 211> 434

ggggtaccga

toaagttcas

aggagcagta

ggctgaztyy

agsasaccat

catecogygygsa

atcecagegea

soacgoctoc

aceagagcag

agzaccacta

<212>PRT
< 213> Tehislik jarjestus

<220>

goccaastolt

ggraccgtca

cocctoaggto

ctggtacgzo

Caacagoacc

caaggagtac

ctccaazgoo

Jgagatgace

categeegzo

cgtgetggac

gtggcageag

cacgcagaac

47

tctgacaaaa

gtocttectet

acatgcgtgyg

gacggegtyg

tacocghgtgg

zagtgcaagy

zzagggcagc

cegeaacecaygy

gagtgggaga

tccgacggct

gggzacgtct

agocteteee

ctracacatyg

tggtggacgt

aggtgeatas

tcagecgtoo

tcageoctgac

ccaatggygea

cottottect

tctecetgete

tgteeceggy

< 223> huCD33-huTreml1 ECD(aal7-200)-Fcémut

<400> 44

Met Pro Leu
1

3lu Leu Arg

Glu G_y Gln
35

Leu Leu

Llz Ala

20

Thr Leu Asp Val Lys Cys

Leu Leu Pro

Thr Lys Leu

472

Leu Leu Trp

Thr Glu Glu

5

Asp Tyr

Ala

Gly A_a

Tyr GZu

Thr Leu G_u

EE-EP 2 814 842 B1

cecaccgtge
acccaaggarc
gagccacgasa
tygccaagaca
cacocghoctg
agccotooca
acaggtgtac
ctygcctggto
googygagaac
ctatagcaaq
cgtgatgcat

taaatga

Leu Ala
_5

Leu Lys

Lys Fhe



Arg

Gin
145

Pro

Thr

Lys

Asn

Ser

50

Thr

Val

Val

Va'

Arg

130

Asn

a Leu

Asn

Thr
210

Arg

Pro !

aAla

Leu

2
.
Ll

Argy

Leu

Ser

@]
L
(6}

Val

135

Hig

Va_

Thr

Ala

Arg

Met

100

Tyr

Val

Thr

Pro

Thr

182

Thr

Thr

Phe

Pro 351

Va_
260

Thr

Lys

Ile

85

Val

Sln

Val

S1n

Leu

165

Ale

Asp

Cys

Leu

Lys

Ala

Thr

73

Ile

Asn

Pro

Thr

Asp

Ile

Pro

Phe

230

Val

Phe

Fro

rp

55

Glu

Leu

Leu

Pro

Lys

235

Thr

Val

__e

Pro

“hr

Arg G

Gin

Arg

Tyr

Arg

200

Cvys

Pro

Cys

~rp

48

Pro

Val

_05

Pheo

Lys

Pro

Thr

285

Gly

Pro

Lys

Val

-

Tyr
265

[}
!
=

Ile

Ser

Pro

Ser

Ile

Pro

Thr

Pro

Val

250

Val

Sln

Arg

Lys

75

His

Asp

Ilis

Gly

Pro

155

Thr

Asp

Asp

Asn

Asp

Met

Thr

140

Pro

Va_

Pro L

Pro G1

Vel

Asp

Tyxr

Gly

Asn

Gly

Hig

Gly

Leu

_z2b

Pro

“hr

Thr

“hr

1]
had
[

His

[}
W
[

Leu
.G

Phe

“hr

Glu

Leu

Ser

“hr

Met

Pro

; Leu

25

-

Tyr

Zer

“hr

Rla

Lan

Gly
Met
His
255

Val

“yr £

EE-EP 2 814 842 B1

Pro
Val

30

Leu

160

Pro

Leu

Ala

Ile
240

His
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Val Val Ser

290

G_u
305

Thr

Thr Leu Pro

Thr Leu

355

Cys

370

Leu Asp
385

Ser Arjg

Glu Ala

Gly

<210> 45

Lys

Tyr Lys O

Ser Asn

Val

Thr V
2

Val

Leu

310

325

Pro
3490

Va_ Lys

"))
e
<
['P]
—
jal

Asp Gly 5

Trp

ITig

420

< 211> 1206
< 212> DNA
< 213> Tehislik jarjestus

<220>

Ala

Arg

Gly

Gln

[Mig

FPhe Tyr

360

Pro Gou Asn 2

FPhe Phe

Gly

“yr Thr

Gly G2

49

His 5Sln Asp

Lla Leu

215

Pro Arg
330

Met
345

Thr Lys

Prc Ser Asp

Tyr

Tyr

Val Phe Ser

410

Ser

Gin Lys
425

Trp Leu Asn

300

Pro Ser Ser

Glu Pro 5in

Gln Val
35¢C

Il=a
365

Thr Thr Pro

Lys Leu Thr

Ser Val

Cys

Leu
43¢

Leu &

< 223> huCD33-huTremL1 ECD(aal6-162)-Fc6mut

<400> 45

gaattcygcea

ccggaggggr
240

ceatguetoet

ttggocagocot

actacaggct

gocageooct

gotgotgezoe

coctgaggze

ccaggatgte

ggtgtocticea

ctgoototyge

ctgcoaggeac

zaagctcaga

goetgtggate

tgtgggetgy

cegtgggaayg

eggtgtyaty

gragagoetoe

Ala Val

EE-EP 2 814 842 B1

5ly Lys

Leu

Trp

Pro Val

Val

Met
415

Zer Pro

cgeactgget

ctocattotg

cocggbtottg

agegggeagg



cgtacgtoto
300

gaagaggaty
360

cacagag-ct
420

agtoetggety
480

caggatgaga
540

ccaccgtgon
500

cccazggaca
el

agcoacgasy
720

gccaagaceaa
780

acogtooIgo
840

geostoecat
300

caggtgtaca
3¢0

tgcoctggzca
020

coggagaaca
2080

tatagoaage
2140

gtgatgeaty
_200

aaatga
_20é

<210> 46

< 211> 397

tocecegacch

ctggogagta

ctctgazcat

agaacgecatt

coctecatgat

accctgaggt

agcocgcgygdga

accaggactg

coctocatcga

coctgoccon

azggcttcta

actacaagac

tcacogtgga

aggetcetygcs

<212>PRT
< 213> Tehislik jarjestus

<220>

gygtggggge

tggotgoate

actgccocecea

ctecagaccct

cggtaccgac

afgocraggag

ctoeceggare

caagttcaac

ggagcagtac

Jotgaatgge

atceogggac

tcccagegac

cacgoctoce

caagagoage

caaccactac

50

ctgotgcagy

gtggatgggy

geaggeagty

bl
1}

ccocasatcectt

{

geacegtoag

sacagcacgt

zzggagtaca

> tococaaageca

gagatgacca

atcgcogtgy

gtgctggact

tggazatggt

soagggggec

ceaaccettt

ctgacesaac

tottectott

catgegtyggt

scggegtgga

zcogtgtggt

zgtgcaaggt

sagggoagog

zgaaccaggt

egtgggagayg

ccgacggotc

cgaacgtott

gootetece

< 223> huCD33-huTremL1 ECD(aal6-162)-Fc6mut

<400> 46

EE-EP 2 814 842 B1

taccctgeag

cragattttg

taagattggc

ggaaccoage

tcacacetge

cooccccaadas

ggtgcataat

cagcgtecte

ctocaacaaa

ccgagascca

cagoctgaca

caatgggcag

ctcatgctoo

gtceccgggt



Vet

Gln

Ser
6h

Thr

Pro

G u

Asp

145

ner

Pro

Phe

FPhe

Pro Leu

Gy Ile

Ser I_e

Lys Va_

50

Ser Alz

Asp Leu

G_u Asp

Pro ALz

I_e Pro

Pro Cys

Pro Fro

Asn Trp

Leu

Val

20

Leu

Trp

Gly

Ala

1G9

Leu

Thr

Gly

Gly

Fro

1890

Lys

Va_

Tyr

Val

_ Asp

His

His

Thr

1€5

FPro

Val

Val

Leu

Arqg

Lys

Pra

Val

Leu

Phe

55

Arqg

Leu

Tyr

Asn

Pro

Pro

Pro

His

43

Leu

Ala

Leu

Ser
20

Gly &

Pro

Alz

“hr

200

Vel

val

51

Leu

Glu
25

Tyr A

Pro

Pro

Leu

Ser

Leu

Ser

Leu

Val

Glu

Vel
20

5 Met

Asn

Leu

Met

Val

Trp

Leu

Leu

Gly

Gly

75

Glu

Val

Ile

Ala

Ala

Zle

Glu

His

Ala

Gln

Gln

Met

Leu

Glu
140

Fro

Asn

Gly

ale

Asp

45

Gln

Arg

Va_

Pro
125

Asn

Gln

= Thr

sSer

Arg
205

Prao

Alz

PFrc

30

Prc

Thr

Thr

Ala

110

Prc

Ilis

1920

Thr

Glu

Lys

Leu
15

Val

Lys

Fhe

Leu
a5

Arg

Phe

Thr C

175

Phe

Fro

Vel

Thr

EE-EP 2 814 842 B1

Az

Va_
Leu
30

Gn

Ser

Lys=
160

Leu

[}
P
for}

Lys

Lys
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Pro Arg Glu

Thr ¥Va_ Leu

Va_ Ser Asn

275

Arg G_u Glu

305

Gly Phe Tyr

Pro G_u Asn

3er Phe FPhs

-1

llis Tyr Thr
385

<210> 47
< 211> 1515

Glu

His

2630

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

3470

Leu

val

<212> DNA

< 213> Tehislik jarjestus

<220>

.
a_n

245

Pro

Thr

Ser

325

Tyr

Tyr

FPhe

Lys

230

Tyr

Azp

Leu

Arqg

Lys

310

Asp

Lys

Ser

Ser

Asn

Tre

Pro

G_u

295

Asn

Thr

Lys

Cys

375

Leu

Leu

Ser

280

Pro

Gln

“hr

Leu
360

52

“hr Tvyr

Asn
265

Val

Val

Pro

345

Thr

val

Leu

s

Met

3%
o8]
{83}

Lys

Glu

Tyr

Leu

315

Trp

val

Asp

lIis

Pro
395

val

Glu

Lys

Thr

wnn
S

Thr

Glu

Leu

Lys

Slu

3RO

Sly

Val

Tyr

Thr
285

Leu

Bsp

Ser
365

< 223> huCD33-huTremL2 ECD(aal9-268)-Fc6mut

<400> 47

gaattogroea ccetgoctot gotgoetgetc

&0

ggccectetg ctgacagtgt atacacszas

220

gtgeagtget cctataagygyg ctacaaaaac

~80

Lys

270

Tle

Prc

Leu

Leu

Pro &

Val

Gly
335

Asp G

Trp

llis

EE-EP 2 814 842 B1

240

Lys

Lys

320

ctgoctotge tgtgggetgg cgeactgget

gtgagygctee ttgazgyggge gactetgtcet

cgogtygagy ccaaggtttyg gtgcaaaate



aggaagaaga
240

ctgcaggacy
200

tteoagezyyg
420

gacaacatcc
480

geecetttta
540

ttagcctcea
00

agcoagygac
&0

agggactcct
720

toegoecanca
780

cecteocatea
240

acatgcc

te]
om
(=]

ccoocaaasc
360

gtggacytga
2020

gtygcataaty
080

agcogtootoa
2140

tccazcaasg

ageotgacct
2320

aatgggeage
380

ttetteotet
440

teatgetooy
2500

tcecoogygta
~515

<210> 48

<211>500

agtgtgageo

atgtgtetoo

tcaagagtgy

ceactggtgt

ccagacctge

ctgctggccee

cagggotety

ggcaccaedgga

ctaagacada

ccgtootgoa

cectoocate

aggtgtacac

goetyggtecas

cggagascasa

atagoeaagoet

tgatgeoatga

aztga

tggctttgee

caaggtggTe

catgcgceeac

agcteeocasa

aactgtcaca

gatggtgtzce

ctccaagaca

catggggtos

agaatccazc

coteaccagoe

tgtttactcee

agcacctgaa

cctecatgatc

-
[,

coctgyag

gecgegggac

ccaggactgc

ctccatogac

cctgcooccoa

aggcttotat

ctacaagase

caccgtggac

ggctoetgeac

53

cygagtctgygy

actgagagga

actggccaay

acoccagygac

ggctacagct

cagacagtga

tccactaagt

agatetoteo

ggtaccygage

gecgaggggg

tccocggacce

szgttcaact

gagcagtaca

ctgsatggca

zzaaccatcet

teccgggagy

cogagcgaca

acgoetecey

zagagcagygt

azccactaca

tgaazgggoe

tggtggeco

tcotgtacee

Zeattoottt

cococtaccte

)
«Q

tecatcacott

tcactgcteae

cogoegtotoe

ctggggacct

tcaacagact

ccaaatette

caccghtoagh

ctgaggteac

ggtacgtyggs

zcagcacgta

aggagtacas

coaacgecas

ggatgaccsaa

teygcegtyggs

tgrtggacte

ggcagoaggy

cgragasdgay

EE-EP 2 814 842 B1

cogobacttg

caagetocag

cttgatgage

cacacatoctyg

aggecctgat

geoctaggoeto

cagcacecace

cagcaatgeo

cagcaccaga

accabocaty

tgacaaaact

atgegtggty

cgaegtggag

cegtgtagte

gtgcaaggtc

agggcagoeoeo

Jaaccaggtc

gtygggagagc

cgacggoteo

gaacgtotte

cototecoty



54
EE-EP 2 814 842 B1

<212>PRT

< 213> Tehislik jarjestus

<220>

< 223> huCD33-huTremL2 ECD(aal9-268)-Fc6mut

<400> 48

Met Pro Leu Leu Leu Leu Leu Pro Leu Leu Trp Ala Gly Ala Leu Ala
1 5 0 15

Gy Pro Ser Ala Asp Ser Val Tyr Thr Lys Val Arg Leu Leu Glu Gly
20 25 30

G-u Thr Leu Ser Val Gln Cys Ser Tyr Lys Gly Tyr Lys Asn Arg Va_
35 473 45

Glu Gly Lys Va. Trp Cys Lys Zle Arg Lys Lys Lys Cys Glu Pro Gly
50 55 60

Phe A_a Arg Va_ Trp Val Lys Cly Fro Arg Tyr Leu Leu Gln Asp Asp
65 70 75 80

A_a G-on A_z Lys Val Val Asn Zle Thr Met Val Ala Leu Lys Leu G.n

Asp Ser Gly Arg Tyr Trp Cys Met Arg Asn Thr Ser Gly Ile Leu Tyr
100 235 110

oy
I
o

Pro Leu NMet Gly Phe Gln Leu Asp Val Ser FPro Ala Pro Gln Thr
1.5 20 125

Arg Asn Il=s Pro Phe Thr IIis Leu Asp Asn Zle Leu Lys Ser Gly Thr
130 135 142

o
b
=)
w
=

fal Thr Thr Gly a Pro Thr Ser Gly Fro Asp Ale Prc Phe Thr
145 153 .55 180



Thr

Leu

Thr

Ser

225

Fro

G_y

Met
305

Gly

Ala 5

Thr
210

Ile

Leu

Asp

Ala

290

Ile

Glu

llis

Arg

Lys G

370

Va_

o R

=

3

Ser

Lys
275

Pro

Asp

Asn

Val
355

n
1o
o

Lys

Met

Thr

1890

Thr

Thr

Leu

Arg

260

Thr

Arg

Fro G

Ala

349

Val

Tyr

Thr

Val
165

Arg

Frc

Lys

Thr

245

Iia

[Iis

Val

Thr

Ile

Phe

Pro

Gln

Thr

Thr

@ s
P T
< o

[N
v
;e

Gly

Arg

Cys

Phe Leu

Pro

310

val

Thr

YVal

Cys

Ser
390

(e}
o
[sy)

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

375

Lys

Pro

Pro
200

Ser

Val

Pro

280

Phe

Phe

Pro

“hr

360

Va_

55

Leu

Leu

Tyr
265

Fro C

Fro

“hr C

Asn

Arg
345

Val

Leu
170

Thr

Arg

Asp

Ser

Ser

Pro

Trp

Leu

Ile

Gly

Thr

Thr

235

Asn

Gly

Pro

Lys

5 Vel

315

Tyr

Glu

1Iis

Lys

Gln
395

Thr

Tyr

Met

r
=

220

Arg

Ary

Thr

Alz

Pro
e
30

Val

Val

Gln

Gln

2l=

380

Pro

Leu

Cer

Leu

Glu

Fro

285

Lys

Val

Asp

Ty

Asp

365

Leu

Arg

Frc

Fhe
3G

Fro

Fro

Fro
270

a
i
ol

Asp

Asp

Asn
35C

Trp

Fro

o
I
[}

“hr

Pro

“hr

Ser

235

Lys

Ala

“hr

Val

val

335

Leu

Fro

EE-EP 2 814 842 B1

Leu

Ala

Thr

Glu

Thr

240

Met

Glu

Leu

o

sexr
320
Glu

Thr

Asn
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Ve~ Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg G-u Glu Met Thr Lys Asn
405 410

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gy Phe Tyr Pro Ser Asp Ile

420 425 43C
Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr

435 440 445
Pro Va_ Leu Asp 5er Asp G_y Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
450 455 460
Vel. Asp Lys Ser Arg Trp G.n Gin Gly Asn Vel Phe Ser Cys
465 470 475
Met llis Glu Ala Leu Ilis Asn llis Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
483 490

Ser Pro Gly Lys

500
<210> 49
<211>1233
< 212> DNA
< 213> Tehislik jarjestus
<220>
< 223> huCD33-huTrem2 ECD(aal9-174)-Fcémut
<400> 49
gaattcgecea coatgocetcot getgctgeze ctgocototge tgtgggotgg
&0
cacaacacca cagtgttcca gggcgtggce ggcocagtcce tgcaggtgtce
_Z20
gactercatga ageactgggy gaggegcaac gectggtges coragetggy
280
ccatgecage gtgtggteag cacgcaceac ttgtggctoge tgtcettoct
240
azatgggagca cagcecatcac agacgatacce ctgggtggeca ctotcaccat
300
aatctacaec cccatgatge gggtctctac cagtgccaga ccocctocatgyg
350
gacacceica ggeaggteot ggtggaggtc ctggoagace coztggatoe
420
ggagateLet ggttcocegg ggagtotgac agotbtcgagy stgeccatgt

EE-EP 2 814 842 B1

Gln Val
415

Ala Val

“hr Fro

Leu Thr

Ser Val
480

Leu

cgcactgget

ttgcccecctat

agagaaggqge

Jaggagatay

tacgctgogg

cagtgaggcet

cogggatget

ggagcacagco



10

480

atctccagga
540

azatcttocty
00

cegteagtoet
g¢0

~10

ggtcacet
0

&
ol
“

teacgtggacg
780

ageacgtaco
840

gagtacaagt

atgaccaaga
2020

gocgtggagt
2080

ctyggactooy

cagaagagco
2233

<210>50
< 211> 406

gcctottgga
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